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Resumen

RESUMEN

El cdncer de mama es el tipo de cancer diagnosticado con mayor frecuencia con una incidencia
estimada de 2.3 millones de nuevos casos en el ano 2020 y 685000 fallecidas. Los avances en
las técnicas de diagnostico y el desarrollo de nuevas terapias han mejorado el prondstico para un
elevado numero de pacientes, aunque actualmente se carece de estrategias clinicas efectivas frente
a algunos subtipos de cancer mas agresivos y para los estados metastasicos. Por ello, continta
siendo necesaria la busqueda de proteinas diana implicadas en progresion tumoral y el desarrollo
de nuevos farmacos que permitan abordar de manera mas efectiva el tratamiento del cancer de

mama.

Las proteinas quinasas que interaccionan con MAP quinasa (MNKs) son activadas por ERK y p38,
por lo que responden a una amplia variedad de estimulos extracelulares. En humanos, las MNKs
estan codificadas por dos genes (MKNK1 y MKNK?2) que producen dos isoformas por splicing
alternativo: MNK1a/MNK1b y MNK2a/MNK2b. Su sustrato mejor caracterizado es el factor de
iniciacion de la traduccion elF4E, aunque también se ha relacionado su actividad con la
fosforilacion de otras proteinas como hnNRPA1, Spry2, PSF, o cPLA2 y con la regulacion de la
actividad de mTORC1. Las MNKs se encuentran sobreexpresadas en distintos tipos tumorales y
participan en desarrollo tumoral y metastasis a través del control de los niveles y actividad de
proteinas implicadas en apoptosis (MCL1, XIAP, survivina), proliferacion (Ciclinas, CDKs, c-Myc,
B-catenina), migracion y transicion epitelio mesénquima (ZEB1, Snail, MMPs, NDRG1, NODAL,
ANGPTL4), angiogénesis (VEGF) y respuesta inmune e inflamacion (IL-6, IL-1f, IL-8, TNFa,
CCL2, CCL7, MCP-1).

Los aptameros son acidos nucleicos de cadena sencilla (RNA o DNA) que se unen de forma estable
y con una alta afinidad a una diana gracias a su capacidad para adquirir estructuras
tridimensionales, lo que les convierte en herramientas con un alto potencial terapéutico y con
ciertas ventajas sobre los anticuerpos. El aptamero apMNKQ?2 frente a MNKI1, seleccionado y
caracterizado en nuestro laboratorio, es capaz de inhibir procesos de proliferacion, migracion e
inducir apoptosis en lineas de cancer de mama y reduce el tamafio tumoral en un modelo

ortotopico de cancer de mama triple-negativo en ratones.

Con el objetivo de determinar el mecanismo de acciéon de apMNKQ?2, se ha estudiado el efecto del
aptamero sobre los sustratos de MNK y proteinas reguladas por ésta en rutas claves de apoptosis,
proliferacién y migracion y se ha realizado un analisis del proteoma y transcriptoma para

determinar de forma global los procesos bioldgicos alterados.

En este trabajo se ha demostrado que apMNKQ2 disminuye el estado de fosforilacion de eIF4E en
paralelo a una disminucién de los niveles de MNK1a y MNKT1b, pero no afecta a otros sustratos
como hnRNPA1 o spry2 ni a la actividad de mTORC1, a pesar de presentar un efecto sinérgico
sobre la inhibicién de la viabilidad celular con everolimus, inhibidor alostérico de mTORC1. A
nivel de las proteinas reguladas por MNK, apMNKQ2 produce una disminucién temprana de los
niveles de las proteinas XIAP y MCL1 y modifica el estado de fosforilacion de CDK2 y NDRGI,
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mientras que a tiempos mas largos reduce los niveles de las proteinas ciclina D1, -catenina, CDK2
y ZEBL.

En un modelo de induccion de la transicion epitelio mesénquima por TGFp, apMNKQ2 es capaz
de reducir la migracién y la invasion celular, de acuerdo con la disminucién de factores de
transcripcion y marcadores mesenquimales. Ademas, el incremento en la fosforilacion de la
cofilina y la actividad de SGK1 inducidas por apMNKQ?2 se han relacionado directamente con su

actividad antimigratoria.

Por ultimo, los estudios del proteoma y del transcriptoma han demostrado la alteracion de
proteinas y genes relacionados con metabolismo, citoesqueleto, proteostasis, angiogénesis,
inflamacién o migracién, asi como un conjunto de factores de transcripcion relevantes en

progresion tumoral.
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Abstract

ABSTRACT

Breast cancer is the most frequently diagnosed type of cancer, with an estimated incidence of 2.3
million new cases in 2020 and 685000 deaths. Advances in diagnostic tools and the development
of new therapies have improved the prognosis for a large number of patients. However, effective
clinical strategies are currently lacking for some aggressive cancer subtypes and metastatic stages.
Therefore, the research of targets involved in tumor progression and the development of new

drugs to more effectively treat breast cancer remains necessary.

The MAP kinase-interacting kinases (MNKs) are activated by ERK and p38, and as a result, they
respond to a wide range of extracellular stimuli. In humans, two genes (MKNK1 and MKNK2)
encode MNKSs, which produce two isoforms through alternative splicing: MNK1a/MNK1b and
MNK2a/MNK?2b. Their best-characterized substrate is the translation initiation factor eIF4E,
although their activity has also been associated with the phosphorylation of other proteins such
as hnRNPA1, Spry2, PSF, cPLA2, and the regulation of mTORCI1 activity. MNKs are
overexpressed in various tumor types and play a role in oncogenesis and metastasis by controlling
the levels and activity of proteins involved in apoptosis (MCL1, XIAP, survivin), proliferation
(Cyclins, CDKs, c-myc, B-catenin), migration and epithelial-mesenchymal transition (ZEB1, Snail,
MMPs, NDRG1, NODAL, ANGPTL4), angiogenesis (VEGF), immune response and inflammation
(IL-6, IL-1B, IL-8, TNFa, CCL2, CCL7, MCP-1).

Aptamers are single chain nucleic acids (DNA or RNA) that can bind to a target with high affinity
and stability due to their ability to adopt three-dimensional structures. This makes them powerful
tools with significant therapeutic potential and certain advantages over antibodies. The aptamer
apMNKQ?2 against MNKI, selected and characterized in our laboratory, has the ability to inhibit
proliferation, migration, and induce apoptosis in breast cancer cells. Furthermore, it has shown

efficacy in reducing tumor size in an orthotopic model of triple-negative breast cancer in mice.

In order to determine the mechanism of action of apMNKQ?2, the effect of the aptamer on MNK
substrates and MNK-regulated proteins involved in apoptosis, proliferation, and migration has
been studied. Additionally, a comprehensive analysis of the proteome and transcriptome has been
conducted to globally identify altered biological processes.

In this study we have demonstrated that apMNKQ?2 decreases eIF4E phosphorylation
concurrently with a reduction in the levels of MNK1la and MNK1b, but it does not affect other
substrates such as hnRNPA1 or spry2, or the activity of mTORCI, despite showing a synergistic
effect on cell viability inhibition in combination with everolimus, an allosteric inhibitor of
mTORCI. Regarding the MNK-regulated proteins, apMNKQ?2 induces an early downregulation
of XIAP and MCL1 proteins and affects the phosphorylation state of CDK2 and NDRG1, while at
longer term, it reduces the levels of cyclin D1, 3-catenin, CDK2, and ZEB1 proteins.

In a model of epithelial-mesenchymal transition induced by TGF@, apMNKQ?2 is capable of

reducing cell migration and invasion, as evidenced by the decrease in transcription factors and
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mesenchymal markers. Furthermore, the increase in cofilin phosphorylation and SGK1 activity
induced by apMNKQ2 has been directly associated with its antimigratory activity.

Finally, proteomic and transcriptomic analysis have revealed the modulation of proteins and
genes related to metabolism, cytoskeleton, proteostasis, angiogenesis, inflammation, and

migration, as well as a set of transcription factors relevant in tumor progression.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

2D-DIGE Electroforesis en gel con diferencia de

fluorescencia en dos dimensiones
2-PG 2-fosfoglicerato

3-PG 3-fosfoglicerato

4EBPs Proteinas de union a elF4E
4E-T Transportador de elF4E
ACTA2 a Actina de musculo esquelético
AKT Proteina quinasa B
ANGPTL4 Angiopoietin-like 4

AP Fosfatasa alcalina

AP-1 Proteina activadora 1

AR Receptor de andrdgenos

ARE Secuencia rica en AU

ATF3 Factor de transcripcion dependiente de
AMPc

BA Bicarbonato amonico

BAK BCL2 Antagonist/Killer 1

BAX Proteina X asociada a Bcl-2

BCL6 Proteina 6 del linfoma de células B
BC-LSCs Células madre de leucemia

BDNF Factor neurotrofico derivado del cerebro

BET Proteinas con bromodominio y dominio

extra terminal

BMPs Proteinas morfogénicas dseas

BRCA Gen del cancer de mama

BRSK1/2 Quinasas 1 y 2 especificas de cerebro

BSA Albumina de suero bovino
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BTK Tirosina quinasa de Bruton
BVA Analisis de variacién biolégica
C/EBP Proteinas de uniéon a CCAAT/enhancer

Cap Acido 7-metilguanilico en el extremo 5" del
mRNA

c-Cbl Casitas B-lineage lymphoma
CCLs Ligandos de quimiocina

CCTs Subunidades de la proteina 1 del complejo
T

CDC25C Cell Division Cycle 25C phosphatase
CDKs Quinasas dependientes de ciclina
c¢cDNA DNA copia

CERT Reguladores de la traduccion ricos en

cisteinas

c-Fms Receptor del factor 1 estimulante de

colonias

¢GAS-STING GMP-AMP

estimulador de genes de interferén

ciclico sintasa y

C-KIT Receptor tirosina quinasa
CLDNS5 Claudina-5

COX2 Ciclooxigenasa 2

cPLA2 Fosfolipasa A2 citoplasmatica
CREB Elementos de respuesta a AMPc

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats
Ct Ciclo umbral

CXCL1 Ligando quimioquina 2 con motivo C-X-
C

CYFIP1 Proteina citoplasmatica asociada a FMPR
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DCIS Carcinoma ductal in situ

DDB1 Proteina especifica de unién a DNA
dafado 1

DEPTOR Proteina de interaccién con mTOR con
dominio DEP

DMSO Dimetil sulféxido

DNA-PKcs  Subunidad
dependiente de DNA

catalitica  quinasa

DNAsa Desoxirribonucleasa

dNTP Deoxinucleétido trifosfato

dsDNA DNA de doble cadena

DTT Ditiotreitol

DUSP1 Proteina fosfatasa dual especifica 1
E2F1 Factor de transcripcion 1 E2F

EDN1 Endotelina-1

EDTA Acido etilendiaminotatracético

eEF Factor de elongacién

EGF Factor de crecimiento epidérmico

EGR1 Proteina de respuesta de crecimiento

temprano

elF Factor de iniciacion eucariota

ELONA Ensayo enzimatico en placa con
aptameros

EMT Transicion epitelio-mesénquima

EphA2 Receptor de efrinas A2

ER Receptor de estrégenos

ERK1/2 Quinasa regulada a través de

senalizacién extracelular
FAK Quinasa de adhesion focal

FBS Suero bovino fetal
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FDA  Administracion de

Medicamentos

Alimentos y

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

FMRP Proteina de retraso mental del cromosoma
X fragil

FOXM1 Forkhead Box M1
FSP-1 Proteina especifica de fibroblasto 1
G6PD Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

GAPDH

deshidrogenasa

Gliceraldehido-3-fosfato

GLO1 Lactoilglutation liasa/Glyoxalasa I
GMPs Progenitores de granulocitos/monocitos
GO Gene Ontology

HDM2 Proteina Human Double minute 2

HER Receptor del

epidérmico humano

factor de crecimiento

HGEF Factor de crecimiento de hepatocitos
HIFla Factor 1-alfa inducible por hipoxia
hnRNP Ribonucleoproteina heterogénea nuclear
HRP Peroxidasa de rabano

IAPs Proteinas inhibidoras de la apoptosis
IC50 Concentracién inhibitoria del 50%

IDC Carcinoma ductal invasivo

IEF Isoelectroenfoque

IFN Interferon

IGF-1 Factor de crecimiento insulinico tipo 1
IKKe Quinasas de IxB

IL Interleuquina

ILs Interleuquinas

IMEx The International Molecular Exchange
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IRES Sitio interno de entrada al ribosoma
ITAFs IRES-trans acting factors

JNK1 Quinasas c-Jun N-terminal

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KO Knock out

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

MALDI-TOF Espectrometria de masas por
desorcién por laser asistida por matriz con

analizador de tiempo de vuelo

MAPK Proteina quinasa activada por mitégenos
MCL1 Proteina de células de leucemia mieloide 1
MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1
MEEF Fibroblastos embrionarios de ratén

MEK Quinasa activada por mitégenos

miRNA Micro-RNA

MMP Metaloproteasa

MNK1/2 Proteina quinasa de interaccién con
MAPK

mRNA RNA mensajero
Mtap1b Proteina asociada a microtibulos

mTOR Proteina quinasa diana de rapamicina en

mamiferos

mTORC1 Complejo 1 de mTOR

MTT Metiltiazol tetrazolio

NADH Nicotin adenin dinucleétido

NDRG1 Proteina N-Myc Downstream Regulated 1
NES Sefial de exportacién nuclear

NF-kB Factor nuclear kB

NGEFR Factor de crecimiento nervioso

NLS Senal de localizacién nuclear
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ODC Ornitina descarboxilasa

p70S6K Quinasa p70 ribosdmica

PABP Proteina de unién a poliA

PARP Polimerasa de poli ADP-ribosa

PBS Tampon fosfato salino

PCNA Antigeno nuclear de proliferaciéon nuclear
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PD-L1 Ligando de muerte programadal
PGAM Fosfoglicerato mutasa

PI Punto isoeléctrico

PI3K Fosdfatidil inositol 3 quinasa

PIAS1 Proteina inhibidora de STAT1 activa
PKA/C/G Proteinas quinasa A, Cy G

PLS-DA

cuadrados parciales

Analisis discriminante de minimos

PMLC2 Cadena ligera 2 de la fosfo-miosina

PR Receptor de progesterona

Prdxé Peroxirredoxina-6

PRK2, Proteinna quinasa N2

PSF Proteina de unién al tramo de polipirimidina
PSMB2 Subunidad B del proteasoma

PTEN

fosfatasa

Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-

PVDF Fluoruro de polivinilideno
qPCR PCR cuantitativa a tiempo real
RAPTOR Proteina reguladora asociada a mTOR

RASSF1 Proteina 1 que contiene el dominio de

asociacion Ras

RIOK2 Quinasa RIO2
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RNAsa Ribonucleasa

ROCK1

protein kinase 1

Rho-associated, coiled-coil-containing

ROS Especies reactivas de éxigeno

RPFs Fragmentos protegidos por ribosomas
rpS6 0 S6 Proteina ribosomal S6

rRNA RNA ribosémico

RSK p90S6 quinasa

RTKSs Receptores tirosina quinasa

S6K Proteina quinasa de la proteina ribosomal S6
SDS Dodecil sulfato sddico

SDS-PAGE

poliacrilamida en presencia de SDS

Electroforesis en gel de

SELEX

evolucion sistematica de ligandos

Enriquecimiento  exponencial por

SEM Error estandar de la media

SF2/ASF Factor de splicing rico en serinal/arginina

SGK Quinasa activada por suero vy
glucocorticoides
SGKi Inhibidor de SGK1/2

shRNAs, RNA de horquilla corta
siRNAs RNA pequefio de interferencia
SMAD Mothers against decapentaplegic
Spry Proteina sprouty

SRPK Quinasa rica en serina y arginina
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SSH1 Proteina fosfatasa homologa a Slingshot
STIP1 Fosfoproteina inducida por estrés
SUNSET Surface sensing of traslation

TELO2 Proteina de mantenimiento de la

telomerasa 2

TGFp factor de crecimiento transformante 3
TLRs Receptores tipo Toll

TME Transicion mesénquimo-epitelial
TMEM119 Proteina transmembrana 119
TNBC Carcinoma de mama Triple-negativo
TNFa Factor de necrosis tumoral alfa

TOP Motivos oligopirimidina 5 terminal
TP53 Proteina tumoral 53

TSC2 Complejo de esclerosis tuberosa 2,
Twist Proteina 1 relacionada con la torsion
UTR Regién no codificante del mRNA

VEGF Factor de crecimiento del endotelio

vascular

VRK1 Quinasa relacionada con vaccinia

XIAP Proteina inhibidora de apoptosis ligada a X
YAP Yes-associated protein 1

YB-1 Proteina 1 de unién a la caja’Y

ZEB1 Proteina Zinc Finger E-Box Binding
Homeobox 1

Z0-1 Zona occludens 1
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Introduccién

1. Cancer

En el ano 2020, se estima que se diagnosticaron 19.3 millones de nuevos casos de cancer y se
registraron casi 10 millones de muertes a nivel mundial, situdndose como la primera o segunda
causa de muerte prematura (antes de los 70 afios) en 112 paises, de acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Se espera que la incidencia del cancer crezca hasta los 28.4 millones
de casos en 2040 a nivel mundial, lo que se ha asociado con el crecimiento y el envejecimiento

poblacional, asi como a un incremento de la prevalencia de los factores de riesgo (1).

Las células tumorales se caracterizan por una serie de caracteristicas adquiridas que incluyen la
proliferacion sostenida, la resistencia a supresores del crecimiento, la evasion del sistema inmune
y la apoptosis, la reprogramacion del metabolismo energético y la capacidad para producir
metastasis. Todas estas alteraciones resultan de la acumulacion de multiples cambios genéticos y

epigenéticos y de un microambiente tumoral inflamatorio (2).

1.1. Biologia del cancer de mama

El cancer de mama es el tipo mas comun de cancer diagnosticado a nivel mundial, con una
incidencia de 2.3 millones de casos en 2020, lo que supone el 11.7% del total de diagndsticos,
seguido por el cancer de pulmén y colorrectal. Ademas, se sitia como la quinta causa de

mortalidad por cancer y la primera en mujeres, con 685.000 fallecidas (1).

El cancer de mama se origina en las células epiteliales de las unidades lobular-ductal (unidades
funcionales de la glandula mamaria). Entre los 19 tipos de cancer de mama que diferencia la OMS
atendiendo a su morfologia histologica, el carcinoma ductal invasivo es el tipo mas frecuente (70-

75%), seguido del carcinoma lobular invasivo (10-14%) (3).

El cdncer de mama es una enfermedad muy heterogénea a nivel molecular. Los tumores de mama
se han clasificado en distintos subtipos, independientemente de su clasificacion histologica, para
facilitar la prediccion del prondstico y guiar la eleccion de los tratamientos sistémicos en base a la
deteccién de marcadores como el receptor de estrogeno (ER) y de progesterona (PR), el factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2) o el marcador de proliferacion Ki-67, asociado con la tasa
de proliferacion (4). Los perfiles de expresion génica para detectar marcadores gendmicos como
BRCA1, BRCA2 y PIK3CA (5) o la deteccion de linfocitos infiltrantes en el tumor y el marcador
PD-L1 también aportan informacion acerca del prondstico y las posibles estrategias de tratamiento
4, 5).

Los tumores del subtipo luminal A son positivos para ER y PR, negativos para HER2 y tienen un
bajo indice de proliferacion, mientras que el subtipo luminal B, ademas de expresar los receptores
ER y PR, aunque en menor medida que el subtipo A, puede expresar HER2 y tienen una mayor
tasa de proliferacion. Otros subtipos incluyen los tumores que solo expresan los receptores HER2
y aquellos que no expresan ninguno de los tres, denominados tumores de mama triple negativo

(TNBC) (4) y que a su vez se pueden clasificar en otros subtipos (3).
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Entre el 60-70 % de todos los diagndsticos se corresponden a los subtipos luminales, mientras que
el 10-15 % son TNBC y la amplificacion de HER2 se produce en el 13-15 % de las pacientes. De
forma general, el subtipo luminal A tiene el mejor prondstico, los subtipos luminal B y HER2
positivo tienen un pronostico intermedio y los TNBC presentan el prondstico mas desfavorable,
ya que suelen ser tumores mas agresivos, altamente proliferativos (3) y que recurren con mas
frecuencia (6). Por otro lado, la disponibilidad de tratamientos sistémicos es mas limitada para el
subtipo TNBC. Ademas de quimioterapia, las pacientes con tumores ER/PR positivos y HER2
reciben terapias dirigidas que bloquean los receptores de estrogeno, como el tamoxifeno o
anticuerpos monoclonales frente a HER?2, respectivamente. Al no disponer de estos receptores que
permitan el uso de terapias dirigidas, el tratamiento de los TNCB se ha limitado al uso de
quimioterapia (6), aunque recientemente se ha aprobado el uso de inhibidores de PARP y

anticuerpos monoclonales frente al ligando de muerte programada 1 (PD-L1) (7).

1.2. La traduccién de proteinas como diana terapéutica en cancer

La traduccion de proteinas es el proceso celular que consume mas energia (8) y tiene un papel
predominante en la regulacion de la expresion de proteinas a nivel postranscripcional, lo que
supone la existencia de discrepancias entre los niveles de mRNA y el proteoma (9). En células
eucariotas, la traduccion de la mayor parte de proteinas tiene lugar de forma dependiente del
reconocimiento de la estructura 7-metil guanosina (m’G cap) del extremo 5" del mRNA, aunque
también puede producirse de forma independiente de cap, mediada por los sitios internos de
entrada al ribosoma (IRES) (10). El proceso de traduccién en su fase de iniciacion esta altamente
controlado por multiples rutas de sefializacion que convergen en componentes de la maquinaria
de traduccion regulando su funcidn, mayoritariamente sobre los factores de iniciacion de la
traduccion (elF) como elF4E y elF2a (10).

Las alteraciones en el control de la traduccion constituyen una caracteristica distintiva de las
células tumorales y suponen un mecanismo critico en el desarrollo y progresion de tumores, ya
que dirigen tanto la sintesis global de proteinas, que permite mantener una rapida y continua
proliferacion, como la traduccién selectiva de mRNAs involucrados en supervivencia,

angiogénesis, respuesta inmune, control de la energia celular y adaptacién a estrés (11,12,13).

La desregulacion de la traduccién en cancer se produce gracias a una amplia variedad de
alteraciones moleculares, entre las que se encuentran la sobreexpresion de algunos componentes
de la maquinaria de traduccién (como elF4E, elF4G, elF4A o isoformas de elF3) (10), las
alteraciones de la actividad de proteinas de unién al RNA, las modificaciones de los mRNAs, o la
participacion de microRNAs y RNAs largos no codificantes (14).

Por otro lado, las mutaciones mas habituales en cancer se producen en genes que participan en la
regulacion de la maquinaria de traduccion como los oncogenes PIK3CA, KRAS y MYC o los
supresores de tumores TP53, TSC2 y PTEN (10). Se considera que la formacién y actividad del
complejo de iniciacion de la traduccion esta regulada principalmente por dos rutas de sefializacion
frecuentemente implicadas en la etiologia del cancer: la ruta de PI3K/AKT/mTOR y la ruta de las
quinasas activadas por mitogeno (MAPKSs) (11). Dentro de estas rutas destacan en la regulacion
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de la traduccién el complejo sensible a rapamicina (mMTORC1) y dos proteinas quinasas activadas
por MAPKs, las quinasas de la proteina ribosomal S6 (RSKs) y las quinasas que interaccionan con
MAPK (MNKs) (10).

Puesto que la desregulacion de la traduccidn supone una caracteristica comun de células
tumorales con distintas alteraciones genéticas, el desarrollo de terapias dirigidas a componentes
de la maquinaria de traduccidon o nexos comunes en las rutas que controlan la traduccion puede
constituir una buena estrategia terapéutica en cancer, particularmente para hacer frente a la
heterogeneidad intra-tumoral (11). Asi, las proteinas MNKs se presentan como potenciales dianas

frente a las cuales existe un gran interés por desarrollar inhibidores con aplicaciones terapéuticas.

2. MNKs: quinasas que interaccionan con MAPK

La sefializacion de las MAPKSs responde a estimulos extracelulares, como factores de crecimiento,
estrés o citoquinas y depende de la activacion secuencial de una serie de quinasas. Existen tres
tipos principales de MAPK con varias isoformas: la quinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK1/2), las quinasas c-Jun N-terminal (JNK1/2/3) y p38a/B/y/d MAPK. Las diferentes MAPKs
se activan en funcion del estimulo y el contexto celular y a su vez fosforilan una amplia variedad
de proteinas efectoras involucradas en procesos de proliferacion, diferenciacion, respuesta a
estrés, migracion y supervivencia. Entre los sustratos de las MAPKs destaca la familia de proteinas
quinasas activadas por MAPK (MAPKAPKS), entre las cuales se encuentran las MNKs (15).

Las MNKSs son una familia de serina/treonina quinasas descubiertas en 1997 por dos grupos de
investigacion de forma independiente en ensayos de cribado de sustratos de ERK (16) y en
ensayos de doble hibrido para identificar proteinas que interaccionan con ERK (17). Estos ensayos
identificaron a MNK como sustrato de ERK y de p38 MAPK en respuesta a una amplia variedad
de estimulos como el suero, ésteres de forbol, el factor de necrosis tumoral (TNFa), la
interleuquina 1p (IL1B) o radiacion UV-C (16,17). En estos primeros ensayos también se determin6
que la fosforilacion de las MNKs estimulaba su actividad quinasa sobre su sustrato eIF4E y que
MNK?2 interacciona preferencialmente con ERK (17), aunque también puede ser fosforilado por
P38 MAPKa y 3 (18).

Las MNKs estan codificadas por dos genes (MKNK1 y MKNK2) con una homologia del 71% (19)
que en humanos dan lugar a dos isoformas por splicing alternativo: MNKla/MNKI1b y

MNK2a/MNK2b, mientras que en ratén unicamente se expresan las formas de mayor longitud,
MNK1a y MNK2a (19,20) (Figura 1).

Las dos isoformas de MNK2 son iguales para los primeros 385 aminoacidos y solo difieren en su
C-terminal, de manera que MNK2a cuenta con 80 aminoacidos mas y MNK2b con 29 aminodcidos
distintos (19). En el caso de MNKT1, a partir del aminoacido 336 la isoforma MNK1a cuenta con 89
aminoacidos en el C-terminal que son remplazados por 12 aminoacidos distintos en la isoforma
MNKT1b (20).
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MNK1 y MNK2 participan de distinta forma en la fosforilacion de elF4E. MNKla presenta una
actividad basal baja que se activa en respuesta a la sefializaciéon de las MAPKs, mientras que
MNKI1b tiene una actividad mayor en estado basal y es independiente de la actividad de las
MAPK (18,20). En el caso de MNK2a, la actividad basal es elevada y se ve incrementada o
disminuida de forma leve en respuesta a la activacion o inhibicién de las MAPKSs. Por otro lado,
MNK2b tiene menor actividad basal que MNK2a, y responde con un patrén similar a las
variaciones en la sefializacion de las MAPKSs (18,21). Los ensayos en fibroblastos embrionarios de
ratones knock out (KO) para Mnkl y Mnk2 han permitido demostrar que el incremento en la
fosforilacién de elF4E inducido tras la activacidon de la ruta de las MAPK es dependiente de
MNK1, mientras que los niveles de fosforilacion basales y constitutivos de elF4E dependen de
MNK?2 (22).

El nivel de actividad de cada isoforma y su respuesta a la fosforilacion por las MAPK, asi como
su localizacion celular vienen determinados por diferencias en su secuencia y estructura. Todas
las isoformas de MNK presentan en su bucle de activacion dos residuos de treonina que forman
parte de sitios de fosforilacion consenso de las MAPK: Thr209 y Thr214 en MNK1 y Thr244 y
Thr249 en MNK?2 (19, 20, 17,23) (Figura 1). Estos residuos son cruciales para la actividad quinasa
de las MNKs, ya que mutaciones puntuales en ellos eliminan su actividad enzimatica (18). La
fosforilacidn en estos residuos se ve incrementada con la actividad de las MAPKs (17,23), aunque
solo las isoformas MNK1a y MNK2a presentan en su region C-terminal secuencias consenso de
union a MAPK (LARRR en el caso de MNK1a y LAQRR para MNK?2a) (19,20), lo que supone que
las isoformas MNK1b y MNK2b sean sustratos débiles de las MAPK.

Se han determinado otros sitios de fosforilacion en MNK1a, como la ser353, cuya fosforilacion por
la quinasa regulada por glucocorticoides 1 (SGK1) tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad de
MNKT1a (24), o la fosforilacién en la Ser74 de MNK2 por mTORC1, también inhibitoria (25). Otro
sitio potencial de fosforilaciéon es la Thr344 (16). Este residuo mantiene MNKla en una
conformacion inactiva (23) y sus mutaciones, tanto por residuos acidos como por residuos sin
carga, incrementa la actividad de MNK1a (23,26,27).

Las diferencias en la actividad basal entre las isoformas de las MNKSs se han asociado con
configuraciones particulares del C-terminal y de su dominio catalitico. El C-terminal de MNK1a
reprime la actividad basal y la fosforilacion del bucle de activacién, siendo responsables de esta
inhibicion la region de union a MAPK y otra region a-hélice que ocluyen el acceso al dominio
catalitico y al bucle de activacién (27). En otros estudios la elevada actividad basal de MNK1b no
se ha asociado con la pérdida de estas estructuras del C-terminal de MNKIla, si no con

caracteristicas propias del dominio C-terminal de MNK1b (28).

El dominio catalitico de las MNKSs es similar al de otras serina/treonina quinasas, pero presenta
una serie de particularidades que le confieren caracteristicas tinicas. Las MNKs disponen de dos
insertos especificos en el dominio catalitico (I1, I2) y tienen un motivo no canénico DFD (Asp191-
Phe192-Asp193 en Mnk1 y Asp226-Phe227-Asp228 en Mnk2) en el dominio de unién a magnesio,
a diferencia del motivo DFG (Asp-Phe-Gly) tipico de otras quinasas (29,30) (Figura 1). El motivo

DFD puede encontrarse en una conformacion inactiva denominada DFG/D-out, en la que el

22



Introduccién

residuo de fenilalanina impide la unién de ATP, o en una conformacion activa denominada
DFG/D-in.

Las estructuras cristalizadas de los dominios cataliticos de MNK1 y MNK2 en su estado
desfosforilado han demostrado que existen profundas diferencias en la conformacién de su
segmento de activacion y en detalles atomicos referentes a la conformacion DFG/D-out (30). En el
caso de MNK2, la composiciéon de los insertos determina una conformacion extendida del
segmento de activacion en la forma no fosforilada de MNK?2, que adopta una conformacién activa
tras la fosforilacion (29). El motivo DFD adopta una conformacién inactiva DFG/D-out, pero el
Asp228 no establece ninguna interaccion con otros residuos que estabilice esta conformacién, por
lo que puede unir ATP independientemente de las fosforilaciones en el bucle de activacion. El

cambio hacia la conformacion activa DFG/D-in podria estar impuesto por la unién del ATP (29).

En el caso de MNKIa, en su estado desfosforilado el segmento de activacion actia como un
modulo autoinhibitorio, que se posiciona hacia la region N-terminal e impide la union de ATP y
el posicionamiento del sustrato, principalmente debido a residuos del inserto 12 del segmento de
activacion como la Glu228 y la Phe230 que estabilizan la conformaciéon autoinhibitoria. En
concreto, la Phe230 desplaza a la Phe192 del motivo DFD que se posiciona en el sitio de union a
ATP, lo que da lugar a una conformacion inactiva DFG/D-out. A diferencia de lo que ocurre en
MNK?2, esta conformacion es estable gracias a interacciones entre los Asp del motivo DFD y otros
residuos, de manera que la uniéon de ATP es minima (30). Se ha sugerido que MNK?2 dispone de
un mecanismo autoinhibitorio similar al de MNKI1, pero de una forma menos restrictiva, de tal
manera que el segmento de activacion de MNK2 puede fluctuar entre conformaciones que

permitan o no la uniéon de ATP (30).

El N-terminal de todas las isoformas presenta una region polibasica que permite a las MNKs
interaccionar con o-importina (23) y con elF4G (18,21,23). MNK1b se localiza en el nticleo y en el
citoplasma, mientras que MNK1a permanece en el citoplasma, ya que ambas isoformas pueden
transportarse al nticleo gracias a las secuencias de localizacion nuclear (NLS) del N-terminal, pero
solo el C-terminal de MNKI1a presenta secuencias de exportacion nuclear (NES) (Figura 1). Por
ello, en presencia de leptomicina B, un compuesto que bloquea la exportacion nuclear mediada
por la exportina-1, se produce una acumulacion de MNKla en el ntucleo (31). MNK2a es
mayoritariamente citoplasmatica, mientras que MNK2b también aparece en el ntcleo. A
diferencia de MNK1a, MNK2a no presenta la secuencia consenso para la exportacion nuclear
(NES) mediada por exportina-1 pero se localiza en el citoplasma, probablemente por una
interferencia entre su region C-terminal con la region basica del N-terminal que bloquee su

transporte al nucleo (21).
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Mnk1 TSELLGEGAY AKVQGAVSLQ  NGKEYAVKII EXQAGHSRSR  VFREVETLYQ, CQGNKN ILEL
Mnk2 QEDVLGEGAH ARVQTCINLI TS QEYAVKII EXQPGHIRSR VFREVEMLYQ CQGHRNVLEL
IEFFEDDTRF  YLVFEK LQGG  SILAHIQKQK HFNEREASRV  VRDVAAALDF LHTKGIAHRD  LKPENILCES
IEFFEEEDRF YLVFEKMRGG  SILSHIMKRR HFNELEASVV ~ VQDVASALDF LHNKGIAHRD  LKPENILCEH
PEKVSPVKIC DFDILGSGMKL NNSCTPI@P ELTTPCGSAE YMAPEVVEVF TDQATFYDKR CDLWSLGVVL
PNQVSPVKIC |[DFDLGSGIKL NGDCSPISTP ELLTPCGSAE  YMAPEVVEAF SEJEASIYDKR  CDLWSLGV IL
I1 12
Dominio catalitico NES
P
MNK1a [ l l I T209 T214 [ l [ ] ]C-Terminal
p \
MNK1b [ l l I T209 T214 C-terminal  Uniéna MAPK
5 |
MNK2a [ [ ‘ I T244 T249 [ ] ]C-terminal
P
MNK2b [ l l I T244 T249 C-terminal
?
NLS

Union elF4G y a-importina

Figura 1. Representacion de las isoformas de MNK. (A) Secuencia de aminoacidos del dominio catalitico
de MNK1 y MNK?2 en el que se destacan el motivo DED, los insertos I1 e I2 y los residuos de treonina
fosforilables del bucle de activacién. (B) Dominios funcionales de las isoformas de MNK, incluyendo las
secuencias de localizacién nuclear (NLS), el dominio catalitico, la regiéon de exportacién nuclear (NES) en
MNKIa y los sitios consenso de union a MAPK en MNK1a y MNKI1b.

La expresion del mRNA de MNK1 y MNK?2 se ha detectado en todos los tejidos del ratén adulto
a excepcion del cerebro, donde los niveles de MNK2 son muy reducidos. Por otro lado, destaca la
abundancia de ambas proteinas en musculo esquelético (17). En tejidos humanos las isoformas de
MNK2a/b y MNKla/b también estan presentes de forma ubicua, con una gran abundancia en

pancreas para las cuatro isoformas (19,20).

3. Sustratos de MNK

3.1. elF4E

El elF4E esta involucrado en el control de la iniciacion de la traduccion de proteinas dependiente
de cap, formando parte del complejo elF4F junto a la proteina estructural eIF4G y a la helicasa de
RNA elF4A (32). En este complejo, la union de elF4E y elF4G incrementa la afinidad de eIF4E por
el m’G cap, permitiendo el reconocimiento del mRNA (33,34), mientras que elF4A se encarga de
eliminar estructuras secundarias en la region no traducida 5" (5’UTR) del mRNA. Por otro lado,
elF4G interacciona con la proteina de unién a poliA (PABP), formando una estructura circular en
el mRNA, y con elF3, lo que facilita el reclutamiento del complejo de pre-iniciacién 43S,
compuesto por la subunidad pequenia del ribosoma (40S), elF5, elF3, elF1, elF1A y elF2-GTP
unido al Met-tRNAi. Una vez constituida esta estructura (complejo de iniciacion de la traduccion
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48S) comienza el escaneo del mRNA en direccion 3" en busca del codén de iniciacion AUG para

proceder con la elongacion (32) (Figura 2).

[4]

Elongacion
..
”“*
-

Escaneode
AUG

3'UTR 3'UTR

Reclutamiento

del complejode Unionde 60S
pre-iniciacion
435

Figura 2. Representacion esquematica de la iniciacién de la traduccién dependiente de cap. La iniciacion
de la traduccién se basa en el reconocimiento del m’G cap por elF4E, que se encuentra formando parte del
complejo elF4F. La sucesiva unidén del complejo de pre-iniciacion 43S permite comenzar el escaneo del
mRNA en busca del codén AUG y la posterior unién de la subunidad grande del ribosoma para proceder

con la fase de elongacion de la traduccion.

El eIF4E constituye el factor limitante en la formacion del elF4F (32,35) y su disponibilidad esta
regulada a nivel transcripcional, postranscripcional, postraduccional y a través de la interaccion
con la familia de proteinas de union a 4E (4EBPs) (36). La interaccion con 4EBP1 constituye el
principal mecanismo regulatorio de la actividad de eIF4E y, con ello, del inicio de la traduccion
(32). En su estado hipofosforilado, 4EBP1 se une a eIlF4E por la misma region que el elF4G, por lo
que impiden la formacion del elF4F. Diversos estimulos dan lugar a la activacion de la quinasa
que fosforila a las 4EBP1 (mTORC1), lo que permite la liberacion de elF4E y con ello, la iniciacion
de la traduccion (36).

La serina 209 es el principal sitio de fosforilacion en el eIF4E y, hasta el momento, el tinico descrito
con relevancia bioldgica (37-39). Las MNKSs son las tinicas quinasas capaces de fosforilar eIF4E en
la Ser209 in vivo. Asi, en ensayos en ratones doble KO para Mnkl y Mnk2 la fosforilacion en la
Ser209 no se detect6 en ningun tejido de forma basal o tras la activacion de las rutas de ERK o p38
MAPK (22). Para que la fosforilacion de eIF4E se produzca de forma eficiente es necesario que
MNK vy elF4E se encuentren interaccionando con elF4G (23,40). La fosforilacion de MNK1
(T209/214) por las MAPKs promueve la interaccion MNK-eIF4G por lo que dicha fosforilacion,
ademas de incrementar la actividad quinasa de MNKI1a, también facilitaria la proximidad a su
sustrato (41). Las MNKSs podrian fosforilar también a elF4G (40,42) aunque su relevancia en el

proceso de traduccion no esta demostrada.

La fosforilacion de elF4E se incrementa en respuesta a una amplia variedad de estimulos como

factores de crecimiento, citoquinas, hormonas que activan las rutas de ERK y p38 MAPK y que se
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traducen en un incremento de la sintesis de proteinas. Sin embargo, la fosforilacion no parece ser
critica en el control de la iniciacion de la traduccion; en ensayos donde la Ser209 se sustituye por
una alanina o con el uso de inhibidores de MNK como el CGP57380 se ha observado que la
fosforilacion de eIF4E no es necesaria para que se produzca la iniciacion de la traduccion in vitro
o in vivo (43,44) y el incremento de su fosforilacion a través de la sobreexpresion de MNKI1 no
supone un incremento en la sintesis global de proteinas y no afecta a la interaccion elF4G/elF4E
(45,46) o a la interaccion elF4E/4EBP1 (47). Ademas, los fibroblastos doble KO de Mnk1/2 no
presentan una disminucion de la sintesis global de proteinas (22).

Contrario a lo que cabria esperar, la fosforilacion de eIF4E reduce su afinidad por el m’G cap de
los mRNAs, probablemente debido a una repulsiéon electrostatica entre la fosforilacion en la
Ser209 y los grupos fosfato del RNA o de la estructura m’G cap (47,48). Una hipotesis sugiere que
este efecto permitiria liberar e[F4E del mRNA tras la formacion del complejo de iniciacion de la
traduccion, aumentando su disponibilidad para iniciar la traduccion de otros mRNAs (49). El
papel fisiologico de la fosforilacion en la Ser209 no estd completamente esclarecido, pero no parece
ser necesario para el desarrollo y la proliferacion normal (22,39). Sin embargo, existen numerosos

estudios que indican su relevancia en progresion tumoral y metastasis.

3.2. Sprouty (Spry2)

Las proteinas Spry actiian como reguladores negativos de la sefializacion de los receptores tirosina
quinasa (RTKSs) a distintos niveles y responden frente a una amplia variedad de factores troficos.
En mamiferos existen 4 genes diferentes (Spry1-4), que tienen funciones relevantes en desarrollo

embrionario y como supresores de tumores (50).

Las proteinas Spry estan reguladas a nivel postraduccional a través de la degradacion por el
proteasoma de forma dependiente de la fosforilacion de residuos de tirosina. En células CHOK1
que sobreexpresan Spry2 y son estimuladas con factor de crecimiento epidérmico (EGF), MNK1
estabiliza Spry2 mediante su fosforilacion en las Ser112/121. La fosforilacion en estos residuos, a
su vez, disminuye la fosforilacion en la Tyr55 por la familia de quinasas Src, necesaria para la
ubiquitinizaciéon por la E3 ubiquitina ligasa c-Cbl. De este modo, la inhibicion de MNK por
CGP57380 o la sustitucion de los residuos de serina por alanina incrementan la degradacion de
Spry2, lo que promueve el mantenimiento de la sefializacion de ERK (51). De forma contraria, en
un estudio posterior en células HEK293 que sobreexpresan Spry?2 se observo que la fosforilacion
en las Ser112/121 por MNK2 es necesaria para que Nedd4, otra E3 ubiquitina ligasa, pueda
interaccionar y degradar a Spry2. Asi, el silenciamiento de MNK2, pero no el de MNK1,
disminuye la interaccion Spry2/Nedd4 incrementando los niveles de spry2 y, con ello, la
capacidad para inhibir la actividad de ERK1/2 inducida por la sefializacion del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF). Estos estudios sugieren que la estabilidad de Spry2 mediada
por las fosforilaciones en Ser112/121 puede depender del tipo celular y de la abundancia relativa
de las E3 ligasas (52).
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Por otro lado, se ha demostrado que en fibroblastos embrionarios de raton (MEFs) la sehalizacion
por interferon tipo I (IFN) produce, de forma dependiente de MNKs, una sobreexpresion de Spry1
y 2 que resulta en la inhibicidn de la sefializacién por p38 MAPK inducida por IFN (53).

3.3. Ribonucleoproteina heterogénea nuclear 1 (hnRNPAT1)

La familia hnRNP constituye un conjunto de proteinas de uniéon a RNA que participan en procesos
bioldgicos como el procesamiento de mRNAs, el splicing alternativo, la regulacion transcripcional
y la traduccion de proteinas. Entre todos sus miembros, hnRNPA1 es el mas abundante y mejor
estudiado. Se encuentra sobreexpresado en varios tipos tumorales y estd implicado en
tumorigénesis por multiples mecanismos. Las modificaciones postraduccionales de hnRNPA1
son claves a la hora de controlar su actividad en respuesta a distintos estimulos (54). La
fosforilacion de hnRNPA1 por MNK se ha relacionado con dos de las actividades de hnRNPA1:
la capacidad para translocarse entre nucleo y citoplasma y la capacidad para unirse a elementos
ricos en AU (AREs) presentes en la region no traducida 3" (3'UTR) de mRNAs de proteinas como
el TNFa, regulando su traduccion o estabilidad.

Ensayos en una linea de linfocitos T activados tratada con CGP57380 demostraron que MNK
fosforila a hnRNPAT en la Ser192 y Ser310/311/312, disminuyendo su capacidad para unirse a
secuencias AREs presentes en el mRNA de TNFa. Puesto que hnRNPA1 acttia en este caso como
un supresor de su traduccion, la fosforilacion por MNK promueve un incremento de la traduccion
de TNFa (55).

En un primer estudio se demostr6 que las MNKSs no estaban involucradas en la distribucion global
de hnRNPAL1, ya que su inhibicién por CGP57380 en linfocitos T activados no afectd a la relacion
nucleo-citoplasma de sus niveles (55). En otros modelos si se ha observado una participacion de
MNK en la localizacion subcelular de hnRNPA1. En respuesta a estrés por choque osmotico,
hnRNPAL1 se transloca desde el nticleo y se acumula en el citoplasma. En esta situacion, y de forma
dependiente de la sefializacion por p38, MNK fosforila a hnRNPA1 unido a mRNAs, lo que facilita
el reclutamiento de hnRNPA1l y su mRNA a los granulos de estrés y su acumulacion
citoplasmatica. Este papel de hnRNPA1/MNK podria estar asociado con el mantenimiento de la
viabilidad en respuesta a estrés (56). En otro modelo celular basado en fibroblastos senescentes,
la inhibiciéon de MNK por CGP57380 disminuye los niveles de fosforilacion de hnRNPA1 e impide
la acumulacion citoplasmatica de hnRNPA1 que tiene lugar en fibroblastos senescentes respecto
a fibroblastos jovenes, sin afectar a sus niveles totales. Este estudio determin6 ademas que MNK1
forma un complejo con hnRNPA1 que se mantiene estable a pesar de la inhibicién con CGP57380
(57).

3.4. Factor de splicing asociado a la proteina de unién al tramo de polipirimidina
(PSF)

PSF es una proteina nuclear que puede actuar de forma individual o formando complejos
multifuncionales con p54™ y que estd implicada en procesos como la transcripcion, el

procesamiento de RNA (58) o la traduccion dependiente de IRES del protooncogén c-Myc (59).
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MNK fosforila a PSF en la Ser8 y Ser283 in vitro. La Ser8 es mayoritariamente fosforilada por
MNK?2 y puede bloquearse mediante CGP5738 en células HEK293. Utilizando el inhibidor
CGP57380 en una linea de linfocitos T activados se determind que la fosforilacion de PSF puede
facilitar la interaccion entre el complejo PSF/p54™® y regiones AREs presentes en el mRNA de
TNFa sin afectar a su distribucion entre nticleo y citoplasma o a los niveles totales del mRNA. La
relevancia de MNK sobre esta interaccién atiin no se ha determinado, aunque podria participar en

otros aspectos del procesamiento del mRNA en el nticleo o en su traduccion (60).

3.5. Fosfolipasa A2 citoplasmatica (cPLA2)

La cPLA2 es una enzima que forma parte de la ruta de sintesis de lipidos eicosanoides que cataliza
la hidrdlisis del enlace éster sn-2 de los glicerofosfolipidos de la membrana, liberando
lisofosfolipidos y acidos grasos libres como el acido araquidénico. El acido araquidoénico puede
ser metabolizado posteriormente por ciclooxigenasas, lipooxigenasas y el citocromo p450,
generando eicosanoides implicados en procesos de inflamacion y tumorigénesis. La cPLA2 tiene

un papel protumoral en la mayoria de tipos de cancer, a excepcion del cancer de colon (61).

La actividad enzimatica de la cPLA2 se regula, entre otros mecanismos, a través de las
fosforilaciones en los residuos Ser505 y Ser727. La fosforilacion en la Ser505 estd catalizada por
proteinas de la familia de MAPK, como p38 MAPK y ERK (62,63), mientras que la fosforilacion
en la Ser727 esta catalizada por MNK1 in vitro (64). Algunos autores sugieren que MNK1 podria
ademas fosforilar a la cPLA2 en la Ser505, ya que en plaquetas y megacariocitos KO para MNK1
la fosforilacion en este residuo y, con ello, la actividad de la cPLA2 se encuentra disminuida (65).
Ademas de regular su fosforilacion, MNK1 parece estar implicada también en la traduccion de su
mRNA (65).

4. MNKs en cancer

4.1. Expresién e implicacién de MNK en céncer

Los estudios realizados hasta el momento indican que las MNKs y la fosforilacion de eIF4E tienen

un papel en la transformacion oncogénica, en la progresion tumoral y en la metastasis.
y

Las proteinas MNK1 y MNK?2, asi como sus isoformas a y b, tienen un patrén distinto de expresion
y mayor o menor relevancia en funcién del tipo tumoral. En carcinoma hepatocelular (66), cancer
epitelial de ovario (67) y cancer de mama triple negativo (68) existe un incremento de la expresion
de MNK1 que se correlaciona con un peor pronostico. Ademas, MNKI1 se encuentra
sobreexpresada en glioblastoma multiforme y astrocitomas de bajo grado a nivel transcripcional,
mientras que los niveles de MNK2 se mantienen respecto al tejido sano (69). En otros tumores,
como el carcinoma renal de célula clara ambas MNKs se encuentran incrementadas (70). Respecto
a MNK?2, se ha demostrado una sobreexpresion en cancer de pulmoén de célula no pequefia que se
correlaciona con metastasis en nddulos linfaticos y menor supervivencia (71). La forma fosforilada
de MNKI1 (Thr197/202) se ha encontrado incrementada en melanomas con mutaciones en el

receptor tirosina quinasa C-KIT (72), en astrocitomas (73), carcinoma nasofaringeo (74) y cancer
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de pulmoén de célula no pequefia (75) y en los ultimos tres casos se correlaciona con menor
supervivencia. A diferencia de lo que ocurre en la mayoria de tipos tumorales, MNK1 tiene una
menor expresion en tumores de vejiga respecto al tejido sano que se asocia con menor

supervivencia (76).

