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RESUMEN

El carcinoma hepatocelular (CHC) es una neoplasia primaria del higado cuya
prevalencia y mortalidad es elevada a nivel mundial. Los factores de transcripcion SP1y
NF-Y son conocidos por regular la actividad del promotor del gen PNPTL1, cuyos niveles
elevados se han asociado a una reduccion en la esperanza de vida de los pacientes con
CHC. PNPT1 codifica para la PNPasa, una translocasa mitocondrial implicada en el
transporte de ARN.

En este estudio, empleamos la linea celular de hepatoma humano HepG2 para
investigar los efectos del farmaco antipalidico Suramina en la expresion de PNPT1y la
actividad mitocondrial. Nuestros objetivos incluyeron caracterizar el gen PNPT1 y
evaluar los efectos de la Suramina como un posible farmaco reposicionado para el
tratamiento del CHC.

Utilizando técnicas de Docking, identificamos compuestos que interactdan con
los factores de transcripcion del gen PNPT1. Luego, mediante analisis de Kaplan-Meier
obtuvimos las curvas de supervivencia y disefiamos las construcciones de mutaciones
dirigidas en la secuencia promotora, exploramos la relacion entre NF-YA, SP1y PNPT1.
Observamos una correlacion entre los niveles de estos factores de transcripcion y la
expresion de PNPT1, respaldada por ensayos de luciferasa y silenciamiento génico con
SiARN.

Los estudios in vitro en la linea celular HepG2 revelaron una interaccion positiva
entre la Suramina y el promotor del gen PNPT1, asi como una reduccion en la actividad
mitocondrial al silenciar NF-YA. Ademas, la administracion de Suramina resulto en un
aumento en los niveles de PNPasa, confirmado por ensayos de Wertern Blot (WB).

El analisis inmunohistoquimico de muestras de pacientes con CHC sugirié una
asociacion entre la sobreexpresion de NF-YA'y SP, la actividad mitocondrial y los niveles
de PNPasa en el tejido tumoral.

En conclusién, nuestros hallazgos sugieren que la Suramina podria modular la
sobreexpresion de NF-YA 'y, por ende, influir en la actividad mitocondrial de las células
tumorales hepaticas. Esto ofrece una posible via para el tratamiento del CHC mediante el
reposicionamiento de la Suramina, un antiguo antipaludico.

Palabras clave: Carcinoma hepatocelular, NF-YA, Spl, PNPT1, PNPasa, Suramina,
actividad mitocondrial.
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most prevalent primary liver neoplasm
worldwide and constitutes a significant cause of cancer mortality. Transcription factors
SP1 and NF-Y are known to regulate the activity of the PNPT1 gene promoter, whose
elevated levels have been associated with reduced survival in HCC patients. PNPT1
encodes for PNPase, a mitochondrial translocase involved in RNA transport.

In this study, we utilized the human hepatoma cell line HepG2 to investigate the
effects of the antimalarial drug suramin on PNPT1 expression and mitochondrial activity.
Our objectives included characterizing the PNPT1 gene and evaluating the effects of
suramin as a potential repurposed drug for HCC treatment.

Using docking techniques, we identified compounds that interact with the
transcription factors of the PNPT1 gene. Subsequently, through Kaplan-Meier analysis
and constructions of directed mutations in the promoter sequence, we explored the
relationship between NF-YA, SP1, and PNPT1. We observed a correlation between the
levels of these transcription factors and PNPT1 expression, supported by luciferase assays
and gene silencing with sSiRNA.

In vitro studies in the HepG2 cell line revealed a positive interaction between
suramin and the PNPT1 gene promoter, as well as a reduction in mitochondrial activity
upon silencing NF-YA. Additionally, suramin administration resulted in an increase in
PNPase levels, confirmed by Western blot assays.

Immunohistochemical analysis of samples from HCC patients suggested an
association between NF-Y A and SP1 overexpression, mitochondrial activity, and PNPase
levels in tumor tissue.