Al igual que ocurre en las muestras de tumores de pacientes, muchas lineas tumorales presentan
niveles elevados de las MNKs respecto a las correspondientes lineas no tumorales inmortalizadas.
Lineas de cancer de mama que sobreexpresan HER2 o lineas de cancer de mama triple negativo,
como las MDA-MB-231, se caracterizan por una elevada expresion y activacion de las MNKs (77),
al igual que lineas de sarcoma de tejido blando (78). Lineas de glioma, de melanoma y de
carcinoma de célula renal presentan una mayor expresion de MNK1 (69,70,72), mientras que el
transcripto de MNK2 se encuentra incrementado en lineas de cancer de pulmoén (71). Sélo algunas

lineas de cancer de vejiga tienen menor expresion de MNKI1 respecto a una linea no tumoral (76).

El factor de splicing SF2/ASF, una oncoproteina incrementada en varios tipos tumorales y en
respuesta a quimioterapias como la gemcitabina, controla el splicing alternativo de MNK2,
promoviendo un incremento de la isoforma MNK2b en detrimento de la isoforma MNK2a (79,80).
A pesar de que ambas quinasas fosforilen a eIF4E y que la actividad de MNK2a sea mayor (81), el
cambio en el ratio de splicing aumenta la fosforilacion de eIF4E y con ello la transformacion
oncogénica (79) y la resistencia a gemcitabina (80). Ademas, el uso de oligonucledtidos que
promueven el splicing de MNK2 hacia la isoforma MNK2a reduce la supervivencia de lineas de
cancer de mama, como las MDA-MB-231, de carcinoma hepatocelular y glioblastoma y el
crecimiento de tumores in vivo (82). Por otro lado, en muestras de tumores de mama, pulmon,
colon y glioblastoma el ratio MNK2a/MNK2b es menor respecto a muestras de tejido normal
(82,83) y en lineas de carcinoma de células renales el silenciamiento de MNK2a o su inhibicién
farmacoldgica promueve migracion e invasion (70). Estas diferencias entre las isoformas de MINK2
parecen relacionarse con la capacidad de MNK2a para promover la traslocacion nuclear de p38a
MAPK, activando rutas de estrés que promueven la muerte celular, a diferencia de MNK2b que
carece de esta capacidad y que tinicamente participaria en la fosforilacién de eIF4E o de otros
sustratos con actividad oncogénica (83). Por tanto, estos estudios sugieren un papel supresor de
tumores para la isoforma MNK2a y un papel protumoral para la isoforma MNK2b. Este papel
antagonico entre las formas MNK2a y MNK2b podria ocurrir de forma similar entre las isoformas
MNKla y MNKIb. En linea con esta hipodtesis, se ha observado una relacion entre la
sobreexpresion de MNK1b y un peor pronostico en pacientes con cancer de mama triple negativo,
asi como una mayor capacidad de proliferacion, migracion e invasion en lineas tumorales de
mama (68). Las diferencias entre las MNKSs y sus isoformas ponen de manifiesto el valor de

disponer de agentes terapéuticos selectivos para cada quinasa.

Las primeras evidencias directas del papel oncogénico de MNK se demostraron en un modelo de
linfomagénesis en ratones donde se observd que la expresiéon de un mutante de MNKI1
constitutivamente activo (T332D) promovia la generacion de tumores, mientras que los mutantes
de MNK sin actividad quinasa carecian de esta capacidad (84). Por otro lado, ratones doble KO

para Mnk1/Mnk2 muestran un retraso en el desarrollo tumoral en otro modelo de linfomagénesis
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basado en la pérdida de PTEN (85) y los MEFs obtenidos de estos los ratones son resistentes a la

transformacion mediada por diferentes oncogenes (39,85).

La disminucién de la expresion de MNK1 o MNK?2 en lineas tumorales también se relaciona con
una disminucién de su potencial oncogénico tanto in vitro como in vivo. El silenciamiento de
MNKI1 mediante shRNAs, siRNAs o CRISPR reduce la proliferacion en lineas de glioma (85),
melanoma (86), sarcoma de tejido blando (78) y cancer epitelial de ovario (67), la viabilidad en
lineas de cancer de proéstata (87) y procesos de migracion e invasion en cancer epitelial de ovario
(67). Respecto a MNK?2, se ha demostrado que su silenciamiento inhibe proliferacién, migracion e
invasion en lineas de cancer de pulmon (71) y viabilidad y proliferacion en lineas de sarcoma de
tejido blando (78). Por otro lado, el silenciamiento de ambas simultdneamente reduce la capacidad

de migracién en lineas de melanoma (72).

En ensayos in vivo, el silenciamiento de MNKT1 reduce la incidencia de tumores en xenoinjertos de
lineas de glioma en ratones (85,88) y su delecion genética disminuye el tamafio de los tumores y
la capacidad de formar metdstasis en melanoma y carcinoma ductal in situ (86,89). En lineas de
pulmon, el silenciamiento de MNK2 limita tanto el crecimiento tumoral como el nimero de
metastasis (71), mientras que en lineas de sarcoma de tejido blando la deleciéon tanto de MNK1
como de MNK?2 se relaciona con una supresion del desarrollo tumoral (78). Unicamente en lineas
de cancer de vejiga se ha observado un papel supresor de tumores para MNKI, ya que su

silenciamiento promueve proliferacion y crecimiento tumoral en ratones (76).

Ademas, algunos estudios han demostrado que la sobreexpresion de las MNKs potencia las
caracteristicas tumorales. En lineas de cancer de mama como las MDA-MB-231, o en lineas de
cancer epitelial de ovario la sobreexpresion de MNK1 promueve proliferacion (67,68), al igual que
en lineas de carcinoma hepatocelular, donde ademas se promueve migracion e invasion in vitro
(66). En lineas de melanoma la expresion de la forma constitutivamente activa de MNK1 (T332D)

también incrementa la capacidad invasiva de las células (86).

La mayor parte de estudios asocian la actividad protumoral de MNK con la fosforilacion de su
sustrato elF4E, considerado un protooncogén. Sin embargo, no se puede descartar que parte de la
accion oncogénica de la MNKs esté mediada por el resto de sustratos descritos para MNK u otros

mecanismos como la interaccion con mTORC].

4.2. Expresién e implicacién de elF4E en céncer

El elF4E tiene un papel clave en el control de la traduccion, por lo que la desregulacion de la
actividad y niveles de elF4E esta directamente asociada con progresion tumoral. elF4E se
encuentra sobreexpresado en multitud de tumores, como el cancer de mama (90-92) vejiga (93),
cuello y cabeza (94,95), gastrointestinal (96,97), cérvix (98,99) ovario, glioma, melanoma (100),
tiroides (101), pulmoén (102), prostata (103), o hematoldgico (104) y generalmente esta asociado

con un peor pronodstico.

Las primeras descripciones de las propiedades oncogénicas de elF4E tuvieron lugar a principios

de la década de los 90 cuando se determin6 que la sobreexpresion de eIF4E en fibroblastos de
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roedores inducia su transformacién oncogénica (105), mientras que su disminucion impedia la
transformacion inducida por Ras en fibroblastos de rata y reducia la velocidad de duplicacién de
células humanas HeLa (106,107). En ensayos in vivo, la sobreexpresion de elF4E se relaciona con

un incremento de la tumorigénesis y acelera la linfomagénesis inducida por c-Myc (108,109).

La pérdida completa de eIF4E en ratones KO no es compatible con la vida y da lugar a la muerte
de los embriones. Una reduccion del 50% en su expresion si es compatible con el desarrollo normal
en ratones y mantiene la sintesis de proteinas global, pero impide la transformacién oncogénica
en fibroblastos embrionarios tras la sobreexpresion de Ras o c-Myc (110). Igualmente, su
silenciamiento no afecta substancialmente a la sintesis global de proteinas en lineas de mama
(111).

La sobreexpresion de elF4E también incrementa la capacidad de migracion e invasion tumoral in
vitro y actia como promotora de metastasis en varios modelos animales (112-114), mientras que

su silenciamiento o inhibicién reduce la capacidad de migracion e invasién tumoral (115).

Se han observado niveles elevados de la fosforilacion de elF4E en diferentes tipos de cancer. En
algunos tumores, como el cancer colorrectal, de cuello y cabeza o gastrico, la fosforilacion es
significativamente mayor en estados tempranos de desarrollo de cdncer respecto a estados
avanzados, lo que sugiriere un papel relevante de la fosforilacion en la transformacion tumoral
(116). En otros tumores como el cancer de prostata, se asocia con subtipos refractarios a hormonas
y se correlaciona con peor pronostico (39), al igual que en el cancer de pulmén de célula no
pequena (117,118), carcinoma nasofaringeo (74), adenocarcinoma pancredtico ductal (80),

astrocitomas (73), melanoma (119) o cancer de mama (120).

Diversos estudios sefalan la relevancia de la fosforilacion de eIlF4E en progresion tumoral y
metastasis. La expresion de la forma mutante S209A de elF4E reduce la capacidad de
transformacion de la linea embrionaria de fibroblastos NIH3T3 (121) o MEFs (39) y en lineas
tumorales disminuye la capacidad de proliferacion, de formar colonias y de generar tumores in
vivo (122), mientras que la mutacion S209D de elF4E potencia el crecimiento tumoral (120,123). En
ensayos en ratones que expresan el mutante W56A y W73F, residuos relevantes en la interaccion
de eIF4E con m’G cap y su incorporacion a elF4F, y el S209A de elF4E han demostrado que la
actividad de eIF4E sobre la traduccion dependiente de cap y su fosforilacion son esenciales para
el efecto oncogénico de eIF4E (84). Por otro lado, ratones que expresan el mutante S209A son
resistentes al desarrollo de tumores en un modelo de cancer de prdstata basado en la pérdida de
PTEN (39), en un modelo de cancer de vejiga (124) o de cancer de mama (125) y presentan un

crecimiento menor de los tumores en un modelo de melanoma en ratén (126).

La fosforilacion de elF4E también se ha relacionado con la capacidad para producir metastasis.
En ensayos in vitro con MEFs que expresan el mutante S209A y son transformados con c-Myc o
Ras se ha observado una menor capacidad de migracion e invasion (125), mientras que en modelos
in vivo de cancer de mama metastasico y melanoma la mutacion en la S209A reduce el nimero de

metastasis en pulmoén y noédulos linfaticos, respectivamente (126,127).
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4.3. Mecanismos de MNK en cancer

La contribucion del eje e[F4E/MNK en cancer se produce principalmente a través de cuatro
mecanismos: 1) la regulacion de la traduccion dependiente de cap de mRNAs especificos, 2) el
control de la estabilidad y transporte de mRNAs entre el nticleo y el citoplasma, 3) la modulacion
de la sefializacién por mTORC1 y 4) la traduccion dependiente de IRES (Figura 3).
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Figura 3. Senalizacion de MNK. Las MNKs se activan en respuesta a la sefializacion por
RAS/RAF/MEK/ERK y p38. A través de la fosforilacion de sus sustratos (elF4E, Spry2, hnRNPA1, PSF,
cPLA?2), las MNKs se han relacionado con la regulacion de la traduccion dependiente de cap y dependiente
de IRES de mRNAs claves en progresion tumoral y el transporte de mRNA entre el ntuicleo y citoplasma. Por
otro lado, la activacién de las MNKSs incrementa la actividad de mTORC] al favorecer la asociacién de sus

sustratos.

4.3.1 Traduccién de mRNAs especificos

Uno de los principales mecanismos por los cuales las MNKs y la fosforilacion de elF4E
participan en el desarrollo tumoral es a través del control traduccional de mRNAs especificos.
Algunos estudios sugieren que este control depende de la longitud, la complejidad
estructural y motivos concretos de las regiones 5 UTR de los mRNAs, que determina el ratio
de iniciacion de la traduccion. De este modo, aquellos mRNAs que presentan regiones 5 UTR
cortas y sin estructuras secundarias, como la B-actina o la gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH), se traducen de forma constitutiva y con independencia de las
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variaciones en elF4E, mientras que mRNAs con regiones 5'UTR largas y estructuradas (ricas en
CG) tienen una menor eficiencia de traduccién y son sensibles a la actividad y disponibilidad de
elF4E, de manera que solo se traducen eficientemente cuando se sobreexpresa eIlF4E o no se
encuentra secuestrado por 4EBP1 (128-130). Otros estudios sugieren que motivos presentes en el
5UTR, como los reguladores de la traduccion ricos en cisteinas (CERT), confieren también
sensibilidad a elF4E durante la transformacién oncogénica y el estrés oxidativo (110). La
traducciéon de mRNAs con motivos oligopirimidina 5" terminal (TOP), principalmente regulada
por la actividad de mTOR, depende igualmente de los niveles de elF4E (131,132).

El mecanismo por el cual eIlF4E regula la traduccidon selectiva de mRNAs con regiones 5’
estructuradas se desconoce, aunque un estudio ha demostrado que podria depender de la
capacidad de elF4E para reclutar a elF4A al 5 del mRNA y de estimular su actividad helicasa,
facilitando el reclutamiento y escaneo de los ribosomas (133). Estas estructuras también podrian
suponer el sitio de unién de proteinas de unién a RNA que, a través de la interaccion con elF4E,

regulen la formacion del complejo de iniciacion de la traduccion.

Se ha demostrado la implicacion de la fosforilacion de eIF4E en la traduccion selectiva de los
mRNAs, ya que la inhibicion de las MNKs mediante CGP57380 o impidiendo su union a elF4G
afecta tinicamente a la traduccion de mRNAs que contienen el m’G cap y estructuras en forma de
horquilla (134).

Muchos de los mRNAs sensibles a eIlF4E codifican proteinas relevantes en progresion tumoral al
estar implicadas en el control de especies reactivas de oxigeno (ROS), ciclo celular, angiogénesis
o apoptosis, como son c-Myeg, ciclina D1, el factor de crecimiento vascular (VEGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), la survivina o la ornitina descarboxilasa (ODC)
(110,129,130,135,136). Asi, los incrementos de los niveles de elF4E o de su fosforilacién que
aparecen en cancer no se corresponden con un incremento de la sintesis global de proteinas, si no
con una mayor tasa de traduccién de estos mRNAs claves en progresiéon tumoral que en

situaciones fisioldgicas se mantienen estrictamente regulados.

La interaccion de elF4E con algunas proteinas de la familia de las 4EBPs también se ha relacionado
con el conjunto de proteinas que se traducen bajo unas determinadas circunstancias o en cancer.
Un ejemplo es el complejo represor de la traduccion formado por la proteina de retraso mental
del cromosoma X fragil (FMRP), que se une y acttia como estabilizador, transportador o represor
de un amplio grupo de mRNAs (137), y la proteina citoplasmatica asociada a FMPR (CYFIP1),
una proteina de la familia de 4EBPs que se une a elF4E impidiendo la formacion del complejo
elF4F (138). La modulacion de este complejo por MNK se ha relacionado con la traduccion de

mRNAs implicados en progresion tumoral y metastasis y en plasticidad neuronal.

En neuronas de ratén, la activacion de MNK en respuesta a la sefializacion del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) da lugar a la liberacion de eIF4E del complejo CYFIP1/FMRP,
incrementando la traduccion de mRNAs dendriticos implicados en procesos de plasticidad

sinaptica principalmente a través de moduladores del citoesqueleto de actina (139, 140).
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FMRP se encuentra sobreexpresado y participa en la progresién y metastasis de multiples tipos
de cancer (141-146). En células de raton de cancer de mama, FMRP se ha asociado con el control
de la expresion de mRNAs implicados en migracidn, adhesién e invasién como la vimentina, la
E-cadherina, la Ocludina, la fibronectina 1, la proteina asociada a microtiibulos (Mtaplb) o
factores de transcripcion claves en la transicion epitelio mesénquima (EMT) como la proteina 1
relacionada con la torsion (Twist) o la proteina Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 2 (ZEB2) (147).
Se ha demostrado que la inhibiciéon farmacologica con MNK-I1 y genética de las MNKSs disminuye
la vimentina a nivel de proteina, a través del incremento de la union de elF4E al complejo
CYFIP1/FMRP, que reprime la traduccion de vimentina (148). Dado que el sistema CYFIP1/FMRP
regula la traduccion y estabilidad del mRNA de multitud de proteinas implicadas en la
modulacién del citoesqueleto y EMT, el control de su interaccion con elF4E podria suponer el

mecanismo por el cual las MNKSs estan implicadas en procesos de migracion y metastasis.

Algunos ensayos han cuestionado el papel de la fosforilacion de eIF4E en la liberacién de CYFIP1,
ya que las formas mutadas no fosforilables de eIF4E (S209A y 5209C) tienen una menor afinidad
por CYFIP1 que la forma wild-type (148) y la zona de interacciéon de CYFIP1 con elF4E coincide
con la region de union a elF4G, lo que podria suponer un impedimento para que se produzca la
fosforilacion de eIF4E (138). El control de la interaccion entre CYFIP1/FMRP1 y elF4E por MNK1
podria estar mediado por la fosforilacion de otros sustratos de MNK o, incluso, a través de la
fosforilacion de las propias CYFIP1/FMRI1.

Otras proteinas que interaccionan con elF4E y regulan un grupo determinado de mRNAs son el
transportador de elF4E (4E-T), Maskin o Neuroguidina, aunque por el momento no se ha

determinado su implicacion en cancer (36).

4.3.2. Transporte entre nicleo citoplasma

Una fraccion de eIF4E se localiza en el nuicleo, donde participa en la exportacion nuclear de un
determinado grupo de mRNAs y en su procesamiento, incluyendo la adicion del m’G cap (149) y
la maduracion de la region 3" terminal del pre-mRNA (150). La implicacion en procesos de
exportacion depende de una region estructural localizada en el 3’ UTR de algunos mRNAs y que
se denomina elemento sensible a elF4E (4E-SE). Cientos de transcritos estarian modulados a este
nivel por elF4E, incluyendo los mRNAs de proteinas implicadas en ciclo celular y progresion
tumoral como ciclina D1, ODC, Mdm2/HDM?2, Nibrina o c-Myc (151,152). Para llevar a cabo la
exportacion de estos mRNAs, elF4E forma un complejo con el mRNA a través de la union de la
proteina que contiene repeticiones de pentatricopéptidos ricos en leucina (LRPPRC) a las regiones
4E-SE y la asociacion, entre otras, de hrRNPA1 y la exportina-1, que permiten la transicion a través
del poro nuclear en un mecanismo diferente al de exportacion clasico de la mayoria de mRNAs
(153).

El control de eIF4E sobre la exportacion de mRNAs contribuye a la actividad oncogénica de eIF4E
(151,154-156) y esta regulada por la fosforilacion en la Ser209 de tal manera que la actividad MNK
promueve el transporte de mRNAs entre nucleo y citoplasma. Asi, se ha demostrado que
mutaciones en la Ser209 o la inhibicion farmacologica de MNK por CGP57380 suprimen la
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exportacion nuclear del mRNA de proteinas como la ciclina D1 o HDM2, la cual controla la
actividad y niveles del factor de transcripcion p53 (121,157).

El control del transporte entre ntcleo y citoplasma y la estabilidad de mRNAs especificos con

relevancia en cancer también podria estar regulado por SPF y hnRNPA1 a través de MNK.
4.3.3. Modulacién de la sefializacién de mTORCI

4.3.3.1. mTOR: sefializacién y relevancia en céncer

La proteina mTOR es una serina treonina quinasa con un papel central en crecimiento celular y
que constituye la subunidad catalitica de dos complejos diferenciados, mMTORC1 y mTORC2,
compuestos por distintas subunidades que determinan su senalizacién. mTORC2 controla la
supervivencia celular, la organizacion del citoesqueleto y el metabolismo de glucosa y lipidos y
tiene como sustratos principales a AKT y SGK1, mientras que mTORCI regula proliferacion,
crecimiento, metabolismo, autofagia y sintesis de proteinas a través de diversos sustratos. La
regulacion de la traduccion de proteinas por mTOR tiene lugar por varios mecanismos entre los
que se encuentran la fosforilacion de las proteinas 4EBP o la fosforilacion de la quinasa p70
ribosémica (p70S6K), que se activa para fosforilar a la proteina ribosomal S6 (rpS6) y otras
proteinas implicadas en la iniciacion de la traduccion. Entre las dianas traduccionales de mTOR
se encuentra un grupo de mRNAs que contienen motivos TOP, que incluyen proteinas
ribosomales, el factor de elongacion 2 (eEF2) o PABP (11).

La actividad de mTORC1 responde a una gran cantidad de estimulos como factores de
crecimiento, sefiales de estrés, energia celular, etc. y se encuentra constitutivamente activa en un
alto porcentaje de tumores, ya sea por alteraciones genéticas en rutas de sefalizacion que regulan
su actividad, como PI3K/AKT o Ras/MAPK, por sobreexpresién de componentes del complejo
mTORCI o por la pérdida de inhibidores de su sefalizacion (158).

Existen dos familias de inhibidores de mTOR: la rapamicina y sus analogos sintéticos
denominados rapalogos (como el temsirolimus y el everolimus) y los inhibidores competitivos de
ATP. La rapamicina y los rapalogos son inhibidores alostéricos que dan lugar a una inhibicion
parcial de mTORC1 que afecta solo a algunos de sus sustratos y que no inhibe la actividad de
mTORC2. El uso de rapalogos esta aprobado en clinica, pero tienen un efecto limitado como
terapia en cancer debido a la inhibicion incompleta de mTORCI1 y a la generacion de mecanismos

compensatorios (159).

4.3.3.2. Interaccién entre las rutas de MNK y mTOR

Las rutas de MNK y mTOR se encuentran conectadas a distintos niveles. Varios estudios han
demostrado una reduccion de la actividad de mTORCI tras la inhibicion de MNK. En lineas de
glioblastoma la inhibicion con CGP57380 o el silenciamiento de MNK1 disminuye ligeramente la
fosforilacion de 4EBP1 en la Ser65 e incrementa la asociacion de 4EBP y eIF4E (160), mientras que
el inhibidor dual de MNK1/2 MNKI-57 reduce la fosforilacién de 4EBP1 en las Thr70 y en la Ser65
en una linea de leucemia mieloide cronica (161). Otros inhibidores de MNK como los derivados
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de retinamidas también tienen un efecto inhibitorio sobre la sefializacion de mTORC1 (162,163).
El silenciamiento de MNK1 o MNK?2 o ambas en células HelLa, ademas de atenuar la sefializacion
de mTORC1 como el CGP57380, incrementa los niveles de DEPTOR, que actiia como inhibidor de
mTORCI (164). La traduccion de TOP mRNAs tras la estimulacién por suero también se ve
suprimida con la inhibicién de MNK (165).

El mecanismo propuesto para la contribucion de las MNKs a la sefalizacion de mTORC1 supone
que MNK interacciona directamente con mTORC1 promoviendo el desplazamiento de la proteina
DEPTOR y la asociacion de la proteina TELO2, que incrementa la interaccion de mTORC1 con su
sustrato y con ello su actividad. MNK se encuentra interaccionando con varias proteinas del
complejo mTORC1: mTOR, TELO2, raptor y la ubiquitina ligasa DDB1. La asociacion se ve
potenciada con la activacion de MNK por las MAPK y su inhibicién por CGP57380 reduce la
asociacion de MNK a TELO/DDBI, pero no afecta a su union con mTORC1. La interaccion entre
MNK y mTORC1 es independiente de la region de MNK que se une a elF4G y estd favorecida por
la actividad catalitica de MNK, ya que la forma constitutivamente activa de MNKI1 (T344D) o la
isoforma MNK1b presentan una mayor asociacion de mTOR/TELO2 respecto a MNK1a o la forma
mutada de MNK1 (D191A) sin actividad quinasa (164,166).

Ensayos de espectrometria de masas en inmunoprecipitados de MNK1/2 en células HEK293 han
confirmado la interaccion entre MNK2 y mTOR y RAPTOR, pero no de MNKI. Dicha interaccion
no se ve modulada por el inhibidor eFT-508 (167), que tampoco afecta a la fosforilaciéon de 4EBP1
(168). Otros inhibidores especificos de MNK como MNK-7g o MNK-I1 o ensayos en MEFs KO
para las MNKSs no han demostrado una regulacion de la sefializacion de mTORC1 por MNK en
respuesta a la activaciéon de mTOR por el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), suero o
EGF (25). Estos estudios sugieren que la regulacion positiva de mTOR por las MNKs es mas
limitada de lo inicialmente reportado por Brown y Gromeier (164).

4.3.3.3. Resistencia a rapamicina mediada por MNK/elF4E y

combinacién de inhibidores.

La inhibicion de mTORC1 por rapamicina y rapalogos desencadena la activacion de al menos dos
mecanismos que contribuyen a la resistencia a este compuesto y que permiten mantener la
proliferacion y supervivencia de las células tumorales; un incremento de la fosforilacion de AKT
(Ser473) y de elF4E. Estos procesos se producen de forma dependiente de la actividad de PI3K
(169,170) y en el caso de elF4E, ademas, dependiente de las MNKSs (170). La activacion de las
MNKSs tras la inhibicion de mTORC1 podria mantener la supervivencia por dos mecanismos: por
un lado, de acuerdo con el modelo de Brown y Gromeier (164), reactiva la propia sefializacion por
mTORCI a través de la interaccion con TELO2, y por otro, se activa la sefializacion pro-
supervivencia de MNK/elF4E y sus otros sustratos.

El mecanismo por el cual se produce una activacion de las MNKSs no esta claro, pero de acuerdo
a algunos autores, la activacion de las MNKs es independiente de la ERK, p38 MAPK y mTORC2
(170,171,171,172), aunque en otros estudios se ha observado una relacién con la sefializacion por
ERK (160,172). Estudios recientes han demostrado que mTORC1 fosforila directamente a MNK2a
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en la Ser74, disminuyendo su actividad catalitica, lo que supone un nuevo punto de regulacion
entre ambas rutas. La pérdida de esta fosforilacion tras la inhibicion parcial de mTOR con
rapamicina incrementan la fosforilacion de elF4E y la sefializacion de mTORC1, asi como las
capacidades oncogénicas de células tumorales (25). Otro mecanismo propuesto para explicar la
regulacion positiva entre mTORC1 y MNK se basa en la reduccion de los niveles intracelulares
del micro-RNA (miRNA) miR-7-5p, que acttia como supresor de tumores y que tiene como diana
a MNKI. En lineas de cancer de pulmoén se ha observado que el tratamiento con everolimus
induce la secrecion de exosomas cargados con miR-7-5p por lo que disminuye su inhibicién sobre

MNK y se promueve la fosforilacion de elF4E (173).

El incremento de la fosforilacion de elF4E tras la inhibicion de mTORC1 con rapamicina o
rapalogos se ha reportado en lineas tumorales de pulmoén (169,170,174), colon (169,170), mama
(164,169,170), glioblastoma (160,164,170), mieloma (170), préstata (165,169,175) meduloblastoma
(171), leucemia mieloide aguda (176), leucemia aguda linfoblastica (177) o melanoma (164). La
contribucién de las isoformas de MNK en este mecanismo compensatorio parece depender del
tipo celular y en algunos casos, como en meduloblastoma y prostata parece estar mediada
exclusivamente por MNK2 (171,175).

Como demuestran multiples ensayos, la inhibicion simultdnea de mTORCI con rapamicina o
rapalogos y el silenciamiento o la inhibiciéon de MNK bloquea el incremento de la fosforilacion de
elF4E y tiene un efecto inhibitorio mas pronunciado sobre las capacidades oncogénicas de las
células tumorales respecto al uso de ambas terapias por separado. Asi, la combinacion de
rapamicina o rapalogos con CGP57380 da lugar a una mayor inhibicion de la proliferacion
(69,160,165,170,171,174,176,177), la sintesis global de proteinas (69,160,165) o la migracion (178).
A nivel molecular, la combinacion de ambas estrategias disminuye la fosforilacion de sustratos de
mTOR como 4EBP1 (160,164), incrementa la asociacion 4EBP1:elF4E (160), reduce la traduccion
de TOP mRNAs (165), bloquea la progresion del ciclo celular acompafniado de una disminucion
de ciclinas (69,165) e induce apoptosis (75). Efectos similares se han encontrado con otros
inhibidores de MNK como la cercosporamida (179,180), MNKI-57 (inhibidor dual MNK1/2) o
MNKI-4 (selectivo para MNK2) (161). Los efectos sinérgicos de la combinacion de rapamicina e
inhibidores de MNK o su deleciéon también se han demostrado in vivo en modelos de glioblastoma,

cancer de pulmoén y cancer colorrectal (160,174,181).

4.3.5. Traduccién dependiente de IRES

La traduccion independiente de m’G cap se basa en el reconocimiento de dominios de RNA
estructurados denominados IRES presentes en el 5UTR de algunos mRNAs y que permiten
reclutar a la subunidad 40S del ribosoma. Este mecanismo de traduccién se descubri6 inicialmente
en virus, donde esta ampliamente estudiado, y posteriormente en algunos mRNAs celulares. La
traduccion dependiente de IRES se activa en respuesta a diferentes tipos de estrés como dafio en
el DNA, privacién de aminoacidos, hipoxia o estrés del reticulo y su disfuncién se ha asociado
con algunas patologias como el cancer. El bloqueo de la traducciéon dependiente de cap puede
desencadenar la activacion de este tipo de traduccién para mantener los niveles de algunas
proteinas que contienen IRES en sus mRNAs como c-Myc, VEGEF, FGF o XIAP(182).
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Se ha observado que la expresion de mutantes activos de MNK1/2 en células HEK293 disminuye
la traduccion dependiente de cap en relacion a la traduccién independiente de cap (183), aunque
en otros casos, como en neuronas de Aplysia la sobreexpresion de MNK no incrementa la
traduccion dependiente de IRES (184,185).

La traduccion dependiente de IRES esta regulada por proteinas denominados IRES-trans acting
factors (ITAFs) que pueden colaborar con algunos de los factores canonicos de iniciacion de la
traduccion y que ejercen su funcion por distintos mecanismos (182). Uno de los sustratos de MNK,
hnRNPA1 funciona como un ITAF que puede tanto suprimir la traduccién dependiente de IRES
como potenciarla, como ocurre con el FGF-2, el factor 1-o inducible por hipoxia (HIF1a), la ciclina
D1 o c-Myc (186). La traducciéon dependiente de IRES de la ciclina D1 y c-Myc, proteinas claves
en proliferacion y ciclo celular, se activa tras la inhibiciéon de mTOR por rapamicina y sus analogos
o tras la induccion de estrés del reticulo endoplasmatico de forma dependiente de la sefalizacion
de p38/ERK/MNK. (187-189). En lineas de mieloma multiple, el silenciamiento especifico de
MNKT1, pero no el de MNK?2, o su inhibicion por CGP57380 reduce la traduccion dependiente de
IRES de c-Myc y previene la induccion de esta traduccidon por rapamicina o estrés del reticulo, al
igual que ocurre en MEFs doble KO para MNK1 y MNK2 (188,189). En consecuencia, en estas
lineas la inhibicion de MNK disminuye parcialmente los niveles de c-Myc, mientras que su
expresion se reduce completamente cuando CGP57380 se combina con rapamicina (188). La
regulacion de este sistema por parte de MNK podria relacionarse con la modulacion de la
actividad de hnRNPA1, que regula positivamente la traduccion dependiente de IRES de ciclina
D1y c-Myc (190,191). Algunos autores sugieren que durante el estrés del reticulo endoplasmatico
la fosforilacion de hnRNPA1 promueve su asociacion con el IRES de c-Myc, facilitando la
traduccion de c-Myc (192). PSF también funciona como ITAF que regula positivamente la

traduccion de la familia Myc (59).

Otra proteina que presenta secuencias IRES en su 5UTR y cuya traduccion estd mediada por
MNKT1 tras la estimulacion con TNFa es la proteina promielocitica de leucemia (PML), la cual

funciona como un regulador transcripcional y como supresor de tumores (193).

Por otro lado, la actividad de MNK promueve la traduccién dependiente de IRES de un virus
oncolitico a través de la regulacion de la quinasa rica en serina y arginina (SRPK) y a sus sustratos,
las proteinas SR, las cuales tienen un papel clave en splicing, transporte, estabilidad y traduccion
de mRNAs, incluyendo la traduccion dependiente de IRES viral. La actividad de MNK estaria
asociada con la retencion citoplasmatica de SRPK y la reduccion de su actividad nuclear, en un

mecanismo independiente de la fosforilacion de eIF4E o de la unién a elF4G (194,195).

4.4. Inhibidores de MNK en céncer

Las MNKSs no son esenciales para el crecimiento celular durante el desarrollo embrionario; ratones
que carecen de Mnk1, Mnk2 o ambos son viables, fértiles y se desarrollan correctamente y los MEFs
obtenidos de estos ratones mantienen tanto la sintesis global de proteinas como la traducciéon
dependiente de cap (22). Dada la relevancia de la fosforilacion de eIF4E y de MNK en oncogénesis
y que las MNKSs son dispensables en el desarrollo normal, la inhibicién farmacoldgica de estas
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quinasas se presenta como una alternativa prometedora y con menos efectos secundarios en el

tratamiento del cancer.

Durante las ultimas dos décadas se han desarrollado multitud de inhibidores de MNK capaces de
suprimir el crecimiento tumoral, aunque por el momento ninguno ha sido aprobado para su uso
en clinica (Tabla 1). La eficacia antitumoral de estos inhibidores se ha comprobado en lineas
celulares y modelos animales de distintos tipos tumorales, dando lugar a una induccién de
apoptosis, inhibicién de la proliferacion, migracion e invasion, asi como a una disminucién del
tamafio tumoral y metastasis en modelos animales. Muchos de los inhibidores de MNK inhiben
otras quinasas ademas de las MNKSs, lo que puede potenciar los efectos antitumorales observados

o dar lugar a efectos adversos.

Los primeros inhibidores de MNK descritos capaces de disminuir la fosforilacion de elF4E fueron
derivados de la estaurosporina, un inhibidor multiquinasa de origen natural (196). EIl CGP57380
fue el primer inhibidor sintético de MNK identificado (183) y es uno de los mas utilizados en
experimentacion en cancer a pesar de su baja potencia (valores de IC50 en el rango micromolar) y
de que inhiba otras quinasas a concentraciones similares, como la caseina quinasa 1, SGK1, MKK1
o AuroraB (197). La cercosporamida, aislada del hongo Cercosporidium henningsii, también ha sido
utilizada ampliamente como inhibidor de MNK en cancer (179,180,198,199). Aunque presenta
mayor potencia que CGP57380, con valores de IC50 para las dos MNKs en el rango nanomolar
(198), tampoco es completamente especifica de las MNKs, ya que inhibe a quinasas como PRK2,
BRSK1/2, IKKe o MAP4K3 con una potencia similar (148). Por ello, aquellos mecanismos
dilucidados a partir de la inhibicidon con estos compuestos no garantizan la accion directa de las
MNKs.

Existe una gran diversidad de estructuras quimicas cuyas modificaciones han dado lugar a
diferentes inhibidores de MNK con mayor eficacia y selectividad respecto a los inhibidores
clasicos de MNK, entre los que se encuentran los derivados de pirrolo-pirimidina_ (200), derivados
de pirimidina-tiazolona como el MNKI-8e (201,202), derivado de indazol-dihidropiridina como
SEL201 (72,86,89,203), derivados de aminal-piridona como eFT508, uno de los compuestos
descritos hasta el momento que presenta mayor selectividad (204) o los derivados de imidazo-
piridina como el ETC-206 (205) y el ETC-168 (78,205). Los derivados de tienopirimidina
constituyen un amplio grupo de inhibidores de MNK que, en general, presentan una potencia
elevada en el rango nanomolar y cierta selectividad, aunque para la mayoria de ellos no se han
realizado ensayos de selectividad extensos. Entre ellos se encuentra MNK-I1 (24,148), MNK-7g
(206), MNKI-19 (207), MNKI-57 (161) 12dj (208) y analogos de ferroceno (209). Dentro de este
grupo se han desarrollado también inhibidores selectivos frente a MNK2, que pueden resultar de
mayor utilidad en aquellos tumores donde la isoforma MNK2 sea la predominante como son
MNKI-85 (207) y MNKI-4 (161).

Otros inhibidores que muestran actividad sobre MNK y propiedades antitumorales pero que
originalmente se disefiaron frente a otras proteinas son los inhibidores multiquinasa como

Merestinib, que actualmente se encuentra en ensayos clinicos (210-212), AST-487 (213),
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cabozantinib (214), algunos flavonoides (215) y QL-X-138, un inhibidor dual de la tirosina quinasa
de Bruton (BTK) y MNK (216).

Los compuestos anteriormente descritos actian como inhibidores quinasa de tipo I, que se unen
a la forma activa de MNK y compiten por la uniéon del ATP. También se ha descrito un inhibidor
de tipo II, EB1, que se une a la conformacion inactiva de MNK1 evitando la adquisicion de su
forma activa (217) y 4t, un inhibidor alostérico derivado del eFT508 (218). Ademas de los
inhibidores de la actividad quinasa, también se han descrito compuestos con actividad
antitumoral que actian como degradadores de MNK1/2 a través del proteasoma, como la
galaterona y sus analogos, originalmente disefiados como inhibidores de la sintesis de androgenos
(219-221) y las nuevas retinamidas, que también actiian degradando el receptor de andrégenos
(AR) (87,163,222) y tienen un potente efecto antitumoral en cancer de mama y prostata
(87,162,163,222,223). Entre las nuevas retinamidas destacan VNLG-152 (87,163,223) y su mezcla

racémica VNLG-152R (162), VNHM-1-81, VNHM-1-66 y VNHM-1-73 (222).

Tabla 1. Inhibidores de MNK.

Compuesto Tipo de inhibidor Diana
CGP57380 Quinasa tipo I MNK1/2
Cercosporamida Quinasa tipo | MNK1/2
MNKI-8e Quinasa tipo I MNK1/2
SEL201 Quinasa tipo I MNK1/2
eFT508 Quinasa tipo I MNK1/2
Derlvac;oiiijienl;mdazo- Eigfgg Quinasa tipo I MNK1/2
MNK-I1
MNK-7g
MNKI-19 Quinasa tipo I MNK1/2
Derivados de MNKI-57
tienopirimidina 12dj
1;\/[/[1?\}1;(11_35 Quinasa tipo I Mayor selectividad para MNK2
Merestinib Quinasa tipo II Inhibidor multiquinasa
AST-487 Quinasa tipo II Inhibidor multiquinasa
Cabozantinib Quinasa tipo II Inhibidor multiquinasa
Flavonoides Quinasa tipo [ Inhibidor multiquinasa
QL-X-138 Quinasa tipo I Inhibidor dual BTK/MNK1/2
EB1 Quinasa tipo II MNK1/2
4t Alostérico MNK1/2
Galaterona y andlogos Degradador Receptor de andrégenos/MNK1/2
VNLG-152
VNLG-152R
Retinamidas VNHM-1-81 Degradador Receptor de andrégenos/MNK1/2
VNHM-1-66
VNHM-1-73
BAY1143269 Quinasa tipo | Mayor selectividad para MNK1
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Solo tres inhibidores especificos de MNK han entrado en ensayos clinicos en el tratamiento de
tumores solidos o cancer hematologico: BAY1143269, que presenta mayor selectividad frente a
MNK1 (224), eFT508 (tomivosertib) y ETC-206 (AUMO01). Entre los tres, eFT508 se ha empleado
en un numero mayor de estudios clinicos y se encuentra en fases mas avanzadas mientras que los
ensayos para BAY1143269 se encuentran detenidos y para AUMOO01 solo un ensayo se encuentra

activo (clinicatrial.gov).

Los inhibidores de MNK parecen tener efectos distintos a nivel de inhibicién de la proliferacion,
migracion e invasion o induccién de apoptosis en funcion de las lineas celulares y modelos
animales en las que se utiliza, asi como de su capacidad para inhibir simultaneamente a las dos
MNKS o si tienen mayor o menor especificidad por alguna de ellas. Por ejemplo, MNKI-8e inhibe
el crecimiento celular en lineas de leucemia mieloide aguda (202), pero no afecta a la capacidad
proliferativa de lineas de mama, colon, préstata o pancreas estudiadas (201), al igual que ocurre
con MNKI-57 y MNKI-4 (161). Otro ejemplo es eFT508, que no disminuye la proliferacion o
viabilidad de lineas celulares de cadncer hematoldgico y tumores sélidos (204), a excepcion de
lineas de osteosarcoma (225), pero tiene un potente efecto antitumoral in vivo en modelos de
linfoma de células B difuso (204) cancer de vejiga (124) y osteosarcoma (225). Por otro lado,
mediante el uso de inhibidores selectivos de MNK2 e inhibidores duales de MNK1/2 se ha
demostrado que en lineas de leucemia mieloide aguda la inhibicion farmacoldgica de ambas

quinasas tiene una respuesta antitumoral mas potente que solo la inhibicion de MNK2 (207).

4.4.1 Combinacién con otros fdrmacos

La activacion de las MNKSs constituye un mecanismo de resistencia en cancer que mantiene la
supervivencia celular durante el uso de terapias como los inhibidores alostéricos de mTORC1,

algunos farmacos quimioterapéuticos o inhibidores de quinasas.

La activacion de MNK vy el incremento de la fosforilaciéon de elF4E se ha relacionado con
resistencia a quimioterapias como la gemcitabina en cdncer de pancreas (80), la temozolomida y
el trioxido de arsénico en glioblastoma (226-228), paclitaxel en cdncer de ovario (123),
doxorrubicina y cisplatino en cancer cervical (229), doxorrubicina, ciclofosfamida y fluorouracilo
en pacientes de cancer de mama (120) y citarabina (176) y azacitidina (203) en leucemia. De
acuerdo con su papel como mecanismo de resistencia, la inhibicion de MNK disminuye el
incremento en la fosforilacion de elF4E y potencia los efectos antitumorales de estos compuestos
(80,221,226,227,225,230,231,231,229,120,229,203,176,228,219).

El tratamiento con algunos inhibidores de quinasas y otros compuestos antitumorales también
desencadena un incremento en la actividad de MNK en lineas tumorales asociado a resistencia
como ocurre con inhibidores de las proteinas con bromodominios BET (232), los antiandrogénicos
bicalutamida y enzalutamida (219,233) y palbociclib, un inhibidor de las quinasas dependientes
de ciclina (CDK4/CDK®6) (234). Igualmente, las estrategias terapéuticas que combinan inhibidores
de MNK o su silenciamiento con inhibidores de PI3Ka (alpelisib) (235), de la quinasa activada por
mitégenos (MEK) (PD901) (214), de la quinasa BCR-ABL (dasatinib e imatinib) (205,236), del
receptor de androgenos (bicalutamida y enzalutamida) (233), de MCL1 (563845) (78), de CDKs
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(palbociclib) (234) o con el anticuerpo monoclonal frente a HER2 (trastuzumab) (237) muestran
un efecto cooperativo en la inhibicion del crecimiento tumoral o la inducciéon de apoptosis. La
inhibicién de la actividad de MNK se presenta, por tanto, como una estrategia terapéutica

atractiva para incrementar la sensibilidad de los tratamientos convencionales en cancer.

Algunos estudios se han centrado en los mecanismos pro-supervivencia promovidos por MNK
en presencia de farmacos antitumorales. En glioblastoma, la resistencia a temozolomida se ha
relacionado con la influencia de MNK sobre la fosforilacion de proteinas involucradas en estrés,
dafio al DNA y organizacion del citoesqueleto de microttibulos. En particular, se han detectado
fosforilaciones sensibles a la inhibicion de MNK en eIF4G1 que influyen sobre el estado de
fosforilacion de elF4E y la traduccion de proteinas pro-supervivencia (226). En otros casos como
el del Trastuzumab se produce una sobreexpresion de MNK inducida por el factor de
transcripcién YB-1 (237). En el tratamiento con temozolomida (226) y bicalutamida (233) la
activacion de MNK es dependiente de ERK mientras que los inhibidores BET (232) acttian sobre
P38 MAPK para activar MNK. Por otro lado, el trioxido de arsénico se une directamente y activa
la actividad quinasa de MNK1 incrementando la fosforilacion de eIF4E y la traduccion de mRNAs
anti-apoptéticos (228).

5. Proteinas reguladas por MNK en céncer

La sefalizacion de las MNKSs se ha relacionado con procesos de apoptosis, migracion celular y
control del ciclo celular a través del control de la traduccion de mRNAs especificos que podrian
variar en funcion del tipo tumoral o la sefalizacion que hayan activado o inhibido otras terapias.

(Figura 4).

5.1. MNK y apoptosis

Una de las principales caracteristicas presentes en todas las células tumorales es su capacidad para
evadir los procesos de muerte celular programada o apoptosis (238). Los primeros estudios que
analizaron el papel de MNK en tumorigénesis relacionaron su actividad con una supresion de la
apoptosis. Linfomas que expresan la forma activa de MNK1 (T332D) presentan un menor nivel
de apoptosis en un modelo de linfomagénesis en ratoén, al igual que ocurre en MEFs
transformados con c-Myc (84). Por otro lado, en MEFs KO para MNK1 y MNK2 y doble KO se
produce una hipersensibilidad a la apoptosis tras la privacion de suero que se corrige al introducir
la forma wild type de MNKT1 o la forma activada MNK1 T332D (84,239).

5.1.1. Familia Bcl-2: MCLI

Una de las primeras proteinas reguladas por MNK que se identifico fue la proteina de células de
leucemia mieloide 1 (MCL1). MCL1 pertenece a la familia de proteinas Bcl-2 anti-apoptoticas, que
regulan la ruta mitocondrial de la apoptosis. A través de interacciones proteina-proteina, MCL1
mantiene la supervivencia celular al impedir que las proteinas BAK y BAX oligomericen y
permeabilicen la membrana externa de la mitocondrial desencadenando la muerte celular (240).

El gen de MCL1 se encuentra amplificado en multiples tipos tumorales (241) y presenta unos
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elevados niveles de expresion en diversas lineas de cancer (242), donde juega un papel esencial
en supervivencia celular. MCL1 se degrada rapidamente por el proteasoma por lo que sus niveles
intracelulares se ven criticamente afectados por la inhibicién de su traduccion, lo cual es suficiente

para desencadenar la apoptosis (243).

Wendel et al demostraron que tumores o MEFs que expresan la forma activa de MNK1 presentan
un incremento en los niveles de MCL1 que se produce a nivel traduccional (84). Ademas, la
sobreexpresion de MNK1b da lugar a un incremento de los niveles de MCL1 en la linea de cancer
de mama MDA-MB-231 (68), mientras que el silenciamiento de MNK1 o MNK2 reduce los niveles
de MCL1 en una linea de linfoma difuso de células B (244) y el de MNK1 y 2 simultaneo los

disminuye a nivel de proteina en leiomiosarcoma uterino, pero no en lineas de liposarcoma (78).

Una gran parte de los inhibidores de MNK producen un incremento de la apoptosis que va en
paralelo a una disminucion de los niveles de MCL1, como ocurre con la cercosporamida (180,198),
CGP57380 (174,177), el MNKI-8e, (201,202), derivados de pirrolo-pirimidina (200) o el ETC-168
(78), MNKI-19 y MNKI-85 (207), merestinib (212) y EFT-508 (225).

El control de la traducciéon de MCL1 también se ha relacionado con la capacidad de MNK de
mantener la resistencia a algunas terapias usadas en cancer como la citarabina, que induce un
incremento de MCL1 en leucemia mieloide y linfomas. (202). Ademas, la inhibicién de MNK es
capaz de incrementar el efecto apoptdtico de otras terapias como el everolimus al potenciar la
disminucion de MCL1 (174,177).

Algunos inhibidores de MNK como el MNKI-8e o el CGP57380 también causan una disminucion
de la proteina anti-apoptdtica BCL-2, perteneciente a la misma familia que MCL1 (174,202).

5.1.2. Familia de Inhibidores de la apoptosis (IAPs)

La familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) regula la apoptosis a través de la
inhibicion de las caspasas (245). Esta familia esta formada por 8 proteinas, tres de las cuales estan
reguladas por MNK: la proteina inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma X (XIAP), la
survivina y cIAP1 (Figura 4). Estas proteinas se encuentran sobreexpresadas en diversos tipos

tumorales y generalmente se han asociado con peor prondstico (245).

XIAP inhibe directamente la actividad de la caspasa iniciadora 9 y de las caspasas efectoras 3 y 7
y, entre otras funciones, regula la sefializacion del factor nuclear kB (NF-«B) (245). En lineas de
cancer de mama inflamatorio el silenciamiento de MNK1 da lugar a una disminucién de los
niveles de XIAP, al igual que su inhibicion farmacoldgica por CGP57380, mientras que la
sobreexpresion de la forma activa de MNK1 (T344D) en células HeLa induce la sobreexpresion de
XIAP a nivel de proteina. Tanto el silenciamiento como la inhibicién farmacolégica de MNK
producen, en paralelo, una inhibicion de la ruta de NF-kB y con ello de su sefializacién pro-

supervivencia (246).

En su forma citoplasmatica, la survivina interacciona directamente con XIAP, incrementando su

estabilidad y promoviendo la inhibicién de las caspasas, e interacciona con otras proteinas que
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modulan la actividad del resto de IAPs. En su forma nuclear, la survivina esta involucrada en la
regulacion de la mitosis (247). Algunos estudios han asociado el control traduccional de la
survivina con los niveles de elF4E (111,136,248) y con su fosforilaciéon por MNK, ya que su
inhibicion con CGP57380 (177,233), BAY1143269 (224) o su silenciamiento (249) producen una

disminucién de los niveles de survivina en algunas lineas tumorales.

Mediante un perfil de polisomas en MEFs de ratones que expresan la forma mutada de elF4E
S209A se identificd cIAP1 como otra proteina de la familia de las IAPs regulada a nivel de
traduccion por la fosforilacion de elF4E, la cual se ve disminuida también tras la inhibiciéon de
MNK con CGP57380 en lineas de prdstata (250).

5.2. MNK y proliferacién

La inhibicion de MNK no siempre da lugar a una induccién directa de la apoptosis. En funcion
delalinea celular y el inhibidor los efectos antitumorales de la inhibicién de MNK pueden deberse
Unicamente a alteraciones en el ciclo celular y la capacidad de proliferacion (160,161,251). La
proliferacion sostenida es una de las principales caracteristicas de las células tumorales a la que
contribuyen, entre otros, la expresion desregulada de proteinas reguladoras del ciclo celular o la
activacion constitutiva de rutas de sefializacion que participan en el control de la division celular
y el crecimiento (252). La regulacion de la proliferacion por parte de MNK se ha asociado
principalmente con la traduccion de proteinas claves en ciclo celular y sefializacion que
promueven proliferacion, como son la ciclina D1, c-Myc, la f-catenina y algunas CDKs (Figura 4).
El control de la traduccion de estas proteinas podria ejercerse a través de la regulacion de elF4E
0, como ocurre en el caso de la ciclina D1 o c-Myc, también podria producirse de forma
independiente de la fosforilacion de eIF4E a través de la regulacion de la traduccion dependiente
de IRES.

5.2.1 Proteinas relacionadas con ciclo celular: Ciclinas y CDKs

Algunos inhibidores de MNK como CGP57380 (165,251), QL-X-138 (216), ETC-168 (78),
BAY1143269, MNKI-19, MNKI-85 (207), MNKI-57 (161), derivados de pirrolo-pirimidina (200),
flavonoides (215), galeterona y analogos (219,221) inhiben la proliferacion celular al inducir la
parada del ciclo celular en la fase G0/G1, al igual que ocurre con el silenciamiento de elF4E
(112,253-255). Otros compuestos como la retinamida VNLG-152, producen una parada del ciclo
en fase S, ademas de en GO/G1 (223), mientras que Merestinib y el inhibidor de MNK1/2 SEL201
detienen el ciclo en la fase G2/M (89,212).

Las CDKs son serina/treonina quinasas claves para la progresion del ciclo celular y cuya actividad
catalitica esta regulada por la interaccion con ciclinas. La progresion del ciclo celular a través de
la fase G1 esta controlada mayoritariamente por las ciclinas de tipo D (D1, D2 y D3), que regulan
a CDK4/CDKGé. La ciclina D1 se encuentra frecuentemente desregulada en cancer y se relaciona
con peor pronostico en pacientes y su sobreexpresion se ha asociado con multitud de procesos

oncogénicos tanto dependientes como independientes de CDK (256)
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La regulacion de la ciclina D1 por parte de MNK/eIF4E se puede producir a nivel del control de
su traduccion o a nivel del transporte de su mRNA. En los primeros estudios realizados en
relacion a las ciclinas se observo que una sobreexpresion de elF4E incrementaba la ciclina D1 a
nivel de proteina en MEFs (257) y la exportacion de su mRNA al citoplasma (258) de una forma
dependiente de la fosforilacion por MNK (121), mientras que su silenciamiento produce una
disminucién de los niveles de ciclina D1 a nivel de proteina en diversas lineas de cancer
(111,112,233,255). De acuerdo con estos resultados, la expresion de la ciclina D1 sigue un patrén

similar cuando se sobreexpresa o se silencia MNK1 (67).

La disminucién de los niveles de ciclina D1 también se ha observado en distintas lineas tumorales
tras la inhibicién farmacoldgica de MNK con inhibidores como el GP57380 (67,75,233,251,259),
VNLG-152 y su forma racémica VNLG-152R (162), degradadores de MNK derivados de
retinamida (222), MNKI-57 (161), merestinib (210) galeterona y andlogos (219,221) y
cercosporamida (180) y EFT-508 (225).

Algunos inhibidores de MNK son capaces de modular no solo los niveles de ciclina D1 sino
también de otras ciclinas, CDKs y proteinas relacionadas con el ciclo celular. Inhibidores de MNK1
como BAY1143269 afectan a la expresion de diversos factores implicados en ciclo celular
incluyendo diferentes ciclinas (D3, B1, A2, H), la fosfatasa CDC25C y la CDK2 en todas las lineas
de cancer de pulmon y leucemia analizadas (224). Las ciclinas D3 y B1 y CDC25C también se
modulan por VNLG-152 o el silenciamiento de MNKT1 en lineas de cancer de mama (223), mientras
que la traduccion de ciclinas A2 y B2 se reducen con Merestinib en una linea de leucemia
linfoblastica aguda (212). En el caso de los inhibidores MNKI-19 y MNKI-85 se aprecian cambios
para la ciclina D3 y CDK4 en la linea de leucemia linfoblastica MOLM-13 (207).

El analisis de los mRNAs asociados a polisomas mediante microarray en células de prostata
DU145 tratadas con CGP57380 demostrd que en esta linea las MNKs estan implicadas en la
traduccion de mRNAs de proteinas involucradas en ciclo celular y proliferacion como CDK2,
CDKS8, CDK9, KAP1, RASSF1, PIAS1 y PCNA (165). Los niveles de CDK2 también se modifican
en lineas de leucemia linfoblastica aguda tratadas con CGP57380 (177).

En el caso del ETC-168 los efectos inhibitorios sobre el ciclo celular se han relacionado con una
inhibicion de la transcripcion de los genes FOXM1, E2F1 y WEE1 dependiente de MNK, que se
produce de forma similar tras el silenciamiento de las dos quinasas individualmente o en conjunto

(78).

5.2.2. c-Myc

El factor de transcripcion c-Myc regula la expresion de al menos un 15% del genoma y esta
implicado en diversos procesos celulares como proliferacion, ciclo celular, apoptosis, biogénesis
de ribosomas o metabolismo. Se trata de uno de los principales oncogenes humanos, ya que

aparece desregulado en una gran parte de tumores (260).

En algunos tipos tumorales, como el carcinoma nasofaringeo o cancer de mama, la expresion de

elF4E correlaciona positivamente con la expresion de c-Myc (261,262), mientras que la expresion
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de MNKT1 se ha asociado con niveles elevados de c-Myc en pacientes de leucemia mieloide aguda
(263). El silenciamiento de elF4E o de MNKI1 en lineas tumorales da lugar a una disminucion de
los niveles de c-Myc (67,255,261), al contrario de lo que ocurre al sobreexpresar MNK1 (67,68).
Lineas tumorales que expresan el mutante e[F4E S209A también presentan una reduccién de la
traduccion de c-Myc (122).

La expresion de c-Myc mantenida por MNK/elF4E en modelos animales de cancer colorrectal con
mutaciones en KRAS es clave para tumorigénesis y su expresion se ve suprimida al combinar la

rapamicina con la delecion genética de MNK1/2 o con eFT508 (181).

Por otro lado, los inhibidores de MNK como CGP57380 (67,177,233), la galeterona y analogos
(221), cercosporamida (180) y BAY1143269 (224) también producen una disminucién de c-Myc

en distintas lineas tumorales.

5.2.3. B—catenina

La B-catenina es una proteina clave en la ruta de sefializaciéon candnica de Wnt regulando la
proliferacion, la diferenciacion, la auto-renovacion de células madres, la apoptosis o la migracion,
por lo que se ha asociado con el desarrollo y progresion de algunos tipos tumorales. Parte de la -
catenina se encuentra unida a la membrana, donde funciona como proteina adaptadora en la
adhesion celular y en ausencia de sefializacion por Wnt es degradada por el proteasoma. En
presencia de senalizacion por Wnt se transloca al nucleo donde actia como regulador

transcripcional (264).

La fase blastica de la leucemia mieloide crénica se caracteriza por una sefializacion de p-catenina
elevada en los progenitores de granulocitos/monocitos (GMPs), lo que permite que esta poblacién
funcione como células madre de leucemia (BC-LSCs) y contintie replicandose. En esta poblacion
se ha encontrado una sobreexpresion de elF4E fosforilado en paralelo a los niveles de B-catenina
nucleares, que no se produce en otras células madre hematopoyéticas. Ensayos in vitro basados
en la expresion de las formas mutantes de eIF4E S209A/D y MNK1/2 han permitido demostrar
que la sobreexpresion de MNK, elF4E y su fosforilacion por MNK incrementan la traduccion de
B-catenina, su translocacion nuclear y su fosforilacion activadora por AKT, permitiendo la auto-
replicacion celular. De acuerdo con estos resultados, el silenciamiento o la inhibicion
farmacolégica de MNK con tres inhibidores distintos (CGP57380, cercosporamida, AST 487)
reduce la activacion de la B-catenina y con ello la auto-replicacion in vitro e in vivo de las BC-LSCs
(213). La activacion de la B-catenina por la fosforilaciéon de elF4E y MNK se ha demostrado
también en varias lineas de cancer de mama (120), carcinoma nasofaringeo (265), cancer cervical

(230) y cancer gastrico (231).

Respecto a los inhibidores de MNK, la galeterona y analogos en cancer de pancreas, prostata y
mama (221,219,266) y la retinamida VNLG-152 (163) reducen los niveles de B-catenina.

La regulacion de la B-catenina por MNK tiene un papel relevante en resistencia a quimioterapia.
En cancer de mama se ha observado que la inhibicion de MNK con CGP57380 o cercosporamida

y el silenciamiento de elF4E previenen la activacion de la sefalizacion por B-catenina inducida
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por quimioterapia, potenciando su respuesta anti-proliferativa (120), al igual que ocurre en cancer
gastrico con el inhibidor de MNK tomivosertib (231).

5.3. MNK'y metéstasis

La metdstasis consiste en la diseminacion de células tumorales desde un tumor primario a nuevas
regiones del organismo a través del sistema linfatico o sanguineo y constituye la primera causa
de muerte por cancer. Para ello, las células tumorales deben de adquirir la capacidad para migrar
e invadir los tejidos adyacentes al tumor primario (267). La modulaciéon genética de MNK y una
gran parte de sus inhibidores farmacoldgicos disminuyen la capacidad de migracion e invasion
en lineas tumorales y la generacion de metastasis in vivo, algunos de una forma directa y sin
afectar a la capacidad de proliferacion o apoptosis de las células tumorales como ocurre por
ejemplo con el inhibidor MNK-I1 (148) o el MNK-7g (206).

La estimulacion de la formacion de metastasis por MNK se ha relacionado con la capacidad para
modular proteinas clave en la transicion epitelio mesénquima (EMT), la ruta del factor de
crecimiento transformante B (TGFp) u otras proteinas que controlan la migracion o la invasion
como NODAL, ANGPTL4 o NDRG1 (Figura 4).

5.3.1 Marcadores EMT

Algunos autores plantean la hipotesis de que en tumores en estados avanzados el mecanismo de
EMT, propio de etapas del desarrollo embrionario, proporciona a las células tumorales las
caracteristicas necesarias para generar metastasis. La EMT es un proceso de plasticidad celular en
el cual las células epiteliales pierden algunas caracteristicas como la polaridad apical-basal o las
adhesiones entre células y la membrana basal y sufren una transicion hacia estados
mesenquimales con capacidad de migracion e invasion. El proceso inverso de la EMT es la
transicion mesénquimo-epitelial (MET) y permitiria que las células tumorales cesen su migracion
y proliferen en otra localizacion (268). Diversas rutas de sefalizacion se han asociado con la EMT,
como la sefalizacion por TGFp, proteinas morfogénicas dseas (BMPs), FGF, EGF, factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), Wnt/B-catenina o Notch. La EMT esta regulada a diferentes
niveles, siendo uno de los mas relevantes el control transcripcional que se ejerce a través de la
expresion de los factores de transcripcion EMT (EMT-TFs) como ZEB1, ZEB2, Twist1, Snail y Slug,
que reprimen y activan la expresion de genes epiteliales y mesenquimales, respectivamente. Las
variaciones en la expresion de proteinas necesarias para los procesos de migracion y metastasis
se utilizan como marcadores del estado de la EMT, cuya induccién se caracteriza por la
disminucién de marcadores epiteliales como E-cadherina, ZO-1 u ocludina y el incremento de
marcadores mesenquimales como la N-cadherina, vimentina, FSP1 o fibronectina. La mayoria de
estos marcadores se corresponde con proteinas de membrana que participan en la adhesion

celular o componentes del citoesqueleto como la vimentina (267,268).

Algunos estudios han asociado la actividad de MNK con la regulacion directa de la traduccion de
proteinas esenciales para la invasion como las metaloproteasas (MMPs), que permiten degradar

la matriz extracelular, y con los EMT-TFs.
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El perfil de polisomas en MEFs de ratones elF4E S209A permiti¢ identificar a MMP3 y MMP9
como proteinas reguladas por la fosforilacion de elF4E a nivel traduccional. Ademas, se observo
una menor expresion de MMP3 en los tejidos tumorales en un modelo animal de cancer de
prostata que expresa el mutante elF4E S209A (250). En muestras de carcinoma nasofaringeo, la
expresion de elF4E se correlaciona positivamente con la expresiéon de MMP9 y el silenciamiento
de elF4E en algunas lineas tumorales da lugar a una disminucién de los niveles de MMP9
(112,261) y MMP3 (115). De acuerdo con estos resultados, la expresion de MMP9 aumenta cuando
se sobreexpresa MNK1 y disminuye cuando se silencia MNK1 o se inhibe con CGP57380 (67).

El mismo perfil de polisomas en MEFs de ratones elF4E S209A realizado por Robichaud et al,
confirmd la regulacion de traduccion de MMP3 e identifico Snail como una nueva diana de la
fosforilacion de elF4E, resultados que se corroboraron in vivo en tumores de ratones que expresan
elF4E S209A (125). La traduccion de Snail dependiente de MNK también se ha observado tras el

silenciamiento de las MNKs en lineas de melanoma (72).

Otro factor de transcripcion clave en la EMT que se ha relacionado con MNK es ZEBI1. La
inhibicion genética y farmacoldgica de las MNKs con CGP57380 disminuyen los niveles de
proteina de ZEB1 sin afectar a los niveles de su mRNA, reduciendo la migracion y revirtiendo la
EMT, como muestran los cambios en los mRNAs de los marcadores EMT (incremento de E-
cadherina y disminucion de vimentina). Ademas, en estos ensayos se demostré que en lineas
tumorales de cancer de pancreas la expresion de ZEB1 es mas dependiente de los niveles de
MNK2 que de MNKI. El silenciamiento de hnRNPA1 incrementa igualmente la traduccion de
ZEB1, lo que sugiere que hnRNPA1 podria actuar como un represor de la traduccion de ZEB1. En
este caso, la fosforilacion por MNK podria disminuir la unién de hnRNPA1 al mRNA de ZEB1 e

incrementar su traduccion como se ha descrito previamente para TNFa (269)

Ensayos en MEFs KO para las MNKs y el uso del inhibidor MNK-I1 han demostrado la regulacion
directa de la traduccion y estabilidad de la vimentina por parte de MNK sin que se afecten los
niveles de ZEB1 (148). Sin embargo, otros estudios no han visto cambios en su distribucion en el
perfil de polisomas al modificar la fosforilacion de elF4E (125) o han demostrado una disminuciéon
de la vimentina a nivel transcripcional asociada con la modulacion de factores de transcripcion
EMT por MNK (69,269). De forma contraria a estos resultados, el silenciamiento de MNK2 o
MNK?2a incrementa la traduccion de vimentina y con ello la capacidad de migracion e invasion,
demostrando el papel como supresor de metdstasis de esta isoforma en carcinoma de célula renal
(70). Por otro lado, el silenciamiento especifico de MNKT1 en dos lineas de cancer de prostata da

lugar a la disminuciéon de N-cadherina, MMP9 y 2, Slug, Snail pero no Twist1 (270).

Los efectos inhibitorios sobre la migracion, invasion y metastasis de los inhibidores de MNK se
han asociado con la modulacion de alguno de los marcadores EMT, principalmente con la
reduccién de marcadores mesenquimales. Por ejemplo, el inhibidor BAY1143269 en lineas de
cancer de pulmoén reduce la expresion de ZEB1, Snail y MMP3 (224), mientras que las retinamidas
VNLG-152 y VNLG-152R, la galeterona y analogos reducen una amplia variedad marcadores
EMT en distintas lineas tumorales (Snail, Slug, ZEB1, MMP9 y 2, vimentina, N-cadherina,
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claudina) (162,163,219,221,270). Algunos inhibidores de MNK también incrementan la expresion
del marcador epitelial E-cadherina (163,221).

5.3.2 Interaccién con la ruta de TGFB

La sefializacion por TGFp participa en multiples aspectos de la progresion tumoral, con un papel
clave en la induccion de la EMT, y su senalizacidn se encuentra mas activa en aquellos pacientes
con peor pronostico. La ruta de sefializacion canonica de TGEP se basa en la fosforilacion de las
proteinas SMAD2/3 y su posterior translocacién al nicleo formando complejos con SMAD4 para
regular la transcripcion de genes esenciales en la EMT como SNAI1 (Snail) y SNAI2 (Slug). La
sefializacidon no canodnica es independiente de las proteinas SMAD y da lugar a la activacion de
multiples rutas como las MAPK o PI3K (271).

El analisis de los mRNAs asociados a polisomas mediante microarrays en la linea de glioblastoma
BS125 tras el silenciamiento de MNKI1 identificé una menor traduccion de mRNAs relacionados
con la senalizacion de TGFf, como SMAD2. De acuerdo con estos ensayos, MNK1 controla la
traduccion de SMAD?2 y proteinas reguladas por TGFp como la vimentina, modulando asi la
motilidad celular. Ademas, en tejidos existe una correlacion positiva entre MNK1 y SMAD2 y la
sobreexpresion de MNKI1 en la linea BS125 incrementa los niveles de SMAD2 (69).

Por otro lado, la sefializacion de TGFB produce un incremento de la fosforilacion y actividad de
MNK a través de su senalizacién no canodnica (69). Este resultado se corrobor6 en un modelo de
inducciéon de EMT basado en el tratamiento de células de glandula mamarias de ratén NMuMG
con TGFp, donde se observo que TGFp producia un incremento de la fosforilacion de eIF4E, de
una forma dependiente de ERK y p38 MAPK (125). El silenciamiento de MNK1 o su inhibiciéon
con CGP57380 (125) o BAY1143269 (224) evitan el incremento de N-cadherina, fibronectina,
vimentina y Snail inducido por TGFp, y con ello los cambios que promueven la migracion e

invasion.

La relacion entre la sefializacion de TGFP y MNK/eIF4E también se ha demostrado en otras lineas
celulares no tumorales tratadas con TGFf, como en la linea de células epiteliales de glandula
mamaria humana (MCF10A) (125,272,273) o epitelial de pulmoén de rata y en células mesangiales

del corptisculo renal (274).

5.3.3 NDRGI

La proteina N-Myc down-regulated gene 1 (NDRG1) funciona como un supresor de metastasis a
través de la modulacién de una amplia variedad de rutas de sefializacion relevantes en EMT,
migracion, crecimiento tumoral o angiogénesis en respuesta a estrés, hipoxia o iones, entre otros
estimulos. NDRGI1 puede ser fosforilada en diversos residuos por SGK1, aunque el papel de la

fosforilacion en progresion tumoral no esta completamente esclarecido (275).

Las MNKSs estan implicadas en la regulacion a nivel transcripcional y postraduccional de NDRG1
en cancer de mama. La inhibicion de las MNKs con MNK-I1 incrementa la expresion de NDRG1

anivel de proteina y a nivel de mRNA en lineas de cancer de mama, mientras que su fosforilacion
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disminuye de forma dependiente de MNK1 y no de MNK?2, sin que se afecten los niveles de SGK1.
La fosforilacion de NDRGI no se produce de forma directa por MNK1 y se desconoce el
mecanismo por el cual se produce. Pese a que NDRG1 promueve la migracién en el modelo
utilizado, la inhibicién de la migracion que ejerce MNK-I1 se produce igual con el silenciamiento
de NDRGI1 y en las lineas wild type, lo que indica que otros mecanismos independientes de
NDRGI estan implicados en la regulacién de la migracion por MNK, aunque no se puede
descartar la contribucion de NDRG1 (24).

5.3.4 NODAL

MNKT1 tiene un papel relevante en la progresion del carcinoma ductal in situ (DCIS) hacia el
carcinoma ductal invasivo (IDC) a través de la modulacién de la proteina NODAL (89), un
morfégeno de la familia del TGF que se expresa durante el desarrollo embrionario y participa en

el mantenimiento de células madre y el desarrollo de las glandulas mamarias, entre otros (276).

Ensayos KO para MNK1 generados por CRISPR-Cas9 o en presencia del inhibidor SEL201 en
lineas de carcinoma ductal in situ han demostrado que la pérdida de MNK1 reprime NODAL y
vimentina y con ello propiedades de células madre y capacidad de invasion in vitro, retrasando la
formacion de metdstasis en ratones, al contrario de lo que ocurre al expresar una forma
constitutivamente activa de MNKI1 (T332D). Ademas, la expresion de MNKI1 fosforilada y
NODAL se encuentran elevadas en muestras de IDC y DCIS respecto a carcinomas de menor
grado (89).

5.3.5 ANGPTL4 y NGFR

La secuenciacion del mRNA total de una linea de melanoma que expresa la forma
constitutivamente activa de MNK1 (T332D) ha permitido identificar cambios en la expresion de
genes pro-invasivos implicados en adhesion celular y remodelacion de la matriz extracelular
dependientes de la actividad de MNKI, entre los cuales se encuentra una sobreexpresion de la
Angiopoietin-like 4 (ANGPTL4) y MMPs (MMP1, 10, 1a, 3) (86). La ANGPTL4 esta involucrada en
diversos mecanismos como angiogénesis, metabolismo, inflamacién o adhesion y participa en el
desarrollo tumoral, donde funciona como un regulador de las MMPs (86,277). Su silenciamiento
en células que expresan la forma activa de MNKI1 resulta en una menor capacidad invasiva sin
afectar a la viabilidad, lo que corrobora su implicacion en el mecanismo pro-metastasico de
MNKI1. La regulacion de la expresion de ANGPTL4 por MNKI1 estaria mediada, en melanoma,

por los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR) (86).

Por otrolado, en ensayos en lineas de melanoma, la inhibicién genética de la fosforilacion de elF4E
y farmacolodgica de MNK con SEL201 han relacionado la actividad de MNK con el incremento de
la traduccion del receptor del factor de crecimiento nervioso (NGFR), que promueve invasion y
desdiferenciacién celular (126).
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5.4. MNK y angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos que en cancer permite
vascularizar los tumores, asegurando el aporte de oxigeno y nutrientes necesarios para la
progresion tumoral. La sobreexpresion de elF4E se ha relacionado en multitud de articulos con la
traduccion del factor de crecimiento mas relevante en angiogénesis, el VEGF (278), mientras que
su silenciamiento produce una disminucién de los niveles de VEGF (111,112,255,279) e inhibe la
formacion de estructuras tipo vaso sanguineo en células endoteliales humanas (111). Ademas, en
muestras de tumores de pacientes existe una correlacion positiva entre la expresion de elF4E y
VEGF (262,280). Los niveles de elF4E también se ha relacionado con la traduccién de FGF-2, otro

factor de crecimiento relevante en angiogénesis (255,279,281).

Sin embargo, existen menos estudios centrados en el papel de MNK en angiogénesis. Se ha
demostrado que la cercosporamida afecta a la angiogénesis en carcinoma hepatocelular y renal y
el EFT-508 en glioblastoma, ya que son capaces de inhibir la formacion de estructuras tubulares,
migracion, proliferacion y supervivencia de células endoteliales primarias (199,180,227). El
analisis de los mRNAs asociados a polisomas tras la inhibiciéon de MNK con CGP57380 en cancer
de prostata relaciond MNK con la regulacion de la traduccion de HIF1a, un factor de transcripcion
que modula angiogénesis y la adaptacion a hipoxia (165), mientras que el perfil de polisomas en
MEFs que expresan elF4E S209A incluy6 al VEGFC como proteina regulada por la fosforilacion
de elF4E, lo cual se corroboré con el inhibidor CGP57380 (250). Ademas de CGP57380, la
inhibicion de MNK con cercosporamida, galeterona y analogos y EFT-508 también disminuye los
niveles de VEGF (180,225,270). Por otro lado, en una linea de cancer de mama, la senalizacion de
la integrina a.6B4 incrementa la fosforilacion y actividad de MNK, controlando la traduccion de
VEGF (282).

5.5. MNK y respuesta inmune

Las MNKs participan en la regulacion del sistema inmune a través de la sefalizacion de algunos
receptores de citoquinas y la produccion de citoquinas proinflamatorias (Figura 4). Su actividad
se ha relacionado, por ejemplo, con la regulacion postranscripcional de TNFo e IL-17, con la
senalizacion de los interferones de tipo I y IT o con la sefializacion de los receptores tipo Toll (TLRs)
en la produccion de las citoquinas IL-6, la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) o
TNFa (283). Por tanto, las MNKSs pueden modular el microambiente tumoral contribuyendo al
desarrollo del tumor a través de la regulacion de la secrecion de citoquinas proinflamatorias
involucradas en crecimiento, angiogénesis y metdstasis (284) o promoviendo la supervivencia de
neutrofilos pro-metastasicos (285). En términos de inmunidad tumoral, se ha observado que la
inhibicion de la fosforilacion de elF4E en melanoma reprograma el microentorno tumoral
inmunosupresivo, disminuyendo la liberacion de factores inflamatorios e inmunosupresores
(CCL2, CCL5, IL6, ANGPTL2...), la infiltracion de células mieloides supresoras de la respuesta

inmune e incrementando la infiltracién de linfocitos T CD8* (126).

Entre los mRNAs cuya asociacion a los polisomas se encuentra disminuida en MEFs que expresan

elF4E S209A se encuentran las quimioquinas CCL7, CCL2, cuyos niveles se encuentran
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disminuidos en tumores de ratones que expresan elF4E S209A, e IkBa, que actiia como inhibidor
de NF«Ba (250).

Algunos inhibidores de MNK dan lugar a una alteraciéon en la secrecion de citoquinas. El
degradador de MNK VNLG-152R inhibe la secrecion de citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-8,
TNFo y la quimioquina CXCL1 en lineas de cancer de mama (162). BAY1143269 disminuye la
secrecion de las citoquinas IL-18, TNFa, IL-6 y MCP-1 inducida por LPS en muestras de sangre
humana y ex vivo en muestras de sangre de ratones con tumores tratados con BAY1143269 (224).
Por ultimo, eFT508, en linfoma difuso de células B grandes, disminuye la secrecion de IL-6, IL-8 y
TNFo debido a una desestabilizacion selectiva de su mRNA, lo cual podria relacionarse con la
fosforilacion por MNK de proteinas de union a RNA como hnRNPA1 o PSF. Dado que el eFT508
no produce una inhibicién de la proliferacion, la modulacidon del microambiente tumoral a través
de la inhibicion de la secrecion de citoquinas proinflamatorias es el mecanismo de accion

propuesto de sus efectos antitumorales in vivo (204).

PROLIFERACION APQPTOSIS
Ciclina D1 XIAP
C-Myc MCL1
p-catenina Survivina
CDKs clAP1
RESPUESTA INMUNE
IL-6
IL-1p ANGIOGENESIS
IL-8 «——o/ MNK1/2 HIFla
IL-17 VEGF
TNFo
MCP-1
ccL2/s/7
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ZEB1
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Smad?2
NDRG1
NODAL
ANGPTL4

Figura 4. Proteinas reguladas por MNK. Las MNKs regulan los niveles de proteinas clave en procesos de

apoptosis, proliferacion, migracién e invasién, respuesta inflamatoria y angiogénesis

6. Aptameros

Los aptameros son oligonucledtidos sintéticos de RNA o DNA de cadena sencilla capaces de
adquirir una estructura terciaria que se une de forma especifica y con alta afinidad a una diana.
En 1990 dos grupos independientes describieron por primera vez los aptameros y desarrollaron
su sistema de seleccidon, denominado SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential
Enrichment) (286,287).

La técnica SELEX se basa en varios ciclos de seleccion por unién a una diana y posterior

amplificacion de las secuencias unidas. El primer ciclo de seleccion consiste en la incubacion de la

52



Introduccién

diana con una libreria de oligonucle6tidos compuesta por moléculas de DNA o RNA con una
region central de entre 20 y 60 nucleétidos aleatorios flanqueadas por dos regiones de secuencias
conocidas que permiten su amplificacion por PCR. Gracias a su secuencia aleatoria, cada uno de
los aptameros de la libreria puede adoptar diferentes estructuras tridimensionales que encajen
con diversas dianas. Posteriormente, las secuencias unidas a la diana se separan de las demas y se
amplifican por PCR. Las secuencias amplificadas se someten a sucesivas rondas de seleccion
frente a la diana, de tal manera que se produce un enriquecimiento de los aptameros con mas
afinidad hasta que terminan por ser la poblaciéon mayoritaria (Figura 5). Las secuencias
seleccionadas se analizan por clonaje y secuenciacién de Sanger o mediante técnicas de
secuenciacion masiva, las cuales permiten realizar un seguimiento del enriquecimiento de las

secuencias, identificando aptameros de alta afinidad en rondas tempranas (288).

Libreria de

I lestid Elucién de
oligonucledtidos L. .
Nucleodtidos secun.anl:las
aleatorios umdas
Region
conocida

Eliminacién de
&@Qﬁég secuencias ho
unidas
Ampificacidon
[PCR]
Proteina diana : \ /

Reincubacién
con la diana

Figura 5. Esquema de la técnica SELEX. El sistema de seleccién de aptameros SELEX se basa en la
incubacién de una libreria de oligonucledtidos aleatorios con la proteina diana en sucesivas rondas de

incubaciéon y amplificacion de las secuencias unidas.

Para facilitar la obtencion de aptameros especificos y con alta afinidad se pueden realizar rondas
de seleccion negativa, que eliminan aquellas secuencias que se unen a componentes del proceso
de seleccion, como la matriz usada para separar la proteina unida al aptamero, o rondas de contra-
seleccion frente a andlogos de la diana de interés (288). La técnica de SELEX tiene distintas
variantes y puede basarse en la utilizacion de proteinas purificadas, células enteras que expresen
en su superficie la diana (288) u organismos completos, lo que puede asegurar su funcionalidad
in vivo (289). La interaccion entre el aptamero y su diana depende de las condiciones
experimentales en las cuales se realiza la seleccion (fuerza idnica, componentes de los tampones
usados, pH, temperatura, tiempo, etc.) por lo que cambios en estas variables pueden afectar a la

afinidad y funcion de los aptameros (288).

Los aptameros, gracias a la complementariedad e interacciones entre las bases de su secuencia, se

encuentran formando una serie de estructuras secundarias definidas, como bucles, tallos,
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horquillas, G-quadruplex, etc.,, que en su conjunto aportan una conformacion tridimensional
Unica. A través de interacciones hidrofdbicas, electrostaticas, puentes de hidrogenos, apilamiento
de bases y a la complementariedad de las estructuras tridimensionales, los aptameros son capaces
de reconocer especificamente una diana con alta afinidad. La interaccion que se produce entre los
aptameros y su diana es similar a la que tiene lugar entre los anticuerpos y sus antigenos, por lo

que los aptameros se han denominado también como “anticuerpos quimicos” (288).

Los aptameros tienen una selectividad y afinidad comparable a la de los anticuerpos y pueden ser
capaces de distinguir entre dianas altamente relacionadas como enantiémeros (290,291) o

proteinas con mutaciones en un tinico aminoacido (292).

Frente a los anticuerpos monoclonales, los aptameros presentan una serie de ventajas. Son
moléculas de pequefio tamafio, por lo que pueden unirse a dianas de menor tamafio o a dominios
inaccesibles para los anticuerpos y penetrar mejor en los tejidos. Ademas, los aptameros se
producen por sintesis quimica, de forma mas econdémica y en menor tiempo y, al no involucrar
animales o colonias celulares como los anticuerpos, se reduce la posibilidad de contaminaciones
y las variaciones entre lotes. Una vez producidos, se pueden liofilizar y permanecer estables por
largos periodos de tiempo, resistiendo temperaturas elevadas y ciclos de desnaturalizacion y
renaturalizacion (288). A diferencia de los anticuerpos, los aptameros tienen una baja
inmunogenicidad (293) y se pueden seleccionar frente a una mayor diversidad de dianas entre las
que se encuentran iones metalicos (294), aminoacidos (290), péptidos (291), virus (295), bacterias
(296), drogas (297), moléculas organicas (298) o antibidticos (299), aunque la mayoria de ellos se

han seleccionado frente a proteinas (300).

La aplicacion terapéutica de los aptameros presenta dos inconvenientes principales: son
susceptibles a la hidrolisis por nucleasas y, debido a su pequefio tamarfio, se eliminan rapidamente
del organismo a través de los rifiones, por lo que la vida media de los aptameros in vivo es corta
(301). Para prolongar su accion los aptameros se han modificado quimicamente. Las
modificaciones mas habituales para incrementar su resistencia a nucleasas consisten en
sustituciones en la posicion 2’ de la ribosa, que incluyen la incorporacion de fldor, grupos amino
o grupos O-metilo. Otras estrategias se basan en la modificacion del 3’ terminal con una timidina
invertida o con biotina, la modificacion del enlace fosfodiéster o el empleo de nucle6tidos en
configuracion L. Para reducir la filtracion renal los aptdmeros se han conjugado en su posicion 5

con moléculas de mayor tamario como el polietilenglicol, el colesterol o el dialquil glicerol (302).

Los aptameros tienen un elevado potencial terapéutico. De forma general, pueden seleccionarse
como antagonistas para bloquear la actividad o interacciones entre proteinas asociadas a una
patologia, como agonistas para activar las funciones de receptores o como molécula
transportadora para dirigir otras terapias de forma especifica hacia un tipo celular o tejido
(288,303).

A pesar de las ventajas y su potencial terapéutico, el éxito de los aptameros en clinica ha sido
bastante limitado y no se encuentran extendidos a nivel comercial. Algunas propiedades de los

aptameros han dado lugar a perfiles farmacocinéticos y farmacodindmicos subdptimos que han
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reducido su eficacia en clinica. Ademas, se trata de una tecnologia relativamente reciente y que

aun requiere de un mayor desarrollo preclinico.

Desde su descubrimiento solo ha sido aprobado por la FDA el Pegaptanib (Macugen), un
aptamero de RNA especifico de VEGF, indicado para el tratamiento de la degeneracion macular
neovascular asociada a la edad (304), aunque su uso ha quedado relegado por el desarrollo de
compuestos mas efectivos (305). Aunque existe un nimero mayor de aptameros en ensayos
clinicos como terapia en diferentes enfermedades, solo dos aptameros han entrado en ensayos
clinicos para el tratamiento del cancer: AS1411 y NOX-A12 (306,307).

AS1411 es un aptamero de DNA de 26 nt con estructuras G-quadruplex que le hacen resistente a
la degradacion por nucleasas. Este aptamero no se genero utilizando la técnica SELEX, sino que
se desarrolld en base a la observacion de que oligonucledtidos ricos en guanosina, gracias a la
adquisicion de estructuras G-quadruplex, presentaron propiedades antiproliferativas en lineas
tumorales a través de la union a proteinas celulares especificas, en el caso de AS1411, a la proteina
nucleolina (308), una proteina multifuncional que se encuentra sobreexpresada en cancer (309).
Desde su descubrimiento, en paralelo al desarrollo preclinico del aptdamero, hubo un gran
esfuerzo por determinar su mecanismo de accion que aun se desconoce de forma precisa (310) y
que se ha asociado mayoritariamente con la inhibicion de las funciones de la nucleolina
(311,312,313), pero también con mecanismos independientes de ésta (314). Debido a su baja
potencia y a pesar de la baja toxicidad y de su habilidad para inducir respuestas antitumorales en
algunos pacientes, los ensayos clinicos para AS1411 se encuentran detenidos a la espera de nuevas
formulaciones o conjugados con otros farmacos que mejoren sus cualidades farmacocinéticas
(310).

NOX-A12 es un aptamero de RNA en configuracion L (denominados Spiegelmer), seleccionado
frente a la quimioquina CXCL12. NOX-A12 modula el microambiente tumoral al inhibir la
senalizacion de los receptores de CSCL12, lo que se traduce en una disminucion de la quimiotaxis
y una sensibilizacion a otros farmacos (315,316). Ademas de presentar un perfil de toxicidad bajo,
estudios en fase Il han demostrado la efectividad de NOX-A12 en pacientes de leucemia linfocitica
crénica (317), mieloma maultiple (318), cancer colorrectal y pancreatico (319) en combinacion con
otras terapias. Actualmente, se investiga el potencial de NOX-A12 en el tratamiento de
glioblastoma (NCT04121455) y en cancer de pancreas metastasico (NCT04901741).

En nuestro laboratorio se ha desarrollado el aptamero apMNKQ?2 a partir de la optimizacion del
aptamero parental apMNK?2F, seleccionado frente a MNK1b (320). El aptamero apMNKQ?2 tiene
29 nucledtidos, una elevada estabilidad gracias a la adquisicion de dos estructuras G-quadruplex
y una alta afinidad por las dos isoformas de MNK1, que es superior para MNK1b (constante de
disociacion en el rango nanomolar bajo) (321). Dada la relevancia de MNKI1b en cancer de mama
(68), el efecto antitumoral de apMNKQ2 se caracteriz6 inicialmente en diferentes lineas de este
tipo tumoral, asi como en un modelo ortotdpico de cancer de mama en ratdn (321). Posteriormente
se ha demostrado el potencial antitumoral de apMNKQ2 en lineas y modelos animales de cancer

de pulmon (322) y cancer de pancreas.
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Obijetivos

El cdncer de mama es el tipo de cancer mas frecuentemente diagnosticado en mujeres y supone la
primera causa de muerte por cancer en muchos paises. Aunque las mejoras en las terapias y las
técnicas de diagnodstico han permitido incrementar las posibilidades de recuperacién para un alto
porcentaje de las pacientes, atin sigue siendo una enfermedad incurable para algunos subtipos de
cancer de mama y cuando los tumores se detectan en un estadio avanzado (3). Por ello es necesario
desarrollar nuevas terapias mas eficientes y menos tdxicas para avanzar en el tratamiento de esta

enfermedad.

En nuestro grupo hemos seleccionado, caracterizado y optimizado un aptamero frente a MNK1
capaz de inhibir la proliferacion, migracién e invasion en lineas tumorales de mama y capaz de
reducir el tamafio del tumor en un modelo ortotdpico de cancer de mama triple-negativo en
ratones (321). El aptdamero apMNKQ?2 se ha patentado y se han iniciado los ensayos de la fase
preclinica, siendo un elemento clave la determinacion del mecanismo de accion del farmaco. Por
ello, el objetivo general de la presente tesis doctoral consiste en caracterizar los mecanismos
moleculares que subyacen a los efectos antitumorales de apMNKQ?2, con la finalidad de validar
su uso como farmaco en el tratamiento del cancer de mama y potencialmente en otros tipos

tumorales.
Los objetivos especificos propuestos son los siguientes:

1) Analisis de la actividad de apMNKQ?2 sobre las MNKSs y sus sustratos.

2) Estudio del efecto de apMNKQ?2 en la sefializacion de MNK relacionada con apoptosis,
proliferacion e interaccion con mTORC1

3) Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre la transicion epitelio mesénquima y proteinas
implicadas en migracion y metastasis.

4) Identificacion de los cambios inducidos por apMNKQ2 sobre el transcriptoma,

translatoma y proteoma a distintos tiempos.
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1. Cultivos celulares

1.1. Lineas celulares, mantenimiento y siembra

Las lineas celulares utilizadas fueron las siguientes:

e MDA-MB-231 (ATCC, HTB-26): linea celular epitelial de cancer de mama de una de una
mujer con un adenocarcinoma de mama metastasico del subtipo triple negativo con
caracteristicas mesenquimales (323).

e MCF7 (ATCC, HTB-22).: es una linea celular epitelial de cancer de mama aislada de una
mujer con un adenocarcinoma de mama del subtipo luminal A.

e SUM-159: linea celular epitelial de cancer de mama aislada de una mujer con un carcinoma
anaplasico de mama del subtipo triple negativo con caracteristicas mesenquimales (323).

e MDA-MB-468 (ATCC, HTB-132): linea celular epitelial de cancer de mama de una mujer
con adenocarcinoma metastasico del subtipo triple negativo.

e MCF10A (ATCC, CRL-10317): es una linea de no tumoral de células epiteliales

inmortalizada, asilada de la glandula mamaria de una mujer con mamas fibroquisticas.

Las lineas fueron verificadas mediante el sistema GenePrint 10 System (Promega) por tltima vez
en junio de 2021 (MCF7 y MDA-MB-231), mayo de 2022 (SUM-159) y septiembre de 2022 (MDA-
MB-468).

Las lineas MDA-MB-231 y las MCF7 se mantuvieron en una mezcla 1:1 de los medios de cultivo
DMEM (Biowest) y Ham’'s F12 (Biowest), suplementados con 10% de suero fetal bovino (FBS)
(Gibco), 2 mM L-glutamina (Gibco) y 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0.25
ug/ml de anfotericina (Antibidtico-antimicético, Gibco). En el caso de las células MDA-MB-468 se

utilizo medio RPMI (HyClone) suplementado de la misma manera.

Para el cultivo de las SUM-159 se emple6 medio Ham'’s F12 al 5% de FBS, 2 mM de L-glutamina,
5 pg/ml insulina (R&D Systems), 1ug/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich), y 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0.25 ug/ml de anfotericina.

La linea MCF10A se mantuvo en medio DMEM/Ham'’s F12 (1:1) suplementado con 10 pg/ml de
insulina, 20 ng/ml de EGF (Sigma-Aldrich), 100 ng/ml de toxina colérica (Sigma-Aldrich), 0.5
ug/ml de hidrocortisona, 5% de suero de caballo (Gibco), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 0.25 ug/ml de anfotericina, 1 mM de piruvato y 2 mM L-glutamina.

Se trabajo con las diferentes lineas celulares en cultivos bidimensionales utilizando frascos de 25,
75 0 150 cm? (Corning), alojados en un incubador a una temperatura de 37 °C y con un nivel de

CO2 del 5% en atmosfera humeda.

Los pases celulares y siembra de células se realizaron lavando las células sembradas en monocapa
con PBS 1x (VWR) y se separaron enzimaticamente utilizando tripsina 0.25%-EDTA 0.53 mM

(Gibco) durante 3 minutos a 37 °C. Posteriormente la tripsina se inactivé y diluy6 con medio con
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suero en una relacion 1:9. Las células se transfirieron en una diluciéon adecuada a un nuevo frasco
para mantener del cultivo o se contaron utilizando azul de tripan (Sigma-Aldrich) y un
hemocitometro (Krape) antes de su siembra en placas de cultivo celular de 6, 12, 24 0 96 pocillos
(Corning). En el caso de las MCF10A, las células se incubaron con tripsina 0.05%-EDTA 0.53 mM
(Gibco) durante 6-10 minutos para, finalmente, neutralizar la tripsina en DMEM/Ham’s F12 (1:1)
con un 20% de suero de caballo en una relacion 1:5. Estas células se centrifugaron a 1500 rpm 5
minutos y se resuspendieron en el medio suplementado antes de contar. Las células se descartaron

tras alcanzar el pase 12.

La ausencia de contaminacion por mycoplasmas en los diferentes cultivos celulares se comprobo
regularmente mediante el kit MYCOPLASMA Gel Form (Biotools).

Las células se almacenaron a una temperatura de -80 °C o en nitrogeno liquido, dependiendo de
si se requerian a corto plazo o para un almacenamiento prolongado, respectivamente. Después de
despegar las células y centrifugarlas durante 5 minutos a 1500 rpm, se resuspendieron en FBS con
un 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) y se almacenaron en criotubos en una
cantidad de 3x10° células por tubo. En el caso de las MCF10A, se utiliz6 suero de caballo al 5% en
DMSO.

1.3. Transfeccién de células

Los aptameros apMNKQ2 y P29 fueron sintetizados por Biospring. Los plasmidos pcDNA3-
CofilinaWT, pcDNA3-CofilinaS3A, pcDNA3-CofilinaS3E se obtuvieron en Addgene. La
obtencion de los plasmidos pcDNA3-NDRG1 WT y los mutantes T346A y T346D se describe en
el apartado 4. El plasmido pcDNA3-Flag-MNK1a se generd previamente en nuestro laboratorio
(20).

Los siRNAs de MNK2 y el siRNA control (SiC) se adquirieron en SantaCruz, mientras que el
silenciamiento de MNKI1 se llevd a cabo con una mezcla de dos siRNAs diferentes disenados
previamente en el laboratorio con el Silencer siRNA Construction kit (Ambion) (20). Los ensayos
de silenciamiento se realizaron con una doble transfeccion: las células se transfectaron
inicialmente con 75 pmol de siRNAs (placa de 6 pocillos) y se volvieron a transfectar con
apMNKQ?2 24h después.

Los miRNAs se adquirieron en Ambion. Las transfecciones con los miRNAs (miC, miRNA mimic
y miRNA inhibidor) se realizaron a concentraciones de entre 5 y 100 nM, de acuerdo a las

recomendaciones de la casa comercial.

Las transfecciones celulares de aptameros, plasmidos, siRNAs y miRNAs se llevaron a cabo con
lipofectamina 2000 (ThermoFisher) 24h después de la siembra con una confluencia del 70-80%
aproximadamente. Para todas las transfecciones se mantuvo aproximadamente el ratio entre la
superficie de las diferentes placas y el n® de células, volumen de transfeccion, la cantidad de
lipofectamina por pocillo y la cantidad de plasmido/aptamero. En las placas de 24, 12 y 6 pocillos

se utilizo 1 pl, 2.5 ul y 5 ul de lipofectamina por pocillo, respectivamente.
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Antes de realizar la transfeccion, los aptameros se desnaturalizaron a 95 °C durante 10 minutos y
renaturalizaron a 4 °C durante otros 10 minutos en tampo6n de aptameros (Tris-HCl 20 mM pH
7.4 (Sigma-Aldrich), NaCl 150 mM (Sigma-Aldrich), MgCl2 1 mM (Sigma-Aldrich), KCl 5 mM
(Sigma-Aldrich)).

La lipofectamina, los plasmidos, los siRNAs, los miRNAs y los aptameros se incubaron por
separado con medio Opti-MEM (Invitrogen) durante 5 minutos a temperatura ambiente. A
continuacién, se mezclaron para formar los complejos aptamero-lipofectamina, plasmido-
lipofectamina o siRNA-lipofectamina y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Sobre los pocillos de las placas sembradas se afnadieron tres cuartos del volumen total de
transfeccion de medio sin antibidtico y una cuarta parte de la mezcla de aptamero-lipofectamina.
En el caso de las transfecciones combinadas entre plasmidos y aptamero, los conjugados
lipofectamina-plasmido y lipofectamina-aptamero se prepararon por separado para evitar la
posible formacion preferente de vesiculas lipidicas con uno de los dos compuestos respecto al
otro. Una vez formados los complejos se mezclaron en el medio de transfeccion. Cuatro horas
después de la transfeccion se retird la mezcla DNA-lipofectamina y se afiadié medio fresco con

antibiotico.
1.4. Ensayos de viabilidad celular (MTT)

La viabilidad celular se determin6 mediante un ensayo colorimétrico basado en la reducciéon de
las sales de tetrazolio MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) por las
enzimas deshidrogenasas mitocondriales que da lugar a un producto coloreado (formazan). La
cantidad de formazan producido es proporcional al nimero de células vivas, por lo que permite

estimar la viabilidad general celular (324).

Los ensayos de viabilidad se realizaron en placas de 96 pocillos, sembrando por triplicado 1 x 104
células. Tras la transfeccion con el aptamero, las células se incubaron entre 48 y 72h, segun el
ensayo solo o en combinacion con otros compuestos a 37 °C. Transcurrido este tiempo las células
se incubaron durante 3h con 100 pl de reactivo MTT (Sigma-Aldrich) a 1 mg/ml en medio de
cultivo. Los cristales de formazan formados se disolvieron en SDS (Sigma-Aldrich) al 10% HCI 10
mM durante 16h a 37 °C. La disolucion coloreada resultante se cuantifico midiendo la absorbancia
a 540 nm en el lector de placas Infinite M Plex (TECAN) y se expresé como porcentaje respecto al

control.

1.5. Ensayos de migracién por herida

La capacidad de migracion se evalué mediante ensayos de cierre de heridas, que permiten
determinar el movimiento de las células sobre una superficie en dos dimensiones (325). Las células
se sembraron a una alta densidad (7.5 x 10° células por pocillo de p6) de tal manera que en el
momento de comenzar el ensayo el cultivo se encontrara formando una monocapa. Transcurridas
8h o 24h después de la transfeccion, las células se trataron con mitomicina 1 uM (Roche) durante
2h para detener la duplicacion celular. Posteriormente, se traz6 una cruz sobre la monocapa con
una punta amarilla estéril, se realizaron lavados con medio para retirar las células levantadas y se

tomaron fotos a 2x mediante microscopia de contraste de fases (microscopio Olympus IX70) a
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tiempo 0. Las células se incubaron con medio fresco a 37 °C y se volvieron a tomar fotografias a
las 12-14h, antes de que la herida en los controles llegue a cerrarse debido a la migracién celular.
El 4rea del interior de las cruces se cuantifico utilizando la macro Wound healing tool de Image] en
las imagenes tomadas a los dos tiempos. La migracion se expresé como el porcentaje de herida
cerrada para cada condicion, es decir, como el porcentaje de drea ocupada a las 12-14h respecto al
area total de la herida en el tiempo 0. En cada ensayo independiente se tomaron fotografias de
hasta 4 cruces realizadas en regiones distanciadas del pocillo o pocillos diferentes y se calculd la

media de cierre de herida entre ellas por condicion experimental.