In conclusion, our findings suggest that suramin may modulate NF-YA
overexpression and thus influence mitochondrial activity in hepatic tumor cells. This
offers a potential avenue for HCC treatment through the repurposing of suramin, an old
antimalarial drug.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, NF-YA, SP1, PNPT1, PNPase, Suramin,
mitochondrial activity.



Z=%
ﬁf Catgtea FACULTAD DE MEDICINA
NG o vidsin Y CIENCIAS DE LA SALUD
2555
INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Incidencia de hepatocarcinoma. Distribucion segun el area geografica 'y
tiologia PrEVAIBNTE.S .........vceeeceie et e 2
Figura 2: Representacion de como la incidencia de diversos estresores
desencadena la aparicion de una hepatitis cronica. Se trata del estadio inicial, el cual
evolucionara hasta convertirse en un Carcinoma hepatocelular pasando por el estadio de

Cirrosis hepatica (estado de cicatrizacion post-lesion cronica y con funcion anormal del

Figura 3: llustracion adaptada de la revision bibliogréafica realizada sobre el tema.
Esquematicamente se muestran los factores de riesgo, las vias de sefializacién y los
genes mutados durante el proceso de inflamacion y fibrosis que culminan con la
aparicion de un hepatocarcinoma avanzado. Fuente: Biorender. ..........cccccovveveevveiveennenn, 4
Figura 4: Clasificacion molecular del CHC. Adaptacion del esquema que ilustra la
correlacion entre las distintas subclases moleculares correlaciones, sus caracteristicas
genéticas/genémicas, vias de sefializacion principales y etiologia. 17..........cccovvvvveeenenn, 5
Figura 5: Proceso de evolucion desde un higado normal hasta la aparicién del
CHC pasando por distintas lesiones preneoplasicas. Representacion que ilustra las
etapas del desarrollo del hepatocarcinoma y muestra cortes histoldgicos de pacientes en
cada estadio, visualizados al microscopio mediante tincion de hematoxilina. 8 ............. 6
Figura 6: Historia natural tanto de las lesiones precancerosas como del CHC
incluyendo las caracteristicas propias que las diferencian y permiten la subclasificacion
en foco displasico, nédulo displasico, CHC precoz o progresado. 20 .........c.ccceveevevenennan. 7
Figura 7: Representacion grafica de los diversos biomarcadores utilizados en la
actualidad en CHC. Debido a su moderada sensibilidad, pero alta especificidad (A), la
AFP es la principal herramienta utilizada tanto para diagnosticar, seleccionar el mejor
tipo de tratamiento, asi como para determinar la supervivencia y pronéstico (B).?>-?
Adaptacion de revision bibliografica. Fuente: Biorender............ccooeveveveneieienneieinn 8
Figura 8: Algoritmo diagndstico. *Una técnica de imagen solo recomendada en
centros con equipos de radiologia de alta calidad. ** Caracteristicas radioldgicas del
HCC: hipervascularidad arterial y lavado venoso / fase tardia.?®............c.ccccoeveveverennnnne, 9
Figura 9: Algoritmo de tratamientos primarios segun el estadio del CHC. Fuente:
LIOVEL BT Al 2021, ... e 10


file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791774
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791774
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791775
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791775
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791775
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791775
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791775
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791776
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791776
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791776
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791776
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791777
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791777
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791777
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791778
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791778
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791778
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791778
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791779
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791779
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791779
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791780
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791780
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791780
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791780
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791780
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791781
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791781
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791781
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791782
file://///Users/carlabretonesribera/Desktop/6º%20MEDICINA/LABORATORIO%20y%20TFG/0%20TFG%20CARLA%20BRETONES%20RIBERA.docx%23_Toc159791782