1.6. Ensayos de migracién e invasién en Transwell

El sistema Transwell para evaluar la capacidad de migracion de las células consiste en un soporte
de plastico con una membrana semipermeable con poros de 8 pm que permiten el paso de las
células sembradas sobre su superficie. Este soporte se coloca en los pocillos de una placa de 24
pocillos que contiene medio rico en sustancias quimioatrayentes como el suero y que promueva
la migracion a través de la membrana de la Transwell (Corning). Para evaluar la capacidad
invasiva de las células se anadid sobre la membrana de la Transwell Matrigel (Corning), una
preparacion comercial de membrana basal solubilizada extraida de un tumor de ratéon rico en
proteinas de la matriz. Esta sustancia se asemeja a la matriz extracelular, que las células deben ser

capaces de degradar para llegar y traspasar la membrana del soporte Transwell (325).

Se utilizaron 4x10* células MCF10A o MDA-MB-231 para los ensayos de migracion y 6x10* células
para los ensayos de invasion, sembradas en medio sin suero. En la parte inferior del sistema
Transwell se coloco medio con suero de caballo al 5% en los ensayos con células MCF10A o FBS
al 10% para las células MDA-MB-231 para crear una diferencia en la sefalizacion quimioatrayente.
En los ensayos de invasion la parte superior de la membrana Transwell se cubrié con 100 ml de
Matrigel diluido a 0.5 mg/ml y se dejo gelificar durante 3h a 37 °C de acuerdo al protocolo descrito
por Chichon et al. (326).

Transcurridas 24h, las membranas Transwell se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% por 2
minutos, seguidos de 20 minutos en metanol (Panreac). Las membranas se tifieron con Hoechst
30 uM (ThermoFisher) durante 15 minutos para marcar los nucleos. Por cada condiciéon se
tomaron al menos 5 fotos en el microscopio de fluorescencia (Olympus IX70) que se analizaron

posteriormente con Image] para cuantificar el nimero de células migradas.

1.7. Ensayos de adhesién celular

Los ensayos de adhesion celular se utilizan para evaluar la capacidad de las células de adherirse
a componentes de la matriz extracelular, otras células o diferentes superficies. La capacidad de
adhesion se encuentra incrementada en células tumorales y se asocia con migracion y metdstasis
(327). Los ensayos de adhesion se realizaron en pocillos de placas de p96 tratados con 100 pl de
colageno tipo I 10 pg/ml (Sigma-Aldrich) en acido acético 10 mM (Panreac) durante 1h a 37 °Cy
lavados posteriormente tres veces con PBS. Las uniones inespecificas a la placa se bloquearon con
50 pl de BSA 1% en PBS durante 60 min seguido de 3 lavados con PBS. Sobre estos pocillos se

sembraron por triplicado y en medio sin suero 4x10* células MDA-MB-231. Las células se
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incubaron durante 1h a 37 °C y aquellas que no se adhirieron a la placa de colageno en este tiempo
fueron retiradas con 3 lavados de PBS. Las células adheridas se fijaron con 100 pl de
glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al 1% durante 30 min y se tifieron con 50 pl de cristal violeta al
1% durante 30 minutos. Tras sucesivos lavados para retirar el excedente de cristal violeta, la
tincion se disolvié con 100 pl de acido acético al 10% y la absorbancia se ley6 a 595 nm en el lector
de placas. Como blanco se utilizaron pocillos tratados con colageno y BSA y tefiidos con cristal

violeta y como control negativo de adhesion, pocillos tratados tinicamente con BSA 1%.
1.8. Tratamientos farmacolégicos y con TGFB de lineas celulares

1.8.1. MGI32

La implicacion del proteasoma se estudié utilizando el inhibidor MG132 (Sigma-Aldrich), un
péptido aldehido que bloquea la actividad proteolitica del complejo 26S del proteasoma de forma
reversible (328). Las células MDA-MB-231 sembradas en placas de 6 pocillos se pre-trataron
durante 2h con medio con MG132 5 uM y se transfectaron posteriormente con apMNKQ2 a 400
nM. Las células se lisaron a las 4h y 16h tras el inicio de la transfeccion, que se corresponde con
6h y 18h tras el inicio del tratamiento con MG132. La concentracion de MG132 se mantuvo en todo

momento a 5 uM, tanto en el medio de cultivo como en el de transfeccion.

1.8.2. Everolimus: estudio de combinacién de farmacos

El estudio de efecto combinado entre everolimus y apMNKQ?2 se realizé mediante el método del
indice de combinacion (CI) propuesto por Chou y Talalay en 1984, que se basa en la ecuacion del
efecto de la mediana (329,330). Para ello se utilizd el programa informatico CompuSyn,
desarrollado por Chou y Martin (https://www.combosyn.com). Este método permite calcular el
indice de combinacion (CI), cuyo valor indica la existencia de un efecto aditivo, sinérgico o
antagonista entre farmacos (Tabla 2) a partir de los valores del efecto sobre la viabilidad de cada
farmaco por separado y en combinacion (329). En el disefio experimental se mantuvo un ratio de
combinacion no constante, que implica que uno de los farmacos se mantenga a una concentracion

fija (329,331).

Tabla 2. Valores del indice de combinacion y tipo de interaccion entre farmacos asociado. Modificado de
(329)

Indice de Descripcion
combinacion
<0.1 Sinergia muy elevada
0.1-0.3 Sinergia elevada
0.3-0.7 Sinergia
0.7-0.85 Sinergia moderada
0.85-0.90 Ligera sinergia
0.90-1.10 Casi aditivo
1.10-1.20 Ligero antagonismo
1.20-1.45 Antagonismo moderado
1.45-3.3 Antagonismo
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El modelo del CI tiene como requisito la determinacion de forma simultanea de las curvas de dosis
efecto para cada farmaco individualmente y en combinacién. Por ello, se realizaron en paralelo
curvas de viabilidad mediante ensayos MTT de apMNKQ2 y everolimus por separado, con al
menos tres concentraciones diferentes, y en combinacién, utilizando una concentracion de
everolimus fija (100 nM) (Sigma-Aldrich) y tres concentraciones de apMNKQ2 diferentes para
cada linea celular, aproximadamente 0.5, 1 y 1.5 veces la IC50. Las células sembradas por
triplicado en una p96 se incubaron durante 72h con everolimus 100 nM, que se anadid tras retirar

el medio de transfeccion con apMNKQ2. Transcurrido este tiempo se realizé un ensayo MTT.

Los CI se calcularon con el programa Compusyn con los valores medios de efecto sobre la

viabilidad respecto al control de 4 ensayos independientes para cada concentracion.

Para los ensayos de western blot se utilizaron células MDA-MB-231 y MCF7 sembradas en placas
de 6 pocillos, transfectadas con apMNKQ2 a 400 nM y 150 nM, respectivamente, e incubadas con

everolimus 100 nM durante 24h tras retirar el medio de transfeccion.

1.8.3. TGFB

Las células MCF10A se sembraron en placas de 6 pocillos para las extracciones de proteina y
mRNA y en placas de 24 pocillos para los ensayos de migracion e invasion en medio reducido en
suero (0.5%), ya que el suero contiene cantidades significativas de TGFP que pueden inducir una
EMT parcial. Las células MCF10A se sembraron como minimo a un 70% de confluencia (4 x 10°),
ya que a bajas densidades se puede inducir la EMT de forma espontanea (332,333). Tras retirar el
medio de transfeccion con apMNKQ2, las MCF10A se trataron con TGFB a 5 ng/ml (Sigma-
Aldrich) (disuelto en 4 mM HCL y 0.1% albiimina) en medio con suero de caballo al 0.5% durante
24, 48 o 72h hasta la extraccion de proteina o mRNA o durante 48h hasta la siembra en el soporte
Transwell. El medio se remplazé cada dia para mantener la concentracion de TGFp. En el sistema

Transwell el TGEP se anadid a los dos compartimentos en las condiciones de células tratadas.

1.8.4. GSK-650394

Como inhibidor de SGK1/2 se utilizo GSK-650394 (SGKi) (Sigma-Aldrich) disuelto en DMSO.
Durante los ensayos, SGKi se afiadié al medio de cultivo una vez retirado el medio de transfeccion
y se mantuvo durante 24h, momento en el cual se realizaron los ensayos de adhesion, cierre de
heridas e inmunocitoquimica. En el caso de los ensayos de herida, la concentracion de SGKi se

mantuvo entre la toma de fotografias.

2. Procesamiento de muestras

2.1. Extraccién de proteinas

Las extracciones de proteinas se realizaron tras el tiempo de transfeccion determinado para cada
ensayo a partir de 5 x 10° células sembradas en placas de 6 pocillos. Las células se lisaron en
tampon de lisis celular (Tris 20 mM pH 7.6, KC1120 mM, EDTA 1 mM (Sigma-Aldrich), ditiotreitol
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1 mM (Sigma-Aldrich), molibdato de sodio 2 mM (Sigma-Aldrich), ortovanadato de sodio 0.2 mM
(Sigma-Aldrich), B-glicerofosfato 2 mM (Sigma-Aldrich), clorhidrato de benzamidina 1 mM
(Sigma-Aldrich), pepstatina 1 pg/ml (Sigma-Aldrich), antipaina 10 pg/ml (Sigma-Aldrich),
leupeptina 1 pg/ml (Sigma-Aldrich), 1% Tritén X-100 (Sigma-Aldrich)) mediante raspado con asa
de siembra en hielo, realizando previamente un lavado de los pocillos con el mismo tampoén sin
Triton X-100. Los lisados se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos a 4C, se descarto el
precipitado y la concentracion de proteinas del sobrenadante se evalud utilizando el kit de
determinacion de proteinas BCA Pierce (ThermoFisher). Finalmente, los lisados se conservaron a

-80 °C hasta su utilizacion.

La separacion de las proteinas de las fracciones citosdlicas y nucleares se realizé con el kit NE-
PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (ThermoFisher), suplementando los tampones
incluidos en el kit con inhibidores de proteasas (antipaina, pepstatina, leupeptina y clorhidrato de

benzamidina).

Lisados de células MDA-MB-231 transfectados con apMNKQ2 a 400 nM durante 24h y lisados
control transfectados solo con lipofectamina se seleccionaron para el analisis de la expresion
diferencial de proteinas mediante electroforesis bidimensional 2D-DIGE y espectrometria de
masas (apartado 3.10 de materiales y métodos). Las proteinas de dichos lisados se concentraron
utilizando los filtros para moléculas de 10 kDa de Centricon, que se centrifugaron a 14000 g, 30" a

4 °C (Jouan BR4). El concentrado se rescaté invirtiendo el filtro y centrifugando a 1000 g 2" a 4 °C.

2.2. Extracciéon de RNA

La extraccion de RNA se realiz6 sobre 5 x 10° células levantadas con tripsina y centrifugadas a 400
g durante 5 min. El sedimento de células se lisé y homogeneizd en 500 ul de NucleoZOL (Cultek)
un reactivo compuesto por tiocianato de guanidina y fenol que permite aislar el RNA total. De
acuerdo con el protocolo indicado por el fabricante, el lisado con NucleoZOL se mezclé con 200
ul de agua libre de RNAsas y se centrifugd durante 15 min a 12.000 g para precipitar moléculas
contaminantes como el DNA, polisacaridos y proteinas. El RNA del sobrenadante se precipito
posteriormente con 500 pl de isopropanol, 10 min de incubacién y 10 min de centrifugacion a
12.000 g. Tras dos lavados del RNA precipitado con 500 pl de etanol al 75%, el RN A se resuspendio

en 25 pl de agua y cuantifico en el espectrofotometro Nanodrop (ThermoFisher).

3. Técnicas de andlisis

3.1. Andlisis de la expresién de proteinas por Western blot

El analisis de la expresion de proteinas se llevo a cabo mediante la separacion de las proteinas en
geles de poliacrilamida de distinto porcentaje de acuerdo a su peso molecular en condiciones
desnaturalizantes y reductoras, la transferencia de las proteinas a membranas y su posterior
inmunodeteccion. Para ello se emplearon 20 ug de los lisados celulares se mezclados con tampén
de carga para electroforesis 1x (Tris-HCI 180 mM pH 6.8, 9% de SDS, 6% de [-mercaptoetanol
(BioRad), 15% de glicerol (Sigma-Aldrich) y 0.025% azul de bromofenol (Sigma-Aldrich)) y Tris
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20 mM pH 7.6 hasta un volumen de 21 ul. La mezcla se desnaturalizé 5 minutos a 95 °C y se
resolvid mediante SDS-PAGE en un equipo Miniprotean 2 y 3 (BioRad) a 200 V y durante
aproximadamente 1h junto con el patron de peso molecular PageRuler (ThermoFisher).

Las proteinas separadas en los geles de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) o nitrocelulosa (GE Healthcare) dependiendo de la proteina de
interés. Para ello, se realizd una transferencia humeda con el sistema Mini Trans-Blot (BioRad) en
tampon Tris 25 mM, glicina 192 mM y 20% de metanol a 100 V durante 1h. Las membranas se
separaron en fragmentos de diferentes rangos de tamafo y se bloquearon con leche desnatada en
polvo al 5% en PBS durante 1h, para posteriormente incubar las membranas con los anticuerpos
primarios en PBS-Tween 0.1% (Sigma-Aldrich) a 4 °C (Tabla 3) durante 16 horas en agitacion. A
continuacién, las membranas se incubaron durante 1h a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario indicado en funcion del animal de procedencia del anticuerpo primario. Se emplearon
anticuerpos secundarios conjugados con la peroxidasa de rabano (HRP) (GE Healthcare) o la
fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich) diluidos a 1:5000 en PBS-leche al 1% o PBS-BSA al 1%,
respectivamente. En el caso de los anticuerpos conjugados con HRP, las membranas se revelaron
por quimioluminiscencia utilizando el kit Clarity Western ECL Substrate (BioRad) o ECL Select
Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare), mientras que en el caso de la fosfatasa
alcalina se revelaron las membranas por una reaccion colorimétrica utilizando el kit AP Conjugate
Substrate (BioRad).

Laintensidad de las bandas se visualiz6 con el sistema de imagen Chemidoc (BioRad) y los valores

de densidad Optica para cada banda se obtuvieron con el programa Image Lab (BioRad).

Las membranas reveladas se incubaron con Re-Blot Plus Strong Solution (Millipore) 1x durante
20 minutos para eliminar los anticuerpos unidos a sus epitopos y poder reutilizar la membrana

para detectar otras proteinas.
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Tabla 3.

Anticuerpos utilizados.
Anticuerpo Casa comercial Referencia Dilucién
4EBP1 Cell Signaling 94525 1:500
4EBP1 P (Ser 65) Cell Signaling 9456S 1:500
4EBP1 (Thr 37/46) Cell Signaling 9459S 1:1000
[B-Actina Merck Ab441 1:5000
[3-Catenina Cell Signaling 8480 1:2000
B-Tubulina Sigma-Aldrich T5201 1:500
AKT Cell Signaling 9272 1:2000
AKT P (Ser 473) Cell Signalling 4060S 1:2000
Anexina 2 Genetex GTX100046 1:1000
Anti-Flag M2 Sigma-Aldrich F3165 1:5000
CCT2 Sigma-Aldrich WH0010576M1 1:1000
CCT5 Genetex GTX110167 1:1000
Cdk2 Cell Signalling 2546T 1:1000
Cdk2 P (Tyrl5) Abcam ab136810 1:1000
Ciclina D1 Abcam ab16663 1:1000
Cofilina Cell Signalling 51755 1:1000
Cofilina P (Ser3) Cell Signalling 33135 1:500
E-cadherina (24E10) Cell Signaling 3195 1:1000
eEF2 Cell Signaling 23325 1:1000
eEF2 P (Thr 56) Cell Signaling 2331S 1:1000
elF4E Abcam Ab76256 1:2000
elF4E P (Ser209) BD Biosciences 610269 1:2000
GAPDH ThermoFisher AM4300 1:5000
Lamina A Abcam Ab26300-25 1:5000
H3 P (Ser10) Abcam ab136810 1:1000
hnRNP Al Santa Cruz Biotechnology 5c32301 1:2000
MCL-1 (5-19) SantaCruzBiotechnology sc-819 1:200
MNK1(C4C1) Cell Signaling Mnk1 1:2000
MNK1 (M-20) Santa Cruz Biotechnology 5¢-6962 1:500
MNK2 GENETEX GTX34078 1:1000
mTOR Cell Signaling 2972 1:1000
N-Cadherina (D4R1H) Cell Signaling 13116 1:1000
NDRGI1 Cell Signaling D8G9 1:1000
NDRGI P (Thr346) Cell Signaling 5482S 1:2000
Ocludina GENETEX GTX114949 1:1000
p70S6K P (Thr389) Cell Signaling 9205 1:1000
p70S6K Cell Signaling 2708 1:1000
S6 P (Ser 235/236). Cell Signaling 4858 1:2000
S6 Cell Signaling 2317 1:1000
Slug (C19G?7) Cell Signaling 9585 1:1000
Snail (C15D3) Cell Signaling 3879 1:1000
SPRY2 Cell Signaling 167149545 1:2000
Ubiquitina Cell Signaling 39365 1:500
Vimentina Cell Signaling D21H3 1:5000
XIAP BD Biosciences 610716 1:1000
ZEB1 GENETEX GTX114541 1:1000
Puromicina Millipore 12D10 1:5000

3.2. Isoelectroenfoque

Las proteinas de los lisados tratados con apMNKQ?2 se resolvieron segiin su punto isoeléctrico

(PI) mediante un isoelectroenfoque en un gel de poliacrilamida horizontal empleando el sistema

Multiphor II (GE Healthcare). Los geles se polimerizaron con urea 8.6 M (Sigma-Aldrich) y
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anfolitos al 2% (pH 3-10: pH 5-7, proporcion 2:1) (BioRad). Sobre los extremos del gel y separadas
10 cm se colocaron dos tiras de papel de filtro de 15.3 cm que sirven para colocar los electrodos y
que estan humedecidas en NaOH 20 mM (catodo) y POsHs 10 mM (dnodo). A continuacion, se
conectaron los electrodos y se realizé un pre-enfoque durante 30 min a 500 V. Las muestras (30
ug) y los marcadores de punto isoeléctrico (BioRad) se prepararon en urea 7 M y B-mercaptoetanol
al 5% y se cargaron a 2 cm del anodo. El isoelectroenfoque se realizé a 500 V durante 30 minutos
seguidos de 2 minutos a 1000 V, 5 minutos a 1500 V y 2h a 2000 V.

La transferencia a membrana de las proteinas se realiz6 en el mismo equipo mediante una
transferencia semi-seca y un sistema de tampones discontinuo, utilizando papeles de filtro
humedecidos en distintos tampones: 9 papeles humedecidos en solucién catédica (arginina 0.1 M,
SDS 0.01%) se colocaron sobre la placa del catodo, seguidos del gel, la membrana de PVDF
humedecida en soluciéon anddica 1 (Tris 0.1 M pH 10.4), 3 papeles humedecidos en solucion
anddica 1 y 6 papeles humedecidos en soluciéon anddica 2 (Tris 0.3 M pH 10.4), para finalmente
colocar la placa del &nodo. La transferencia se realizé durante 2h a 0.8 mA/cm?. Una vez finalizada
el fragmento con los marcadores de PI se tifieron con FastGreen (fast-green 0.1%, metanol 25%,
acido acético 10%) para determinar los sitios de corte del fragmento de membrana con muestras
y los PI de las bandas. Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios y secundarios

correspondientes como se describe en el apartado 3.1.

3.3. Andlisis de la expresién de mRNAs mediante gPCR

A partir del RNA total se sintetizaron las cadenas complementarias de DNA (cDNA) con el kit
SensiFAST cDNA synthesis kit (Bioline) siguiendo el protocolo indicado en el kit. Los cDNAs se

obtuvieron a una concentracion de 50 ng/ ul con el siguiente protocolo de reaccion:

85°C
42eC 5 min

25 QC 20 rnin 4 QC
10 min

Las qPCRs se realizaron por triplicado en placas Opticas de 96 pocillos en el termociclador
StepOnePlus (Applied biosystems) utilizando el kit AceQ qPCR SYBR Green Master Mix
(Vazyme Biotech). En cada pocillo de reaccién se anadieron 5 pl de AceQqPCR SYBR Green
Master Mix, 0,2 pl de cada cebador a 10 uM, 0,2 pl de ROX reference Dye 1 (50x) y 1 ul de cDNA
(50 ng/ pl), completando con agua hasta 10 pl. Los oligonucleoétidos utilizados como cebadores se

recogen en la Tabla 4. El programa de reaccion utilizado fue el siguiente:

95°C | 95°C 95 2C 95 °C
5 min i 10seg 60°C 15 seg 60 eC 15 seg
30seg | 60 seg
Desnaturalizacion | 40 ciclos Curvade melting

La cuantificacion se realizo con el StepOne™ Software v2.3 (Applied biosystems) a partir de los

valores de ciclo umbral (Ct) asignados por el sistema. Los Ct representan el nimero de ciclo para
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una determinada linea base, en la cual el incremento de fluorescencia, y con ello, la amplificacion
del DNA, es exponencial. Los valores de Ct obtenidos para cada gen (Ct gen) se normalizaron
frente al Ct obtenido para un gen de referencia (Ct referencia) utilizando la siguiente férmula:

Ratio = 2~ (Ctgen—Ctreferencia)
Como genes de referencia se utilizaron la f-actina y GAPDH.

Tabla 4. Primers utilizados en los ensayos de qPCR.

Gen Primer 5’ Primer 3’
B-actina TGGACTTCGAGCAAGAGATG GAAGGAAGGCTGGAAGAGTG
MNKla AGCATCCAGGAAGGCAAGTA GTCCCTTTTCTGGAGCTTGC
MNK1b AGCATCCAGGAAGGCAAGTA CTGCTGTTCCCCTGCACCC
Slug CATGCCTGTCATACCACAAC GGTGTCAGATGGAGGAGGG
Snail GAGGCGGTGGCAGACTAG GACACATCGGTCAGACCAG
ZEB1 TGCACTGAGTGTGGAAAAGC TGGTGATGCTGAAAGAGACG
SGK1 GACAGGACTGTGGACTGGTG TTTCAGCTGTGTTTCGGCTA
MCL1 AAAGCCTGTCTGCCAAAT CCTATAAACCCACCACTC
XIAP GGGGTTCAGTTTCAAGGACA CGCCTTAGCTGCTCTTCAGT
E-cadherina ACACCAACGATAATCCTCCGA CATCAGCATCAGTCACTTTCAG
MNK2a TCCGTGACGCCAAGCAG GGTCTTTGGCACAGCTG
MNK2b TCCGTGACGCCAAGCAG GAGGAAGTGACTGTCCCAC

3.4. Inmunoprecipitacion

La inmunoprecipitacion de MCL1 se llevo a cabo con dos anticuerpos diferentes: MCL1 (S-19) de
Santa cruz Biotechnology y MCL1 (D2WO9E) de CST, ambos a una concentracion de 1:100. Como
inhibidor de las deubiquitinasas se incluyé N-etilmaleimida (Sigma-Aldrich) 5 mM en el tampdn
de lisis utilizado para la extraccion de proteinas y para los lavados de la resina unida al complejo
inmunoprecipitado. La inmunoprecipitacion se realiz6 con 250 ng de lisado de células MDA-MB-
231 tratadas con MG132 5 uM durante 8h en 250 ul de tampoén de lisis. El lisado con el anticuerpo

se incubo durante 2h en una noria a 4 °C.

La inmunoprecipitacion del complejo mTOR-MNKT1 se llevo a cabo con el anticuerpo frente a
mTOR de CST (1:100). Los lisados y los lavados de la resina se realizaron con tampodn de lisis con
el detergente CHAPS (HEPES (pH 7.5), NaCl 120mM, glicerofosfato 10mM, 0.3% CHAPs (Sigma-
Aldrich), MgClz2 15mM, DTT 1mM, ortovanadato 1.5 mM, molibdato 2 mM, cocktail inhibidores
de proteasas cOmplete Mini (Roche)) de acuerdo al protocolo publicado por Brown y Gromeier
(164). En este caso, la inmunoprecipitacion se realizé con 250 ng de lisado durante 16h en una

noria a 4 °C.

Para ambos ensayos, el complejo inmunoprecipitado se aislo utilizando 30 ul de resina Protein G
Agarose Resin 4 Rapid Run (ABT) al 50% previamente equilibrada en tampon de lisis y se incubo
durante 1h a 4 °C en rotacién en una noria. Posteriormente se realizaron tres lavados con 500 ul
de tampon de lisis centrifugando a 2300 g durante 5 minutos. Para disociar los complejos unidos
a la resina se afiadieron 15 pl de tampdn de carga de electroforesis sobre la resina y se incubaron

5 minutos a 95 °C. Los complejos eluidos se analizaron mediante SDS-PAGE al 10% y western blot
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con anticuerpos frente a MCL1 y ubiquitina, en el caso de las inmunoprecipitaciones de MCL1, o
anticuerpos frente a MNK1a/b y mTOR, en el caso de la inmunoprecipitacion de mTOR.

La inmunoprecipitacion del complejo mTOR-MNKI1 también se realizé utilizando la resina anti-
Flag de Sigma-Aldrich en aquellos lisados en los cuales se sobreexpres6 MNK1a/b. En este caso,
30 pl de resina equilibrada al 50% y previamente pre-adsorbida con citocromo C (10 mg/ml). se
anadieron directamente sobre 250 pg de lisado y se incubaron durante 2h a 4 °C en una noria.

Posteriormente se procedi6 con los lavados del mismo modo que para la resina Protein G.

3.5. Cromatografia de afinidad con m”GTP-sefarosa

La purificacion del complejo elF4E/4EBP1 se realizé con la resina m’GTP sefarosa (Abyntek) en
células MDA-MB-231 y MCF7 transfectadas con apMNKQ?2 (150 nM y 400 nM respectivamente)
y tratadas con everolimus (100 nM) durante 24h. En un volumen total de 200 pl de TLC sin Triton
X-100 y con 100 uM GTP se mezclaron 200 ng de lisado de células y 30 pl de resina al 50%
previamente equilibrada y se incubaron durante 1h a 4 °C en rotaciéon en una noria.
Posteriormente se realizaron tres lavados con 300 pl de TLC-GTP centrifugando a 2300 g durante
5 minutos. Para disociar los complejos eI[F4E/4EBP1 de la resina se afiadieron 15 pl de tampon de
carga de electroforesis sobre la resina y se incubaron 5 minutos a 95 °C. Los complejos eluidos se
analizaron mediante SDS-PAGE al 15% y western blot con anticuerpos especificos de elF4E y
4EBP1.

3.6. Zimogramas

La técnica del zimograma se basa en la cuantificacion de la actividad proteasa en geles de
poliacrilamida polimerizados con gelatina, la cual es degradada por las MMPs separadas de
acuerdo a su peso molecular en una SDS-PAGE en condiciones no reductoras. La tincién con azul
de Coomassie permite marcar con colorante la gelatina del gel, por lo que los sitios donde haya

habido protedlisis de la gelatina se muestran como bandas blancas sobre un fondo azul (334).

La actividad de la MMP2 y MMP9 se determiné en el medio de incubacion de las células MCF10A
tratadas con apMNKQ?2 y TGFp. El medio de incubacién se centrifugé a 210 g para el eliminar
posibles restos celulares. En un gel de poliacrilamida al 7.5% polimerizado con 1 mg/ml de
gelatina se cargaron 25 ul de medio mezclado con tampdn de carga sin B-mercaptoetanol que se
resolvié durante 1h a 200V. Los geles se incubaron durante 30 minutos en Tritén X-100 al 2.5% a
temperatura ambiente en agitacion y seguidamente durante 16 horas en tampon de revelado (Tris
0.5M pH 7.6, NaCl 2 M, CaCl2 0.05 M, Tween 0.2%) a 37 °C. Posteriormente el gel se tifid con
solucion de azul de Coomassie (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos y se destifid en una solucion
de acido acético al 7% y etanol al 20% hasta que la actividad de las MMPs se mostr6 como bandas

claras que se cuantificaron con el programa ImageLab.

3.7. Inmunocitoquimica

Sobre cristales de 12 mm de didmetro (Marienfeld Superior) previamente tratados con poli-D-

lisina (Sigma-Aldrich) a 0.05 mg/ml, se sembraron 5x10* células. Una vez transfectadas e
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incubadas con apMNKQ?2, se fijaron durante 10 min con PFA al 4% seguido de una
permeabilizacion con Tritén X-100 al 0.1% durante 10 minutos. Las uniones inespecificas se
bloquearon incubando los cristales con PBS-FBS al 10% durante 1h. A continuacion, se incubaron
los cristales con los anticuerpos primarios frente a vimentina (1:150) y f-tubulina (1:500) diluidos
en PBS-FBS al 10% durante 16h a 4 °C. Tras sucesivos lavados con PBS, las células se incubaron
con los anticuerpos secundarios marcados Alexa 488-anti-IgG de raton (1:300) (ThermoFisher) y
Alexa 568-anti-IgG de conejo (1:200) (ThermoFisher) en PBS-FBS al 10% durante 1h a temperatura
ambiente. En el caso del marcaje de F-actina, una vez fijadas y permeabilizadas las células, los
cristales se incubaron durante 45 minutos con faloidina 1:1000 (Abcam) en PBS-BSA al 1%. En
ambos casos se realizaron lavados con PBS y se procedi6 a montar los cristales sobre portaobjetos
con medio de montaje Prolong (ThermoFisher) con Hoechst a 30 pM para tefiir los nucleos.

Transcurridas 24 h se tomaron fotografias con el microscopio de fluorescencia a 20 aumentos.

3.8. Actividad fosfoglicerato mutasa (PGAM) en lisados celulares

La actividad de la PGAM se determiné mediante el acoplamiento de la formacion de 3-
fosfoglicerato con las reacciones catalizadas por la enolasa, la piruvato quinasa y la lactato
deshidrogenasa (Figura 6) (335,336). La conversion de NADH a NAD* por la lactato
deshidrogenasa permite medir la actividad catalitica como una reduccién de la absorbancia a 340
nm a lo largo del tiempo, ya que solo el NADH absorbe luz a esta longitud de onda. Por tanto, la
actividad se representa como el cambio en la absorbancia por unidad de tiempo y se calcula como

la pendiente en la parte lineal de la curva de actividad (337).

3-Fosfoglicerato » 2-Fosfoglicerato

Fosfoglicerato mutasa

Enolasa

T o g A A LSS N
Lactato »:L‘.’:.--'.'.'»:.-'L’-gr.‘.-‘.’u::u P_-_.' |'.'('u?‘[’-.‘l.'u'.'.'.-‘.’u“:u

Lactato « — Piruvato 4‘/,— — Fosfoenolpiruvato
NAD* NADH ATP ADP

Figura 6. Acoplamiento de reacciones enzimaticas para determinar la actividad PGAM.

Los lisados de células transfectadas con y sin aptamero se prepararon a las 24h con el tampon
descrito en el apartado 2.1 con y sin ortovanadato. Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96
pocillos en los que se afiadieron 100 pl de mezcla de reaccién (100 mM Tris-HCl, pH 8.0, ImM
EDTA, 4mM MgClz, 200 mM KCl, 0.4 mM NADH, 3 mM ADP, 20 uM 2,3-bifosfoglicerato, 1.2
U/ml lactato deshidrogenas, 1 U/ml piruvato quinasa, 0.6 U/ml enolasa (Sigma-Aldrich) y 20 pg
de lisado en un volumen total de 50 pl de 100 mM Tris-HCI, pH 8.0, que se incubaron durante 15
min a 37 °C. Finalmente se afiadieron 50 pl del sustrato 3-fosfoglicerato en 100 mM Tris-HCl, pH
8.0 para iniciar la reacciéon. La absorbancia se midié a 340 nm a temperatura ambiente cada 15
segundos durante 20-30 minutos en el lector de placas. Los ensayos se realizaron por duplicado.
Se incluyeron controles positivos, en los que se incubd la mezcla de reaccion con distintas
unidades de PGAMI1 recombinante (ThermoFisher) y 3 pl de tampdn de lisis con o sin

ortovanadato, y controles negativos sin lisado celular.
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3.9. Valoracién de la sintesis global de proteinas

La valoracién de la sintesis global de proteinas se llevo a cabo por el método SUnSET (Surface
sensing of traslation) que se basa en la incorporacion de puromicina, un antibidtico analogo al
tRNA, a las cadenas polipeptidicas que se estan sintetizando y su posterior cuantificacion
mediante inmunodeteccién con un anticuerpo especifico frente a puromicina. Por tanto, la
incorporacion de puromicina a las proteinas sintetizadas de novo refleja directamente el ratio de
traduccion global de mRNAs (338). A los tiempos correspondientes tras la transfeccion con
apMNKQ2 se incubaron las células con puromicina (Sigma-Aldrich) a 2 pM durante 30 minutos
a 37 °C. A continuacion, se realizé un lavado con medio y se incubaron las células con medio
fresco durante 1h a 37 °C antes de proceder con la lisis celular. Como control positivo de la
inhibicion de la sintesis de proteinas se introdujeron lisados tratados con cicloheximida (Sigma-

Aldrich) a 1ug/ml durante 5 minutos antes de afiadir la puromicina.

3.10. Andlisis de la expresién diferencial de proteinas por técnicas proteémicas

El andlisis de la expresion diferencial de proteinas de células tratadas con apMNKQ2 mediante
electroforesis bidimensional 2D-DIGE y la posterior identificacion de proteinas por
espectrometria de masas (MS) fue realizada en colaboracion con la unidad de protedmica del

Instituto de Investigacion Biomédica del Hospital Universitario Ramon y Cajal (IRYCIS).

3.10.1. Electroforesis bidimensional 2D-DIGE

La electroforesis diferencial en dos dimensiones (2D-DIGE) es una forma modificada de la
electroforesis bidimensional que permite comparar dos o tres muestras de proteinas
simultaneamente en el mismo gel y separarlas en funcién de su punto isoeléctrico y su peso
molecular. Para ello, las proteinas de cada muestra se marcan covalentemente con fluorocromos
que emiten a distinta longitud de onda, de manera que en cada spot de proteinas que aparece en
el gel, el ratio de fluorescencia de los fluoroforos es constante para proteinas con la misma
expresion en las muestras, mientras que proteinas que difieran en su expresion presentaran mayor

emision de fluorescencia de un fluordéforo respecto al otro (339).

El analisis diferencial de la expresion de proteinas entre lisados concentrados de células MDA-
MB-231 transfectadas con apMNKQ?2 durante 24h o con lipofectamina (control) se realizo
utilizando los fluoréforos Cy3, Cy5 y Cy2 (CyDye DIGE Fluors (minimal dyes, Cytiva) y la técnica
de marcaje “minimo” de lisinas. Los tres Cys poseen una masa molecular y estructura similar y
se unen covalentemente a las proteinas a través de la reaccion de su grupo éster N-
hidroxisuccinimida con el grupo amino de los residuos de lisina. En la reaccién de marcaje
“minimo” el ratio fluoréforo:proteina es bajo, de manera que menos del 5% de cada tipo de

proteina queda marcado (340).

La reaccién de marcaje se llevo a cabo en un volumen final de 12 pl con 1000 pmol de Cy y 100 pg
de muestra en urea 7 M y tiourea 2 M durante 30 minutos en oscuridad a 4 °C. Para detener la
reaccion se afnadid lisina 10 mM y se incub6 durante 15 minutos en oscuridad a 4 °C. Las muestras

se congelaron a -80 °C y posteriormente se realizé su andlisis mediante 2D-DIGE.
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Los fluordéforos Cy3 y Cy5 se utilizaron alternativamente para marcar las muestras control y
apMNKQ?2 de cuatro replicados, de tal manera que de los cuatros geles 2D-DIGE realizados, dos
incluyeron muestras control marcadas con Cy3 y muestras apMNKQ2 marcadas con Cy5 y los
otros dos, muestras control marcadas con Cy5 y muestras apMNKQ2 marcadas con Cy3. De esta
forma se compensan las diferencias en el marcaje de proteinas con ambos fluoréforos, ya que se
ha demostrado que algunas proteinas se marcan preferencialmente con uno de los fluoréforos
respecto al otro (340). En cada uno de los geles se incluyo, ademas, una mezcla de las 8 muestras
marcadas con Cy2 como estandar interno, lo que permite normalizar las sefnales de fluorescencia

frente a la sefial Cy2 y asi, aumentar la reproducibilidad entre geles (341).

Las muestras marcadas con Cys se resolvieron en una electroforesis bidimensional. En la primera
dimension las proteinas se separaron de acuerdo a su punto isoeléctrico a lo largo de un gradiente
de pH utilizando una tira de gradiente de pH inmovilizado de 11 cm de largo y un rango de pH
de 3-10 (BioRad). Las tiras se rehidrataron durante 16h con 200 pl de tampon de rehidratacion
(urea 8 M, CHAPS 2%, solucion de hidratacion DeStreak 97mM, anfolitos 0.5% (pH 3-10) (Bio-
Lyte 3/10 Ampholyte) y azul de bromofenol 0.001%).

El isoelectroenfoque horizontal se realiz6 en el equipo Ettan IPGphor3, colocando la tira en la
bandeja del equipo con dos papeles humedecidos en agua sobre cada extremo de la tira. Se
mezclaron 100 ng de muestra control con 100 pg de muestra apMNKQ?2 y con 100 pg del control
interno en B-mercaptoetanol al 0.5% y se cargaron en el polo positivo mediante un sistema de
copas. Finalmente, se colocaron los electrodos en los extremos de la tira en contacto con los papeles
y se desarroll¢ el protocolo de isoelectroenfoque a 20 °C con un incremento gradual de voltaje de
hasta 6000V y una intensidad maxima de 50 pA, alcanzando un voltaje acumulativo de 10500 Vh

en aproximadamente 5-6h.

Una vez finalizado el isoelectroenfoque, la tira del gel se incub6 durante 15 minutos en tampdn
de equilibrado (Tris-HCl 75 mM pH 8.8, glicerol 30%, SDS 2%, urea 6 M, azul de bromofenol
0.004%). A continuacion, se realizo la separacion de proteinas en la segunda dimension de acuerdo
a su peso molecular en un gel SDS-PAGE al 12%. Para ello, la tira de isoelectroenfoque se coloco
sobre el gel concentrador y se desarrolld la electroforesis a 200 V durante 1h, de manera que las

proteinas migraron desde la tira de gradiente hacia el gel de acrilamida.

La senal de fluorescencia de los geles se capto en el sistema de deteccion ChemiDoc (BioRad),
adquiriendo imagenes con laser de excitacion de 488 nm para visualizar Cy2, 532 nm para Cy3 y
633 nm para Cyb. Las imagenes se capturaron a una resolucién de 100 mm/pixel y se realizo el
analisis de variacion bioldgica (BVA) de los spots fluorescentes utilizando el software PDQuest 2-
D (BioRad). El BVA se basa en un analisis cuantitativo de la sefal diferencial de fluorescencia
basada en la relacion entre las sefhales normalizadas Cy5/Cy2 y Cy3/Cy2 de cada spot.
Posteriormente, se realizd un andlisis estadistico mediante el test de la t de Student para
determinar si existen diferencias entre los niveles de expresion de las proteinas en las condiciones
experimentales estudiadas. Los spots seleccionados para la identificacion de proteinas fueron
aquellos con unos valores de p <0.1 y/o unos niveles de expresion alterados superiores a 1.5 veces

el control.
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Tras la captura de las imagenes, los geles se tifieron con solucion Coomassie Brilliant Blue R-250
(BioRad) durante 1.5 h en agitacion y a temperatura ambiente. Posteriormente, el gel se destiné
realizando sucesivos lavados en una solucion de acido acético al 5% y etanol al 20% hasta observar
un gel con multiples spots definidos, cada uno correspondiente a una proteina. Los geles se

conservaron en etanol al 10% hasta que se procedi6 a la extraccion de los spots.

3.10.2. Digestién de proteinas

La identificacion de proteinas se llevo a cabo mediante el andlisis de la huella peptidica, basado
en la hidrolisis de las proteinas desconocidas por accidon de proteasas en pequenos péptidos cuyas
masas pueden determinarse mediante espectrometria de masas y compararse, posteriormente,
con una base de datos de las masas tedricas de los péptidos que genera cada proteina conocida
(342). Para ello, se realiz6 una digestion con tripsina de las proteinas contenidas en cada spot de

acuerdo al método descrito por Shevchenko et al. (343).

Los spots seleccionados para la identificacion de las proteinas en la 2D-DIGE se extrajeron del gel
con la punta cortada de una pipeta de 1 ml y se depositaron en tubos eppendorf. Los trozos de gel
se trataron con DTT 10 mM en bicarbonato amonico (BA) 50 mM durante 30 minutos a 56 °C para
reducir las cisteinas de las proteinas. Tras realizar un lavado con BA 50 mM durante 5 min, los
spots se trataron con iodoacetamida 55 mM en BA 50 mM durante 30 minutos a temperatura
ambiente y oscuridad para carbamidometilar las cisteinas y se lavaron dos veces con BA 50 mM
y BA 25 mM. Los spots se deshidrataron y destifieron con una mezcla de BA 25 mM y acetonitrilo
al 50% (v/v) incubada durante 20 minutos y con otra incubacion con acetonitrilo al 100% durante
10 minutos. Los spots se secaron al vacio en la centrifuga Speed-vac y se procedid a la digestion
con 30 ng de tripsina (Promega) en BA 25 mM, incubando las muestras durante 45 minutos a 4
°C. A continuacion, se retir6 el volumen de exceso de la solucién de tripsina, se afadié BA 25 mM
y se incubd a 30 °C durante toda la noche. Para la extraccion de los péptidos digeridos se afiadio
acetonitrilo al 15 % (v/v) y se incub6 15 minutos a 37 °C. Por ultimo, se anadié acido
trifluoroacético a una concentracion final de 0.1% (v/v) y se incub6 10 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante obtenido, que contiene los péptidos eluidos, se traspas6 a un nuevo

eppendorf para proceder con al andlisis de por espectrometria de masas.

3.10.3. Identificacién de proteinas por espectrometria de masas

La espectrometria de masas se basa en la ionizacion de un compuesto en moléculas cargadas y la
posterior determinacién de su ratio masa/carga (m/z). En la espectrometria de masas por
desorcién por laser asistida por matriz con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF), las
muestras se cristalizan con una matriz que se irradia con un laser de luz UV, lo que permite la
desorciéon e ionizacion de los péptidos tras la adicion de un protén. Los iones cargados
positivamente son acelerados con un alto voltaje y se separan unos de otros en un tubo de vuelo
al vacio, llegando a un detector con distintos tiempos de vuelo en funcion de su ratio m/z. En base
a la informacion del tiempo de vuelo se genera un espectro caracteristico en el que se representa

la abundancia relativa de los péptidos respecto a su ratio m/z (344).
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Para la identificacion de las proteinas contenidas en los spots se mezcld 1 pl del digerido triptico
con 1 pl de acido a-ciano-4-hidroxicinamico, utilizado como matriz, en acetonitrilo al 50% y acido
trifluoroacético al 0.1%. Se depositd 1 pl de la mezcla anterior en la placa comercial AnchorChip
standard (800 pm, PAC 384) (Bruker) y se dejo cristalizar al aire en cabina. La muestra de la placa
se lavo con una gota de fosfato monoamoénico 10 mM y acido trifluoroacético 0.1% y de nuevo se

dejo secar a temperatura ambiente.

Los datos de espectrometria de masas se obtuvieron en el espectrémetro Autoflex III Smartbeam
(Bruker) equilibrado internamente utilizando como referencia sefiales de masa de una muestra
que contiene una mezcla peptidica con rango de masas entre 700 y 3500 Da (Bruker) para

garantizar un error menor de +3 ppm en la medida de las masas peptidicas.

El espectro de huella peptidica obtenido, en el cual se incluyen las masas moleculares de todos los
fragmentos tripsinizados detectados y su abundancia relativa, se transfiri6 con el programa MS
Biotools a la base de datos SwissProt y se utilizé el programa de busqueda Mascot (Matrix
Science). Las busquedas en la base de datos se restringieron a la clase mamifero, permitiendo hasta
1 salto en la secuencia de corte por tripsina, una diferencia en la masa de +50-100 ppm,
modificaciones por carboamidometilacion y como potencial modificacion, metioninas oxidadas.

Las identificaciones de proteinas con un score superior a 50 se consideraron significativas.

La identificacion de cada proteina se confirmdé mediante el andlisis de fragmentacién por
espectrometria de masas en tandem MS/MS MALDI-TOF/TOF, que consiste en el acoplamiento
de dos espectrometros de masas (345). Uno de los péptidos obtenidos con mayor abundancia en
una primera identificacion por MS MALDI-TOF se selecciona y fragmenta en otros péptidos que
son analizados en un segundo espectrémetro de masas para dar lugar a un nuevo espectro de

masas que se cotejo igualmente en las bases de datos.

3.11. Andlisis del perfil de ribosomas (Riboseq)

El analisis del conjunto de proteinas traducidas en presencia de apMNKQ?2 (translatoma) se
analizé mediante un perfil de ribosomas, basado en la secuenciacion masiva de los fragmentos de
mRNA unidos a los ribosomas. Esta técnica de secuenciacion también se denomina riboseq, por
analogia con secuenciacion del RNA total (RNAseq). De forma general, el perfil de ribosomas
consiste en la digestion del RNA total de un lisado celular con RNAsas a excepcién de aquellos
fragmentos de mRNA que estan unidos a ribosomas (RPFs) y, por tanto, protegidos de la
digestion. Posteriormente, los RPFs se concentran y son seleccionados de acuerdo a su tamafio

para elaborar una libreria de DNA y ser secuenciados (346,347).

3.11.1. Extraccién de fragmentos de RNA protegidos por ribosomas

La secuenciacion del conjunto de RPFs proporciona informacion cuantitativa acerca de la tasa de
traduccion de cada proteina. La estimacion de la traduccion de una proteina se basa en la densidad
de lecturas que se produzcan de un determinado transcrito, de tal manera que un mRNA con una
baja tasa de traduccion tendra menos ribosomas unidos, es decir, un menor numero de RPFs y

por ello, un menor namero de lecturas en la secuenciacion que coincidan con el transcrito de ese
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gen, teniendo en cuenta que el numero de veces que una secuencia es leida en los experimentos

de secuenciacion se relaciona cuantitativamente con su abundancia en la libreria (348).

El numero de RPFs viene determinado también por la abundancia de cada mRNA y de forma
general, aquellos mRNAs mds abundantes tienden a producir mas RPFs (346). Para diferenciar
cambios producidos sobre la tasa de traduccion y sobre los niveles de mRNA, que podrian verse
modificados por efecto de apMNKQ?2, se realizo en paralelo un andlisis del mRNA total mediante
RNAseq para las mismas condiciones experimentales (apartado 3.11). La comparacion de los
resultados de ambos ensayos permite obtener la eficiencia de traduccion para cada proteina. Los
ensayos se realizaron en células MDA-MB-231 transfectadas solo con lipofectamina (control) o
con apMNKQ2 (400 nM) y lisadas a dos tiempos: 4h, para observar cambios directos sobre la
traduccion que precedan a una alteracion en la sintesis de novo de proteinas o a mecanismos
compensatorios que se pudieran producir, y un tiempo posterior de 8h, para ver la evolucion de

los cambios. Se realizaron tres réplicas para cada tiempo.

El perfil de ribosomas se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por Ingolia et al (347) con
algunas modificaciones (Figura 7). De forma resumida, 3.5 x10¢ células MDA-MB-231 sembradas
en una p10 y transfectadas con apMNKQ2 400 nM durante 4 u 8h se lisaron en la placa con 400 ul
de tampon con cicloheximida para mantener los ribosomas unidos al mRNA inmovilizados (20
mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM MgClz, 1 mM DTT, 100 pg /ml cicloheximida, 1% Triton X-
100, 25 U/ml DNAsa I (Thermo Fisher)). Después de centrifugar el lisado a 20.000 g durante 10
min a 4 °C una alicuota de 300 pl se digirié con 7.5 ul de RNAsa I (100 U/ pl) durante 45 min a
temperatura ambiente y en agitacion. La reaccion se detuvo con la adicion de 10 pl del inhibidor
de RNAsas SUPERase‘In (20 U/ul). Los ribosomas unidos a los RPFs se concentraron mediante
ultracentrifugacion sobre un “colchén” de sacarosa 1 M en tubos de policarbonato de 16 mm x 76
mm. La ultracentrifugacion se realiz6 en el rotor 70.1 Ti (Beckman) y en la ultracentrifuga Optima
L-90K (Beckman) a 265000 g durante 2h a 4 °C. El precipitado de ribosomas se resuspendi6 en 700
ul de reactivo Quiazol (Quiagen) y se procedio a la extraccion del RNA utilizando el kit miRNeasy
(Quiagen) siguiendo a las instrucciones de la casa comercial para purificar RNA total y RNAs
pequenios. El RNA eluido en 50 pl de agua libre de RNAsas se precipitd afiadiendo 1.5 pul del
coprecipitante GlycoBlue (ThermoFisher), 10 pl de acetato sédico 3 M (pH 5.5), 38.5 ul de agua y
150 pl de isopropanol (Sigma-Aldrich). La precipitacion se realizo durante 16 h a -80 °C.
Transcurrido este tiempo, el RNA se centrifugd durante 30 min a 20000 g a 4 °C y el precipitado
se resuspendio6 en 5 pl de Tris 10 mM (pH 8).