=%
ﬁf Catgtea FACULTAD DE MEDICINA
NG o vidsin Y CIENCIAS DE LA SALUD
2555

Figura 10: Resultados de supervivencia en pacientes con CHC avanzado tras
tratamiento sistémico de primera linea. A: Diagrama de red; B: Intervenciones
clasificadas por valor P con cocientes de riesgo para la supervivencia libre de

progresion e intervalo de confianza del 95% para la tasa de respuesta global de cada
tratamiento. IC: intervalo de confianza; HR: hazard ratio; FLOFOX4:
Oxaliplatino/Acido Folinico/5-Fluorouracilo; PFS: Progression-free survival.®2.......... 11
Figura 11: Representacion del tratamiento estandar de los pacientes con CHC en
estadio avanzado. En primera linea, se administran TKi, principalmente Sorafenib o
Lenvatinib o la combinacion recientemente aprobada de Bevacizumab + Atezolizumab.
En segunda linea los pacientes refractarios a los TKi se tratan con otros o se utilizan
inhibidores del punto de control inmunitario anti-PD1 como Nivolumab o
PemMBIrolizZUMAD. 36..........oocie e 12
Figura 12: Modelo del efecto de la actividad reducida de la PNPasa. La pérdida de
PNPasa (P) conduce a una menor actividad del complejo de la cadena respiratoria, una
disminucion del potencial de accion (Ay) y una produccion insuficiente de energia en
forma de ATP con la consecuente disminucion en proliferacion.®...........ccccccoevevevenee. 14
Figura 13: Resumen gréfico sobre la funcion de PNPasa: Translocasa esencial en el
procesamiento, la traduccién e importacién de informacién genética (ARN
mitocondrial) entre el citosol y la matriz mitocondrial. #...........ccccovveeieiniiccicine, 14
Figura 14: Localizacion de PNPT1. Este gen se localiza en el cromosoma 2 en
direccion al extremo del brazo corto (p). Imagen obtenida de la pagina web del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) buscando la siguiente identidad: Gene
ID: 87178, updated on 23-Nov-2023. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/87178) ..... 15
Figura 15: Captura de pantalla de la pagina oficial “The Human Protein Atlas”.
Se muestra como marcador desfavorable en el prondstico del cancer de higado, pancreas
y endometrio, asi como estar aumentada su expresion de RNA y proteinas en distintos
tipos de canceres. FUENTE:
https://lwww.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/pathology..........ccccccvvrueennenn 16
Figura 16: Formacion del complejo NF-Y. NF-Y consta de tres subunidades
diferentes: NF-YA, NF-YB y NF-YC, todas imprescindibles para la formacion de
complejos NF-Y y para la unién a la caja CCAAT activando asi la transcripcion.
Adaptacion de la figura 1 de Ly et al., 2013 mediante la plataforma