El RNA aislado se separ6 de acuerdo a su tamano en una electroforesis en gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 15% TBE (ThermoFisher) y urea 3 M durante 1 h a 200 V. Como tampdn de carga
se utiliz6 una mezcla de formamida al 98% (vol/vol), 10 mM EDTA y 300 pg/ml de azul de
bromofenol. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tind durante 20 min con 20 pl de SYBR
Green (1000x) (ThermoFisher) en 50 ml de agua en agitacion. El gel se visualizd en el
transiluminador de luz azul Fas-Digi Pro (Nippon Genetics) y se escindieron los fragmentos del
gel que contenian RNA de entre 26 y 34 nt (longitud habitual de los RPFs), utilizando como
marcadores dos oligonucledtidos de RNA de dicho tamafio (Biomers). El RNA se extrajo del gel
durante 16 h en 400 ul de tampon de extraccion (300 mM acetato de sodio pH 5.5, 1 mM EDTA,
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0.25% SDS) a temperatura ambiente y agitacion y se precipitd afiadiendo 1.5 pl de GlycoBlue y
500 pl de isopropanol. La precipitacion se realizo durante 16 h a -80 °C para posteriormente
centrifugar el RNA durante 30 min a 20000 g a 4 °C. El precipitado se resuspendi6 en 5 pl de Tris

10 mM (pH 8) y se conservaron a -80 °C hasta obtener las tres réplicas del ensayo.
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Figura 7. Representacion esquematica de la extraccién de RPFs y la generacion de librerias.

3.11.2. Generacién de librerias y secuenciacién

La preparacion de las librerias y su secuenciacion se llevo a cabo en la Unidad Central de Apoyo
de Gendmica Traslacional (UCA-GT) del IRYCIS. Las librerias de DNA se prepararon utilizando
el kit TruSeq Small RNA Library Prep (Illumina). Este protocolo permite ligar adaptadores en los
extremos de cada molécula de RNA y obtener una libreria de DNA complementario mediante
transcripcion reversa. El kit TruSeq de Ilumina utilizado se basa en la ligaciéon de adaptadores
sobre RNAs que presentan extremos 5 P y 3’OH con una T4 RNA ligasa, ya que originalmente
esta disefiado para la generacion de librerias a partir de microRNAs, que presentan esta
caracteristica en sus extremos 5" y 3’ (349). Sin embargo, la RNAsa I utilizada para digerir el RNA
total degrada los RNA dejando extremos 5OH y 3’ P, por lo que antes de utilizar el kit los RPFs
se desfosforilaron en su extremo 3’ y se fosforilaron en su extremo 5'utilizando la T4 PNK, que

presenta actividad 5" quinasa y 3’ fosfatasa.

En primer lugar, se procedié con la desfosforilacion del extremo 3’. Para ello, el RNA se
desnaturalizé durante 90 segundos a 80 °C en un volumen final de 43 ul de agua. Posteriormente,
el RNA se incub6 1h a 37 °C con 10 U de T4 PNK (New England BioLabs), tampon T4 PNK (1x) y
20 U de SUPERase‘In. La enzima se inactivo incubando la mezcla 20 min a 65 °C. El RNA se
precipité con GlycoBlue, acetato de sodio e isopropanol como se ha descrito previamente. A
continuacion, se procedioé con la fosforilacion del extremo 5" utilizando el mismo protocolo que
para la desfosforilacion, pero incluyendo en la reaccion 5 pl de ATP (10 mM). De nuevo, el RNA
se precipitd y se resuspendio en 10 pl de Tris 10 mM pH 8.5 para proceder con la preparacion de
las librerias siguiendo el protocolo del kit TruSeq Small RNA Library Prep. Previamente se analizo
la integridad del RNA en el Bioanalyzer Agilent 2100 con el chip Agilent Small RNA reagents y

se cuantifico en el fluorimetro Qubit con kit de ensayo para RNA. Se utilizaron 50 ng de RNA
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para elaborar las librerias. De forma resumida, la generacion de la libreria consiste en la ligacion
de un adaptador en el extremo 5 y otro en el 3’, que servird de molde para el primer de la
transcripcion reversa. A continuacion, las cadenas de DNA complementario se amplifican por
PCR. Los primers utilizados en la PCR introducen en cada fragmento una serie de secuencias que
permitiran llevar a cabo la secuenciacion posterior y un indice de 6 nucledtidos diferente para
cada muestra para identificar la procedencia de cada lectura en la secuenciacion. Finalmente, la
libreria se purificé utilizando las esferas magnéticas Ampure XP beads (Beckman). El analisis de
calidad y distribucion de tamafios de la libreria se realizé en el analizador Agilent TapeStation
4150 con el ensayo High Sensitivity D1000 DNA ScreenTape y su concentracion se cuantifico en
el fluorimetro Qubit con el kit de ensayos para dsDNA. Las librerias se mezclaron de forma
equimolar y se secuenciaron en el equipo MiSeq de Ilumina y el kit de reactivos MiSeq Reagent
Kit v2.

3.12. Andlisis de la expresién diferencial de mRNAs (RNAseq)

El RNAseq es una técnica basada en la secuenciacion masiva que permite el estudio del
transcriptoma y la cuantificacion de la expresion diferencial de genes entre condiciones
experimentales. De forma general, se basa en la extraccion del RNA, su conversion en DNA
complementario y la preparacion de librerias y posterior secuenciacion (350). Al igual que en la
secuenciacion de los RPFs, el resultado del RNAseq son un conjunto de lecturas que se
corresponden con cada fragmento de RNA presente en la libreria, de manera que el numero de

lecturas asignadas a cada gen dependera de la abundancia de su mRNA.

El andlisis de la expresion de mRNAs se realizé en paralelo a las extracciones de los RPFs, en
células MDA-MB-231 sembradas a la misma densidad y transfectadas simultdneamente con
apMNKQ?2 a 400 nM. La extraccion del RNA total se realizo a las 4 y 8h con el kit Total RNA
purification (NORGEN) siguiendo el protocolo del fabricante. El analisis de la calidad y
cuantificacion del RNA extraido se realizo en el sistema Agilent TapeStation 4150 con el kit RNA
ScreenTape Sample Buffer y RNA ScreenTape, obteniendo valores del parametro de integridad
RIN (RNA integrity number) superiores a 8.5 en todas las muestras. En este caso, la libreria se
realizé con 500 ng de RNA total utilizando el Stranded mRNA Prep, Ligation Kit (Ilumina) que
se basa en el aislamiento del mRNA total mediante la purificacion de moléculas de RNA con una
cola poliA. Posteriormente, el mRNA se fragmenta aleatoriamente y se genera la cadena de DNA
complementario por transcripcion reversa con primers aleatorios. A continuacion, se sintetiza la
hebra complementaria a ésta, se ligan adaptadores a ambos extremos de las hebras y se amplifican
las secuencias por PCR, incluyendo primers que introduzcan en cada fragmento los indices para
identificar las muestras y regiones para proceder con su secuenciacion. La concentracion de las
librerias se determiné con el fluorimetro Qubit con el kit de ensayos para dsDNA y el andlisis de
calidad y tamarno se realizé en el analizador Agilent TapeStation 4150 con el kit High Sensitivity
D1000 DNA ScreenTape. Con el objetivo de obtener un elevado niimero de lecturas (en torno a 40
millones por muestra), la secuenciacion se llevé a cabo en el equipo Novaseq 6000 por la empresa

IMAGEN a partir de la mezcla equimolar de las librerias.
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3.13. Andlisis de datos

3.13.1. Procesamiento de datos de RNAseq/riboseq

El analisis de datos de RNAseq/Riboseq se basa, de forma general, en el procesamiento de
archivos en formato FASTQ, que contienen las lecturas obtenidas tras la secuenciacion, el
alineamiento de las lecturas con un genoma de referencia, la cuantificacion de la expresion de
cada gen en base al nimero de lecturas alineadas por cada transcrito y el analisis de la expresion
diferencial génica entre las condiciones experimentales. El analisis primario de los datos se llevo

a cabo con la colaboracion de la Unidad de Bioinformatica del IRYCIS.

El andlisis de la calidad, el filtrado, el alineamiento con el transcriptoma humano y la
cuantificacion de lecturas de cada transcrito se realizd con nf-core/rnaseq, un pipeline que
incorpora diversas herramientas de analisis y que esta desarrollada en el entorno NextFlow con
el objetivo de estandarizar el analisis primario de las lecturas de RNAseq (351). Este pipeline
incluye herramientas para eliminar el RNA ribosémico (rRNA) (SortMeRNA), las secuencias de
baja calidad y pequefio tamarno, las secuencias de los adaptadores introducidos en la generacion
de la libreria (TrimGalore) y contaminaciones gendmicas (BBSplit) o para la identificacion de
indices ahadidos a los fragmentos de cDNAs durante la generacion de las librerias (UMI-tools),
entre otras. En el caso del alineamiento y la cuantificacion se seleccionaron las herramientas STAR

y Salmon, respectivamente.

El resultado final del pipeline es una matriz de expresion de genes que estructura los genes en filas
y las muestras en columnas e incluye la cuantificaciéon del niimero de lecturas que se alinean de
forma tnica con cada gen en cada una de las muestras. A partir de esta matriz se realiz9 el analisis
de la expresion diferencial de cada transcrito entre las muestras control y apMNKQ?2 utilizando

el paquete DESeq?2 en la plataforma R (352).

Antes de proceder con el andlisis de la expresion diferencial se realizé6 un estudio de la
distribucion de las réplicas experimentales y una normalizacion de las muestras. La
homogeneidad de las réplicas y grupos experimentales se evalué mediante un analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), realizado con el paquete mixOmics en
R (353). Este analisis permiti6 visualizar en un diagrama de dispersion la distribuciéon de las
réplicas de las muestras reduciendo la variabilidad en la expresion de genes a dos componentes
que recogen la mayoria de las diferencias entre los datos y que se representan en los ejes X e Y.
Mediante un test PERMANOVA se comprob6é que la homogeneidad de los grupos era

significativa.

La normalizacion se realizoé con DESeq?2 y se basa en la division de los conteos de cada gen en una
muestra entre el nimero total de lecturas de dicha muestra, con el objetivo de mitigar las
diferencias en la profundidad de secuenciacion de cada muestra. Para el andlisis de expresion
diferencial, DESeq2 realiza una transformacion logaritmica en base 2 de los datos de conteo de
genes, de manera que muestra el cambio en la proporcion de lecturas como la comparacion de la

condicién apMNKQ2 respecto al control en funcion del log2 (log2FoldChange). Asi, valores
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positivos indican transcritos con mayor expresion respecto al control y valores negativos indican
una expresion disminuida en apMNKQ?2. El test estadistico incluido en este paquete es el test
paramétrico de Wald. El valor de p resultante se ajusta (p adj) por el método de Benjamini-
Hochberg para la correccion de comparaciones multiples. Los genes con un valor de p ajustado
inferior a 0.01 y un logfoldchange > 1.5 o logfoldchange < -1.5 se consideraron como

diferencialmente expresados.

El andlisis de los datos obtenidos en el Riboseq se realizé usando un pipeline a medida. Las lecturas
fueron filtradas y recortadas usando fastp (354). Posteriormente se alinearon las lecturas frente al

transcriptoma humano (gencode v43) usando el software bowtie2 v2.2.6 (355).

3.13.2. Andlisis de enriquecimiento

El enriquecimiento funcional de los las proteinas identificadas en los ensayos 2D-DIGE y de los
mRNAs identificados por RNAseq y que presentaron una expresion diferencial entre control y
apMNKQ2 se realiz6 con la herramienta Enrichr (356) que integra diversas bases de datos como
Gene Ontology (GO) Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) o Reactome, entre otras.
Se considerd enriquecimiento para aquellas categorias con una p ajustada mediante el método de

Benjamini-Hochberg inferior a 0.05.

3.13.3. Andlisis de interacciones entre proteinas

El andlisis de las interacciones entre proteinas identificadas en la 2D-DIGE se realiz6 en la
plataforma STRING version 11.5. La base de datos STRING integra todas las asociaciones
conocidas entre proteinas tanto fisicas como funcionales a partir de diferentes fuentes, entre las
que se encuentran interacciones descritas en articulos cientificos, bases de datos de experimentos
de interaccion de proteinas y rutas de senalizacion y predicciones computaciones (357). Para el
andlisis de las interacciones se utilizaron los parametros por defecto del programa (nivel de

confianza medio y seleccionando todas las fuentes de interaccion).

En el caso de los mRNAs diferencialmente expresados identificados por RN Aseq el analisis de las
interacciones se empled la herramienta web NetworkAnalyst, que permite el andlisis e
interpretacion visual de datos de expresion génica, asi como los grados e intermediacion de los
genes centrales (358). Se empled como base de datos The International Molecular Exchange
(IMEx), que incluye la informacioén de varias bases de datos entre las que se encuentra STRING
(359). Los genes diferencialmente expresados se representaron en una red de orden minima que
emplea los genes semilla (la lista de genes introducidos en el programa) y genes conectores
introducidos por el propio programa que mantienen las conexiones de la red. En la
representacion, los nodos (genes) de distribuyeron mediante el algoritmo ForceAtlas (360) para
facilitar su visualizacion. Con el objetivo de ajustar el tamafio de la red y simplificar la
interpretacion de las conexiones se realizé una red de orden cero que solo emplea aquellos genes
semilla que interaccionan unos con otros. En la distribucién de nodos y aristas de esta

representacion se uso el algoritmo de Fruchterman-Reingold (361), que organiza los vértices de
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tal manera que cuanto mayor sea el grado de conexién entre dos genes, menor serd la distancia

entre los nodos vinculados y mayor los de menor vinculacion.

4. Mutagénesis dirigida del gen de NDRGI en el pldsmido pcDNA3

La secuencia codificante de NDRG1 wild type se subclond en los sitios Xbal y EcoRI del plasmido
Myc-pcDNA3 a partir del plasmido pCMV3-N-His (Sino biological) utilizando los primers
5NDRGI1 Xbal y 3NDRGI1 EcoRI (Tabla 5). Sobre el plasmido pcDNA3-NDRGI se realizd
mutagénesis dirigida para obtener los mutantes T346E y T346A mediante la generacion de
fragmentos de PCR solapantes (362). Este método se basa en la realizaciéon de dos PCRs que
amplifiquen el gen en dos fragmentos con una regiéon comun en la cual se introducen las
mutaciones deseadas. El solapamiento de los productos de las PCRs sirve como molde y cebador
de una tercera PCR, cuyo producto de amplificacion sera la combinacion de ambos fragmentos

que equivale al gen original con las mutaciones introducidas (Figura 8).

5 NDRGI1 Xbal 3 NDRG1 T346eD/A
—> e
i <«

3 NDRG1 T346D/A 3I'WDRGI1 EcoRI

PCR1 PCR2
5 NDRG1 Xbal 5 NDRG1 T346D
3 NDRG1 T346D/A 3 NDRG1 EcoRI
1026 pb
159 pb
PCR3
5' NDRG1 Xbal
3' NDRGI EcoRI
5' NDRG1 Xbal
—
& — — — — — — —
h—— — — — —>
€«

3'NDRGI EcoRI

Figura 8. Representacion esquematica del proceso de mutagénesis dirigida mediante la generacion de

fragmentos solapantes.
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Tabla 5. Primers utilizados en los ensayos de mutagénesis dirigida.

Nombre Primer 5’
5" NDRGI1 EcoRI GGGTCTAGATCTCGGGAGATG
3 NDRGI1 Xbal GGGGAATTCGCAGGAGACCTC
5 NDRGI1 T346A CGCTCCCACGCCAGCGAGGGC
3 NDRGI1 T346A GCCCTCGCTGGCGTGGGAGCG
5" NDRGI1 T346D CGCTCCCACGACAGCGAGGGC
3’ NDRGI1 T346D GCCCTCGCTGTCGTGGGAGCG

En la primera PCR se utilizé un primer complementario al extremo 5 del gen de NDRGI que
incorpora el sitio de restriccion de Xbal y otro primer complementario a la region T346 que incluye
la mutaciéon por alanina o aspartico (Tabla 5). En la segunda PCR se utiliz6 un primer
complementario frente al otro extremo del gen de NDRG1 que incorpora el sitio de restriccion de
EcoRI y otro primer que incluye la mutacion de la T346. En la tercera PCR se utilizaron los primers
complementarios a los extremos del fragmento. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la
polimerasa de DNA Q5 HotStar HiFidelity (New England BioLabs) de acuerdo al protocolo de la
casa comercial y 10 ng de molde (plasmido NDRG1 o fragmentos de las PCRs 1 y 2). Las

condiciones de la PCR fueron las siguientes:

95°C | 94¢C |
5min | 15seg 72°C | 72°C
59 °C Imin ;| 10min
Desnaturalizacién 1 min 4eC

30ciclos

Los productos de amplificacion se resolvieron en geles de agarosa (Sigma-Aldrich) a distintos
porcentajes segtin el tamafio del DNA en tampén TAE 1x (AccuGENE) y GelRed 1:1000 (Biotium)
para la deteccion de los fragmentos de DNA. La electroforesis se desarrollé en tampén TAE 1x a
un voltaje de 100 V durante 1h aproximadamente y se visualiz6 en el transiluminador de luz azul.
Las bandas de 1026 pares de bases (pb) de la primera PCR y de 159 pb de la segunda PCR se
extrajeron de los geles de agarosa utilizando el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel) siguiendo las indicaciones del fabricante. Tras la tercera PCR se purific6 un fragmento de
aproximadamente 1200 pb. Los insertos se eluyeron en 20 pl de agua y se cuantifico su

concentracion en el Nanodrop.

4.1. Digestién de DNA con enzimas de restriccién

Tanto el vector (pcDNA3-myc) como el inserto aislado se digirieron con las enzimas de restriccion
Xbal y EcoRI FastDigest (ThermoFisher), utilizando 1 pg de vector o 1 pg de inserto, 10 U de cada
enzima y 1x del tampodn de reaccion FastDigest (ThermoFisher). La reaccién se incubd durante 10
minutos a 37 °C y durante 20 minutos a 80 °C para inactivar las enzimas. Los fragmentos digeridos

se purificaron de un gel de agarosa.
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4.2. Ligacién de DNA

La ligacion del inserto y el vector digeridos se realizé con 1 ul de enzima T4 ligasa (New England
BioLabs), 1x tampdén T4 DNA Ligasa y manteniendo un ratio molar vector inserto de 1:3 (50 ng de

vector y 33 ng de inserto) en un volumen final de 20 pl. La reaccion se incubd durante 16h a 4 °C.

4.3. Transformacién de bacterias y purificacién de plasmidos

Las bacterias competentes Escherichia coli de la cepa JM109 se transformaron con la mezcla de
ligacion obtenida en el apartado anterior. Para llevar a cabo la transformacion se incubaron 50 pl
de bacterias con 5 ul de la mezcla de ligacion durante 30 minutos en hielo. A continuacion, las
bacterias se sometieron a un choque térmico de 30 segundos a 42 °C en agitacion seguidos de 90
segundos en hielo. Las bacterias se mezclaron con 250 ul de medio LB (ThermoFisher) sin
ampicilina y se incubaron durante 1h a 37 °C en agitacion. Por ultimo, las bacterias se
centrifugaron durante 1 min a 5000 rpms, se resuspendieron en 50 pl de LB y se sembraron en
placas de LB-agar con ampicilina (Sigma-Aldrich) a 50 pg/ml. El crecimiento de colonias

individuales se comprob¢ tras 16h de incubacion a 37 °C.

La presencia del plasmido en las colonias se determiné mediante una PCR utilizando como
primers los oligonucledtidos disefiados frente los extremos del inserto de NDRGL. Para ello, una
fraccion de la colonia se lisé en una mezcla de reaccion de PCR (0,4 U de DNA polimerasa
(Biotools), tampdn de PCR 1x (Biotools), 3 mM MgCl: (Biotools), 1 uM primers 5" y 3’ a, 0.2 mM
dNTPs (Biotools)), y se llevé a cabo la PCR con 40 ciclos. El producto de la amplificaciéon, de un
tamano aproximado de 1200 pb para las colonias positivas que han incorporado el plasmido con
el inserto, se visualizo en un gel de agarosa. Las colonias positivas se amplificaron en 4 ml de LB
ampicilina durante 16h a 37 °C. Una fraccion de bacterias (800 ul) se mezclo con glicerol (200 pl)
y se conservo a -80 °C. A partir del volumen restante de bacterias se purifico el plasmido mediante
una Miniprep, utilizando el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system (Promega).

La concentracion del plasmido se determind en el Nanodrop.

Los plasmidos se secuenciaron mediante secuenciacion Sanger en la Unidad de Gendmica de la
Universidad Complutense de Madrid, lo que permitiéo comprobar la presencia de las mutaciones
en la T346.

5. Estadistica

Los datos presentados se muestran como el valor medio junto con el error estandar de la media
(SEM). Con el objetivo de determinar diferencias significativas entre los promedios de los
diferentes grupos experimentales se realiz6 un andlisis estadistico de la t de Student en ensayos
con dos grupos experimentales y mediante One-way ANOVA seguido del test de Tukey en
aquellos casos en los que se comparaban mas de dos grupos experimentales. El t test de una
muestra (One Sample t test) se realizé para determinar la significancia en muestras normalizadas
frente al control. El analisis estadistico se llevd a cabo en el programa Graphpad Prism 8.0 y se

consideraron diferencias significativas con valores de p < 0.05.
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1. Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre MNK1 y sus sustratos

1.1. Efecto de apMNKQ2 sobre la fosforilacién de sustratos de MNK

El efecto de apMNKQ2 sobre la actividad quinasa de MNK se evaluo a través de la fosforilacion
de su sustrato elF4E a distintos tiempos y dos concentraciones de aptamero en la linea MDA-MB-
231 (140 nM, correspondiente con la IC50 y 400 nM, aproximadamente 3 veces la IC50) (Figura 9).
A las 4 h, tanto P29 como apMNKQ?2, producen un incremento temporal de la fosforilacion de
elF4E, que se aproxima a los valores del control a partir de las 8 h. A las 16 y 24 h, apMNKQ2
reduce la fosforilacion de elF4E de forma significativa a las dos concentraciones usadas, de

acuerdo con una inhibicion de MNK1.
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Figura 9. La fosforilacion de eIF4E se incrementa temporalmente a las 4 h tras la transfecciéon con los
aptameros y se reduce a partir de las 16 h en células tratadas con apMNKQ?2. La fosforilacion de elF4E se
cuantifico mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ2 a dos
concentraciones diferentes (140 y 400 nM) y lisadas a las 4, 8, 16 y 24 h. Las gréficas representan la media +
SEM de entre 5 y 6 ensayos independientes normalizados frente a los niveles de eIF4E totales y expresados
en porcentaje respecto al control. (* p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001 respecto al control, **®p < 0.01, ***® p

<0.001, respecto a célula transfectadas con P29).

Puesto que no existen anticuerpos fosfoespecificos para los otros sustratos de MNK, la actividad
de apMNKQ2 sobre sprouty2 y hnRNPA1 se estudiéo mediante otras estrategias. En el caso de
sprouty?2, el efecto de apMNKQ?2 se evalu6 a partir del cambio en la movilidad electroforética de
las formas fosforiladas de la proteina y a partir de sus niveles totales, ya que la fosforilacion por
MNK regula la estabilidad de spry2. La separacion de los extractos de proteina en geles de
poliacrilamida al 12% permite detectar dos formas de spry2 con distinta movilidad electroforética,

siendo las fosforilaciones en residuos de Ser y Thr de la regién de aminoacidos 108-132 las
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responsables de las bandas que migran mas lentamente (363), entre los cuales se encuentran los
residuos fosforilados por MNK (S112/121). El porcentaje de spry2 fosforilado respecto al total
tiende a disminuir de forma no significativa a lo largo del tiempo en todas las condiciones (Figura
10A). Contrario a lo que cabria esperar, apMNKQ?2 produce una tendencia al incremento de la
forma fosforilada de spyr2 respecto al total en cada tiempo estudiado, siendo significativa a las 24
h (Figura 10A). Los niveles totales tienden a incrementarse con apMNKQ?2 a tiempos largos,
aunque en ningun caso de forma significativa, lo que sugiere que el estado de fosforilacion

estabiliza los niveles de spry2 (Figura 10B).
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Figura 10. ApMNKQ?2 afecta a la movilidad electroforética de spry2. El estado de fosforilacién de spry2
(A) y sus niveles (B) se cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con
apMNKQ2 a dos concentraciones diferentes (140 y 400 nM) y lisadas alas 4, 8, 16 y 24 h. Los niveles de spry2
fosforilado (banda superior) se expresan en porcentaje respecto a los niveles totales, mientras que los niveles
totales de spry2 se han normalizado frente a B-actina. Las graficas representan la media + SEM de 4 ensayos
independientes expresados en porcentaje respecto al control en el caso de los niveles totales de spry2 (** p <

0.01, respecto al control, **® p < 0.01, respecto a célula transfectadas con P29).
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Los niveles y el estado de fosforilacion de hnRNPA1 se determin6 mediante isoelectroenfoque,
mientras que su actividad se evalu6 estudiando su distribucion entre ntcleo y citoplasma. Los
niveles de hnRNPA1 permanecen estables a lo largo de los tiempos estudiados en células
transfectadas con apMNKQ?2, aunque tienden a disminuir a las 24 h (Figura 11A). En los ensayos
de isoelectroenfoque se observo una banda mayoritaria a un PI de aproximadamente 9, que se
corresponde con un estado desfosforilado de hnRNPA1. De forma minoritaria se observaron dos
bandas a un PI mas acido (8.2 y 8.0), que se corresponden con formas fosforiladas de hnRNPA1y
que no cambian a lo largo del tiempo en la situacién control, pero se incrementan ligeramente a
las 24 h con apMNKQ?2 a 400 nM (Figura 11B). Por otro lado, la localizacion subcelular de
hnRNPAL1 es totalmente nuclear, independientemente de la presencia de apMNKQ2 (Figura 11C).
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Figura 11. ApMNKOQ2 no afecta a la expresion, localizacion y fosforilacion de hnRNPA1. Los niveles de
hnRNPA1 (A) y su estado de fosforilacion. (B) se cuantificaron mediante western blot e isoelectroenfoque
respectivamente, en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ2 a una o dos concentraciones
diferentes (140 y 400 nM) y lisadas a las 4, 8, 16 y 24 h. Las graficas representan la media + SEM de 5 ensayos
independientes normalizados frente a la B-actina y expresados en porcentaje respecto al control en el caso
de los niveles de hnRNPA1 (A), mientras que la grafica referente al isoelectroenfoque (B) representa el
porcentaje de hnRNPA1 fosforilado respecto al total a 24 h para 5 ensayos independientes. (C) Imagen
representativa de la distribucién entre ntcleo (EN) y citoplasma (FC) a las 24 h de la transfecciéon de las
células MDA-MB-231 con apMNKQ2 a 400 nM.
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1.2. Efecto de apMNKQ2 sobre las isoformas de MNKI

Los cambios observados en el sustrato elF4E podrian asociarse tanto con una inhibicion de la
actividad quinasa de MNK como con una modulacion de los niveles de MNK1. La expresion de
MNKT1a a nivel de proteina se determiné a las 4, 8, 16 y 24 h tras la transfeccion con apMNKQ2 a
140 y 400 nM, observandose disminuciones significativas a partir de las 16 h a las dos
concentraciones de aptamero (Figura 12A). El anticuerpo frente a MNK M20 de Santa Cruz, capaz
de detectar la isoforma MNKI1b, fue descatalogado durante el desarrollo de esta tesis, por lo que
la expresion de MNK1b solo pudo ser cuantificada en células transfectadas con apMNKQ?2 a 400
nMy alas 24 h. Aunque en menor porcentaje respecto a MNK1a, la expresiéon de MNK1b también
se reduce en presencia de apMNKQ?2 a las 24 h (Figura 12B). Por tanto, la disminucién de los
niveles de MNKI1 coincide temporalmente con la bajada en la fosforilacion de eIF4E. A nivel de
mRNA, ninguna de las dos isoformas de MNK presenta cambios a las 24 h, lo que indica que la
modulacién por apMNKQ?2 se produce a nivel postranscripcional (Figura 12C).
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Figura 12. ApMNKQ?2 disminuye MNK1la y MNK1b a nivel de proteina. La expresion de MNKla (A) y
MNKT1b (B) se cuantificé mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ?2 a 140
y/o 400 nM y lisadas a las 4, 8, 16 y 24 h, en el caso de MNK1a, o a las 24 h para MNK1b. (C) Los niveles de
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mRNA de MNKla y MNK1b se determinaron por qPCR a las 24 h en células transfectadas a 400 nM de
apMNKQ?2. Las graficas representan la media + SEM de entre 3 y 5 ensayos independientes normalizados
frente a los niveles de B-actina y expresados en porcentaje respecto al control. (* p <0.05, ** p <0.01, respecto

al control, **®p < 0.01, **® p < 0.001, respecto a célula transfectadas con P29).

1.2.1. Regulacién de MNK1 por miRNAs en presencia de apMNKQ2

El miRNA miR-7-5p tiene como diana MNK1 y a través de la unién a la region 3'UTR de su mRNA
reduce su expresion (173). La transfeccion de una secuencia de RNA que mimetiza a miR-7-5p
(miRNA mimic) reduce la expresiéon de MNKI1a en las células MDA-MB-231, mientras que la
transfeccion con otra secuencia que se une al miR-7-5p enddgeno y evita que pueda reprimir la
expresion de sus dianas (miRNA inhibidor), incrementa ligeramente los niveles de MNKla
(Figura 13A). Ademas, al combinar ambas secuencias se contrarrestan sus efectos sobre la
expresion de MNK1a (Figura 13B), lo que demuestra que MNK1a esta regulado por miR-7-5p. Sin
embargo, en presencia de apMNKQ?2, el miRNA inhibidor no es capaz de recuperar la expresion
de MNKIa (Figura 13C), por lo que la modulacion de los niveles de MNK1 por apMNKQ2 no
parece estar mediada por cambios en los niveles de miR-7-5p.
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Figura 13. El efecto de apMNKOQ?2 sobre los niveles de MNK1a no depende de la actividad de miR-7-5p.
Los niveles de MNK1a se cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con
un miRNA control (miC), un miRNA mimic de miR-7-5p (mimic) y un inhibidor de miR-7-5p (inhibidor) a
distintas concentraciones durante 24 h, individualmente (A) o combinando mimic e inhibidor a 100 nM (B).
Imagen representativa de la expresién de MNK1a 24 h después de la transfeccion con la combinacién de
miRNA inhibidor (60 y 100 nM) y apMNKQ2 (70 y 140 nM) y correspondiente cuantificacién para 60 nM de
miRNA inhibidor (C). La grafica representa la media + SEM de 3 ensayos independientes expresados en
porcentaje respecto al control.
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1.2.2. Estudio de la degradacién de MNKI por el proteasoma en presencia de

apMNKQ2

La interaccion de apMNKQ?2 con MNK1 podria promover la degradacion de la proteina mediada
por el proteasoma. Para determinar si los efectos observados se corresponden con una
potenciacién de la degradacion de MNK1a se cuantificaron sus niveles en células tratadas con
apMNKQ?2 a 140 nM y con el inhibidor del proteasoma MG132. Sorprendentemente, MG132
reduce los niveles de MNK1a a 18 h (Figura 14A), mientras que, en los ensayos combinados,
apMNKQ2 no disminuye la expresion de MNK1a (Figura 14B). Puesto que la reduccién de MNK1
inducida por apMNKQ2 se elimina en presencia de MGI132, este mecanismo podria ser

dependiente del proteasoma.
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Figura 14. La expresion de MNK1 en presencia de apMNKQ2 podria estar regulada a nivel del
proteasoma. Los niveles de MNKla se cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-231
pretratadas con MG132 5 uM durante 2h y transfectadas con apMNKQ2 a 140 nM. Las células se lisaron a
las 16 h tras el inicio de la transfeccion, manteniendo en todo momento la presencia de MG132 5 uM en el
medio de cultivo. Las graficas representan la media + SEM de entre 4 y 5 ensayos independientes
normalizados frente a la expresion de B-actina y expresados en porcentaje respecto a células control (A, B)
o a células tratadas solo con MG132 en el caso de la combinacion MG132 y apMNKQ2 (B) (** p < 0.01,
respecto al control).

2. Efecto de apMNKQ2 tras la modulacién de la expresién de MNKI

2.1. Efecto de apMNKQ2 tras la sobreexpresién de MNKla

Con el objetivo de determinar si la disminuciéon de la expresiéon de MNKla se relaciona
directamente con los efectos inhibitorios de apMNKQ?2 sobre la viabilidad celular o la capacidad

de migracion celular (321), MNK1a se sobreexpreso de forma transitoria a través de un plasmido
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pcDNAS3 que contiene el DNA codificante de MNK1a unido al tag Flag a una concentracion de
plasmido que permitiera igualar los niveles de MNK1a en células co-transfectadas con apMNKQ2
a los del control. La transfeccion con el plasmido pcDNA3-Flag-MNK1a, a pesar de recuperar
parcialmente los niveles de MNK1a en presencia de apMNKQ2 a 140 nM (Figura 15A), no revierte
el efecto inhibitorio de apMNKQ?2 sobre la viabilidad celular (Figura 15B) o sobre la migracion
celular estudiada en ensayos de heridas (Figura 15C).
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Figura 15. La variacion de los niveles de MNK1a inducida por apMNKQ2 no parece ser responsable de
la inhibicion de la viabilidad celular y capacidad de migracion. La expresion de MNKIla se cuantifico
mediante western blot en células MDA-MB-231 sembradas en una p6, co-transfectadas con apMNKQ2 (140
y 400 nM) y 40 ng de pcDNA3-Flag-MNK1a (Fla) o del vector vacio (pcDNA3) y lisadas a las 24 h. Las
graficas representan la media = SEM de 3 ensayos independientes expresados en porcentaje respecto células
transfectadas con pcDNA3 (A). La viabilidad celular se analiz6 en paralelo mediante ensayos MTT 48 h
después de la transfeccion. Las graficas representan la media + SEM de 3 ensayos independientes expresados
en porcentaje respecto al control de células transfectadas con lipofectamina (B). La migracion celular se
evalud en ensayos de herida realizados 24 h después de la co-transfeccion de los plasmidos y apMNKQ2
(140 nM), tomando fotos a Oh y 12h tras la realizacién de la herida. Las graficas representan la media + SEM
del porcentaje de herida cerrada en 2 ensayos independientes (C).

2.2. Efecto de apMNKQ2 tras el silenciamiento de MNK1 y MNK2

La relevancia de las MNKs en la viabilidad celular se estudié mediante la transfeccion de siRNAs

especificos de MNK1 y MNK2 en dos lineas tumorales de mama, las MDA-MB-231 y las MCF7.
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En primer lugar, se comprobd la eficacia de los silenciamientos cuantificando a las 48 h los niveles
de proteina de MNKIla (Figura 16A) y MNKI1b (Figura 16B) y de mRNA de MNK2a (Figura 16C)
y MNK2b (Figura 16D), ya que los anticuerpos comerciales de MNK?2 fallan a la hora de reconocer
las formas enddgenas (25,49). En ambas lineas celulares se alcanza un silenciamiento de MNK1a
cercano al 50% pero solo se observd disminucion de los niveles de MNK1b en las MCF7. Respecto
a MNK?2a, se observo una disminucion leve de los niveles de mRNA en las dos lineas celulares,
mientras que el silenciamiento de la isoforma MNK2b se produjo de forma mas pronunciada. En
la linea MDA-MB-231 se observd, ademas, un incremento del mRNA de las dos isoformas de
MNK?2 tras el silenciamiento de MNKI1.
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Figura 16. Cuantificacion de los niveles de las isoformas de MNK1 y MNK?2 tras el silenciamiento con
siRNAs. Los niveles de MNK1a (A) y MNK1b (B) se cuantificaron mediante western blot y la expresiéon de
MNK2a (C) y MNK2b (D) mediante qPCR. En ambos casos, las células MDA-MB-231 y MCF7 se
transfectaron con 75 pmol de siRNA control (siC) y siRNAs especificos de MNKI1 (siMNK1) y MNK2
(siMNK2) y se lisaron a las 48 h. Las graficas representan la media + SEM de 3 o 4 ensayos independientes
normalizados frente a la B-actina y expresados en porcentaje respecto al control transfectado con
lipofectamina. (* p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, respecto al control, *¢9 p < (.05, **¢© p < 0.01, ***6O p <
0.001, respecto a célula transfectadas con siC).
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La viabilidad de la linea MDA-MB-231 no disminuye tras el silenciamiento de MNK1 y MNK2
respecto al siRNA control (Figura 17A) y en las MCF7 tinicamente se afecta la viabilidad celular
con el silenciamiento de MNKI1 (Figura 17B). Por tanto, en el caso de las MDA-MB-231 la
disminucién de la expresion de MNK1a por si sola no parece ser relevante para la supervivencia
de esta linea celular. En combinacién con los siRNAs de MNK1 o MNK2, apMNKQ?2 mantiene el
mismo efecto inhibitorio sobre la viabilidad celular respecto al siRNA control en la linea MDA-
MB-231, mientras que en la linea MCF7 se observa una potenciacion de la inhibicion de la

viabilidad celular cuando se combina apMNKQ?2 con el silenciamiento de MNK1.
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Figura 17. El silenciamiento de MNK1 no reduce la viabilidad de las células MDA-MB-231 y no potencia
el efecto del aptamero, al contrario de lo que ocurre en las células MCF7. La viabilidad celular se analizo
en células MDA-MB-231 (A) y MCF7 (B) mediante ensayos MTT 48 h después de la transfeccion con
apMNKQ2 a 400 nM y 150 nM, respectivamente, y 72 h después de la transfecciéon con los siRNAs. Las
graficas representan la media + SEM de 3 o 4 ensayos independientes expresados en porcentaje respecto al
control. El analisis estadistico se realizo frente SiC, ya que en todos los casos se observd una ligera reduccion
de la viabilidad a incorporar un siRNA respecto al control sin siRNA (*¢Op < 0.05, **¢C p < 0.01, ***6Op <

0.001, respecto a célula transfectadas con siC).

3. Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre la apoptosis de células de mama

3.1. Efecto de apMNKQ2 sobre proteinas antiapoptéticas reguladas por MNK

En lineas de cancer de mama apMNKQ?2 induce apoptosis mediada por caspasa 3, como
demuestran los incrementos de los fragmentos cortados de PARP y a-espectrina. Estos eventos
ocurren en paralelo a una disminucion de dos de las proteinas antiapoptoticas reguladas por
MNK: MCL1 y XIAP (321,322). El efecto de apMNKQ?2 sobre la expresion de estas proteinas
antiapoptdticas se observo a lo largo del tiempo en células MDA-MB-231 transfectadas con
apMNKQ?2 a dos concentraciones diferentes. A las 4 h se produce una disminucion significativa
de MCL1 a las dos concentraciones usadas, que se mantiene a lo largo de todos los tiempos
estudiados (Figura 18A). En el caso de XIAP la reduccion de los niveles comienza a las 8 h a 400
nM y se mantiene hasta las 24 h para las dos concentraciones de aptamero (Figura 18B). No se
observaron cambios significativos en la expresion del mRNA de XIAP y MCL1 a4y 8 h a 400 nM
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(Figura 18C). Estos resultados nos indican que la induccion de la apoptosis por apMNKQ?2 es un
evento temprano dentro de su mecanismo de accion.
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Figura 18. ApMNKQ2 disminuye los niveles de MCL1 y XIAP a tiempos cortos. Los niveles de MCL1 (A)
y XIAP (B) se cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ2 a
dos concentraciones diferentes (140 y 400 nM) y lisadas a las 4, 8, 16 y 24 h. (C) Los niveles de mRNA se
cuantificaron a las 4 y 8 h en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ2 a 400 nM. Las graficas
representan la media + SEM de entre 3 y 5 ensayos independientes normalizados frente a la expresion de p-
actina y expresados en porcentaje respecto al control. (* p < 0.05, ** p < 0.01, respecto al control, *® p < 0.05,
*#*®p < 0.01, ***®p < 0.001, respecto a célula transfectadas con P29).

3.2. Estudio de la degradacién de MCLI1 y XIAP por el proteasoma en presencia
de apMNKQ2

Los efectos de apMNKQ?2 sobre los niveles de las proteinas reguladas por MNK observados por
WB podrian estar causados por una regulaciéon de su transcripcion, de su traduccién o de su
degradacion por el proteasoma. Para estudiar la posible modulacion de la ruta del proteasoma
por apMNKQ2 se transfectaron células MDA-MB-231 en presencia del inhibidor del proteasoma
MG132.

MCL1 es una proteina con una vida media corta (243) y sus niveles son altamente dependientes
de la actividad del proteasoma, de tal manera que su inhibiciéon produce un rapido incremento de
MCL1 (364,365). En la linea MDA-MB-231 la inhibicion del proteasoma incrementa los niveles de
MCL1 a los dos tiempos estudiados (Figura 19A). En células transfectadas con apMNKQ?2 y
tratadas con MG132 se elimina casi totalmente la reduccion de MCL1 inducida por apMNKQ?2 a
las 4 h y parcialmente a las 16 h, lo que sugiere que el efecto de apMNKQ?2 sobre los niveles de
MCL1 depende parcialmente del proteasoma (Figura 19A). La fosforilacion de MCL1 en
diferentes residuos puede favorecer su degradacion o estabilizaciéon dependiendo del contexto
celular. En células tumorales, a diferencia de lo que ocurre en fibroblastos, la fosforilaciéon en la
Thr163 mediada por ERK o JNK estabiliza MCL1 (366,367). Como se muestra en la figura 19B, la
fosforilacion en el residuo Thr163 unicamente se detecté en células MDA-MB-231 tratadas con
MG132. En presencia de apMNKQ?2 se produce una disminucion de la fosforilacion de MCL1, lo
que concuerda con una degradacion de MCL1 dependiente del proteasoma inducida por
apMNKQ2.

La degradacion de MCL1 depende de la ubiquitinizacion de residuos de lisina, que esta regulada
por diferentes ubiquitina ligasas E3 y deubiquitinasas (368). El estado de ubiquitinizacion de
MCL1 en presencia de apMNKQ?2 se traté de determinar por inmunoprecipitacion de MCL1 con
dos anticuerpos diferentes y mediante la deteccion de ubiquitina por western blot pero no se logrd
detectar ubiquitina en el MCL1 precipitado, a pesar de realizar los ensayos en células tratadas con
MG132 y en presencia del inhibidor de deubiquitinasas N-etilmaleimida,. Estos resultados
sugieren que ninguno de los anticuerpos utilizados es capaz de reconocer e inmunoprecipitar las

formas ubiquitinizadas de MCL1.
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Figura 19. ApMNKQ?2 regula la expresion de MCL1 a nivel del proteasoma de forma parcial. Los niveles
de MCL (A) y MCL1 fosforilado (Thr163) (B) se cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-
231 pretratadas con MG132 5 uM durante 2h y transfectadas con apMNKQ?2 a 140 nM. Las células se lisaron
alas 4 0 16 h tras el inicio de la transfeccién, manteniendo en todo momento la presencia de MG132 5 pM
en el medio de cultivo. Las graficas representan la media + SEM de 4 ensayos independientes normalizados
frente a la expresion de B-actina, en el caso de MCL1, o frente a los niveles totales de MCL1, en el caso de
MCL1 fosforilado, y expresados en porcentaje respecto al control o respecto a células tratadas solo con
MG132 en el caso de la combinacion MG231 y apMNKQ2 (* p <0.05, ** p < 0.01, respecto al control).

El proteasoma regula los niveles de XIAP, pero al contrario de lo que ocurre con otras proteinas
anti-apoptoticas como MCL1, los inhibidores del proteasoma reducen su expresion (369-371). De
acuerdo con estas publicaciones, en la linea MDA-MB-231, MG132 reduce los niveles de XIAP a
las 18 h (Figura 20A), lo cual podria relacionarse con la induccion de apoptosis por este compuesto
(369,371). En presencia de MG132, apMNKQ2 mantiene su reduccion sobre los niveles de XIAP
(Figura 20B), lo que indica que ambos compuestos actiian por mecanismos complementarios sobre

la expresion de XIAP en la induccién de la apoptosis.
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Figura 20. ApMNKQ2 disminuye los niveles de XIAP independientemente de la inhibicion del
proteasoma. La expresion de XIAP se cuantifico mediante western blot en células MDA-MB-231 pretratadas
con MG132 5 uM durante 2h y transfectadas con apMNKQ?2 a 140 nM. Las células se lisaron a las 16 h tras
el inicio de la transfeccién, manteniendo en todo momento la presencia de MG132 5 pM en el medio de
cultivo. Las graficas representan la media + SEM de entre 3 y 4 ensayos independientes normalizados frente
a la expresién de B-actina y expresados en porcentaje respecto al control (A,B) o respecto a células tratadas
solo con MG132 en el caso de la combinacién MG132 y apMNKQ2 (B) (* p < 0.05, ** p < 0.01, respecto al
control).

4. Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre la proliferacién de células de mama

4.1. Efecto de apMNKQ2 sobre proteinas reguladas por MNK en proliferacién

En lineas de cancer de mama apMNKQ2 afecta a la viabilidad celular y reduce la proliferacion
celular, induciendo parada del ciclo celular en fase S en la linea MDA-MB-468 (321). La expresion
de dos de las proteinas reguladas por MNK y relacionadas con proliferacion, ciclina D1 y B-
catenina, se estudié en células MDA-MB-231 a diferentes tiempos y a dos concentraciones de
apMNKQ2. El aptdamero produce una disminucion leve pero significativa de ciclina D1 (Figura
21A) y B-catenina (Figura 21B) a las 24 h a las dos concentraciones utilizadas.
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Figura 21. ApMNKQ2 disminuye la expresion de ciclina D1y B-catenina a tiempos largos. Los niveles de
ciclina D1 (A) y B-catenina (B) se cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas
con apMNKQ?2 a dos concentraciones diferentes (140 y 400 nM) y lisadas a las 4, 8, 16 y 24 h. Las graficas
representan la media + SEM de entre 3 y 4 ensayos independientes normalizados frente a los niveles de f3-
actina y expresados en porcentaje respecto al control. (* p <0.05, ** p <0.01, respecto al control, **® p <0.01,

**#P)p < 0.001, respecto a célula transfectadas con P29).

Para determinar la distribucion del ciclo celular en células asincrénicas en cultivo transfectadas
con apMNKQ?2, se analizaron por western blot dos marcadores moleculares de ciclo celular: la
fosforilacién en la Tyrl5 de CDK2 y la fosforilacion en la Ser10 de la histona H3. La fosforilacion
en la Tyrl5 de CDK2, que inhibe su actividad quinasa, se encuentra incrementada durante las

fases S y G2 reduciéndose en la fase de mitosis (372,373). Por otro lado, la fosforilacion de H3 se
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correlaciona con la condensacion de cromosomas que ocurre al inicio de la etapa de mitosis (374)
y su incremento se asocia con una parada del ciclo en fase M (375). Respecto a la fosforilacién de
CDK?2, se observo una reduccion significativa a las 8 h 'y 16 h y una reduccion de sus niveles de
proteina a partir de las 16 h (Figura 22). La fosforilacion de la H3 no pudo cuantificarse
correctamente mediante inmunodeteccion, aunque se detect6 en algunas muestras tratadas con
apMNKQ2 a las 24 h. Estos resultados indican que apMNKQ2 produce una alteraciéon de

proteinas del ciclo celular que podrian corresponder con una parada mitética.
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Figura 22. ApMNKQ?2 reduce la fosforilacién y expresion de CDK2. La fosforilaciéon de CDK2 (Tyr15) y
sus niveles de proteina se cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con
apMNKQ?2 a dos concentraciones diferentes (140 y 400 nM) y lisadas a las 4, 8, 16 y 24 h. Las graficas
representan la media + SEM de entre 3 y 4 ensayos independientes normalizados frente a los niveles de
CDK2, en el caso de la fosforilacién en Tyr15 de CDK2, o frente a la expresion de B-actina y expresados en
porcentaje respecto al control. (* p <0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001 respecto al control, ***® p < (0.001, respecto

a célula transfectadas con P29).
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4.2. Efecto de apMNKQ2 sobre la ruta de mTORCI en presencia de everolimus

La actividad antitumoral de everolimus se ha demostrado en pacientes con cancer de mama
metastasico (376) y su uso esta aprobado por la FDA para el tratamiento de varios tipos tumorales
(11). Sin embargo, su eficacia se ve limitada por la generacion de mecanismos de resistencia, entre
los que se encuentran la activacion de MNK. Con el objetivo de comprobar si la combinaciéon de
apMNKQ2 con everolimus potencia la inhibicion de la viabilidad celular en lineas de cancer de
mama se realizaron ensayos MTT combinando ambos compuestos. En primer lugar, se determind
la viabilidad celular de cuatro lineas de mama diferentes en presencia de cantidades crecientes de
everolimus (Figura 23A). Las lineas MCF7 y MDA-MB-468 son las mas sensibles a everolimus,
mientras que la viabilidad de las MDA-MB-231 y SUM159 se ve menos afectada en presencia del
inhibidor, aunque en ninguna de las lineas se llega a alcanzar una IC50 para las concentraciones
utilizadas. Por ello, en los ensayos de combinacion de farmacos se utilizé una concentracion con
efecto maximo sobre la viabilidad (100 nM). De acuerdo a los indices de combinacién (CI)
calculados, la combinacion de everolimus y apMNKQ?2 tiene un efecto sinérgico (CI < 0.9) sobre
la inhibicion de la viabilidad celular en todas las lineas de cancer de mama utilizadas y a distintas
concentraciones de apMNKQ2 (Figura 23B).
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Figura 23. ApMNKQ?2 y everolimus ejercen un efecto sinérgico sobre la viabilidad celular. (A) La
viabilidad celular se determiné mediante ensayos MTT en cuatro lineas celulares de cancer de mama
tratadas con everolimus (Ev) y (B) en células transfectadas con apMNKQ?2 a tres concentraciones diferentes
tratadas con o sin everolimus (100 nM) durante 72 h. Las graficas representan la media + SEM de 3 o 4
ensayos independientes realizados en triplicados en porcentaje respecto al control. En las tablas se muestras
los indices de combinacion (CI) para cada punto de la curva calculados mediante el método de Chou y

Talalay (330) utilizando el programa CompuSyn (CI < 0.9 efecto sinérgico, CI = 0.9-1.1, efecto aditivo, CI>
1.1 efecto antagdnico).