https://WWW.DIOrender.Com/.88 .............cocuiiiccce e, 18
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Figura 17: Aumento de expresion de las tres subunidades de NF-Y en CHC.
Diagramas de caja de los niveles de expresion de las tres subunidades NF-Y a nivel
génico medidos en MTP (Transcript per Millons). 7..........cccooevvieievceeiececeece e 18
Figura 18: Estructura del factor de transcripcién Spl. Destacamos el dominio de
unién al ADN con los dedos de zinc Cys2His2 (violeta) y el dominio de transactivacion
(azul claro), compuesto por regiones ricas en serina/treonina flanqueadas por glutamina,
localizados cerca del N-Terminal. EI dominio de multimerizacion (beige) facilita la
interaccion entre multiples moléculas Spl y promueve la superactivacion de genes. 7° 19
Figura 19: Mecanismos de regulacion negativa del factor de transcripcion Sp
mediada por diversos fArmMacos. ™ ...........cccceeeeeeeccee e 20
Figura 20: Efecto hepatoprotectores de la Suramina. A). CHC de ratas tratadas con
Suramina que muestran una disminucion significativa de la actividad de heparanasa en
comparacion con el grupo control (p<0.05). B). Imagenes representativas de secciones
de higado que muestran una considerable diferencia en cuanto al infiltrado celular en el
tracto portal, fibrosis y rotura del tejido hepatico que con el tratamiento de Suramina se
VE AtBNUAAD. 8.ttt 21
Figura 21: Clasificacion funcional de los genes diana del NF-Y. Los genes diana del
NF-Y cuya funcion es conocida o inferida se clasificaron segun la funcion de la proteina
COTITICATA B3 ...ttt ettt 23
Figura 22: Mapa del Vector pUC57-T. Se indican los posibles sitios de unién para la
ligacion de aquellos insertos de interés que hayan sido cortados con dichas enzimas de
oY L ol o] T SRS 27
Figura 23: Flujo de trabajo del proceso. Se llevo a cabo una digestion con las
enzimas de restriccion Kpnl y Hindlll para aislar las mutaciones objeto de estudio y
poder purificarlas posteriormente mediante un protocolo de Promega con el fin de
confirmar su correcta construccion y presencia. Fuente: Biorender. ...........ccccccevvennne. 27
Figura 24: Esquema del proceso de transformacion bacteriana. Los constructos
purificados insertados en el vector pGL4-Luc se introducen en las bacterias
termocompetentes denominadas DH5a. Fuente: Biorender............ccocceevevieieiinieennenn 29
Figura 27: Busqueda del farmaco Suramina en la base de datos Durgbank. Incluye
informacion acerca del nombre genérico del farmaco, una breve explicacion del uso
habitual, la estructura tridimensional, asi como su peso y formula quimica.
https://go.drugbank.com/drugS/DBOAT86 ..........cccooeiierieieeieieeie e 35
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Figura 28: Resultados del Docking empleando Suramina como ligando. En rojo se
encuentra el valor en “score” mas alto y en amarillo el segundo mas alto. El factor de
transcipcion esta representado €n COIOr griS. ......oiveieiieiieii e 35
Figura 29: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en paciente CHC. Se
clasifican los individuos por etiologia virica 0 no y segun la expresion alta o baja de los
niveles de expresion de ARNm de las muestras de tejidos cancerosos analizados. Los
datos fueron obtenidos del Human Protein Atlas disponibles en
https://v21.proteinatlas.org y realizando una busqueda por genes de interés................. 36
Figura 30: Motivos putativos del promotor humado de PNPTL1. Los sitios de unién
ISRE, GC-box y NFY estan resaltados con recuadros sélidos, y el sitio de union
putativo SP1 con un recuadro punteado. La secuencia NSRE esta subrayaday la ATG
inicial (Inr) aparece en negrita. Se muestran los sitios de inicio de la transcripcion (TSS)
Sefialados ANTEITOMMENTE. .........ciiiiieie ettt 37
Figura 31: Andlisis mutacional de los motivos predichos del promotor humano de
PNPTL1. Las células Hela fueron transfectadas transitoriamente con un plasmido
reportero de luciferasa que contiene 396bp del promotor PNPT1 y plasmidos derivados
que contienen segmentos deletéreos de los motivos indicados. Las actividades se
midieron 48h post-transfeccion y se expresaron como valores relativos de la actividad
maxima. Se consider? la actividad del constructo promotor de tipo salvaje “WT”
(396bp-PNPT1-promluc) como el 100% Yy la actividad del vector vacio (sin promotor)
como el 0%. Analisis estadistico: ANOVA / Tuckey: * p <0,05; **p<0,01;n=6 (3
ensayos POr AUPHCAAD) ......oviiiiiieie e 38
Figura 32: Efectos de la silenciacion de SP1y NFYA sobre la actividad promotora
de PNPT1 en células Hela. Las células HeLa se transfectaron junto con el plasmido
PNPT1 prom-luc de 396 pb y los silenciadores indicados. La actividad de luciferasa se
midid en lisados celulares de Hela y se expres6 como unidades relativas (%) respecto a
las células control. Analisis estadistico: ANOVA / Tuckey: *** p <0,001; n =8 (2
ensayos Por CUAdrupliCadO). ......ccvecuveiiiece e s 39
Figura 33: Graficas representativa de los niveles de Resazurina obtenidos en el
ensayo sobre los tres grupos celulares testados: dos controles y uno con NFYA
silenciado. A: Medicion a un tiempo concreto de 2 horas. B: Ensayo valorado a lo largo
de varios tiempos: 15, 30, 60, 90 Y 120 MINULOS. ......cccverrerieeiereerieeeeseesie e see e enee e 39
Figura 34: Representacion gréafica de los datos obtenidos en el ensayo dosis-

respuesta. Se evalla la actividad mitocondrial segun los niveles de fluorescencia
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obtenidos por un ensayo con Resazurina en las células tratadas con las concentraciones
OuM y 100uM de Suramina (A) Micafungina (B) respectivamente. ............cceevereennee. 40
Figura 35: Niveles de proteinas analizados mediante Western blot. Analisis de los
lisados de HepG2 tras el tratamiento con Suramina y Micafungina a la dosis
determinada como minima eficaz seguin ensayos de dosis-respuesta previos (0uM y
L0071, OO 41
Figura 36: Estudio IHQ de las proteinas PNPasa, NF-YA y SP1 en muestras de
pacientes con cancer hepatocelular. Se diferencian los niveles de dichas proteinas
tomando muestras tanto del centro tumoral como del margen o zonas periféricas. ....... 41
Figura 37: Superposicion del sitio de union de la Suramina a NF-Y con el factor
de transcripcion. En rojo se sobresalta el sito de union en el farmaco al que se une el

factor de transcripcion representado en color verde. Fuente: PyMOL.............cccve...... 42
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1. INTRODUCCION

1.1. Hepatocarcinoma

El higado es un o6rgano critico con infinidad de procesos fisioldgicos y metabolicos
imprescindibles para la vida. Algunas estan relacionadas con el metabolismo,
almacenamiento y liberacion de la glucosa, la digestion de grasas, la eliminacion de
desechos, la vigilancia inmunoldgica® y la alteracion del volumen sanguineo, asi como la

destruccion de glébulos rojos y regulacién de la coagulacion entre otras.?

Dichas funciones son llevadas a cabo gracias a los colangiocitos, las células
endoteliales sinusoidales hepaticas (CESL), células estrelladas hepaticas (CSH) y las células

inmunitarias residentes en el higado.?

A pesar de los avances en el conocimiento del desarrollo, metabolismo y reparacion
hepaticos, las patologias hepaticas, asi como el desarrollo de una insuficiencia hepatica de
diverso origen, siguen representando una importante carga de morbilidad y mortalidad a

nivel mundial en la actualidad.?

1.1.1. Epidemiologiay etiologia

El Carcinoma hepatocelular (CHC) o Hepatocarcinoma es la neoplasia primaria de
higado mas frecuente, siendo la segunda causa de muerte por cancer en el mundo y una de
las causas de muerte mas comun en los pacientes afectos de cirrosis hepatica. Las tasas de
supervivencia general del CHC avanzado es escasa y no mejora a pesar de las terapias
desarrolladas hasta la fecha.* Al mismo tiempo, en los Ultimos afios se ha exaltado la
relevancia clinica de esta neoplasia y han aparecido novedades importantes en el
diagnostico, evaluacion prondéstica y, especialmente, en el tratamiento del CHC.5

El prondstico es especialmente bajo con una ratio de supervivencia del 12,7% a los
3 aflos y una supervivencia media de 9 meses.® Tanto la incidencia como la mortalidad han
aumentado en América del Norte y diversas regiones europeas (Espafia 8-15
cas0s/100.00habitantes), mientras que ha disminuido en regiones que siempre han tenido un
alto riesgo, incluyendo Japdn y algunas partes del sudeste asiatico (>40 casos/100.000

habitantes). ’