Los efectos de la combinacion de apMNKQ?2 y everolimus se estudiaron a nivel molecular en una
linea resistente a everolimus (MDA-MB-231) (Figura 24A) y en otra mas sensible (MCF7) (Figura
24B). La inhibicion de mTORC1 se corrobord con la disminucion de fosforilaciones sensibles a
rapamicina en los sustratos 4EBP1 (Ser65) y p70S6K (Thr389) (377) y su sustrato S6 (Ser 235/236).
La combinaciéon con apMNKQ2 no incrementé6 en mayor medida la disminucién de la

fosforilacion de p70S6K, 4EBP1 o S6 inducida por everolimus pero individualmente redujo la
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fosforilacién de S6 en ambas lineas celulares. El efecto de apMNKQ2 sobre los mecanismos de
resistencia a everolimus se determind a partir de los cambios en la fosforilacién de AKT (Ser473)
y de elF4E (Ser209). En ambas proteinas se produce un incremento de la fosforilacién con
everolimus, que disminuye significativamente al incluir apMNKQ2 en el tratamiento en las dos

lineas. Curiosamente se produce un incremento leve pero significativo en la fosforilacion de AKT

en las MDA-MB-231.
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Figura 24. Estado de fosforilacién de sustratos de mTORC1 y proteinas relacionadas con resistencia a la
inhibiciéon de mTORC]1. La fosforilacién de 4EBP1 (Ser65), p70S6K (Thr389), S6 (Ser 235/236), AKT (Serd73)
y eIF4E (Ser209) se cuantificé mediante western blot respecto a los niveles totales de cada proteina en células
MDA-MB-231 (A) y MCF7 (B) transfectadas con apMNKQ2 a 400 nM y 150 nM, respectivamente, y tratadas
con everolimus 100 nM durante 24 h. Los graficos de barras representan la media + SEM de 3 o 4 ensayos
independientes en porcentaje respecto al control. (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 respecto al control, *®

p <0.05, *®p < 0.01, respecto a célula tratadas con everolimus).
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En la linea MDA-MB-231 se analizaron los niveles de proteinas cuya traduccién podria estar
mediada por MNK de forma dependiente de IRES tras la inhibicién de mTORC1, como la ciclina
D1 o XIAP (Figura 25). La expresion de XIAP y ciclina D1 se ve incrementada en presencia de
everolimus, lo que podria constituir otro mecanismo de resistencia al farmaco. La combinacién de
everolimus con apMNKQ2 bloquea el incremento de los niveles de XIAP de forma significativa y

muestra una tendencia a disminuir los de ciclina D1.
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Figura 25. Expresion de proteinas pro-supervivencia (XIAP) y proliferaciéon (ciclina D1) en presencia de
everolimus y apMNKQ2. Inmunodeteccion en células MDA-MB-231 24 h después del tratamiento con
apMNKQ?2 y everolimus. Los gréaficos de barras representan la media + SEM de 3 0 4 ensayos independientes
normalizados frente a -actina y expresados en porcentaje respecto al control. (* p <0.05, ** p <0.01 respecto

al control, ***®p < 0.001, respecto a células tratadas con everolimus).

Por ultimo, se determind la asociacion entre eIF4E y 4EBP1 en células tratadas con apMNKQ?2 y
everolimus mediante la purificacion de eIlF4E con el analogo de cap "'mGTP-sefarosa (Figura 26).
En ambas lineas celulares se observa un incremento de la asociacion entre elF4E y 4EBP1 con
everolimus, lo que concuerda con un estado menos fosforilado de 4EBP1. El tratamiento
combinado con apMNKQ?2 potencia la union entre elF4E y 4EBP1, que también se encuentra

incrementada, aunque de forma mas leve, con la transfeccion individual del aptdmero.
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Figura 26. ApMNKQ?2 y everolimus incrementan la formacion de complejos 4EBP1-eIF4E. Los complejos
elF4E/4EBP1 se purificaron con m’GTP-sefarosa en lisados de células MDA-MB-231 (A) y MCF7 (B)
transfectadas con apMNKQ?2 y tratadas con everolimus durante 24 h y se analizaron por SDS-PAGE y

western blot. En la imagen se muestra un ensayo representativo de los complejos el[F4E/4EBP1 en ambas

lineas y los porcentajes de asociacion elF4E-4EBP1 en un conjunto de cuatro ensayos diferentes.

Puesto que la actividad de mTORC1 se encuentra directamente regulada por MNK (164) y la
fosforilacion de eIF4E no interfiere en la interaccion con 4EBP1 (47), apMNKQ?2 podria estar
afectando a otras fosforilaciones de 4EBP1. La fosforilacion de 4EBP1 en las Thr37/46 en presencia
de apMNKQ2 se cuantifico a distintos tiempos. No se observaron cambios significativos, aunque
si existe una tendencia a la disminucion de la fosforilacion para la concentracion mas alta de
apMNKQ?2 a 16 y 24 h (Figura 27A), lo que indica que apMNKQ2 no afecta significativamente a
ninguno de los sustratos de mTORC1 estudiados. Ademas, la disminucion de la fosforilacion de
S6 con apMNKQ?2 se ve limitada a las 24 h (Figura 27B) y no coincide con una afectacion de la
fosforilacion de p70S6K (Figura 24), por lo que apMNKQ?2 probablemente esté afectando a otras
quinasas que participan en la fosforilacion de la Ser235/236 en un mecanismo independiente de
mTORCI, como las proteinas quinasa A, C y G (PKA, PKC, PKG) o las RSKs, las cuales estan
reguladas por las MAPKs (378).
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Figura 27. ApMNKQ2 no afecta a la fosforilacion de 4EBP1. (A). Cinética de la fosforilacion en las Thr37/46
de 4EBP1 y las Ser235/236 de S6 en células MDA-MB-231 lisadas 4, 8, 16 y 24 h después de la transfeccion
con apMNKQ2. Los graficos de barras representan la media + SEM de entre 3 y 4 ensayos independientes

en porcentaje respecto al control (** p < 0.01, respecto al control, *® p < 0.05, respecto a células transfectadas

con P29).

El efecto de apMNKQ?2 sobre la interaccion directa entre mTORC1 y MNK se traté de estudiar

mediante distintas estrategias basadas en la inmunoprecipitacion de mTOR y de MNK1b y

MNK1a sobreexpresadas. Los ensayos se realizaron de acuerdo al protocolo publicado por Brown
y Gromeier (164) en las lineas MDA-MB-231, MCF7 y HEK293T, aunque en ninguno de los casos
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se logrd observar dicha interaccién. Por tanto, los estudios realizados hasta el momento no
permiten demostrar una modulacion directa de la actividad de mTORCT1 por parte de apMNKQ2.

5. Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre la capacidad metastésica de células

de mama

5.1. Efecto de apMNKQ2 sobre la transicién epitelio mesénquima (EMT) inducida
por TGFB

El TGEB es uno de los principales inductores de la EMT (271) y su ruta de sefalizacion se
encuentra interconectada con MNK a varios niveles (69,125). La induccién de la EMT se
caracteriza a nivel molecular por una disminucion de marcadores epiteliales y un incremento de
marcadores mesenquimales y de los factores de transcripcion EMT, que dan lugar a una serie de
cambios en la estructura celular que potencian la capacidad de migracion e invasion (Figura 28A)
(267). El efecto de apMNKQ2 sobre la EMT inducida por este morfogeno se evalud a nivel de las
capacidades de migracion e invasion y expresion de marcadores EMT en un modelo basado en el
tratamiento continuado de la linea inmortalizada no tumoral de células epiteliales mamaria
humana MCF10A con TGE. En el caso de las MCF10A, la transformacion hacia el fenotipo
mesenquimal es completa e irreversible a los 6-7 dias de tratamiento con TGFp (332,379,380), pero
multiples estudios sefialan que los cambios en los EMT-TFs y algunos marcadores son apreciables
en este modelo desde las primeras 24-48 h (380-382).

En primer lugar, se comprobd la transicion hacia el fenotipo mesenquimal tras la incubacion con
TGFp a dos tiempos a nivel morfolégico (Figura 28B) y de expresion de los marcadores EMT
(Figura 28C). A los 3 dias se observo un incremento claro de los factores de transcripcion ZEB1,
Snail y Slug, que se atentia a los 6 dias, mientras que los cambios en la expresion de los marcadores
vimentina, E-cadherina y N-cadherina son mdas pronunciados a los 6 dias. Respecto a su
morfologia, las células sin tratar muestran caracteristicas tipicas de células epiteliales; tienen un
aspecto redondeado y se encuentran formando una monocapa con estrechas interacciones entre
si. Tras la induccion de la EMT, las células MCF10A adquieren una morfologia alargada que se
aprecia de forma evidente pasados los 3 dias. Estas observaciones confirman que TGFf induce la
EMT en la linea MCF10A.
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Figura 28. Modelo de inducciéon de EMT por TGFp. (A) Representacion esquematica de los cambios
moleculares durante la EMT. (B) Imagenes representativas de los cambios morfoldgicos de células MCF10A
estimuladas con TGFP durante 3 o 6 dias adquiridas con microscopia de contraste de fase a 10x. (C)
Inmunodeteccion representativa de los cambios en los marcadores mesenquimales y epiteliales y en los
EMT-TF tras la estimulacién con TGFp a 3 y 6 dias.

Para observar el efecto de apMNKQ2 sobre los factores de transcripcion EMT y los marcadores E-
cadherina y N-cadherina por inmunodeteccion, las células MCF10A se trataron simultaneamente
con apMNKQ2 y TGEp y se lisaron a las 24, 48 y 72 h (Figura 29A). Se obtuvieron resultados
similares a los tres tiempos, con los cambios mas destacables a las 48 h. No se determinaron los
efectos sobre la vimentina, ya que no se observaron cambios en su expresion tras el tratamiento
con TGFp en los tiempos utilizados y como control de carga se utiliz6 GAPDH, dado que los
niveles de B-actina se ven alterados con TGFp (Figura 28C) (383). El aptamero apMNKQ2 produce
una disminucion significativa de los niveles de N-cadherina (Figura 29B), tanto en las MCF10A
tratadas con TGFf como en las no tratadas, y, sorprendentemente, también disminuye los niveles
de E-cadherina (Figura 29C). Respecto a los EMT-TFs, apMNKQ2 disminuye la expresion de Slug
(Figura 29D) y ZEB1 (Figura 29E) en células tratadas y no tratadas con TGF, pero aumenta los

niveles de Snail, potenciando el incremento que tiene lugar con TGFp (Figura 29F).
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Figura 29. Niveles de marcadores EMT y EMT-TFs en presencia de apMNKQ2 y TGFp. (A) La expresion
de marcadores EMT se analiz6 en lisados de células MCF10A tratadas con apMNKQ2 (100 nM), TGFB y la
combinacion de ambos a las 24, 48 y 72 h mediante western blot. Cuantificacién de los niveles de N-
cadherina (B), E-cadherina (C), Slug (D), ZEB (E), y Snail (F) a 48 h. (C) Las graficas de barras representan
la media + SEM de 3 experimentos independientes normalizados frente a GAPDH y representados en
porcentaje frente al control de células sin tratar (* p <0.05, *** p <0,001 respecto al control, **™p < 0.01, ***®
p <0.001 respecto a células tratadas con TGEp).

El andlisis de los niveles de mRNA indica que las disminuciones de Slug y ZEB1 inducidas por
apMNKQ2 no tienen lugar a nivel transcripcional, mientras que el incremento de Snail si podria

estar produciéndose a este nivel, al igual que la disminucion de la expresion de E-cadherina
(Figura 30).
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Figura 30. Expresion del mRNA de marcadores EMT y EMT-TFs en presencia de apMNKQ2 y TGFB. La
expresion de marcadores EMT se analizé en extracciones de RNA de células MCF10A tratadas con
apMNKQ?2 (100 nM), TGFp y la combinacién de ambos a las 24 h mediante qPCR. Las graficas representan
la media + SEM de 3 experimentos independientes normalizados frente a GAPDH y representados en
porcentaje frente al control de células sin tratar (* p <0.05, ** p <0.01 respecto al control, **™p <0.01, respecto

a células tratadas con TGFp).

El efecto de apMNKQ2 sobre la capacidad migratoria e invasiva de las MCF10A tratadas con
TGFp se determin6 mediante ensayos en el sistema Transwell a las 48 h, ya que las variaciones a
nivel de los marcadores EMT y EMT-TFs se producen de forma mas clara a este tiempo. Como se
observa en las Figuras 31A y 31B, apMNKQ2 inhibe el incremento en la migracion e invasion
inducido por TGEF sin afectar a las MCF10A que no fueron tratadas con TGFf.
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Figura 31. ApMNKQ2 modula la capacidad migratoria e invasiva inducida por TGFf. Las células MCF10A
se transfretaron con apMNKQ?2 y se incubaron con TGEP durante 48 h. Posteriormente se sembraron sobre
la membrana semipermeable del soporte Transwell en ausencia de matrigel para evaluar la migracion (A) o
en presencia de matrigel a 0,5 mg/ml para evaluar la invasién (B). Las células que migraron o invadieron a

través de la membrana tras 24 h se tifieron con Hoechst, se visualizaron mediante microscopia de
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fluorescencia (imagenes superiores en A y B) y se cuantificaron (graficos de barras en A y B). Las graficas
representan la media + SEM de 3 o 4 experimentos independientes en porcentaje frente al control (A) o en
como el numero total de células cuantificadas (B). (** p < 0.01 respecto al control, *® p < 0.05, respecto a
células tratadas con TGFp).

La capacidad invasiva se ha relacionado con la expresiéon de MMPs que permiten la degradacion
de la matriz extracelular. La actividad de la MMP2 y MMP9 se evalué mediante zimogramas a 24,
48 y 72 h (Figura 32), con resultados mas pronunciados a las 48 h. La actividad de la MMP9 no se
vio afectada en ninguna de las condiciones, a diferencia de la de MMP2, que se incrementa a partir
de las 48 h con TGFf y se reduce en presencia de apMNKQ?2, tanto en células tratadas con TGFf

como en células no tratadas.
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Figura 32. ApMNKOQ?2 reduce la actividad de la MMP2. La actividad de la MMP2 y MMP9 se evalu6 por
zimogramas a partir de los medios de incubacion de las células MCF10 tratadas con apMNKQ?2, TGFB y la
combinacion de ambos durante 24, 48 y 72 h. Las graficas de barras representan la media + SEM de 3 ensayos
independientes normalizados frente al control de células sin tratar (* p < 0.05, respecto al control, **®p <

0.01 respecto a células tratadas con TGFp).

5.2 Efecto de apMNKQ2 sobre marcadores EMT en la linea MDA-MB-231

ApMNKQ?2 disminuye la capacidad de migracién e invasidon en lineas de cancer de mama
alterando la expresion de dos marcadores EMT: reduce FSP1, marcador mesenquimal, a nivel de
mRNA, e incrementa ocludina, marcador epitelial, a nivel de mRNA y proteina (321). De forma
complementaria, se determino el efecto de apMNKQ?2 en la linea MDA-MB-231 sobre los niveles
de los marcadores EMT y EMT-TFs estudiados en la linea MCF10A. Los cambios observados a las
24 h tras la transfeccion con el aptamero fueron similares en ambas lineas. El aptamero apMNKQ2
disminuye los niveles de proteina de ZEB1 e incrementa Snail, sin afectar a Slug (Figura 33A),

mientras que los niveles de mRNA de las tres proteinas se ven incrementados tras el tratamiento
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con apMNKQ?2 a las 24 h (Figura 33B). Los niveles de E-cadherina y N-cadherina no pudieron
determinarse en esta linea celular debido a su baja expresion y la vimentina present6 una alta
variabilidad entre ensayos.
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Figura 33. Niveles de marcadores EMT y EMT-TFs en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ2.
Los niveles de proteina de ZEB1, Snail y Slug se cuantificaron mediante western blot (A) y la expresion de
su mRNA se determind por qPCR (B) en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ?2 a 140 y 400 nM
y lisadas a las 24 h. Las graficas representan la media + SEM de entre 3 y 6 ensayos independientes
normalizados frente a los niveles de B-actina y expresados en porcentaje respecto al control. (** p < 0.01,

respecto al control, **®p < 0.01, **® p <0.001, respecto a célula transfectadas con P29).

5.3 Efecto de apMNKQ2 sobre NDRGI y su implicacién en la migracién celular

Las MNKSs se han relacionado con la modulaciéon de la actividad de diversas proteinas con un
papel relevante en migracién y metdstasis, como NDRG1 (24). Para determinar la posible
implicacion de NDRGI en el mecanismo de accion de apMNKQ2 se cuantificaron, en primer
lugar, los cambios en su expresion y fosforilacion en la Thr346 a distintos tiempos tras la

transfeccion con el aptdmero a 140 y 400 nM. Se observo un incremento significativo de la
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fosforilacion entre las 8 y las 24 h (Figura 34A), mientras que los niveles de NDRGI se
mantuvieron constantes a los tiempos estudiados (Figura 34B).
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Figura 34. ApMNKQ?2 incrementa la fosforilacion de NDRG1 sin afectar a sus niveles. La fosforilaciéon de
NDRGI1 (Thr346) (A) y sus niveles (B) se cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-231
transfectadas con apMNKQ?2 a 140 y 400 nM y lisadas a las 4, 8, 16 y 24 h. Las graficas representan la media
+ SEM de entre 4 y 5 ensayos independientes normalizados frente a los niveles totales de NDRG1 o de B-
actina y expresados en porcentaje respecto al control. (* p < 0.05, ** p < 0.01, respecto al control, *® p < 0.05,

**#P)p < 0.001, respecto a célula transfectadas con P29).

Losniveles de SGK1, quinasa encargada de fosforilar a NDRGI1 en la Thr346 (384), se cuantificaron
en las mismas condiciones tras la transfecciéon con apMNKQ?2. Coincidiendo con el incremento en
la fosforilacion de NDRG1, apMNKQ?2 produce un aumento en la expresion de SGK1 a las 8 h que
se mantiene hasta las 24 h (Figura 35A). El incremento en la expresion se produce también a nivel
del mRNA a las 24 h (Figura 35B). Estos estudios sugieren que el incremento en la fosforilacion

de NDRGI podria estar causado por un incremento en la expresion de SGK1.
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Figura 35. ApMNKQ?2 incrementa los niveles de proteina y mRNA de SGK1. Los niveles SGK1 se
cuantificaron mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ2 a 140 y 400 nM
y lisadas a las 4, 8, 16 y 24 h (A). A las 24 h se determino la expresion del mRNA de SGK1 mediante qPCR
en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ?2 a 400 nM (B). Las graficas representan la media +
SEM de entre 3 y 4 ensayos independientes normalizados frente a los niveles de B-actina y expresados en
porcentaje respecto al control. (* p < 0.05, ** p < 0.01, respecto al control, *®p < 0.05, *® p < 0.01, **®" p <
0.001, respecto a célula transfectadas con P29).

5.3.1. Modulacién de la fosforilacién de NDRGI en presencia de apMNKQ2

La implicacion de SGK1 y la fosforilacion de NDRG1 en el mecanismo antitumoral de apMNKQ2
se estudié mediante dos estrategias: la inhibicion de la actividad quinasa de SGK1/2 con
GSK650394 (SGKi) (385) y la expresion transitoria de la forma mutada no fosforilable de NDRG1
T346A.

5.3.1.1. Inhibicién de SGK1

En primer lugar, se determind la capacidad de SGKi para bloquear el incremento de la
fosforilacion de NDRG1 que tiene lugar tras la transfeccion con apMNKQ2. Como se muestra en
la Figura 36, SGKi reduce la fosforilacion de NDRG1 en células sin transfectar y en células
transfectadas con apMNKQ?2 a dos concentraciones diferentes sin afectar a los niveles de SGK1,

lo que demuestra que la actividad de esta quinasa esta implicada en el efecto causado por
apMNKQ2.
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Figura 36. SGKi reduce la fosforilacion de NDRG1 en presencia de apMNKQ?2. La fosforilaciéon de NDRG1
se cuantific6 mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ?2 (200 nM y 400
nM) y tratadas con SGKi (10 uM y 15 uM) durante 24 h. Las graficas representan la media + SEM de 3 ensayos
independientes normalizados frente a los niveles totales de NDRG1 y expresados en porcentaje respecto al
control (* p <0.05, respecto a apMNKQ2 200 nM).

El inhibidor SGKi tiene un efecto inhibitorio leve sobre la viabilidad celular de la linea MDA-MB-
231 a las concentraciones usadas dentro de su rango de solubilidad (Figura 37A) y a 10 uM no
modifica la inhibicion de la viabilidad causada por apMNKQ2 (Figura 37B), por lo que la actividad
quinasa de SGK1 y la fosforilacion de NDRG1 no estarian implicadas en los efectos
antiproliferativos y proapoptoticos de apMNKQ2.
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Figura 37. SGKi afecta levemente a la viabilidad celular. La viabilidad celular se determin6é mediante
ensayos MTT en células MDA-MB-231 tratadas durante 48 h con SGKi a diferentes concentraciones (A) o
con la combinacion apMNKQ2 y SKGi 10 uM (B). Las gréficas representan la media + SEM de entre 3 y 4
ensayos independientes expresados en porcentaje respecto al control.

Respecto a las capacidades metastasicas, SGKi no afecta por si solo a la migraciéon de la linea
MDA-MB-231 pero si reduce levemente la inhibicién de la migracién que produce apMNKQ2 en
ensayos de cierre de herida (Figura 38A). De forma similar, SGKi elimina la inhibicién de la
adhesion que ejerce apMNKQ?2 (Figura 38B).
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Figura 38. SGKi reduce los efectos inhibitorios de apMNKQ2 sobre la migracién y la adhesion celular.
La migracién celular se evalué mediante ensayos de cierre de herida realizados en células MDA-MB-231
transfectadas con apMNKQ?2 y tratadas con SKGi 10 uM durante 24 h, tomando fotos a Oh, 12 y 20 h tras la
realizacion de la herida. Las graficas representan la media + SEM del porcentaje de herida cerrada en 3
ensayos independientes a las 12 h (A). Los ensayos de adhesion celular se realizaron en placas tratadas con
colageno tipo I a 10 ug/ml con células transfectadas con apMNKQ?2 y tratadas con SGKi 10 pM durante 24
h. Las graficas representan la media + SEM de 5 ensayos independientes expresados en porcentaje respecto
al control (B) (*** p <0.001, respecto al control, * p < 0.05, respecto a apMNKQ2 200 nM).

De forma cualitativa, se evaluo el efecto de SGKi y apMNKQ2 sobre la morfologia celular y
algunas proteinas estructurales del citoesqueleto, como los filamentos de F-actina, los
microtibulos y los filamentos intermedios de vimentina mediante inmunocitoquimica y
microscopia Optica y de fluorescencia. ApMNKQ2 produce cambios morfologicos en las células
MDA-MB-231, que pasan de una estructura alargada a una circular (Figura 39A). De acuerdo con
estos cambios morfoldgicos se produce una redistribucion de los filamentos de actina, de
vimentina y microttbulos (Figura 39B). Estos cambios se han observado incluso a concentraciones
que afectan levemente la viabilidad celular (70 nM), lo que sugiere que no son consecuencia de la
inducciéon de apoptosis (datos no mostrados). Curiosamente, el tratamiento simultaneo de las
células con apMNKQ?2 y SGKi evita parcialmente la adquisicion de estos cambios morfoldgicos y
la reorganizacion del citoesqueleto inducida por apMNKQ?2 (Figura 39A y 36B), lo que podria

estar relacionado con la reduccion de sus efectos antimigratorios.
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Figura 39. ApMNKQ?2 produce cambios morfoldégicos y una reorganizacion del citoesqueleto que son

B-tubulina

Vimentina

F-actina

parcialmente inhibidos por SGKi. Imdagenes representativas de la morfologia celular de células
transfectadas con apMNKQ?2 y tratadas con SGKi durante 24 h (A). Imadgenes representativas de
inmunocitoquimica de células MDA-MB-231 transfectadas con apMNKQ?2 y tratadas con SGKi durante 24
h. Las células se fijaron y los componentes del citoesqueleto se detectaron con anticuerpos frente a vimentina
(verde) y B-tubulina (rojo) o mediante tincion con faloidina (rojo) para detectar F-actina y Hoechst (azul)

para detectar nucleos (B).

5.3.1.2. Expresién transitoria de NDRG1 T346A.

Para determinar el papel de la fosforilacion de NDRGI1 en la Thr346 en el mecanismo de
apMNKQ?2, se expres6é de forma transitoria la forma mutada no fosforilable en la Thr346 de
NDRGI (T346A) con un plasmido pCDNA3. Como control de la sobreexpresion se realizaron
ensayos transfectando el plasmido con la forma wild type (NDRG1 WT) y para mimetizar el efecto
de apMNKQ?2, se incluy¢ la forma mutada NDRG1 T346D. Los plasmidos se co-transfectaron con
apMNKQ2 a 70 y 140 nM, obteniéndose tinicamente niveles adecuados de sobreexpresion a 70
nM.

En primer lugar, se comprobo la sobreexpresion de NDRG1 en células MDA-MB-231 y la ausencia
de deteccion de la fosforilacion en la Thr346 en las formas mutadas. Como se muestra en la Figura
40A, la sefial de inmunodeteccion del anticuerpo fosfoespecifico de la Thr346 normalizada frente
a B-actina es detectada con mayor intensidad en las muestras que sobreexpresan T346A respecto
a la forma endogena de NDRGI (células transfectadas con pCDNA3), lo que sugiere que el
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anticuerpo tiene reactividad cruzada con otros residuos fosforilados de NDRGI1, probablemente
con las treoninas 356 y 366, dada la alta homologia de estas regiones. Los niveles de fosforilacion
son mas aproximados a los de NDRG1 enddgeno en el caso de T346D (Figura 40A), por lo que el
hecho de expresar esta mutacion impide parcialmente que la forma sobreexpresada de NDRGI se
fosforile en los otros residuos detectados por el anticuerpo. En presencia de apMNKQ2 (70 nM)
los niveles de sobreexpresion detectados son inferiores a los que muestran las células
transfectadas sin aptamero (Figura 40B). Respecto a los niveles totales de NDRGI (enddgeno y
sobreexpresado en conjunto), la proporcién de NDRGI fosforilado es menor para la forma WT en
comparacion con la forma endogena (Figura 40C), por lo que no todo el NDRG1 sobreexpresado
se fosforila en la misma proporcion que el endégeno. La transfeccion con apMNKQ?2 produce un
incremento de entre 2.5 y 3 veces de la fosforilacion de NDRGI sobreexpresado y enddgeno a
pesar de las mutaciones en la Thr346 (Figura 40C). Estos resultados indican que el incremento de
la fosforilacion inducido por apMNKQ?2 podria producirse también en las treoninas 356 y 366,
también descritas como residuos fosforilables por SGK1 (384).

En ensayos de herida, las mutaciones en la Thr346 no afectan a la capacidad de migracion en
presencia o ausencia de apMNKQ?2 (Figura 40C), lo que sugiere que, individualmente, este
residuo no tiene relevancia en los procesos de migracion y en el efecto de apMNKQ2. La ausencia
de fosforilacion en este residuo aparentemente promueve la fosforilacion de otros residuos
detectados por el anticuerpo, por lo que, a pesar de la mutacion, se mantiene parcialmente el
estado fosforilado de NDRGI, lo que limita el estudio de su implicacion en los procesos de

migracion.
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Figura 40. Inmunodetecciéon de NDRG1 y su fosforilacion en las formas WT mutadas T346A y 346E. La
sobreexpresion transitoria de NDRG1 WT, T346A y T346E (A, B) y su estado de fosforilaciéon (A, C) se
cuantificé6 mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con los plasmidos individualmente
(1 pg por pocillo de p6) y co-transfectadas con los plasmidos y apMNKQ?2 a 70 nM durante 24 h. Las graficas

representan la media + SEM de 3 ensayos independientes expresados en porcentaje respecto al control. La

migracidn celular se evalud en ensayos de herida realizados 24 h después de la co-transfeccion de los
plasmidos y apMNKQ2 (70 nM), tomando fotos a Oh y 12 h tras la realizacién de la herida (D). Las graficas

representan la media + SEM del porcentaje de herida cerrada en 3 ensayos independientes.
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6. Estudio de las -6micas en células de mama tratadas con apMNKQ2

6.1. Estudio del proteoma: andlisis de los niveles de expresién diferencial de

proteinas en células tratadas con apMNKQ2 por técnicas proteédmicas

Los cambios en el perfil de expresion de proteinas en células MDA-MB-231 transfectadas con
apMNKQ2 durante 24 h respecto al control de células transfectadas con lipofectamina se
determinaron mediante 2D-DIGE. Las intensidades de fluorescencia de Cy3 y Cyb5 se digitalizaron
(Figura 41A) y las diferencias en el marcaje observado, correspondientes a cambios en los niveles
de expresion de proteinas, fueron cuantificadas para cada spot mediante analisis de variacion
bioldgica (BVA). Los spots con la misma intensidad para Cy5 y Cy3 se representan en amarillo en
la Figura 41B y se corresponden con unos niveles de expresion similares entre las condiciones
analizadas (control y apMNKQ?2), mientras que los spots de proteinas con niveles de expresion
diferencial entre ambas condiciones presentan cambios en el ratio de fluorescencia, de manera
que spots con mayor marcaje Cy3 aparecen en verde y aquellos con mayor senal Cy5, en rojo. Se
observd una variacion en el ratio de fluorescencia de 22 spots. Estos 22 spots se corresponden con
22 proteinas que muestran niveles de expresion diferencial en células tratadas con apMNKQ2, y
fueron seleccionados para su identificacion mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.
Entre los 22 spots se detectaron incrementos en los niveles 16 proteinas (eEF2, STIP1/G6PD,
Albiminas bovinas, CCT8/CCT5, hnRNPK, PGAM1, PSMB2, Prdx6, RIOK2, Anexina AS5,
Anexina A2, cofilina, GLO1) y disminuciones en 6 proteinas (eEF2, talinal, y actina, CCT?2,

PGAM]I, estatmina) respecto al control.
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Figura 41. Expresion diferencial de los niveles de proteinas entre células tratadas con apMNKQ?2 y células
control. Imagenes representativas de un gel 2D-DIGE con marcaje Cy3 (Control transfectado con
lipofectamina), Cy5 (apMNKQ2 400 nM), Cy2 (control interno) (A) y de la superposicién de las sefiales Cy3
y Cy5 y su respectiva tincion con azul de Coomassie (B), sobre los que aparecen redondeados los spots que
mostraron diferencias en el ratio de fluorescencia; en rojo aquellos que mostraron un incremento de la sefial
Cy5 y en verde aquellos en los que se detecté un incremento en Cy3. En la parte superior de la imagen, en

horizontal, se representa la escala de PI y en vertical, la escala de peso molecular (MW).

126



Resultados

En la Tabla 6 se recoge la identificacion de las proteinas contenidas en los spots que mostraron
diferencias entre las dos condiciones experimentales y en la Figura 42 la variacion de la expresion

de dichas proteinas de acuerdo a su marcaje de fluorescencia en la 2D-DIGE.

Tabla 6. Identificaciéon de proteinas moduladas por apMNKQ2. En la primera columna se muestra el
numero identificativo de cada spot seguido del nombre completo de la proteina y gen, el nimero de acceso
en Uniprot, la masa molecular y el punto isoeléctrico tedricos, el score de la identificacion (p < 0.05 para un

valor > 50) y el porcentaje de cobertura de la secuencia de la proteina identificada.

M
Y Acceso ’a.sa PI Cobertura
Spot Identificacion . tedrica , . | Score o
Uniprot tedrico (%)
(Da)
2705 Factor de elongacién 2 (EEF2), Homo sapiens P13639 96246 6,41 184 28
2706 Factor de elongacién 2 (EEF2), Homo sapiens P13639 96246 6,41 203 27
5803 Talina-1 (TLN1), Homo sapiens Q9Y490 271766 5,77 576 31
7809 | Actina citoplasmatica 2 (ACTG1), Homo sapiens P63261 42108 5,31 122 33
Fosfoproteina inducida por estrés 1 (STIP1), P31948 63227 6,40 121 33
3501 Homo sapiens
Glucosa—6—fosfato-desh1c.lrogenasa (G6PD), Homo P11413 50675 6,39 120 o7
sapiens
4501 Subunidad beta de la proteina 1 del complejo T P78371 57794 6,01 185 40
(CCT2), Homo sapiens
5505 Albumina (ALB), Bos taurus P02769 71244 5,82 134 39
5506 Albumina (ALB), Bos taurus P02769 71244 5,82 249 48
6501 Albumina (ALB), Bos taurus P02769 71244 5,82 238 49
6503 Albumina (ALB), Bos taurus P02769 71244 5,82 143 39
Subunidad theta de la protemall del complejo T P50990 60153 540 153 37
(CCT8), Homo sapiens
6506 Subunidad épsilon de la proteina 1 del complejo
P4864 4 27
T (CCT5), Homo sapiens 8643 60089 545 85
Ribonucleoproteina heterogénea nuclear K
7505 P61978 51230 5,39 96 30
(HNRNPK), Homo sapiens
1202 Anexina A2 (ANXA2), Homo sapiens P07355 38808 7,57 121 41
2105 | Fosfoglicerato mutasa 1 (PGAM1), Homo sapiens P18669 28900 6,67 181 66
2106 Subunidad beta del pro’feasoma (PSMB2), Homo P49721 22993 6,51 118 40
sapiens
3103 | Fosfoglicerato mutasa 1 (PGAM1), Homo sapiens P18669 28900 6,67 93 53
3107 Peroxirredoxina-6 (PRDX6), Homo sapiens P30041 25133 6,00 97 35
i ina- i i RIO2 (RIOK
7101 Serina/treonina-proteina quinasa 02 (RIOK2), QUBVS4 63699 5,66 64 16
Homo sapiens
8202 Anexina A5 (ANXAS), Homo sapiens P08758 35971 4,94 216 47
3005 Cofilina-1 (CFL1), Homo sapiens P23528 18719 8,22 116 53
6003 Estatmina (STMN1), Homo sapiens P16949 17292 5,76 87 47
8103 Lactoilglutation hasa/Glyoxalasa I (GLO1), 004760 20992 512 58 ”
Homo sapiens
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Figura 42. Variacion de la expresion de proteinas 24 h tras la transfecciéon con apMNKQ?2. La escala de
colores indica el ratio de variacién respecto a la condiciéon control, mostrandose en colores rojos un

incremento de la expresion y en verde una disminucion (* p< 0.05).

Todas las proteinas identificadas son de origen humano a excepcion de la albiimina, de origen
bovino y cuya presencia puede deberse al suero fetal bovino incluido durante el cultivo celular.
Las células tumorales en cultivo internalizan la albimina como fuente de aminodcidos y energia

(386,387), lo que explica su presencia en los lisados de las células MDA-MB-231.

Dos de los spots seleccionados, el 3501 y el 6506, dieron lugar a la identificacion significativa de
dos proteinas diferentes (la fosfoproteina inducida por estrés y la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa) y dos subunidades del mismo complejo proteico (subunidades theta y épsilon
de la proteina 1 del complejo T), respectivamente. Se trata de proteinas con una masa molecular
y un PI similar que no se han separado en la electroforesis bidimensional y aparecen formando
parte del mismo spot. En estos casos, una de las proteinas contenida en el spot individualmente o

ambas en su conjunto podrian contribuir al cambio en el ratio de fluorescencia observado.

Todas las proteinas identificadas mantienen una masa molecular cercana a la tedrica, a excepcidon
de la quinasa RIO2, que presenta un peso de aproximadamente 25 kDa, siendo su peso tedrico de

63 kDa. Por tanto, podria tratarse de una forma procesada de la proteina.

Por otro lado, dos de las proteinas identificadas, el factor de elongacion 2 (eEF2) y la fosfoglicerato
mutasa (PGAMI1), aparecen en dos spots con el mismo peso molecular pero distinto punto
isoeléctrico, lo que sugiere que apMNKQ?2 induce un cambio en modificaciones postraduccionales
de la proteina que alteran su PI. Una tercera proteina, la cofilina, aparece incrementada en un PI
cercano a 6, inferior a su PI tedrico (8.22), por lo que también podria tratarse de un cambio en sus

modificaciones postraduccionales.

6.1.1. Estudio de la expresion de proteinas identificadas mediante

inmunodeteccién

Los cambios en los niveles y en las modificaciones postraduccionales de algunas de las proteinas
identificadas por espectrometria de masas se identificaron por inmunodeteccion en las mismas

muestras utilizadas para realizar la 2D-DIGE.
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Se detecté un incremento de 1.26 veces en la expresion de Anexina 2 en lisados de células
transfectadas con apMNKQ2 (Figura 43A), que coincide con el incremento de 1.3 veces
determinado en el andlisis por 2D-DIGE. Por otro lado, la subunidad beta de la proteina 1 del
complejo T (TCP1), que constituye una de las 8 subunidades de la chaperonina TRiC/CCT (CCT2)
(388), se encuentra levemente disminuida en presencia de apMNKQ?2 (Figura 43B), al igual que

ocurre en la deteccion por 2D-DIGE (0.87 veces en ambos casos).

La subunidad épsilon (CCT5), que forma parte del spot 6506, no presenta unos niveles
incrementados en el analisis por western blot (Figura 43C), por lo que el incremento observado
en la 2D-DIGE podria corresponderse con la subunidad theta (CCT8), también identificada en el
spot.

La cofilina, una proteina de union a actina que regula la dindmica del citoesqueleto de actina, es
fosforilada en la Ser3, dando lugar a la forma inactiva de la proteina (389). En células tratadas con
apMNKQ2 se observo un incremento de la fosforilacion de la cofilina en la Ser3 (Figura 43D) y
una tendencia a la disminucion de sus niveles (Figura 43E). El aumento de la fosforilacion de la
cofilina podria explicar el incremento detectado en los geles 2D-DIGE de una forma acida de esta

proteina.

La fosforilacion inhibitoria de eEF2 en la Thr56 impide su interaccion con los ribosomas,
inhibiendo la fase de elongacion de la traduccion (390). Dada la relevancia de la fosforilacion en
este residuo, se utilizd6 un anticuerpo fosfoespecifico para determinar si cambios en esta
fosforilacion son los responsables de la variacion en el punto isoeléctrico de eEF2 observada en la
2D-DIGE. Se observo una disminucion de la fosforilacion con apMNKQ2 en las cuatro muestras
(Figura 43F), que se corresponde con el incremento de la forma basica de la proteina y la
disminucién de su forma 4cida observada en los geles 2D-DIGE. Sin embargo, dicha disminucion
no se observd en otras muestras tratadas con apMNKQ2 (datos no mostrados) y tampoco en
alicuotas de las mismas muestras utilizadas en la 2D-DIGE conservadas en un paso previo a la
concentracion de proteina (Figura 43F, lisados originales), donde se aprecié un incremento de la
fosforilacion. Estos resultados sugieren que el procesamiento posterior de las muestras produjo la
pérdida de la fosforilacion de eEF2 en la condicion tratada con apMNKQ?2. Para descartar una
afectacion global del estado de fosforilacion por el procesamiento de las muestras, el
mantenimiento de otras fosforilaciones y sus variaciones con apMNKQ2 (elF4E, NDRG1 y

cofilina) se confirmaron en los lisados originales y en los lisados concentrados (Figura 43G).
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Figura 43. Inmunodeteccion de proteinas identificadas en 2D-DIGE. La expresion de anexina (A), CCT2
(B), CCT5 (Q), cofilina fosforilada (Ser3) (D), cofilina niveles (E) y eEF2 fosforilado (Thr56) (F) se determiné
por western blot en los lisados de células MDA-MB-231 transfectados con apMNKQ2 (400 nM) y su
respectivo control utilizados en los ensayos 2D-DIGE. Adicionalmente, la expresion de eEF2 fosforilado
(Thr56) (F), cofilina fosforilada (Ser3), eIF4E fosforilado (Ser209) y NDRGI P (Thr346) (G) se determiné en
los lisados utilizados en los ensayos 2D-DIGE (lisados concentrados) y en los mismos lisados antes de la

concentracion de proteina (lisados originales) (** p< 0.01, *** p< 0.001 respecto al control).

6.1.2. Andlisis de interacciones y clasificacién funcional de las proteinas
identificadas

El andlisis de las interacciones y el enriquecimiento funcional entre las proteinas identificadas se
realizé con el programa STRING version 11.5, excluyendo la albimina (Figura 44). Se obtuvieron
un total de 33 interacciones, significativamente mayor (p = 8.44e-13) que el numero de
interacciones esperadas (7) para un conjunto del mismo tamano de proteinas aleatorias, lo que

indica que las proteinas identificadas estdn conectadas en grupos con funciones bioldgicas
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asociadas. El enriquecimiento funcional de las proteinas identificadas en base a las categorias de
GO de procesos biologicos, funcion molecular y componentes celulares (391) se muestra en la
tabla 1 del Anexo.

RIOK2

Proteostasis

Metabolismo

Muy alto (0.9)
. ——— Alto(0.7)
Citoesqueleto Medio (0.4)

Figura 44. Interacciones entre las proteinas moduladas por apMNKQ?2. Cada nodo representa una de las
proteinas identificada con un color aleatorio y las lineas que conectan los nodos representan las asociaciones
entre proteinas que contribuyen a una misma funcioén. El grosor de las lineas representa el nivel de confianza

de la asociacién, como se muestra en la leyenda.

En la Figura 44 se aprecia la formacion de 3 redes principales conectadas entre si. Una de las redes
mas diferenciada incluye enzimas metabdlicas, entre las que se encuentran una enzima glicolitica
(PGAM]1) (335), la enzima limitante de la ruta de las pentosas fosfato (G6PD) (392), una enzima
antioxidante y que participa en el metabolismo de lipidos (prdx6) (393) y una enzima del sistema
de detoxificacion del metilglioxal y otros metabolitos (GLO1) (394).

La red compuesta por un mayor numero de proteinas estd relacionada con el control de la
proteostasis celular e incluye subunidades de la chaperonina TRiC/CCT (CCT2, CCT5, CCT8)
(388), 1a co-chaperona STIP1 (395), el factor de elongacion eEF2, que media el movimiento de los
ribosomas durante la elongacion (390) , la subunidad 8 del proteasoma (PSMB2), involucrada en
la degradacion proteolitica (396), y una ribonucleoproteina (hnRNPK), que participa en el
metabolismo del mRNA(54).

Por ultimo se diferencia otro conjunto de proteinas que tiene relacion con el citoesqueleto, entre
las que se encuentran componentes estructurales basicos como la y actina (397) o la talina, que
conecta el citoesqueleto con las integrinas de la membrana (398), proteinas que regulan la
despolimerizacion de los filamentos de actina (cofilina) (389) y de los microtabulos (estatmina)
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(399) y dos anexinas (A5 y A2), implicadas en multiples funciones celulares, como la regulaciéon
del citoesqueleto de actina (400).

La tinica proteina que no presenta interacciones con ninguna otra es RIOK2, una quinasa que

participa en la maduracion de la subunidad 40S del ribosoma (401).

6.1.3. Determinacién de la actividad fosfoglicerato mutasa

La PGAM es un enzima glicolitica que cataliza la conversion de 3-fosfoglicerato (3-PG) a 2-
fosfoglicerato (2-PG) y cuya actividad se encuentra regulada a nivel postraduccional a través a de
fosforilaciones (335) y acetilaciones (336) que incrementan su actividad. Para comprobar si los
cambios observados en el punto isoeléctrico de la PGAM1 en la 2D-DIGE se podrian corresponder
con modificaciones postraduccionales de este tipo, se determind la actividad catalitica de la
PGAM en lisados de células transfectadas con apMNKQ2, dada la ausencia de anticuerpos
fosfoespecificos.

El vanadato, utilizado en nuestro tampon de lisis celular como inhibidor de fosfatasas, actia como
un inhibidor de la actividad de la PGAM (402). La inhibiciéon de la actividad PGAM a las
concentraciones de ortovanadato usadas en el tampdn de lisis celular se comprobd en ensayos
enzimaticos con PGAM1 recombinante en presencia o ausencia de este compuesto (Figura 45A).
Por ello, la cuantificacion de la actividad PGAM tras el tratamiento con apMNKQ?2 se realizé en
células MDA-MB-231 lisadas con tampén de lisis con y sin ortovanadato (Figuras 45B).
Independientemente de la presencia de ortovanadato, apMNKQ?2 inhibe de forma leve pero
significativa la actividad de PGAM a las dos concentraciones utilizadas, lo que concuerda con una

disminucion de las modificaciones postraduccionales de la enzima.
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Figura 45. ApMNKQ?2 inhibe la actividad PGAM. (A) Actividad enzimatica de distintas unidades (U) de
PGAMI1 recombinante en presencia de tampoén de lisis (TLC) con o sin ortovanadato sédico 1 mM (Cf = 15
uM) (OV). La actividad se representa como la disminucion de la absorbancia a 340 nm a lo largo del tiempo
en un ensayo representativo. (B) Actividad PGAM en 20 ng de lisado de células MDA-MB-231 obtenido 24
h después de la transfecciéon con dos concentraciones de apMNKQ2 en presencia o ausencia de
ortovanadato. Los gréficos de barras representan la media + SEM de la actividad de la PGAM1 de 4 0 5
ensayos independientes en porcentaje respecto al control (** p <0.01, respecto al control, **®p < 0.01, **® p

<0.001, respecto a células transfectadas con P29).
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6.1.4. Modulacién de la fosforilacién en la ser3 de la cofilina

La cofilina se encuentra sobreexpresada en una amplia variedad de tumores y se ha relacionado
con un peor prondstico y con metdstasis, ya que promueve la migracion a través de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina. En su forma activa, la cofilina corta los filamentos de
actina e induce su despolimerizacion. La fosforilacion en la Ser3 inhibe la actividad de la cofilina,
lo que supone una estabilizacion de los filamentos de actina (F-actina) y una disminucion de la
actina globular (G-actina) y, en consecuencia, una disminucion de la dindmica de renovacién del
citoesqueleto de actina (389). La fosforilaciéon se ha relacionado mayoritariamente con una
inhibicion de la capacidad de migracién de células tumorales (403—407). Para determinar si esta
fosforilacién tiene alguna relevancia en el efecto antimigratorio de apMNKQ2 en las MDA-MB-
231, se sobreexpresaron de forma transitoria con el plasmido pcDNAS3 las formas wild type (WT),
no fosforilable (53A) y que mimetiza el estado fosforilado (S3D) de la cofilina en combinacién con
apMNKQ?2 a 140 nM y se realizaron ensayos en el sistema Transwell y heridas.

La sobreexpresion de la cofilina se comprob6 mediante western blot a las 24 h. En la mayoria de
ensayos se produjo un incremento en la expresion de las distintas formas de la cofilina de entre
1.5 y 2 veces la expresion enddgena. Sin embargo, en presencia de apMNKQ?2 los niveles de
cofilina enddgenos disminuyeron significativamente y en algunos casos la transfeccion con los

plasmidos no fue suficiente para recuperar los niveles cofilina (Figura 46A).

Se observo una disminucion de la migracion en Transwell (Figura 46B) y en heridas (Figura 46C)
en todas las condiciones que incluian apMNKQ?2, pero no se produjeron cambios significativos en
la migracion en las células transfectadas tinicamente con los plasmidos con la cofilina WT o los
mutantes. La transfeccion simultanea con el plasmido que expresa la cofilina S3A amortigué de
forma leve pero significativa la inhibicion de la migracion con apMNKQ?2 en los ensayos en
Transwell pero no en la migracion por herida, lo que sugiere una involucraciéon parcial de la

fosforilacion de este residuo de la cofilina en el efecto antimigratorio de apMNKQ2.
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Figura 46. La expresion de la cofilina S3A reduce parcialmente el efecto inhibitorio de apMNKQ2 sobre
la migracion en Transwell. (A) La sobreexpresion transitoria de NDRG1 WT, S3A y S3E se cuantificd
mediante western blot en células MDA-MB-231 transfectadas con los plasmidos (1 pg por pocillo de p6) y
co-transfectadas con los plasmidos y apMNKQ?2 a 140 nM durante 24 h. Las graficas representan la media +
SEM de entre 3 y 5 ensayos independientes expresados en porcentaje respecto al control. La migracion
celular se evalud en ensayos en el sistema Transwell (B) y mediante heridas (C) realizados 8 h después de
la transfeccion de apMNKQ?2 (140 nM) y de 1 pg (por pocillo de p6) de plasmido vacio (pcDNA3) o con el
cDNA de las distintas formas de la cofilina (WT, S3A y S3E) y la co-transfecciéon de apMNKQ?2 y los
plasmidos. La migracion en el sistema Transwell se evaluo a las 24 h y se representa como la media del
numero de células migradas + SEM de entre 3 y 5 ensayos expresados frente al control. La migracion en los
ensayos de herida se evalud a partir de las fotos tomadas a las Oh y 12 h tras la realizacién de la herida. La

grafica representa la media + SEM del porcentaje de herida cerrada en 4 ensayos independientes.