XV



Universidad

56

Catolica FACULTAD DE MEDICINA
kL2l Y CIENCIAS DE LA SALUD
A Incidence

ASR per 100,000
I >34

v 5.8-84
04.7-5.8
[13.3-47
] <3.3
I Not applicable

[1INo data

Figura 1:Incidencia de hepatocarcinoma. Distribucion segun el area geografica y etiologia prevalente.?

1.1.2. Factores de riesgo y patogénesis

Respecto a los factores de riesgo, esta enfermedad es inusual en pacientes que
carecen de una enfermedad hepatica y es cuatro veces mas comin en hombre que en mujeres.
La etiologia que predomina en 90% de los casos son los virus hepaticos VHB y VHC, asi
como el consumo abusivo de alcohol y el tabaquismo, mientras que otras toxinas ambientales
afectan en una menor proporcion. &

El consumo excesivo de alcohol puede provocar un higado graso, hepatitis aguda o
cronica, cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC). Hay diversos mecanismos a traves de los
cuales alcohol puede inducir hepatocarcinogénesis, como la produccion de especies
reactivas del oxigeno debido al exceso deposito de hierro, la toxicidad del acetaldehido
sintetizado, los cambios en la peroxidacion lipidica, el deterioro de la respuesta inmunitaria
o las modificaciones en la metilacion del ADN.°

Desde una perspectiva clinica, es bien sabido que el alcohol interactda con otros
factores, como la edad, el sexo, las hepatitis viricas, la obesidad y la diabetes, que conducen
a un mayor riesgo de CHC.1°

Se han identificado y caracterizado los principales factores de riesgo y agentes
etiologicos responsables del desarrollo del CHC en humanos. Entre ellos se encuentran la
infeccion por los virus de la Hepatitis B o C, la exposicién a la aflatoxina B1, drogas
hepatotoxicas o sustancias quimicas y la cirrosis de cualquier etiologia (alcohélica o

secundaria a enfermedades hepaticas genéticas). !



Chdtica FACULTAD DE MEDICINA
de valcncia Y CIENCIAS DE LA SALUD

San Vicente Martir

El conjunto de estas condiciones ocasiona una inflamacion crdnica, dando lugar a la
necrosis continua y regeneracion tisular. Por lo tanto, las especies reactivas de oxigeno,
citocinas inflamatorias y fibrosis provocan una acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas que conducen a la aparicion de esta enfermedad. Sin embargo, no se tiene
conocimiento total de los eventos moleculares precisos que tienen lugar. *2

En la figura 2 se muestra una visién global de los agentes etioldégicos que mas
contribuyen a la hepatocarcinogénesis. Todos ellos se han relacionado con un mayor riesgo
de desarrollo de carcinoma hepatocelular. Sin embargo, la mayoria no son directamente
carcindgenos en si, sino que contribuyen a la aparicion de una lesién hepética preneoplésicas
(hepatitis crdnica y cirrosis) caracteristica del medio en el que a menudo se suele asentar y,

con ello, desarrollar el carcinoma hepatocelular. 1*

Aflatoxin B, Chronic
Exposure Alcohol
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HBV onsumption
Hepatotoxic "u(\
ps and Chemicals Infes | on
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Hepatitis =———— ( irrhosis
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Figura 2: Representacion de como la incidencia de diversos estresores desencadena la aparicion de una hepatitis

cronica. Se trata del estadio inicial, el cual evolucionara hasta convertirse en un Carcinoma hepatocelular pasando

por el estadio de Cirrosis hepatica (estado de cicatrizacion post-lesion crénica y con funcidon anormal del 6rgano)
La obesidad ha sido reconocida como un componente clave del sindrome metabdlico
y se ha relacionado con una mayor frecuencia de canceres de varios tejidos, incluido el
higado. Las interacciones sinérgicas entre las vias oncogénicas vinculadas a la obesidad y la
hepatopatia crénica pueden explicar por qué el CHC es una de las pocas neoplasias malignas
cuya incidencia va en aumento en los paises desarrollados. Una mejor comprension de este
complejo proceso mejorard nuestras estrategias de prevencion, prediccion y vigilancia del

cancer.13
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Estos factores de riesgo favorecen un medio inflamatorio progresivo que da lugar a
un ciclo de necrosis y regeneracion y al desarrollo de inestabilidad cromosomica. Las
alteraciones genéticas y epigenéticas junto con el acimulo de especies reactivas del oxigeno,
citoquinas inflamatorias y fibrosis van a conducir al inicio del CHC. Los eventos
moleculares exactos que subyacen la formacion del CHC todavia siguen sin comprenderse
por completo. 14

Estudios recientes han explorado las alteraciones gendmicas del CHC y han
identificado genes mutados con frecuencia, como son el promotor TERT, TP53 y CTNNB1
(B-catenina).t®

Otro estudio que incluye diversos analisis mutacionales tanto del nimero de copias,
perfiles de metilacion, asi como estudios de RNA, exomas y protedmica han permitido
obtener una gran cantidad de informacién y asociaciones con respecto al carcinoma
hepatocelular. Los ensayos integrativos de estas multiples plataformas gendémicas revelaron
ciertos genes mutados durante el proceso oncogénico que alteran el equilibrio de los
hepatocitos. Estos analisis de mutaciones y vias permiten subclasificar las influencias
genéticas del CHC, asi como a los pacientes segun perfiles de expresion y proporcionan

posibles direcciones para futuros esfuerzos terapéuticos.'®
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Figura 3: llustracion adaptada de la revision hibliogréafica realizada sobre el tema. Esquematicamente se
muestran los factores de riesgo, las vias de sefializacion y los genes mutados durante el proceso de
inflamacion y fibrosis que culminan con la aparicion de un hepatocarcinoma avanzado. Fuente: Biorender.
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1.1.3. Clases y caracteristicas moleculares

Las tasas de incidencia de CHC han ido en aumento en las ultimas 3 décadas y en
2025 mas de 1 millon de individuos se veran afectados anualmente. Las tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento han permitido identificar varias subclases moleculares de
CHC que pueden agruparse en 2 subgrupos principales, cada uno de ellos caracterizado por
rasgos morfoldgicos y fenotipicos especificos esquematizados en la Figura 4.%7

A pesar de las diversas caracteristicas asociadas a cada tipo, estos no se han probado
a fondo como predictores de respuesta a terapias sistemicas, lo que ha limitado su utilidad
en la practica clinica.®

Es probable que el conocimiento cada vez mayor de y una caracterizacién mas
adecuada y precisa del CHC a nivel patologico influyan en el futuro tratamiento de los

pacientes con cancer hepatocelular.
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Figura 4: Clasificacion molecular del CHC. Adaptacion del esquema que ilustra la correlacion entre las distintas subclases
moleculares correlaciones, sus caracteristicas genéticas/genoémicas, vias de sefializacién principales y etiologia. ¥’
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1.1.4. Lesiones preneoplésicas: definicion histologica

Las lesiones preneoplasicas del carcinoma hepatocelular son los nddulos displasicos
de bajo grado y los nédulos displésicos de alto grado desarrollados en la cirrosis, asi como
los adenomas hepatocelulares que se producen principalmente en el higado normal; asi pues,
la cirrosis precede al CHC en el 80-90% de los pacientes.®