6.2. Estudio del transcriptoma y translatoma: anélisis de la expresién diferencial
de mRNA:s en células tratadas con apMNKQ2 por RNAseq y Riboseq

La implicacion de MNK en progresion tumoral se ha relacionado mayoritariamente con el control
de la traducciéon de diversas proteinas relevantes en cancer. Los cambios en el conjunto de
proteinas traducidas en presencia de apMNKQ?2 a 400 nM (translatoma) se analizaron mediante
un perfil de ribosomas, basado en la secuenciacion de los fragmentos de mRNA protegidos por
los ribosomas (Riboseq). Puesto que el nimero de RPFs de los transcritos de un gen vienen

determinados no solo por su tasa de traduccion sino también por los niveles de expresion de su
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mRNA, se realizé en paralelo una cuantificacion de mRNAs totales por RNAseq, que permitio
obtener informacion de la modulacién del transcriptoma por apMNKQ2. Los ensayos de RN Aseq
y Riboseq se realizaron a tiempos cortos (4 y 8 h) con el objetivo de identificar los efectos mas
tempranos de apMNKQ2 que finalmente den lugar a una induccion de la apoptosis, inhibicion de
la proliferacion, migracion, etc. observada a tiempos mas largos. En primer lugar, se valido el uso
de estos tiempos para realizar un estudio del translatoma comprobando la ausencia de una
afectacion global de la traduccion con un marcaje con puromicina a las 4 y 8 h, aunque se observo
una ligera disminucion a las 8 h (Figura 1 Anexo). En estos estudios también se detecté una

disminucion global de la traduccién a las 24 h con apMNQ2.

Los datos del analisis generado en la secuenciacion de las librerias de los RPFs se recogen en la
Tabla 7. A pesar de que el nimero de lecturas que pasan los filtros de tamafio y calidad es
adecuado para realizar el analisis de la expresion diferencial (408) y que el tamarnio medio de los
fragmentos, entre 28 y 30 nucleoétidos, concuerda con lo esperado para los RPFs (409), el nimero
de secuencias que se corresponden con genes del genoma humano es muy inferior al esperado, lo
que no permite continuar con el estudio de los datos. Puesto que dificilmente puede tratarse de
una contaminacion de otros RNAs, ya que tampoco se observaron coincidencias con los genomas
de otras especies, es probable que se trate de un error en la generacion de las librerias o una
degradacion del RNA posterior a los analisis de calidad realizados tras la extraccion del RNA
(Figura 2 Anexo), donde se pudo observar una poblacion mayoritaria de fragmentos de RNA de

entre 25 y 30 nucledtidos para la todas las muestras.

Tabla 7. Analisis Riboseq. En la tabla se muestra para cada muestra el nimero de lecturas inicial, el nimero
de lecturas filtradas, el tamafio medio de las secuencias y el nimero y porcentaje de lecturas que se alinearon

con el genoma humano en una tnica posicion (alineamiento tinico) o en mas de dos posiciones (alineamiento

multiple).
Muestra | N°lecturas inicial | N° lecturas filtradas Tama.n ° Ahnfaafmento Allntfarfuento
medio unico multiple
C4h1 1636 290 767 173 30.9 209 (0.03%) 2661 (0.35%)
C4h2 1480 222 688 207 29.8 199 (0.03%) 2363 (0.34%)
C4h3 1561 353 761 241 27.7 257 (0.03%) 2669 (0.35%)
Q2 4h1 1680 413 784 308 29.2 164 (0.02%) 4858 (0.62%)
Q24h2 1597 182 827 001 29.3 296 (0.04%) 2733 (0.33%)
Q2 4h 3 1513 329 774 779 30 271 (0.03%) 2195 (0.28%)
C8h1l 1636 290 966 330 29.5 452 (0.05%) 3680 (0.38%)
C8h2 1480 222 808 220 28.2 433 (0.05%) 4895 (0.61%)
C8h3 1561 353 605 883 30.1 143 (0.02%) 2818 (0.47%)
Q28h1 1150 181 631 367 30.2 233 (0.04%) 2576 (0.41%)
Q28h2 1864 273 959 708 30.6 282 (0.03%) 4352 (0.45%)
Q28h3 1595 872 756 744 31.7 153 (0.02%) 4193 (0.55%)

Los datos obtenidos en la secuenciacion del RNA total permitieron realizar un andlisis de la
expresion de los mRNAs entre las condiciones control y apMNKQ2 a 4 y 8 h. Se considerd como
expresion diferencial aquellos transcritos con un cambio en su expresion (log2foldchange)
superior a 1.5 o inferior a -1.5 y una significancia (p adj) inferior a 0.01. La comparacién de los

datos obtenidos por RNAseq entre el control y las células tratadas con apMNKQ?2 durante 4 h no
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mostro cambios significativos a excepcion de 3 transcritos que se incrementan (Figura 47A). Entre
las muestras control y tratadas con apMNKQ?2 a 8 h se identificaron 482 transcritos expresados
diferencialmente, de los cuales 383 presentaron una disminucion de la expresion (Figura 47B).
Solo se encontraron cambios en la expresion de 4 transcritos entre los controles a los dos tiempos

de estudio (Figura 3 Anexo). El niimero total de lecturas y la distribucion de las muestras se

muestran en el anexo (Figuras 4 y 5 del Anexo).

A

Figura 47. Expresion diferencial de genes entre células control y tratadas con apMNKQ?2 durante 4 h (A)
y 8 h (B). Los puntos verdes representan aquellos transcritos con una menor expresién en las células tratadas
con apMNKQ?2, mientras que los puntos rojos representan los transcritos sobreexpresados con apMNKQ2.
Los puntos grises representan los genes cuya expresion no varia respecto al control de acuerdo a los criterios
seleccionados (p adj < 0.01 y | log2FoldChange!| > 1.5). La identidad de los genes con mayor expresion
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diferencial se muestra en la grafica. El eje de las X muestra el cambio en la expresion de cada transcrito

respecto al control en log2 y el eje de las Y el valor de p corregido en —log10.

Con el objetivo de asociar las variaciones en los niveles de mRNA con rutas de sefializacion y
procesos biologicos alterados por apMNKQ2 se realizé un andlisis de enriquecimiento de los
transcritos con expresion diferencial en las bases de datos GO, KEGG y Reactome. Los andlisis de
enriquecimiento se llevaron a cabo por separado para los genes cuya expresiéon aumenta y
disminuye para incrementar la fuerza estadistica en la identificacion de grupos (410). Los genes
sobreexpresados no mostraron enriquecimiento significativo en ninguna categoria de GO ni en
las rutas de senalizacion de KEGG o Reactome, a diferencia de los genes que presentaron una
disminucién de su expresion en presencia de apMNKQ2 (Figura 48).

El andlisis de GO identificé 34 categorias de procesos bioldgicos significativas (p adj < 0.05)
enriquecidas, pero ninguna para las agrupaciones de componentes celulares y funciones
moleculares. Los 10 términos GO para procesos biologicos que contienen mayor nimero de genes
se muestra en la parte superior de la Figura 48. Entre los procesos biologicos, destacan la
regulacion de la angiogénesis, migracion e inflamacion y las cascadas de sefalizacion por MAPK,
que concuerdan con el efecto antitumoral de apMNKQ?2. Respecto a las rutas de sefializacion, se
identificaron en total 18 rutas KEGG enriquecidas, de las cuales se muestran las 10 mas
significativas en la Figura 48, y dos rutas en Reactome. En relacion con el papel antitumoral de
apMNKQ?2 se podria destacar el enriquecimiento de la ruta de sefializacion de las MAPK, TNF y
la categoria de desregulacion transcripcional en cancer, que incluye un conjunto de factores de
transcripcion que contribuyen en procesos oncogénicos. La clasificacion completa con todas las

categorias significativas de las tres bases de datos se muestra en la tabla 2 del anexo.
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Figura 48. Analisis de enriquecimiento en GO, KEGG y Reactome. El andlisis de enriquecimiento se realizé
para los genes que presentaron una p adj <0.01 y un log2FoldChange > 1.5. En la figura se muestra el término
que identifica cada categoria de GO, KEGG o Reactome y el nimero de genes que disminuyen con

apMNKQ2 y encajan en dicha categoria. El color muestra el grado de significancia de cada enriquecimiento.

Las interacciones entre las proteinas codificadas por los genes diferencialmente expresados en
presencia de apMNKQ?2 se analizaron mediante la herramienta web NetworkAnalyst. El
programa generd una red con los genes de expresion disminuida, denominados genes semilla
(verde), las interacciones entre ellos y con otros genes que sirven para conectar funcionalmente
algunos de los genes de expresion disminuida (gris) (Figura 49A). Como se muestra en la Figura
49A, un elevado nimero de los genes identificados tiene relacion entre si. En el caso de los genes
sobreexpresados no se obtuvo una red de conexiones con un numero suficiente de interacciones
directas entre los genes diferencialmente expresados y tnicamente se obtuvieron redes en torno
a genes conectores como el de la ubiquitina. Con el objetivo de visualizar de forma mas clara
aquellos genes que constituyen los nucleos de interaccion del conjunto general de proteinas se
realizé una representacion de orden cero, que mantiene iinicamente los grupos de genes semilla
que interaccionan directamente entre si. Entre las representaciones obtenidas, la que incluy6 un
mayor numero de genes se muestra en la Figura 49B. Esta red esta constituida en torno a los
factores de transcripcion c-Jun, JunB, c-Fos, proteina de respuesta de crecimiento temprano
(EGR1), c-Myc y el represor transcripcional proteina 6 del linfoma de células B (BCL6).
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Figura 49. Interacciones entre las proteinas codificadas en los transcritos cuyos niveles se reducen con
apMNKQ2. Cada nodo representa un gen y las aristas, las interacciones que hay entre ellos. En verde se
representan los genes con expresion disminuida (genes semilla), con tonalidades mas oscuras para aquellos
con una mayor diferencia de expresidn, y en gris se representan otros genes que sirven de conectores entre
los genes semilla. (A) Representacion de ForceAtlas para el total de genes cuya expresion esta disminuida
(B) Representacion de Fruchterman-Reingold para el conjunto de genes cuya expresion esta disminuida y
presenta un mayor numero de interacciones entre si. Se destacan en negrita y subrayado los genes con mas
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La determinacién de la diana de un farmaco y su mecanismo de accién se considera un aspecto
clave en el desarrollo farmacoldgico actual, a pesar de no ser un requisito para iniciar ensayos
clinicos o para que su uso terapéutico sea aprobado por las agencias estatales regulatorias. Prueba
de ello es el desconocimiento de la diana o mecanismo de accion completo de entre el 7 y el 18%
de farmacos que se utilizan en clinica (411), como por ejemplo el litio en el tratamiento del
trastorno bipolar (412). Sin embargo, el estudio de las interacciones del farmaco y las alteraciones
que produce a nivel molecular puede aportar grandes beneficios durante la validacion terapéutica
de nuevas moléculas y prevenir que sea retirado una vez haya alcanzado estados avanzados de
las fases clinicas. Conocer la diana y el mecanismo de acciéon del farmaco puede facilitar su
dosificacion, siempre que se pueda monitorizar el efecto sobre la ruta o actividad de la diana, y
puede mejorar la resolucién de los ensayos clinicos al centrarlos en aquellos pacientes con
determinadas alteraciones moleculares que ofrezcan una mayor respuesta, enfocando el farmaco
hacia una medicina personalizada (412,413). Incluso si la diana putativa y el mecanismo de acciéon
ya estan establecidos, estudios moleculares y funcionales adicionales pueden ayudar a identificar
posibles efectos adversos debido a uniones inespecificas a otras proteinas o nuevos mecanismos

de sefializacion en los que se encuentren involucradas la diana o las proteinas off-target (414).

El efecto antitumoral de apMNKQ2 se ha demostrado en lineas y modelos animales de cancer de
mama (321), pulmon (322) y pancreas (datos pendientes de publicar). Con el objetivo de avanzar
en la fase preclinica de apMNKQ?2 y profundizar en su eficacia, durante el desarrollo de esta tesis
se ha determinado el efecto de apMNKQ?2 sobre distintos marcadores moleculares y rutas de
senalizacion con relevancia en cancer, los cuales, en algunos casos, se han podido relacionar con
cambios fenotipicos y en las propiedades tumorales de células de mama. El mecanismo de accion
de apMNKQ2 se ha tratado de determinar mediante la combinacion de varias estrategias, entre
las cuales se encuentra la manipulacion genética de las potenciales dianas y proteinas implicadas
en la actividad de apMNKQ?2 y la generacion de perfiles de expresion genéticos y de proteinas,

que han permitido inferir rutas de senalizacion y proteinas moduladas (Figura 50).

1. Modulacién de los sustratos de MNK, rutas de apoptosis, proliferacién y

migracién por apMNKQ2

1.1. Efecto de apMNKQ2 sobre las MNKs y sus sustratos

La forma mas directa de determinar la inhibicién de la actividad de MNK1 por apMNKQ?2 en el
contexto celular es a través del estudio de los niveles de fosforilacion de sus sustratos. Todos los
inhibidores de MNK descritos hasta el momento afectan a su actividad quinasa y reducen la
fosforilacion de eIF4E, ya sea por una inhibicion directa de su actividad -catalitica
(183,198,204,24,148,201,202,205,206,207,224) o porque actuan potenciando la degradacion de
MNK, como ocurre con las retinamidas (87,163,222) y los derivados de galeterona (219,221,270).
La tinica excepcién son los andlogos de ferroceno obtenidos a partir de la adicion de un grupo

feroceno a un inhibidor de MNK derivado de tienopirimidina, que no afectan a fosforilacion de
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elF4E, pero tienen efectos antitumorales, probablemente asociados a la citotoxicidad del grupo
ferroceno mas que a la inhibicién de MNK (209).

En el caso de apMNKQ2 no se produce una disminucion del estado de fosforilacion de los
sustratos hnRNPA1 y spry2 (Figuras 10 y 11), pero si se observa una disminucion de la
fosforilacion de elF4E a tiempos largos, a partir de las 16 h del inicio del tratamiento (Figura 9).
En aquellos estudios donde se proporciona informacion acerca de la cinética de la fosforilacion de
elF4E en presencia de otros inhibidores de MNK la disminucion de la fosforilacion se produce de
forma casi inmediata; a la hora para MNKI-57 (161), SEL201 (203) y BAY1143269 (224) o a la media
hora para CGP57380 (164), ETC-168 (78) o EB1 (217) en lineas celulares e in vivo en el caso de la
cercosporamida (198). Sin embargo, en nuestro caso se observa un incremento de la fosforilacion
alas4 h que vuelve alos niveles basales a las 8 h. Este incremento se produce tanto con apMNKQ?2
como con P29, lo que indica que se trata de un mecanismo inespecifico que puede estar
desencadenado por la entrada de un DNA exdgeno en el interior celular que active una respuesta
inmune innata (415). Es posible que el reconocimiento de estos fragmentos por parte de proteinas
sensores de DNA active la senalizacion por MAPK temporalmente e incremente la fosforilacion
de elF4E (416). De acuerdo con esta idea, se ha demostrado que uno de los principales
componentes de la sefalizacion de sensores de DNA citosolico (cGAS-STING) activa la

sefalizacién por MAPK, aunque se desconoce el mecanismo y relevancia (417,418).

La ausencia de disminucion de la fosforilacion de los otros sustratos de MNK confirmaria una
limitada inhibicion de la actividad catalitica de MNK por parte de apMNKQ?2, si bien se trata de
sustratos cuya fosforilacion no ha sido ampliamente estudiada y para los cuales la fosforilacion
de MNK parece ser relevante inicamente bajo un determinado contexto celular que no se ha
abordado en los ensayos realizados en esta tesis: senescencia celular (57), situaciones de estrés
osmotico (56) o el uso de linfocitos T activados (55), en el caso de hnRNPA1, o la activacion de la
senalizacion de ERK por factores de crecimiento, en el caso de spry2 (51,52). En situaciones
basales, es posible que la actividad de MNKI1 no determine el estado de fosforilacion de estas
proteinas ni su actividad o que solamente MNK2 tenga relevancia en este papel (52). Conforme
con esta teoria, en nuestro modelo de estudio la mayor parte de hnRNPA1 se encuentra localizado
en nucleo y en un estado desfosforilado. Su fosforilacion se incrementa ligeramente en células
tratadas con apMNKQ?2, lo cual dificilmente puede relacionarse con una inhibicion de la actividad
de MNKI. Las MNKSs no son las tinicas quinasas capaces de fosforilar a hnRNPA1, por lo que el
efecto observado podria relacionarse con cambios en la actividad de otras quinasas como la
subunidad catalitica quinasa dependiente de DNA (DNA-PKcs), AKT o la quinasa relacionada
con vaccinia (VRK1) (54,419).

Aparentemente se produce un incremento de la fosforilacion de spry2 a las 24 h respecto a su
control en presencia de apMNKQ?2, contrario al efecto esperado para una inhibicion de la
actividad de MNK. Sin embargo, los niveles de fosforilacién de spry2 tienden a descender a
medida que se incrementa el tiempo de incubacion, disminuyendo en menor medida en las
condiciones tratadas con apMNKQ?2, lo que da lugar a la diferencia de niveles de fosforilacion
observada entre control y apMNKQ?2 a las 24 h. La fosforilacion de los residuos de Ser/Thr del
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dominio rico en serinas, asociadas a los cambios en la movilidad electroforética de spry2,
responde a la estimulacion por factores de crecimiento, incrementandose tras la estimulacion con
EGF (51) pero disminuyendo con FGF (363), aunque en otros casos no se han observado
variaciones en la movilidad electroforética en presencia o ausencia de EGF o suero (52). Los
cambios en la composicién del medio de cultivo a lo largo del tiempo o la continua duplicaciéon
de las células control, ralentizada en células tratadas con apMNKQ2, podrian dar cuenta de estas
diferencias. Al igual que ocurre con hnRNPA1, spry2 puede ser fosforilada por otras quinasas en

el dominio rico en serinas, las cuales pueden ser responsables de los cambios observados (420,421).

Por otro lado, las fosforilaciones en el dominio rico en serinas se han relacionado con la estabilidad
y degradacion de spry2 (421). En nuestro caso, las variaciones en el estado de fosforilacion de
spry2 no dan lugar a cambios significativos en sus niveles, aunque tienden a incrementarse con
apMNQ2. Estos resultados sugieren que la fosforilacion en las MDA-MB-231 podria promover la
estabilidad de la proteina, como se ha descrito previamente en células CHOK1 (51),

contribuyendo a la limitacion de la actividad de la ruta de ERK.

ApMNKQ2 podria afectar a la fosforilacion de los otros dos sustratos de MNK (PSF y cPLA2),
cuyo estudio no se ha abordado en el desarrollo de este trabajo, pero que podrian tener relevancia
en el efecto antitumoral del aptdmero. Ensayos de fosfoproteémica, planteados como
continuacion de esta tesis, permitirdn en un futuro obtener informacién a gran escala de los

cambios en la fosforilacion de proteinas inducidos por apMNKQ2.

Temporalmente, la disminucion de la fosforilacion de eIlF4E coincide con una disminucion de los
niveles de MNK1a (Figura 12). Esta disminucion no tiene lugar a nivel transcripcional y no es
consecuencia de una alteracion de los niveles de miRNAs reguladores de MNK1a (Figura 13). En
presencia de un inhibidor del proteasoma (MG132), apMNKQ2 no produce la disminucion de los
niveles de MNK1, lo que sugiere que apMNKQ?2 funciona como un degradador de MNK1 (Figura
14). En ese caso, apMNKQ2 podria actuar facilitando la interaccion entre MNKI1 y una ubiquitina
ligasa, promoviendo su ubiquitinizaciéon y su consecuente degradacion por el proteasoma. Sin
embargo, el propio MG132 reduce los niveles de MNKIla, aunque en menor medida que
apMNKQ2. Es posible que tanto apMNKQ?2 como MG132 afecten a la expresion de MNK1a por
el mismo mecanismo (por ejemplo, inhibiendo su traduccion) de una forma no aditiva, de manera
que al combinar apMNKQ2 y MG132 no se consiga una mayor reduccion de los niveles de MNK1a
que con ambos compuestos por separado. En otros estudios donde se evaltia la actividad de la
retinamida VNLG-152 (223) o galeterona (270) como degradadores de MNK en presencia de
MG132 no se ha descrito una disminucion de MNK1 con MG132, a pesar de utilizar la misma linea
celular (MDA-MB-231) y misma concentracion de MG132 (223). El mecanismo por el cual los
derivados de retinamida y galeterona inducen la degradacion de MNK se desconoce, aunque si
se ha demostrado que existe una interaccion directa entre VNLG-152R y MNK1 (162). En el caso
de VNLG-152, la disminucidn de los niveles de MNK1 se produce a las 12h, lo que concuerda con
nuestros resultados (87). Futuros estudios sobre la vida media de MNKT1 utilizando inhibidores

de la traduccion como la cicloheximida o mediante el andlisis de la ubiquitinizaciéon de MNK1
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permitiran confirmar la relevancia del sistema de degradacion por el proteasoma en el mecanismo
de apMNKQ2.

Ademas de los derivados de retinamidas y galeteronas, otros inhibidores de MNK producen
alteraciones en los niveles de las MNKs, como ETC-168, que produce un incremento del mRNA y

proteina (78) o CGP57380, que puede producir una disminucion de su expresion (177).

La disminucién de los niveles de MNKIa se tratod de relacionar con los efectos antitumorales de
apMNKQ2 sobreexpresando de forma transitoria MNK1a hasta recuperar los niveles iniciales de
MNKT1, pero no se evidenciaron cambios en la inhibicién de la migracion o viabilidad ejercida por
apMNKQ2 (Figura 15). El hecho de que la sobreexpresion transitoria de MNK no afecte a la
viabilidad o migracién puede deberse a una baja eficacia de transfeccion, de manera que pocas
células capten el plasmido, aunque se observe un incremento global de los niveles por
inmunodeteccion. De forma similar, en datos obtenidos en nuestro laboratorio (422) se demostrd
que la transfeccion transitoria de MNK1a no contrarresta el efecto inhibitorio de CGP57380 sobre
la viabilidad celular en las MDA-MB-231, a diferencia de la sobreexpresion estable de MNKIa.
Igualmente, la sobreexpresion estable de MNK1a o MNKI1b es capaz de contrarrestar el efecto
inhibitorio de apMNK2F, aptamero parental de apMNKQ?2, sobre la viabilidad celular (320),

aunque la sobreexpresion en el caso de MNK1b promueve la viabilidad celular por si misma (68).

Por otro lado, en la linea MDA-MB-231, la variacién de los niveles de MNK1a de forma individual
podria no ser relevante para la viabilidad celular. De acuerdo con esta hipdtesis, el silenciamiento
parcial de MNK1a, manteniendo intactos los niveles de MNK1b en la linea MDA-MB-231, no
afecta a la viabilidad celular, a diferencia de lo que ocurre en la linea MCF7, donde tanto MNK1a
como MNKI1b se encuentran disminuidas (Figura 16 y 17). Estos ensayos podrian reflejar la
relevancia de la isoforma MNK1b sobre MNK1a en la viabilidad celular de las lineas de cancer de
mama, como se ha descrito previamente (68). Sin embargo, el silenciamiento de MNK1 en la linea
MDA-MB-231 produce un incremento del mRNA de MNK2a y MNK2b, que no tiene lugar en las
MCEF?7. Este mecanismo compensatorio podria ser el responsable de la ausencia de inhibiciéon de
la viabilidad celular tras el silenciamiento de MNKI1 en la linea MDA-MB-231. El incremento en
la expresion de MNK2 no se ha comprobado a nivel de proteina, por lo que existe la posibilidad
de que los niveles de MNK2 permanezcan estables a pesar del incremento de su mRNA. Algo
similar ocurre en la linea LPS141 de liposarcoma, donde el silenciamiento de MNK1 incrementa
los niveles de mRNA de MNK2 de forma significativa, aunque en menor medida que en nuestro
caso, sin que se refleje en los niveles de proteina (78). Por otra parte, el silenciamiento individual
de MNK?2 afecta mayoritariamente a la isoforma MNK2b en ambas lineas celulares. A pesar de
que MNK2b se ha descrito como protumoral respecto a MNK2a (83), no se produjo una
disminucién de la viabilidad en ninguna de las dos lineas, lo que indica que MNK2 podria no ser
critica para la supervivencia de estas lineas de cancer de mama. El silenciamiento de MNK2
produce un incremento de la expresion de MNK1a por mecanismos desconocidos (175), que en
nuestro caso no tiene lugar, por lo que no puede contribuir al mantenimiento de la viabilidad
observado. El silenciamiento parcial de las MNKs y la ausencia de anticuerpos limita los

resultados y conclusiones que se pueden extraer de estos ensayos. La implementacion de técnicas
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para delecionar los genes de MNK1 y MNK2 mediante CRISPR/Cas9 permitira discernir la
relevancia de estas proteinas, mecanismos compensatorios entre ambas y su papel sobre la
viabilidad de las lineas utilizadas. El bajo rendimiento en el silenciamiento de MNK1, que
conserva ciertos niveles de MNKla y MNKIb, podria explicar que apMNKQ2 mantenga su
inhibicion sobre la viabilidad en presencia de los siRNAs e incluso que se potencie dicha
inhibicion en las MCF?7.

1.2. Efecto de apMNKQ2 sobre la apoptosis

Los efectos de apMNKQ?2 sobre la viabilidad celular se podrian asociar principalmente a una
induccion de la apoptosis, ya que los cambios en los niveles de dos de las proteinas
antiapoptoticas reguladas por MNK, MCL1 y XIAP, se producen de forma temprana, alas4y 8 h
respectivamente, aunque ambas parecen estar reguladas a distintos niveles (Figura 18). La
expresion del mRNA de las dos proteinas a 4 h tiene una alta variabilidad que no permite
determinar cambios claros, mientras que a las 8 h se observa una tendencia a la disminucién de
MCL1 y al incremento de XIAP. Ademas, los estudios de degradacion por el proteasoma indican
que MCL1, al menos parcialmente, esta regulada a este nivel, a diferencia de XIAP (Figuras 19 y
20). Por tanto, XIAP parece estar regulado a nivel traduccional, mientras que MCL1 estaria
regulado a nivel transcripcional y de su estabilidad, a falta de confirmar de forma directa

alteraciones en la traduccién de ambas proteinas.

La disminucion de MCL1, crucial para la supervivencia de diversas lineas celulares (243), se ha
demostrado con multiples inhibidores de MNK a las 24 h, aunque en algunos casos también se ha
descrito una reduccion temprana de los niveles (a las 4 h con merestinib (212) o ETC-168 (78) o a
las 12h con CGP57380 (174), aunque siempre acompafnada de una bajada de la fosforilacion de
elF4E y, para algunos inhibidores, de una alteracién de su traduccion (212,78). Sin embargo, una
disminucién de elF4E fosforilado no produce necesariamente una disminucién de MCL1, como
ocurre en la linea de liposarcoma LPS141 con ETC-168 (78) o en la linea de mama BT474 con
CGP57380 (251). Puesto que los cambios en MCL1 y XIAP con apMNKQ?2 son previos a la
variacion de la fosforilacion de elF4E a las 16 h, el mecanismo por el cual apMNKQ2 produce
estos cambios parece ser independiente del eje MNK/eIF4E. Como mecanismo alternativo a eIF4E
de MNK, apMNKQ2 podria regular la traduccion de XIAP de forma dependiente de IRES
(423,424), ya que hasta el momento no se ha determinado a que nivel se produce la regulacion de
XIAP por MNK (246). En el caso del control de la estabilidad de MCL1 por apMNKQ?2, las MNKSs
se han vinculado con la estabilidad de otras proteinas como la vimentina, de manera que en
presencia de MG132 se atentia la disminucion de vimentina que produce el inhibidor MNK-I1 de
un modo similar a los niveles de MCL1 tras combinar MG132 y apMNKQ?2 (148). El control de los
niveles de MCL1 podria estar regulado por apMNKQ?2 a través de su fosforilacion en la Thr163,
la cual estabiliza MCL1 en células tumorales y se ha asociado con la actividad de ERK (367,425),
por lo que MNK podria estar involucrada en este proceso.
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1.3. Efecto de apMNKQ2 sobre la proliferacién

Los efectos de apMNKQ2 sobre la proliferacion son limitados y no han sido estudiados en
profundidad en nuestro laboratorio. ApMNKQ?2 produce alteraciones en el ciclo celular en
algunas lineas de cancer de mama (321) y pulmon (322), aunque no se observa un patrén comun
a todas ellas y en general los efectos son sutiles. A nivel molecular, a tiempos largos (16-24 h) se
produce una disminucion de los niveles de tres proteinas reguladas por MNK implicadas en
proliferacion (ciclina D1, B-catenina y CDK2) (Figura 21 y 22), que coincide con la inhibicion de la
fosforilacién de eIF4E y por tanto podria relacionarse con una inhibicién de la actividad canénica
de las MNKs por apMNKQ?2 y una disminucién de la capacidad de proliferacion celular. A
tiempos cortos, se han identificado cambios en el marcador de ciclo celular CDK2 fosforilado
(Tyr15), que comienzan a disminuir a partir de las 4 h (Figura 22). CDK2 tiene un papel relevante
en la progresion del ciclo hacia las fases S y M y no es esencial en el desarrollo embrionario, pero
si se ha asociado con el crecimiento tumoral de distintos tipos de cancer (426). La CDK2 se activa
durante la fase GI1 tardia tras la union de la ciclina E o A, y alcanza un estado completo de
activacion tras ser fosforilada en la Thr160 (426), siendo los niveles maximos de fosforilacion
durante las fases S y G2 (372). La fosforilacion en Tyr15, inhibidora de la actividad quinasa,
también es maxima durante las fases Sy G2 (372) y tiene un papel relevante en el control de la

degradacion de la ciclina E y en el mantenimiento de la estabilidad gendmica en la fase S (427).

No existe una bibliografia extensa que relacione la disminucién de la fosforilacion en la Tyr15 de
CDK?2 con las fases del ciclo celular, aunque se ha determinado que, al igual que ocurre con la
Tyr15 de CDKI1, la fosfatasa CDC25 desfosforila estos residuos en ambas proteinas al final de la
fase G2 y la mitosis temprana (372,373,426), siendo, en el caso de CDKI1, un paso necesario para
la entrada en la fase de mitosis (428). Dada la alta homologia entre CDK1 y CKD?2 y su fosforilacion
en sitios analogos (372,426) no se puede descartar que la inmunodeteccion se esté produciendo
también sobre CDK1, de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial que proporciona el
anticuerpo frente a CDK2 fosforilado. La disminucién de la fosforilacion de la Tyrl5 de CDK1 se
ha observado con compuestos como el nocodazol (429), paclitaxel (429,430) o el 2-metoxiestradiol
(431), que producen una parada mitdtica. Los cambios producidos por apMNKQ2 sobre la
fosforilacion en la Tyrl5 indicarian alteraciones del ciclo en esta fase. Un incremento en la
fosforilacion en la Serl0 de la histona H3 corroboraria la parada mitética (375) inducida por
apMNKQ2. Aunque no se ha podido determinar este cambio con certeza en las MDA-MB-231, si
se ha demostrado su incremento en lineas de cancer de pancreas derivadas de xenoinjertos de

paciente (datos no mostrados).

Ademas de su papel en ciclo celular, CDK2 se activa en respuesta a diversos estimulos apoptdticos
(432,433), de manera que una disminucién de la fosforilacion en CDK2 se ha relacionado con la
induccién de apoptosis con compuestos como el MG132 (434) o la estaurosporina (435), por lo que
es posible que los cambios observados con apMNKQ?2 sean consecuencia de la induccion de la
apoptosis y no de cambios en la distribucién del ciclo celular. Ademas, el incremento de la
fosforilacion en Ser10 de la histona H3 también se produce en respuesta a estimulos de muerte
(436).
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La disminucion de MCL1 y la desfosforilacion de CDK2 se han observado a los mismos tiempos
tras el tratamiento con apMNKQ2, por lo que la alteraciéon de marcadores apoptoticos y de ciclo
celular tiene lugar de forma paralela. En algunos estudios se ha demostrado que la apoptosis
puede inducirse durante la parada mitética a través de la modulacién postraduccional de MCL1
(437-439), de manera que el tratamiento con nocodazol o paclitaxel, que afectan a la dindmica de
los microtibulos produciendo una parada mitdtica, disminuye los niveles de MCL1 alas 4-8 h, de
forma concomitante con una desfosforilacion de la Tyrl5 de CDK1 y de forma dependiente del
proteasoma (437). Si bien apMNKQ?2 podria tener un mecanismo de accion similar, la modulacion
del ciclo celular por apMNKQ?2 debe ser determinada en mayor profundidad. A diferencia de
MCL1, los niveles de XIAP se mantienen durante las distintas fases del ciclo celular y no
disminuyen ante una parada mitotica (440), lo que sugiere la existencia de otros mecanismos

proapoptoticos de apMNKQ2.

Una de las rutas de senalizacion claves en la proliferacion y supervivencia celular es la ruta de
mTORCI. Algunos estudios han demostrado la regulacion de la actividad de mTORC1 por MNK
(160,161,164,165), mientras que en otros casos no se ha observado ningin cambio en la
senalizacion por mTORC1 en presencia de inhibidores de MNK (25). Una posible explicacion a
estas discrepancias puede ser el uso de diferentes lineas y contextos celulares o el uso de diferentes
inhibidores de MNK cuya especificidad por las MNK no ha sido completamente demostrada,
como ocurre con el CGP57380. Con los datos obtenidos acerca de la modulacion de la fosforilacion
de los sustratos de mTORC1 en presencia de apMNKQ2 no se ha podido confirmar una
modulacién de la actividad de mTORCI. Los efectos de apMNKQ?2 podrian reflejarse sobre otros
sustratos de mTORC1 o detectarse inicamente en situaciones que impliquen un incremento de la
actividad de MNKT1 (25) que favorezca la interaccion directa entre MNK y mTORC1 (164). A pesar
de que no se observa una disminucion de la fosforilacion en la ser65, determinante para que la
interaccion de 4EBP1 y elF4E sea incompatible (36), apMNKQ?2 incrementa la asociacion entre
ambas, tanto en presencia como en ausencia de everolimus (Figura 26). ApMNKQ2 disminuye
levemente la fosforilacion en la Thr37/46 (Figura 27), la cual funciona promoviendo las sucesivas
fosforilaciones de 4EBP1 (441). Esta fosforilacion reduce la afinidad por elF4E, pero no impide su
interaccion (36), por lo que otros residuos fosforilables de 4EBP1 que pueden modular la
interaccion entre 4EBP1 y elF4E, como la Thr70 o la Ser83, podrian verse alterados con apMNKQ2
(36). Por otro lado, teniendo en cuenta que MNK fosforila y se asocia con elF4G (23,40), apMNKQ2
podria afectar a la interaccion de elF4G con elF4E, aumentando la disponibilidad de este tltimo.
Como se ha descrito para otros inhibidores de esta interaccion (442), el incremento en la
disponibilidad de eIF4E favoreceria la asociacion con 4EBP1, ya que 4EBP1 y elF4G interaccionan

con la misma region de elF4E.

Aunque no se ha podido establecer una regulaciéon directa de la actividad de mTORC1 por
apMNKQ?2, si se ha demostrado la utilidad del aptdmero como herramienta para potenciar los
efectos antitumorales de everolimus, al igual que ocurre con otros inhibidores de MNK
(69,160,165,170,171,174,176,177,179,180,161). Los efectos sinérgicos de apMNKQ2 sobre la
viabilidad celular (Figura 23) pueden relacionarse con el bloqueo del incremento de la

fosforilacion de eIF4E, a través de la inhibicion de la actividad de MNKT1, y de la fosforilacion de
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AKT (Figura 24). La modulacién de la fosforilacion de AKT por apMNKQ?2 es diferente en el
estado basal, donde produce un leve incremento, y tras la estimulacion de la fosforilaciéon de AKT
por rapamicina, donde produce una disminucion. De acuerdo con ensayos en MEFs KO para
MNK1/2, las MNKs no estan involucradas en el incremento de fosforilacion de AKT tras la
inhibicion de mTORC1 y tinicamente mediarian el incremento de la fosforilacion de eIF4E (170).
Sin embargo, en algunos casos, como en lineas de cancer de pulmon de célula no pequefia se ha
demostrado que la inhibicién de MNK con CGP57380 es capaz de reducir la fosforilacion de AKT
en presencia de rapamicina (75), al igual que apMNKQ2, mientras que en células HeLa CGP57380
incrementa la fosforilacion de AKT y no bloquea el incremento inducido por rapamicina (195).
Otros autores sugieren que la fosforilacion de elF4E en células de leucemia incrementa la
actividad de AKT, aunque se desconoce el mecanismo, y que la inhibicion con CGP57380
disminuye su actividad (213). De forma contraria, también se han publicado estudios que indican
que la inhibicion de las MNKSs promueve la sefalizacion por AKT; el silenciamiento de MNK1,
MNK?2 o ambas en células HeLa, incrementa los niveles de DEPTOR, que a través de la inhibicion
de mTORCT activa AKT (164). Por tanto, el papel de MNK en la modulacién de AKT no esta claro

y parece ser altamente dependiente del contexto celular (25)

Otros mecanismos de resistencia a everolimus pueden estar relacionados con los incrementos en
la expresion de XIAP y ciclina D1. El control de los niveles de XIAP y Ciclina D1 por apMNKQ?2,
ya sea a través de la regulacion de su traduccion dependiente de cap por elF4E o dependiente de
IRES, favorecida en presencia de rapamicina (187-189), se refleja en el bloqueo del incremento de
sus niveles que induce everolimus (Figura 25), lo que puede contribuir al efecto sinérgico

observado.

1.4. Efecto de apMNKQ2 sobre la capacidad metastésica

Ademas de tener un papel relevante en supervivencia y proliferacion, las MNKs se han
relacionado con las capacidades de migracion e invasion y la EMT en cancer, determinantes para
el desarrollo de metastasis. Entre las propiedades antitumorales de apMNKQ2 destaca la
inhibicion de procesos de migracion e invasion, tanto in vitro en distintas lineas celulares y en un
modelo de induccion de la EMT por TGFf, como in vivo (321). La relevancia de MNK en la
induccién de la EMT por TGFB se ha demostrado con el silenciamiento de las MNKs y con
diversos inhibidores como CGP57380 o BAY1143269 (125,224). A nivel molecular, apMNKQ2
inhibe la EMT inducida por TGFp en las células MCF10A, de acuerdo a la expresion de N-
cadherina, MMP2 y de los factores de transcripcion ZEB1 y Slug (Figuras 29, 31 y 32). La
regulacion de ZEB1 por MNK se ha comprobado en lineas de cancer de pancreas con
aproximaciones genéticas y el empleo del inhibidor CGP57380 (269), mientras que la relacion
entre MNK y Slug se ha establecido en lineas de prodstata tras el silenciamiento de MNK1 (270) y
en presencia de los degradadores de MNK derivados de retinamida y galeterona
(162,163,219,221,270). El mecanismo de inhibicion de la EMT por apMNKQ?2 podria estar basado,
por tanto, en la modulacion de estos factores de transcripcidn, que a su vez controlan la expresion
de marcadores mesenquimales y epiteliales (267,268). Curiosamente, apMNKQ2 produce un

incremento de los niveles de Snail, a pesar de que diversos estudios han demostrado que MNK
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regula positivamente la expresion de Snail a nivel traduccional (125,72,270,224,162,
163,219,221,270). Los factores de transcripcidon involucrados en la EMT se encuentran regulados
entre si a través de diferentes mecanismos que no atin no han sido establecidos y que parecen
depender del tipo celular y del contexto de senalizaciones activas (443). En nuestro modelo, la
reduccion de los niveles de proteina de ZEB1 y Slug podria explicar el incremento de Snail a nivel
de mRNA y proteina como un mecanismo compensatorio, del mismo modo que ocurre en células
de cancer oral y carcinoma hepatocelular tras el empleo de siRNA de Slug y ZEBI,
respectivamente (444,445). Uno de los mecanismos de autorregulacién mas estudiado consiste en
el incremento transcripcional de ZEB1 por Snail en respuesta a TGFf (443). Por otro lado, los
niveles de Slug se incrementan con la sobreexpresion de Snail o ZEB1 en una linea epitelial
mamaria (446), aunque también se ha descrito que Snail reprime la transcripcion de Slug en
células tumorales (444,447). En células MCF10A tratadas con ApMNKQ?2 y TGEFp este tipo de
regulacion positiva entre los EMT-TFs podria estar produciéndose a nivel transcripcional, ya que
se observa un incremento de los niveles de mRNA de ZEB1 y Slug (Figura 30). Sin embargo, los

niveles de proteina disminuyen, lo que indica que apMNKQ?2 acttia a nivel postranscripcional.

Snail actiia como un represor de la transcripcion de E-cadherina (448), por lo que los niveles
elevados de esta proteina podrian asociarse con la disminucion de E-cadherina a nivel de mRNA
y proteina que tienen lugar en presencia de apMNKQ2 solo y en combinacién con TGFp. A pesar
de reducir los niveles de E-cadherina, marcador tipico epitelial, apMNKQ2 disminuye la
migracion inducida por TGFp. En la linea MCF10A, el silenciamiento de N-cadherina reduce la
movilidad celular en presencia de TGFf (449), mientras que la pérdida de E-cadherina resulta
igualmente en una pérdida de la movilidad (450), lo cual concuerda con el efecto inhibitorio de

apMNKQ2 sobre la migracion en paralelo a un descenso de los niveles de ambas cadherinas.

Resultados similares respecto a la expresion de ZEB1 y Snail a nivel de proteina y mRNA (figura
33) se han observado en la linea MDA-MB-231, la cual presenta un fenotipo mesenquimal y alta
capacidad de migracion. En lineas de cancer de mama mesenquimales ZEB1 funciona como el
principal factor de transcripcion en el mantenimiento de la EMT, mientras que otros factores como
Snail, Slug, ZEB2 o Twist tienen una relevancia menor, lo que destaca el papel de apMNKQ2 como

inhibidor de este proceso (446).

Otra proteina modulada por MNK que puede tener un papel relevante en migracion y metastasis
es NDRG1. ApMNKQ?2 produce un incremento de la fosforilacion de NDRGI a partir de las 8 h
sin afectar a sus niveles (Figura 34), a diferencia del inhibidor MNK-I1, que disminuye
indirectamente su fosforilacion e incrementa su expresion a nivel de proteina y a nivel de mRNA
en lineas de cancer de mama, entre las que se encuentran las MDA-MB-231. La disminucion de la
fosforilacion de NDRGT1 se ha validado también en MEF KO para MNK1 y dobles KO para MNK1
y MNK?2 y en ensayos con CGP57380 (24). Las discrepancias observadas pueden ser debidas a
diferencias en la capacidad para inhibir a las MNKs o a posibles efectos inespecificos de
apMNKQ2.

El incremento en la fosforilacion de NDRG1 con apMNKQ2 ocurre en paralelo a un aumento de

la expresion de SGK1 (Figura 35), cuya inhibiciéon farmacologica bloquea la fosforilacién de
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NDRGI1 (Figura 36). Estos resultados sugieren que apMNKQ2 modula la fosforilacion de NDRG1
a través de SGK1, a diferencia de los que ocurre con MNK-I1, que no afecta a los niveles de SGK1
(24).

La mayoria de estudios publicados sobre el papel de SGK1 en cdncer han demostrado su caracter
protumoral, modulando casi todos los aspectos del desarrollo tumoral y metastasis a través de la
modificacion postraduccional de proteinas y regulacion de la expresion génica de multiples rutas
de sefalizacion (451). SGK1 tiene una alta homologia con AKT, comparten algunos sustratos y
también es activada por la sefializacion de PI3K, aunque a diferencia de AKT, sus sustratos
especificos, entre los que se encuentra NDRG1, y funciones celulares no estan ampliamente
caracterizados (452). Su expresion se encuentra incrementada en la mayoria de tumores y en
general se ha asociado con un peor pronostico (451). De forma minoritaria, existen algunos
estudios en cancer de mama que han relacionado la menor expresion de SGK1 con una menor
supervivencia (453) y un incremento en su expresion como un factor de prondstico favorable
dentro de un panel de 38 genes (454). La expresion de SGK1 se estimula en respuesta a una amplia
variedad de estimulos como glucocorticoides, factores de crecimiento como el FGF o PDGF,
insulina, citoquinas como TNFa o TGFB, y diversos tipos de estrés celular como hipoxia, acidosis
metabdlica, radiacién ultravioleta, dafio en el DNA, estrés oxidativo, estrés osmotico etc.
(453,455,456). La induccion de la expresion de SGK1 por apMNKQ?2 podria estar relacionada con
la generacion de algun tipo de estrés celular o con la modulacion de la actividad de algunos
factores de transcripcion relacionados con la expresion de SGK1 como p53 o Sp1 (455) o de las
rutas de sefalizacion y moléculas involucradas en su control transcripcional (p38 MAPK, quinasas
RAF, ERK, AR, mTOR, YAP, c-Fms, AMP ciclico, ROS, éxido nitrico, etc.) (451,457). El incremento
en SGK1 se ha asociado con mecanismos de resistencia a quimio y radioterapias (458), por lo que
podria tener un papel similar para apMNKQ2. Sin embargo, en nuestro caso la inhibiciéon de SGK1
con GSK650394 (SGKi) tiene un efecto leve sobre la viabilidad celular de la linea MDA-MB-231
que no modifica el efecto inhibitorio de apMNKQ2 cuando ambos compuestos se combinan
(Figura 37).

En las lineas de cancer de mama T47D y MDA-MB-231 la sobreexpresion de SGK1 reduce las
capacidades de migracion e invasion, mientras que su silenciamiento tiene un efecto contrario,
aunque, a diferencia de lo que ocurre en nuestro caso, el incremento de SGK1 da lugar a una
sobreexpresion de NDRG1 (459). SGKi no afecta a la adhesion o la capacidad de migracion de la
linea MDA-MB-231 en situacion basal, como se ha descrito previamente (24), pero en presencia
de apMNKQ2 la inhibicién de la migracion y adhesion se revierten parcialmente al inhibir SGK1
(Figura 38), lo que sugiere que alguno de los sustratos de SGK1 (457) podria estar involucrado en

estos efectos antitumorales de apMNKQ?2.

El papel de NDRGI como supresor de metastasis en cancer de mama se ha demostrado en
diversos estudios (459-461). NDRGI1 controla multitud de procesos y rutas de senalizacion
importantes en cancer, aunque la relevancia de la fosforilacion de NDRG1 no se ha determinado
extensamente y no esta claro si tiene algtin papel en el control de la migracion. Algunos estudios

han relacionado el estado de fosforilacion de NDRGI1 con procesos relevantes en cancer, como la
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inhibiciéon de la senalizacion de NF-«B y la produccion de quimioquinas relacionadas con
angiogénesis e infiltracion de células del sistema inmune en cancer de pancreas, que se suprime
por la fosforilacion de NDRG1 en la Ser330 y la Thr346 (462,463). Por otro lado, la fosforilacion de
NDRGI1 varia a lo largo del ciclo celular y podria tener un papel relevante en la fase de mitosis
(464). El incremento de la fosforilacion de NDRGI1 durante la mitosis apoyaria la idea de una
parada mitotica con apMNKQ?2. Otros compuestos como los quelantes de hierro Dp44mT, DpCy
desferriozamina también inducen un incremento de la fosforilacion en la Ser330 y Thr346 en lineas
tumorales de prostata y pancreas (465,466) que podrian ser relevantes en el efecto antitumoral de

estos compuestos, aunque no se ha relacionado con ningtin proceso en concreto.

La disminucion de la fosforilacion de NDRG1 no parece ser relevante en la inhibicion de la
migracion de la linea MDA-MB-231 en el caso de MNK-I1, ya que ocurre de igual modo con o sin
el silenciamiento de NDRG1 (24). En nuestro caso, cuando se elimina la induccion de la
fosforilacion de NDRG1 por apMNKQ?2, los efectos inhibitorios sobre la migracion y adhesion se
reducen parcialmente (Figura 38) y los cambios sobre estructuras del citoesqueleto se ven
modificados (Figura 39). El papel en la inhibicion de la migracién e invasion tumorales de
NDRG], sin tener en cuenta su estado de fosforilacidn, se ha relacionado con la remodelacién del
citoesqueleto por distintos mecanismos, como la inhibicion de la polimerizacion de los filamentos
de actina y la formacion de las fibras de estrés al suprimir la sefializacion de ROCK1/pMLC2 (467),
la inhibicion de la formacion de adhesiones focales a colageno mediada por FAK/Paxilina (468) o
la inhibicion de filopodios regulando la activacion de CDC42 (469). Los efectos sobre las
adhesiones focales, las fibras de estrés y la inhibicion de la migracion y adhesion celular a colageno
se han observado también en presencia de las tiosemicarbazonas Dp44mT y DpC (467,468), que
inducen un incremento en la fosforilaciéon de NDRGI, por lo que ésta podria tener algin papel en

el efecto antimigratorio.

Como el incremento parcial de la migracion y adhesion causado por SGKi en células tratadas con

apMNKQ2 podria estar asociado con el control de la fosforilacion de NDRGI o con la modulacion
de otros sustratos de SGK1/2 (457), el papel concreto de la fosforilacion de NDRGI se trat6 de
estudiar en ensayos preliminares a través de la expresion transitoria de mutantes de NDRG1 en
el residuo fosforilable Thr346 (Figura 40). Sin embargo, los resultados obtenidos son limitados y
no han permitido esclarecer la relevancia de la fosforilacion de NDRGI en el efecto de apMNKQ2,
siendo necesaria la generacion de mutantes de NDRG1 en todos los residuos que podrian
fosforilarse por SGK1: Thr346, Thr356, Thr366 y Thr328, exceptuando la Ser330, también sustrato
de SGK1, pero que no se modifica con apMNKQ2 (datos no mostrados) (384).

Los mismos efectos de apMNKQ2 sobre NDRG1 y SGK1 se han observado en las MDA-MB-231
con sistemas basados en nanoparticulas de hierro para incorporar el aptamero al interior celular,

lo que verifica la capacidad de apMNKQ2 para inducir este mecanismo (470).
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2. Estudio de las -dmicas

2.1. Estudio del proteoma

Los estudios de expresion diferencial de mRNA y proteinas realizados por técnicas proteémicas
y RNAseq han permitido determinar de forma global los cambios moleculares que produce

apMNKQ2 a nivel del transcriptoma y proteoma (Figura 50).

En el andlisis diferencial de proteinas entre células control y tratadas con apMNKQ2 se
identificaron cambios en modificaciones postraduccionales (Cofilina, fosfoglicerato mutasa,
eEF2), incrementos de niveles de proteinas (STIP/G6PD, CCT8, hnRNPK, anexina A2, anexina A5,
prdx6, GLO1, RIOK2 PSMB2) y disminuciones (talina, CCT2, estatmina, y actina) (Figuras 41, 42
y Tabla 6).

La PGAMI1 se encuentra sobreexpresada en algunos tipos tumorales y promueve procesos de
proliferacion y metastasis (471). El papel de las modificaciones postraduccionales de la
fosfoglicerato mutasa en el efecto de apMNKQ?2 se establecio a través del estudio de su actividad
enzimatica en lisados celulares, ya que el incremento en el punto isoeléctrico observado podria
asociarse con la perdida de modificaciones postraduccionales y una consecuente disminucion de
la actividad enzimatica (336). Se observo una disminucion parcial de la actividad PGAM (Figura
45), que podria tener un papel en el mecanismo de apMNKQ2 reduciendo la capacidad celular de
obtener energia mediante la glicolisis y, con ello, la proliferacion celular (335,472), o ser parte de
una disminucion generalizada del metabolismo energético en una situacion de induccion de
apoptosis (473). La PGAMI1 también facilita la migracién en células tumorales de forma
independiente de su actividad catalitica mediante la interaccion con la a actina de musculo
esquelético (ACTAZ2) y la modulacion de los filamentos de actina en lineas de cancer de mama,
aunque no se ha determinado la relevancia de las modificaciones postraduccionales en estos

procesos (474).

La induccién de la expresién del resto de enzimas identificadas podria relacionarse con
mecanismos de compensacion frente a la induccion de un estado de estrés oxidativo y toxicidad
por apMNKQ2. Asi, el incremento de la G6PD podria favorecer la ruta de las pentosas fosfato y,
con ello, la generacion de NADPH para mantener el balance redox (392), mientras que la prdx6
sirve como defensa frente al estrés oxidativo, catalizando la reducciéon del peréxido de hidrogeno
(393). Por otro lado, la GLO1, junto a la GLO2, cataliza la conversion del metilglioxal, un
subproducto del metabolismo de la glucosa que se puede incrementar en situaciones de estrés
oxidativo (475), a D-lactato. De este modo se evita la toxicidad del metilglioxal asociada a la

glicacion de proteinas (394).

En el conjunto de proteinas identificadas que forman parte o regulan la dindmica del citoesqueleto
destacan la cofilina, la estatmina, la talina y la y actina. Todas ellas se encuentran sobreexpresadas
en algunos tipos tumorales, en general correlacionadas con peor pronostico (389,476-481), y su

disminucion da lugar a una menor capacidad de migracion e invasion (389,480-485). La
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disminucién en la talina, que constituye parte de las adhesiones focales, podria también
relacionarse con la disminucion de la capacidad de adhesion celular que produce apMNKQ2
(480), mientras que los efectos sobre la estatmina podrian asociarse con la pérdida de la estructura
y dindmica de los microtubulos y una parada mitdtica del ciclo celular (486). Ademas, la
disminucién de y actina también se ha relacionado con defectos en la mitosis que retrasan su
progresion (487) y con un incremento en la fosforilacion de la cofilina (485). En el caso de la
cofilina, los ensayos realizados indican que su fosforilacion en la Ser3 podria tener alguna
relevancia en los procesos de inhibicion de la migracion por apMNKQ2 (Figura 46). La expresion
estable de los mutantes de cofilina permitira confirmar la relevancia de la fosforilacién de este
residuo en el mecanismo de apMNKQ?2 y los estudios de las cascadas de sefializacion que regulan
el estado de fosforilacion de la cofilina permitiran identificar a que nivel se encuentra implicado
apMNKQ?2.

Entre las proteinas relacionadas con el citoesqueleto también se encuentran las anexinas A2 y A5.
La anexina A5, utilizada como un marcador de células apoptdticas por su traslocacion a la parte
externa de la membrana celular (488), también incrementa su expresiéon con compuestos que
inducen apoptosis como el cisplatino (489) o 2,4,3",5"-tetrametoxiestilbeno (490), por lo que en
nuestro caso puede ser reflejo de la induccion de muerte celular por apMNKQ?2. La anexina A2
tiene un papel relevante en el trafico de membrana y en la dindmica del citoesqueleto de actina
asociado a la membrana y se ha relacionado con mecanismos protumorales y antitumorales en
funciéon del tipo de cancer, aunque en cancer de mama promueve la progresion tumoral
mayoritariamente (488). Por otro lado, en la linea MDA-MB-231 la anexina A2 se ha relacionado
con la actividad de la cofilina, de manera que su silenciamiento se acompafia de una
desfosforilacion de la cofilina, una disminucion de la capacidad de endocitosis del receptor EGFR

y, en este caso, un incremento del nimero de metastasis (491).

El estrés proteotoxico, generado por la acumulacion de proteinas mal plegadas o aberrantes,
desencadena diversos mecanismos de resistencia que incluyen la expresion de chaperonas y
subunidades del proteasoma (492). La generacion de estrés proteotdxico en presencia de
apMNKQ?2 podria explicar el incremento de las chaperoninas CCT (493), que participan en el
plegamiento de aproximadamente el 10% del proteoma, incluyendo proteinas como la tubulina y
la actina (494), o de subunidades del proteasoma, como ocurre con otros compuestos como el
paclitaxel (495), el acido retinoico o el tridxido de arsénico (496). Por otro lado, la expresion de la
subunidad PSMB2 se incrementa tras la inhibicion de XIAP en células de leucemia, por lo que
dicho mecanismo podria desencadenarse igualmente con apMNKQ?2 (497). El aumento de los
niveles de hnRNPK también podria producirse como respuesta al dafio en el DNA (498) y
funcionar como un mecanismo de resistencia a la apoptosis (499). Por tltimo, el incremento en la
fosforilacion en la Thr56 de eEF2 inducido por apMNKQ2 sugiere una inhibicion de la traduccion
en la fase de elongacion (390), lo que concuerda con la disminucidon de la sintesis global de
proteinas observada 24 h tras el tratamiento con el aptamero (Figura 1 Anexo). La inhibiciéon de
la elongacion podria ser el resultado de la modulacion por apMNKQ2 de la actividad de la
quinasa de eEF2 (eEF2K) o de alguna de las proteinas y rutas involucradas en la regulacion de
esta quinasa (MAPKs, mTORCI, proteina quinasa activada por AMP (AMPK), calmodulina, etc.)
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o el resultado de un estado de baja energia producido por la alteracion de rutas metabdlicas u otro
tipo de estrés celular (500).

Ninguna de las proteinas identificadas tiene relacion directa con MNK1 en cancer de acuerdo a la
bibliografia, aunque las anexinas A2 y A5 se han identificado como proteinas reguladas por BDNF
de forma dependiente de MNKI1 en otro estudio proteémico en neuronas de ratén KO para MNK1
(140). Los cambios en los niveles de las proteinas identificadas, por tanto, pueden ser el resultado
final de rutas de senalizacion o procesos celulares alterados en presencia de apMNKQ2, como
situaciones de estrés oxidativo, induccion de apoptosis o la modulacion del citoesqueleto, sin ser
dianas directas de apMNKQ2. También podria tratarse del resultado de una senalizacion
independiente de MNK causada por apMNKQ2 o proteinas cuya relacion con MNK no se ha

establecido previamente.

Los analisis de expresion diferencial de proteinas mediante 2D-DIGE presentan algunas
limitaciones que pueden explicar la ausencia de deteccion de proteinas moduladas por apMNKQ2
identificadas previamente por inmunodeteccion, como MNKI1, MCL1 o XIAP. Entre estas
limitaciones destaca la baja sensibilidad para detectar proteinas con unos niveles reducidos de
expresion, que ademas pueden quedar enmascaradas por proteinas mas abundantes. Ademas,
proteinas de igual masa molecular y punto isoeléctrico comparten la misma localizacion en el gel,
lo que imposibilita la determinacion de la abundancia de cada una de ellas. Por otro lado, las
proteinas altamente hidrofdbicas, las de gran tamario y aquellas con puntos isoeléctricos extremos
presentan una baja resolucion en la 2D-DIGE que dificulta su deteccion (501). Por ultimo, hay
proteinas que no se marcan por Cys, como elF4E, y otras, como 4EBP2, cuyos péptidos no se
ionizan, por lo que no pueden identificarse por espectrometria de masas MALDI-TOFF (502).

2.2. Estudio del transcriptoma

Los analisis de enriquecimiento en rutas de sefializacion y procesos biologicos de la alteracion del
transcriptoma que produce apMNKQ2 han permitido organizar y dar contexto bioldgico al
conjunto de genes identificados (Figura 48). Algunas de las categorias que agrupan varios genes
identificados se relacionan directamente con los efectos antitumorales demostrados que produce
apMNKQ2 como la apoptosis o migracion celular. Entre los genes relacionados con migracion se
puede destacar la disminucién de la endotelina-1 (EDN1), un péptido vasoactivo cuya
senalizacion esta implicada en multiples aspectos de la progresion tumoral y metastasis (503,504)
la claudina-5 (CLDNS5), una proteina de las uniones estrechas celulares asociada con menor
supervivencia en cancer de mama (505,506), EphA2, receptor de las proteina de membrana efrinas
sobreexpresado en cancer de mama y relacionado con el desarrollo tumoral (507) o quinasas que
participan en diversas rutas de senalizacion relevantes en cancer como PKCe (PRKCE) (508) o
PI3Ky (PIK3CG) (509,510). Curiosamente, se produce una reduccion del mRNA de Snail (SNAI1),
que contrasta con los resultados de expresion de proteina y mRNA obtenidos a las 24 h, donde se
observa un incremento (Figura 33) y una disminucion del mRNA tanto de E-cadherina (CDH1)
como de N-cadherina (CDH?2).
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El elevado nimero de genes asociados con la categoria de GO de regulacion de la apoptosis
concuerdan con la idea de que los efectos de apMNKQ?2 sobre la viabilidad celular se podrian
asociar principalmente a una induccion de la apoptosis. Los genes regulados por apMNKQ?2
también estan relacionados con procesos de angiogénesis e inflamacion. El efecto de apMNKQ2
sobre la inflamacion atin no se ha determinado, mientras que el caso de la angiogénesis, se ha
observado una reduccion de la densidad vascular de tumores de células MDA-MB-231 en ratéon
(470). En la categoria de GO angiogénesis, destaca la disminucion de VEGFA y su receptor
VEGFR1 (FLT1), uno de los principales ejes moduladores de la vascularizacion tumoral (511) que
también se modifica en presencia de otros inhibidores de MNK (180,225,270).

En relacion con la inflamacion se observa un conjunto de genes que regulan la sefializacion de la
IL-10, IL-4, IL-13 e IL-17 y una menor expresion de los transcritos de las IL-1a, IL-1B, IL-6, IL12,
IL20 y la quimioquina CXCL2. Otros genes que también se encuentran regulados por apMNKQ2
y tienen un papel relevante en inflamacion, respuesta inmune y diversos aspectos de la progresion
tumoral son la ciclooxigenasa 2 (COX2), que contribuye a la carcinogénesis a través de la
sobreproduccion de prostaglandinas (512), y el factor de transcripcion BCL6, que se encuentra
amplificado en hasta el 50 % de tumores de mama y actia como represor de cientos de genes,
algunos implicados en la deteccion del dafio en el DNA o el control del ciclo celular (513). La
regulacion de algunas citoquinas como IL-1B e IL-6 se ha descrito previamente para otros
inhibidores de MNK (162,224,204) y, al igual que estos inhibidores, apMNKQ?2 podria funcionar

in vivo modulando el microambiente tumoral.

Respecto a las rutas de sefializacion moduladas por apMNKQ?2 se observa un enriquecimiento
componentes de la ruta de las MAPKs (Figura 7A anexo) que incluye genes que codifican
proteinas que inducen esta sefalizacion (VEGF (514), ephrina A2 (515), neurotrofina 3 (516),
interleuquinas (517), GADD45 (518)) y algunos de sus respectivos receptores (VEGFR1, EphA2),
las fosfatasas de MAPKSs (DUSP1, 5 y 6), para las cuales se ha descrito un papel tanto protumoral
como antitumoral (519) o Ras-GRF1, que facilita el intercambio de GTP/GDP de Ras (520), asi
como los factores de transcripcion c-Myec, c-Fos, c-Jun y JunB cuya expresion responde a la
sefializacion por MAPK (521-523).

En el caso de la sefalizacion por TNF (Figura 7B anexo), ademas de una disminucion de los
transcritos de miembros de la superfamilia del receptor de TNF como DcR2 (TNFRSF10D) o del
ligando OX40L (TNFSF4), se observa una disminucidon de genes cuya expresion se encuentra
regulada por TNF, como algunas interleuquinas, CXCL2, endotelinal o de nuevo los factores de
transcripcion c-Fos, c-Jun y JunB (524-526). La regulacion postraduccional de TNFo se ha
relacionado con la actividad de las MNKSs a través de dos de sus sustratos, hnRNPA1 y PSF, y sus
niveles se reducen en presencia de diversos inhibidores de MNK (162,204,224), por lo que
apMNKQ2 podria producir mediante este mecanismo la disminucién la sefializacién por TNF.

El andlisis de las interacciones entre proteinas indica que un nimero elevado de genes muestran

cierto grado de correlacion entre si para aquellos cuya expresion disminuyen con apMNKQ2

(Figura 49). Los factores de transcripcion que dependen de las rutas de MAPK y TNF (c-Mycg, c-
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Fos, c-Jun y JunB) constituyen los principales nodos de conexién observados en el conjunto de
genes con expresion disminuida por apMNKQ2, junto al factor de transcripciéon EGR1 y el
represor BCL6. ApMNKQ2 disminuye la expresion del mRNA de dos miembros de la familia de
factores de transcripcion Fos (c-Fos y FosB), otros dos de la familia Jun (c-Jun y JunB) y el factor
de transcripcién dependiente de AMPc 3 (ATE3), un miembro de la familia de elementos de
respuesta a AMPc (CREB). Las proteinas de estas familias forman dimeros que reciben el nombre
de proteina activadora 1 (AP-1), un protooncogén que regula la expresion de genes implicados en
proliferacion, supervivencia, migracion, invasion o angiogénesis. Por otro lado, ATF3 forma
homodimeros y heterodimeros con otras proteinas CREB y proteinas de union a
CCAAT/enhancer (C/EBP) y se ha relacionado con el control transcripcional de genes clave en
metabolismo, inmunidad y también oncogénesis. Estos factores de transcripcion se regulan por
multiples rutas de sefalizacién oncogénicas y se encuentran frecuentemente desregulados en
cancer (527-530). El gen EGR1 codifica la proteina 1 de respuesta al crecimiento temprano (EGR1),
cuya transcripcion se activa a través de la sefializacion por MAPK, concretamente ERK1/2. Se ha
relacionado con las etapas iniciales de progresion tumoral y participa en proliferacion, metdstasis,
angiogénesis y respuesta inmune. Sus mecanismos especificos se desconocen, aunque se han
asociado con la activacion transcripcional de ciclina D1, Slug, Snail, VEGFA, MMP1, MMP9, ZEB1

o B-catenina (531), algunas de las cuales se ven disminuidas a nivel de proteina por apMNKQ?2.

La capacidad de apMNKQ2 para modular la expresion de estos oncogenes claves en
supervivencia y proliferacion celular puede ser la responsable de los efectos antitumorales
observados en las distintas lineas celulares tras el tratamiento con apMNKQ?2. Por ejemplo, la
disminucion de ATF3 podria explicar la inhibicion de la migracion y EMT inducida por TGFp, ya
que se ha demostrado que, en lineas de cancer de mama, ATE3 se induce por TGEP y aumenta la
expresion de genes como Slug, Snail o Twist y con ello, las capacidades de migracion e invasion
(5632,533). TGFP induce la expresion de c-Fos, FosB y c-Jun, por lo que estos factores de

transcripcion también podrian participar en este proceso (534).

Dado que multiples genes se encuentran bajo el control transcripcional de estos factores de
transcripcion, la reduccion de su expresion con apMNKQ2 produce un impacto relevante sobre
el transcriptoma, disminuyendo la expresion de un nimero de genes mayor al esperado para un
inhibidor de MNKI, cuyas principales funciones se han descrito a nivel de la traduccion. Los
cambios a nivel del mRNA total pueden ser el resultado de cambios en la expresion génica o por
cambios en el procesamiento del mRNA y control de su estabilidad, procesos relacionados
previamente con MNK/eIF4E (49). El papel de MNK como regulador transcripcional no se ha
estudiado ampliamente, aunque algunos articulos recientes destacan la regulacion a nivel del
mRNA de ANGPTL o MMPs, por la expresion de la forma activa de MNKT1 (86), y de WEEL,
FOXM1 o E2F1, tras la inhibicién de MNK con ETC-168 o su silenciamiento, siendo los dos tltimos
factores de transcripcion que modulan un elevado nimero de genes, por lo que la inhibiciéon de

MNK podria tener igualmente un alto impacto en el transcriptoma (78).

Entre los factores de transcripcion regulados por apMNKQ2, c-Myc, c-Jun y EGR1 se han

relacionado previamente con la actividad de MNK. En un estudio de la expresién de mRNAs por
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RNA-seq en una linea de melanoma que sobreexpresa la forma constitutivamente activa de MNK1
(T332D) se identificd una disminucidon de 22 genes y una sobreexpresion de 63 (p 0.05 y fold
change 2.0), entre los cuales destaca con una de las mayores diferencias de expresion EGR1. De
forma contraria, la deleciéon de MNK1 por CRISPR/Cas9 produce una disminucién de la expresion
del mRNA de EGR1 (86). De acuerdo con este resultado, en nuestro caso, la inhibicién de MNK1
por apMNKQ2 disminuiria la expresiéon de EGR1, también como una de las mayores diferencias
de expresion respecto al control. Por otro lado, se ha observado que en cardiomiocitos de gato la
expresion del mRNA de c-Jun se reduce con la expresion de una forma mutada MNK1 sin
actividad quinasa, mientras que no se afecta por cambios en la actividad o niveles de eIF4E, lo que
sugiere un mecanismo independiente de la fosforilacion de eIlF4E y que, de acuerdo con los
autores del ensayo, estaria basado en la estabilizacion del mRNA de c-jun (535). En el caso de c-
Myec, la regulacion de su expresion por MNK se produce mayoritariamente a nivel traduccional
pero para otros inhibidores mas selectivos de MNK1 como BAY1143269, la regulacion se produce

también a nivel transcripcional (224).

Otros genes cuya expresion disminuye por apMNKQ?2 y que no aparecen clasificados en ninguna
categoria de GO o ruta de senalizacion, pero que podrian tener un papel relevante en el efecto
antitumoral del aptamero son las subunidades de integrinas oE (ITGAE) y a9 (ITGAY),
relacionadas con motilidad y adhesion en cancer de mama triple negativo (536), NOTCH3 (537),
TMEM119, sobreexpresada en cancer de mama y asociada con la regulacion de las propiedades
de células madre en cancer de mama (538), ROS1, un protooncogén que codifica un receptor
tirosina quinasa (539) o la fosfatasa encargada de desfosforilar a la cofilina en la ser3, la proteina
fosfatasa homologa a Slingshot (SSH1), la cual se encuentra sobreexpresada en cancer de mama y
pancreas y se asocia con la migracion celular y metastasis (540-542). La disminucion de SSH1

podria explicar el incremento en la fosforilacion de la cofilina observado con apMNKQ2.
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Figura 50. Representacion grafica de los cambios inducidos por apMNKQ2. ApMNKQ2 modula proteinas

relacionadas con proliferacion, apoptosis, migracion e invasion a través de la disminucion de los niveles de

MNKT1a/b, la disminucién de la fosforilacién de eIlF4E y/o mecanismos alternativos a eIF4E.

3. Especificidad de apMNKQ2 y mecanismos de MNK1 alternativos a elF4E

Los aptameros son moléculas seleccionadas por su capacidad de unidn especifica a una diana,
aunque se han descrito algunos casos de reactividad cruzada (543-545). La capacidad de union a
MNKT1 se ha demostrado in vitro en ensayos ELONA y aptawestern blot con MNKI1 purificada
(southwestern blot utilizando el aptdmero como anticuerpo primario), mientras que en sistemas
celulares la unién a MNKI1 se ha observado mediante colocalizacién por microscopia de
fluorescencia. Otras estrategias planteadas para demostrar la uniéon de apMNKQ2 a MNK1
incluyen el cambio en la movilidad electroforética de la proteina o la aptaprecipitacion del

aptamero unido a MNK1.

La capacidad de ApMNKQ?2 para unirse a otras proteinas se ha estudiado de forma limitada, pero
se ha demostrado que carece de capacidad para unirse a quinasas como MNK2, ERK y p38a. (321).
Ademas, a diferencia de lo que ocurre con los niveles de MNKI1, no se han observado variacion
de los niveles de MNK?2 (321), aunque estos resultados deben tomarse con precaucion dada la baja

especificidad de los anticuerpos comerciales frente a MNK2 (25,49).
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Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los efectos fenotipicos obtenidos por
apMNKQ2 en cultivos de lineas celulares son el resultado de la superposicion de efectos sobre
varias dianas moleculares. Por un lado, a tiempos largos se han observado cambios relacionados
con la actividad canonica de MNK: se observa una disminucién de la fosforilacion de eIF4E y una
disminucion de los niveles de proteinas regulados por el eje MNK/eIlF4E como ciclina D1, B-
catenina, CDK2 o ZEBI. A tiempos cortos, cuando no se aprecia una disminucién de la
fosforilacion de elF4E, se producen una serie de alteraciones en proteinas relacionadas con
apoptosis (XIAP, MCL1), proliferacion (fosforilacion de CDK2) y respuesta a estrés (SGK1 y
fosforilacion de NDRG1). Ademas, a las 8 h se observa un cambio pronunciado en los niveles de
mRNA, con disminuciones de algunos de factores de transcripcion claves en progresién tumoral,
como c-Myc, c-Jun y EGR1, que se han relacionado en otras publicaciones con MNK1 por
mecanismos desconocidos o independientes de eIF4E, pero también de muchos otros genes que
aparentemente no tiene relacion con MNKI1. Todos los efectos tempranos observados podrian
formar parte de mecanismos de sefalizacion mediados por MNKI1 alternativos a eIF4E o ser
consecuencia de la union de apMNKQ2 a otras proteinas que tengan en su estructura una region
similar a la zona de interaccion entre apMNKQ2 y MNK1 y que estén involucradas en procesos

de apoptosis, proliferacion y migracion.

Algunos autores han descrito un “desacoplamiento” entre la fosforilacion de elF4E y los efectos
antitumorales que producen algunos inhibidores de MNK como ETC-168 (78) o CGP57380 (148).
Ademas, se ha observado que el silenciamiento de MNK1 y no de MNK?2 en lineas de leucemia
mieloide incrementa la sensibilidad a trastuzumab sin que se afecte la fosforilacion de elF4E (237).
Estos ensayos sugieren que dichos efectos son producidos por mecanismos alternativos a elF4E o
inespecificos. Con el objetivo de identificar nuevos sustratos de MNK, Grzmil et al. realizaron
ensayos de fosfoprotedmica utilizando dos inhibidores de MNK (CGP57380 y cercosporamida)
con diferentes off-targets para identificar aquellas fosforilaciones que varian con ambos
inhibidores y que, por tanto, serian especificas de MNK. Estos ensayos detectaron cambios en la
fosforilacion de 21 proteinas, las cuales podrian constituir nuevos sustratos de MNK y nuevos
mecanismos de sefializacion asociados. Las proteinas identificadas se agruparon en las categorias
de GO de organizacion de los filamentos de actina, regulacion postranscripcional de la expresion

génica y transduccion de senales (226).

Otros estudios apuntan a la existencia de mecanismos de MNK independientes de su actividad
quinasa. Los efectos que produce la inhibicion de la actividad catalitica de una enzima no siempre
se corresponden con los que se producen tras el silenciamiento de una proteina, ya que no solo se
elimina su actividad catalitica, sino también cualquier interaccién con otras proteinas y procesos
que se regulen a través de estas interacciones. Asi, Landon et al. observaron que en lineas de
linfoma difuso de células B el silenciamiento de MNK disminuye los niveles de proteina de la
isoforma elF4E1 mientras que la inhibicion con CGP57380 o cercosporamida tinicamente afecta a
su estado de fosforilacion, por lo que el mantenimiento de los niveles de proteina de eIF4E1 es
dependiente de MNK, pero independiente de su actividad quinasa (244). Algunos efectos de
apMNKQ?2, por tanto, podrian ser el resultado de la disminucién de los niveles de MNK1 y no de

la inhibicion de su actividad catalitica.
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Recientemente, el andlisis por espectrometria de masas de los complejos inmunoprecipitados de
MNK1 y MNK?2 ha permitido identificar un conjunto de proteinas que interacciona directamente
con las MNKs: 16 proteinas que interaccionan con MNKI, 10 proteinas que interaccionan con
MNK?2 (entre las cuales se encuentra mTOR) y 24 que interaccionan con ambas. De acuerdo a los
analisis de enriquecimiento, las proteinas identificadas estan mayoritariamente relacionadas con
el control de la traduccién, procesamiento de RNA, ciclo celular, regulacion transcripcional por
p53 y regulacion de PTEN (167). La regulacion de estas proteinas a través de la interaccion con
MNK atn no se ha descrito, pero el mecanismo de accién de apMNKQ2 sobre MNK1 podria
basarse en la modulacién de la actividad de alguna de ellas, ya que apMNKQ2 no parece afectar

a la actividad quinasa directamente.

Sin embargo, la falta de estudios de especificidad para la mayoria de inhibidores de MNK, asi
como posibles offtargets de siRNAs o mecanismos compensatorios producidos tras el
silenciamiento de las MNKSs impide demostrar que todos los mecanismos alternativos a eIF4E no
son producto de dicha inespecificidad. Las discrepancias en los efectos antitumorales observados
son habituales entre los distintos inhibidores de MNK y no todos son capaces de inhibir la
viabilidad, la proliferacion o los procesos de migracion (204,148,206). En algunos casos un mismo
inhibidor produce respuestas distintas segtn el tipo celular, como ocurre con SEL201, que reduce
las capacidades metastasicas sin afectar a la proliferacion en lineas de melanoma (72) pero genera
parada de ciclo celular en células de carcinoma ductal in situ e impide su progresion hacia formas
mas invasivas (89) y disminuyen la viabilidad en lineas de leucemia mieloide aguda (203). A nivel
molecular también se observan diferencias entre las proteinas cuya actividad se modula tras la
inhibicion de MNK. Por ejemplo, proteinas identificadas bajo el control de MNK1, como Smad2,
no han vuelto a ser identificadas en posteriores estudios (125), mientras que el mecanismo de
regulacion de otras proteinas como la vimentina difiere entre publicaciones, siendo en algunos
casos a nivel de estabilidad de la proteina, traduccion (148) o niveles de su mRNA (69,269).
Ademas, otras proteinas asociadas con la regulacion traduccional de MNK/eIlF4E como MCL1 o
c-Myc no siempre disminuyen tras la inhibicion de MNK (78,251). Aunque la mayoria de estas
discrepancias se asocia con diferencias en los modelos experimentales y lineas celulares, podria
ser consecuencia de la inhibicidn inespecifica de otras proteinas, como ocurre con CGP57380 o la
cercosporamida, o de la capacidad de inhibir a alguna de las isoformas de MNK con mayor

selectividad.

Aunque se tratase de un mecanismo independiente de MNKI1, la eficacia de apMNKQ?2 se ha
demostrado en distintos modelos de cdncer y desconocer la diana o el mecanismo de accion
alternativo no invalida su potencial terapéutico, de gran relevancia, ya que no se ha observado
una afectacion de la viabilidad en fibroblastos (datos pendientes de publicacion), por lo que, al
igual que MNKI1, las dianas a las que afecta apMNKQ2 deben de tener un papel selectivo en
cancer. De forma similar, muchos farmacos se han descubierto siguiendo una estrategia basada
en el estudio de los cambios fenotipicos y una posterior identificacion de la diana y mecanismo
de accion (411). La especificidad de apMNKQ2 sobre MNKT1 se podra comprobar por CRISPR/Cas,

determinando si la perdida de la diana afecta a los efectos antitumorales de apMNKQ?2.
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Para tener una idea clara del mecanismo de accién es necesario conocer a que moléculas se une el
farmaco, que procesos se alteran con esta interaccion y cudles de estas acciones son las que estan
detras del efecto terapéutico observado. A pesar del gran numero de cambios producidos por
apMNKQ2 solo dos de ellos (actividad de SGK1 y fosforilacion de la cofilina) son parcialmente
responsables de los efectos antimigratorios de apMNKQ2 y ninguno se ha podido relacionar con
la inhibicion de la viabilidad. Por ello, tanto la especificidad del aptamero en su uniéon con MNK1
como la demostracion de que las proteinas moduladas por el aptamero se corresponden con los
efectos antitumorales, contintian siendo estudios necesarios en la validacion terapéutica de
apMNKQ2.
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1) ApMNKQ2 no afecta a la actividad quinasa de MNKT1 sobre los sustratos hnRNPA1 y Spry2 y
solo afecta a la fosforilacion de eIF4E tras la reduccion de los niveles de MNKI1, lo que podria
producirse por un incremento de la degradacidn de la proteina tras la interaccion con el aptamero

y no por una inhibicién directa de la actividad quinasa de MNKI.

2) ApMNKQ2 modula la expresion de proteinas asociadas con la actividad protumoral de MNK
(Ciclina D1, B-catenina, ZEB1, CDK2), de acuerdo con la inhibicién de la fosforilacion de elF4E, y
de otras proteinas reguladas por MNK, como XIAP y MCL1, que podrian presentar mecanismos
de control alternativos a elF4E basados en la regulacion de la traduccion dependiente de IRES, en
el caso de XIAP, y en la estabilidad de la proteina MCL1.

3) La combinacion de apMNKQ?2 con el inhibidor alostérico de mTORC1 everolimus tiene un
efecto sinérgico sobre la viabilidad celular que ocurre en paralelo a la reduccion de mecanismos
que pueden relacionarse con la resistencia a analogos de rapamicina, como el incremento de la

fosforilacion de elF4E y AKT y de los niveles de las proteinas XIAP y ciclina D1.

4) ApMNKQ?2 inhibe la transicion epitelio mesénquima (EMT) inducida por TGFp de acuerdo con
una disminucion de marcadores mesenquimales, factores de transcripcion implicados en el
desarrollo de la EMT y las capacidades de migracion e invasion de células epiteliales de mama.
Ademas de la posible implicacion de ZEB1, dos mecanismos desencadenados por apMNKQ2 son
responsables, de forma parcial, de los efectos antimigratorios del aptamero en células de cancer

de mama: la fosforilacion de la cofilina y la actividad de SGK1.

5) A nivel del proteoma, apMNKQ?2 regula los niveles de un conjunto de proteinas involucradas
en metabolismo, control de la proteostasis y componentes del citoesqueleto, mientras que, a nivel
del transcriptoma, reduce la expresion de genes implicados en procesos tumorales como la
angiogénesis, la apoptosis, la inflamacidon o la migracion y de componentes de las rutas de
sefalizacion por MAPK y TNF, que pueden explicar los efectos antitumorales de apMNKQ2. El
control de la expresion de algunos factores de transcripcion, como c-Myc, c-Jun, c-Fos o EGR1,
podrian ser la consecuencia de la gran variedad de cambios transcripcionales relacionados con

oncogénesis y progresion tumoral.
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Anexo

Tabla 1. Enriquecimiento funcional de las proteinas identificadas por espectrometria de masas por GO
en las categorias de procesos bioldgicos, funcion molecular y componentes celulares. En la primera
columna se muestra el término identificativo (T.I.) de GO y su descripcién y a continuacion las proteinas

que pertenecen a esa categoria y el valor de P ajustada.

PROCESOS BIOLOGICOS
T.I. GO Descripcion Proteinas coincidentes P ajustada
GO:0043069 Negative Regulation Of Programmed Cell Death HNRNPK;GLOL,ANXA5;CFL1 0.0165
GO:0032212 Positive Regulation Of Telomere Maintenance Via CCT2,CCTS 0.0165
Telomerase
GO:1904358 Positive Regulation Of Telomere Maintenance Via CCT2,CCTS 0.0165
Telomere Lengthening
GO:0070527 Platelet Aggregation TLN1,ACTGI1 0.0165
GO:0043066 Negative Regulation Of Apoptotic Process HNRNPK;GLOL,ANXA5;CFL1 0.0165
GO:0048260 Positive Regulation Of Re.ceptor—Mediated HNRNPKANXA2 00165
Endocytosis
GO:0034109 Homotypic Cell-Cell Adhesion TLNL,ACTGI1 0.0165
CO:0032210 Regulation Of Telomere Maintenance Via CCT2.CCTS 00173
Telomerase
GO:0051893 Regulation Of Focal Adhesion Assembly TLNL,ACTGI1 0.0173
GO:0006006 Glucose Metabolic Process G6PD;PGAM1 0.0173
GO:0000281 Mitotic Cytokinesis CFL1,STMN1 0.0173
GO:2000573 Positive Regulation Of DNA Biosynthetic Process CCT2,CCT8 0.0177
GO:0001952 Regulation Of Cell-Matrix Adhesion TLNL,ACTGI1 0.0177
GO:0007043 Cell-Cell Junction Assembly TLNL,ACTGI1 0.0188
CO:1900182 Positive Regulation Of Protein Localization To CCT2.CCTS 00188
Nucleus
GO:0051492 Regulation Of Stress Fiber Assembly STMNLACTG1 0.0191
GO:0061640 Cytoskeleton-Dependent Cytokinesis CFL1,STMN1 0.0209
GO:0042981 Regulation Of Apoptotic Process HNRNPK;GLO1;ANXA5;CFL1 0.0210
GO:0048024 Regulation Of mRNA Splicing, Via Spliceosome HNRNPK;PRDX6 0.0251
GO:0043484 Regulation Of RNA Splicing HNRNPK;PRDX6 0.0280
FUNCION MOLECULAR
T.I. GO Descripcion Proteinas coincidentes P ajustada
b HNRNPK;ANXA2;CCT8;TLN1;
GO:0045296 Cadherin Binding PRDX6 1.36E-06
GO:0004859 Phospholipase Inhibitor Activity ANXA2,ANXA5 3.88E-06
GO:0005544 Calcium-Dependent Phospholipid Binding ANXA2,ANXA5 7.62E-03
GO:0031625 Ubiquitin Protein Ligase Binding CCT2,PRDX6;ACTG1 1.05E-02
GO:0044389 Ubiquitin-Like Protein Ligase Binding CCT2,PRDX6;ACTG1 1.05E-02
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COMPONENTES CELULARES
T.I. GO Descripcion Proteinas coincidentes P ajustada
GO:0035578 Azurophil Granule Lumen CCT2;ANXA2;,CCT8;PRDX6 2.43E-05
GO:0034774 Secretory Granule Lumen CCT2,ANXA2,PGAMI1;CCT8;PRDX6 6.49E-04
GO:0042582 Azurophil Granule CCT2;ANXA2;,CCT8;PRDX6 6.49E-04
GO:0005775 Vacuolar Lumen CCT2,ANXA2;CCT8,PRDX6 6.49E-04
GO:0005925 Focal Adhesion HNRNPK;ANXA5;CFL1;TLN1,ACTG1 6.77E-04
GO:0030055 Cell-Substrate Junction HNRNPK;ANXA5;CFL1;TLN1,ACTG1 6.77E-04
GO:0099513 Polymeric Cytoskeletal Fiber CCT2,CCT8,ACTG1 6.15E-03
GO:0005911 Cell-Cell Junction ANXA2,TLN1,ACTG1 7.62E-03
GO:0060205 Cytoplasmic Vesicle Lumen PGAM1;,CCT8 1.58E-02
GO:1904813 Ficolin-1-Rich Granule Lumen PGAM1;CCT8 1.62E-02
GO:0005912 Adherens Junction ANXA2,TLN1 2.16E-02
GO:0030688 Preribosome, Small Subunit Precursor RIOK2 2.40E-02
GO:0101002 Ficolin-1-Rich Granule PGAM1;CCT8 2.40E-02
GO:0005874 Microtubule CCT2,CCT8 2.40E-02
Intracellular Membrane-Bounded STIP1;G6PD;HNRNPK;ANXA2;PSMB2;CFL
GO:0043231 Organelle 1;RIOK2;PRDX6;ACTG1 2:40E-02
GO:0005856 Cytoskeleton CFL1,CCT8,ACTG1 2.66E-02
STIP1;HNRNPK;ANXA2;PSMB2;CFL1;RIO
GO:0005634 Nucleus K2.PRDX6;,ACTGI 3.12E-02
GO:0031982 Vesicle ANXA2;,CFL1 3.12E-02
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Figura 1. ApMNKQ?2 inhibe la traduccion global de proteinas a partir de las 8h. La tasa de traduccion

global se evalué mediante el método SUnSET (marcaje de proteinas con puromicina y su posterior

inmunodeteccion). Las células MDA-MB-231 se transfectaron con apMNKQ2 a 400 nM y se lisaron a las 4,

8, y 24h, incubando previamente las células durante 30 minutos con puromicina 2 uM. La grafica representa

la media + SEM de 4 ensayos independientes normalizados frente a los niveles de B-actina y expresados en

porcentaje respecto al control (*p <0.05, ** p <0.01, respecto al control).
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Figura 2. Analisis de la calidad del RNA aislado tras la digestion con RNAsa I. La integridad de los RPFs
se analizo en el Bioanalyzer Agilent 2100 con el chip Agilent Small RNA reagents a partir del RNA aislado
tras la digestion con RNAsa I de lisados de células MDA-MB-231 tratados con apMNKQ2 a las 4 y 8h y su
seleccion por tamano en geles de poliacrilamida. En las graficas se muestra la intensidad de la sefial de
fluorescencia respecto al numero de nucleétidos para uno de los ensayos representativo de cada grupo

experimental.
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Figura 3. Expresion diferencial de genes entre células control lisadas a las 4h y 8h. Los puntos verdes
representan aquellos transcritos con una menor expresion en las células tratadas con apMNKQ2, mientras
que los puntos rojos representan los transcritos sobreexpresados con apMNKQ2. Los puntos grises
representan los genes cuya expresion no varia respecto al control de acuerdo a los criterios seleccionados (p
adj<0.01y | log2FoldChange| >1.5). La identidad de los genes con mayor expresion diferencial se muestra
en la grafica. El eje de las X muestra el cambio en la expresion de cada transcrito respecto al control en log2
y el eje de las Y el valor de p corregido en —log10.
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Figura 4. Numero total de lecturas total. La grafica representa el nimero total de lecturas en crudo alineadas
con el genoma humano obtenidas para cada réplica tras la secuenciacion del mRNA total de células MDA-
MB-231 tratadas con apMNKQ2 durante 4 y 8h.
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Figura 5. Analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) de los niveles de expresion
de mRNA en células MDA-MB-231. Cada punto representa el perfil transcriptdmico de una réplica
experimental y su color, el grupo al que pertenece. La eliptica muestra el intervalo de confianza del 95%.
Los ejes representan los dos componentes que explican la mayor variabilidad entre los datos. La menor

distancia entre los puntos se asocia con la similitud en los valores de sus variables (genes).
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Tabla 2. Enriquecimiento funcional de los genes diferencialmente expresados en las bases de datos GO

(categorias de procesos bioldgicos), KEGG y Reactome. En la primera columna se muestra el término

identificativo (T.I.) de GO y su descripcién y a continuacién las proteinas que pertenecen a esa categoria y

el valor de P ajustada.

PROCESOS BIOLOGICOS
T.I. GO Descripcion Genes P
ajustado
GO:1900744 |  Regulation Of p38MAPK Cascade | T\ <! FCADDASBDUSPLGADDISAILIBZCSHIZASAS | 5
H1;VEGFA
GO1900745 Positive Regulation Of p38MAPK GADD45B;NCF1;GADD45A;IL1B;ZC3H12A;SASH1;,VE 0.0004
Cascade GFA
GO:0050731 Positive Regulation Of Peptidyl- CNTF,;CSF2IL20;NEDD9; THBS4;VEGFA;GREM1;IL6;RE 0.0007
) Tyrosine Phosphorylation LN;NTF3,ENPP2,IL12A;FCGR1A )
GO:2000319 Regulation Of T-helper 17 Cell NFKBIZ;ZC3H12A;RC3H1;JUNB,SMAD? 0.0066
Differentiation
Goo150077 | Resulation Of Neuroinflammatory CD200RT;ILG;IL1B;NR1D1;PTGS2 0.0088
Response
GO:0045623 | 1Nesative Regulation Of T-helper Cell TNFSF4;ZC3H12A;RC3H1;SMAD7 0.0088
Differentiation
, , , FLT1;KLF4;PIK3CG;THBS4;VEGFA;CLDN5;IL1A;IL6;IL
GO:0045765 Regulation Of Angiogenesis 1B:ZC3H12A,STABLHMOX1,SASH1,EPHA? 0.0125
GO:0150079 Negative Regulation Of CD200R1;NR1D1;CST7,LDLR 0.0216
Neuroinflammatory Response
GO:1903978 Regulation Of Microglial Cell IL6NR1D1,CSTZLDLR 0.0264
Activation
GO:0055007 Cardiac Muscle Cell Differentiation GREM1;ALPK3;SIK1;ASB2,VEGFA 0.0266
GO00a3031 | Tegative Regulation Of Macrophage ZC3H12A;NR1D1,CST7.LDLR 0.0266
Activation
GO2000317 | Nesative Regulation Of T-helper 17 ZC3H12A;RC3H1;SMAD? 0.0266
Type Immune Response
] IL20;NR1D1;NLRC4;ADAMTS12;PTGS2;KLF4;NLRP14;
GO:0050727 | Regulation Of Inflammatory Response BST1.CD200R1IL6;BCL6, TNFSF4IL1B;NFKBIZ 0.0295
GO:0042509 Regulation Of Tyrosine SOCS3;CNTF;IL6;CSF2;IL20;IL12A;VEGFA 0.0295
Phosphorylation Of STAT Protein
GO:0090049 | Regulation Of Cell Migration Involved HMOX1;PTGS2;KLF4;HDACY;VEGFA 0.0295
In Sprouting Angiogenesis
GO:0090050 | Tosttive Regulation Of Cell Migration HMOX1;PTGS2;HDACY;VEGFA 0.0295
Involved In Sprouting Angiogenesis
Go2000320 | Negative Regulation Of T-helper 17 ZC3H12A;RC3H1;SMAD? 0.0295
Cell Differentiation
GO0002042 | Cell Migration Involved In Sprouting GREM1;NR4A1;EGR3;VEGFA 0.0300
Angiogenesis
GO:2000630 Positive Regulation Of miRNA EGR1;JUN;MYC;ZC3H12A;FOS;KLF4 0.0361
Metabolic Process
GO0043406 | Tositive Regul:gg:igf MAPKinase | b N1 FLT1LILIB;NTF3;NEK10;PIK3CG;SASHI;VEGFA | 0.0363
GO:0035767 Endothelial Cell Chemotaxis NR4A1,;EGR3;VEGFA 0.0363
GO:0005977 Glycogen Metabolic Process GYS2,PER2;PYGM;NR1D1 0.0388
FOXE3;FMN2;NLRC4;SOCS3;NUAK2;MYC;NTF3; ANK
_ , RD1;EPC1;CD38;IER3;EGR1;JUN;EGR3;0PN3;GADD45
GO:0042981 Regulation Of Apoptotic Process B.GADD45A PLK2;AZU1.DUSP6;HYPK;VEGFA/TNFRS 0.0389
F10D;GREMLIL6;BCL6;KCNMAL1
GO:0010634 Positive Regulatjlon Qf Epithelial Cell EDN1,PRKCE;ZC3H12A;ENPP2;RIN2;PIK3CG;SASH1; 0.0389
Migration VEGFA
GO:0048738 Cardiac Muscle Tissue Development GREMI1;MYLK2;ANKRD1;SIK1;SCN5A;ASB2 0.0389
GO003272p | Positive Regulation Of Chemoldne EGR1;IL6;IL1B; TNFSF4;HMOX1;AZU1 0.0389
Production
GO:0060291 Long-Term Synaptic Potentiation GRIN2A;PLK2;GRIN2B;SLC8A2 0.0389
GO:0009250 Glucan Biosynthetic Process GYS2,PER2;NR1D1 0.0389
GO:0005978 Glycogen Biosynthetic Process GYS2;PERZ;NR1D1 0.0389
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CO:0071222 Ce.llular Response. To IL1A;IL6;PRKCE; TNFSF4;1L1B;ZC3H12A;ANKRD1;NR1 0.0428
Lipopolysaccharide D1,CXCL2
GO:0042531 Positive Regulation Of Tyrosine CNTFIL6;CSF2;1L20;IL12A;VEGFA 0.0428
Phosphorylation Of STAT Protein
EDNT1T,FLT1;NEDD9,VEGFA;SMAD7;CLDN5,PARD6B;R
GO:0030334 Regulation Of Cell Migration ELN;CDHI1;IL1B;NTF3;SNAI1;ENPP2;AMOTL2,SRGAP 0.0467
3;,PLXNA4;SASH1;EPHA2,FERMT3
GO:0043534 Blood Vessel Endothelial Cell GREM1;NR4A1;EGR3;VEGFA 0.0467
Migration
T.I. KEGG Genes Valor P ajustado
DUSP5;JUN;FLT1;GADD45B;GADD45A;DUSP1;HSPA6;RASGRF1;F
MAPK signaling pathway OS;DUSP6;VEGFA;IL1A;NR4A1;PPP3R2;EFNA2,MYC;IL1B;NTF3;E 9.501E-04
PHA2
TNF signaling pathway SOCS3;JUN;IL6;EDN1;CSF2;IL1B;FOS;PTGS2;JUNB;CXCL2 4.320E-03
Rheumatoid arthritis IL1A;JUN;IL6;CSE2;FLT1,IL1B;FOS;CXCL2,VEGFA 4.320E-03
Fluid shear stress and IL1A;JUN;EDN1;NCF1,GSTO2;DUSP1;IL1B;HMOX1;,SUMO4;FOS;V
. 4.320E-03
atherosclerosis EGFA
Leishmaniasis IL1A;JUN;NCFLIL1B;IL12A;FOS;PTGS2,FCGR1A 5.067E-03
Osteoclast differentiation SOCS3;IL1A;JUN;PPP3R2,NCF1,IL1B;FOSB;FOS;FCGR1A;JUNB 6.347E-03
Transcriptional misregulation in | PER2;ARNT2;IL6;CSF2;FLT1,GADD45B;BCL6;GADD45A;MYC;NFK 9.896E-03
cancer BIZ,FCGR1A;DUSP6
Amphetamine addiction ARC;GRIN2A;JUN;PPP3R2,FOSB;FOS;GRIN2B 9.896E-03
IL-17 signaling pathway JUN;IL6;,CSF2,IL1B;FOSB;FOS;PTGS2;,CXCL2 1.125E-02
Hematopoietic cell lineage IL1A;IL6;CSF2;ANPEP;IL1B;CD7;,CD38;FCGR1A 1.395E-02
AGE-RAGE signaling pathway EGR1;IL1A;JUN;IL6;EDN1;PRKCE;IL1B;VEGFA 1.395E-02
in diabetic complications
Legionellosis IL6;IL1B;HSPA6;IL12A;NLRC4;CXCL2 1.439E-02
Ctype lec“gart‘;cviz;or signaling JUN;IL6;PPP3R2;EGR3;IL1B;CARDY;IL12A;PTGS2 1.509E-02
Lipid and atherosclerosis VAV3;JUN;IL6;,PPP3R2;NCF1;IL1B;HSPA6,CYP1AT;IL12A;FOS;LDL 1.509E-02
R;CXCL2
Kaposi sarcoma-associated JUN;CD200R1;IL6;PPP3R2;CSF2;MYC;FOS;PTGS2;,CXCL2;PIK3CG; 1.926E-02
herpesvirus infection VEGFA
ZNF473,ZNF560;,ZNF490,CARD9;ZNF57;SOCS3;1L6;,ZNF805;IL1B;Z
Herpes simplex virus 1 infection | NF627;,ZNF614;ZNF679;1L12A;ZNF699;ZNF433;ZNF432;ZNF773;,ZN 2.192E-02
F850;,ZNF596;ZNF442
Pertussis IL1A;JUN;IL6;IL1B;IL12A;FOS 4.525E-02
T.I. Reactome Genes Valor P ajustado
Interleukm'lé(;g’;%gghng R-HSA- IL1A;IL6;CSF2;IL1B;PTAFR;IL12A;PTGS2,CXCL2 0.0013
Interleukin-4 And Interleukin-13 | SOCS3;IL1A;IL6;BCL6;MYC;IL1B;HMOX1;IL12A;FOS;PTGS2;VEGF 0.0022
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Figura 7. Ruta de sefalizacion de las MAPK (A) y TNF (B) obtenida en KEGG. Los genes diferencialmente
expresados en presencia de apMNKQ2 que se agrupan dentro de la categoria de sefializacién por MAPK y

TNF se marcan con un punto rojo.
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