MicroscOpicamente, existe una proliferacion monoclonal y descontrolada de
hepatocitos bien diferenciados que se caracteriza por la ausencia de triada porcal y conducto
biliar. El proceso pasa por varios estadios segin se van adicionando las principales

alteraciones patoldgicas, inmunohistoquimica y moleculares desde la aparicion de una lesion

preneoplasica hasta el desarrollo de CHC precoz.*®

© 90%of T
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[ |

Abstinence

| Steatosis | l Alcoholic steatohepatitis/ fibrosis I l Cirrhosis | Hepatocellular
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l 70%
Risk Factors 40%
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Obesity Liver transplantation
HCV
Genetics (ALDH2, PNPLA3, ;
TMBSF2, HSD17813) Jaundice,
Infection,

Decompensated
Alcoholic hepatitis | |iver dysfunction

Figura 5: Proceso de evolucién desde un higado normal hasta la aparicion del CHC pasando por distintas
lesiones preneopléasicas. Representacion que ilustra las etapas del desarrollo del hepatocarcinomay muestra cortes
histoldgicos de pacientes en cada estadio, visualizados al microscopio mediante tincién de hematoxilina. 18

Los higados cirroticos presentan areas focales de hepatocitos anormales e inmaduros
que corresponden a focos displasicos si miden <1 mm o nédulos displasicos (DN) (>1 mm).
Los DN se clasifican en bajo y alto grado en funcion de la presencia de atipia celular,
invasion o patrones trabeculares. Al mismo tiempo, también se subclasifica en temprano o
progresado en funcion de la presencia de invasidn estromal como rasgo distintivo entre otras

caracteristicas mostradas en la Figura 6.
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El CHC precoz se refiere a nddulos tumorales pequefios (<2 cm) bien diferenciados
(grado 1) con méargenes indistintos, y actualmente se acepta como una entidad independiente
con un buen pronostico. Cuando el tamafio es superior a 2 cm, aparecen grados de
diferenciacion mayores (G2/G3) o encontramos ciertos grados de invasion y metastasis, ya

hablariamos de CHC progresado.?

PREMALIGNANT
Dysplastic Foci Dysplastic Nodule
<1 mm Precancerous
Cytologic atypia Two types
No invasion

I

Low Grade (LG-DN)

High Grade (HG-DN)

No atypia
No pseudoglands
No unpaired arteries

Cytologic atypia
Trabecular pattern
No stromal invasion

Early HCC Progressed HCC
<2cm <2 cm (G2/G3) or >2 cm
Grade 1 Distinct nodules

Stromal Invasion
Vascular Invasion
Metastases

Vaguely Nodular
Stromal Invasion
Positive GPC3, HSP70, GS

Figura 6: Historia natural tanto de las lesiones precancerosas como del CHC incluyendo las caracteristicas propias
que las diferencian y permiten la subclasificacion en foco displasico, nédulo displasico, CHC precoz o progresado. %

1.1.5. Diagnostico y tratamiento

A grandes rasgos, las manifestaciones clinicas del carcinoma hepatocelular (CHC)
suelen incluir dolor abdominal, sindrome tdxico, pérdida de peso, anorexia, nauseas, asi
como la presencia, en la mayoria de los casos, de una masa abdominal, ascitis, fiebre e
incluso hemorragia digestiva. Ademds, en caso de crisis obstructiva la principal
manifestacion es la ictericia.?* La cirrosis representa el mayor factor de riesgo de esta

neoplasia maligna y es la principal indicacion de cribado y vigilancia. %

Dentro de los diversos algoritmos desarrollados para la deteccién del CHC, los
métodos principales para el diagndstico se basan en estudios de imagen y las pruebas de
laboratorio. Las técnicas de imagen empleadas incluyen la ecografia, tomografia

computarizada, gammagrafia y resonancia magnética. 23
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En cuanto a las pruebas de laboratorio, el biomarcador sérico méas ampliamente utilizado
para la vigilancia y decision del tratamiento del CHC es la alfafetoproteina (AFP).2> Se
describid por primera vez como biomarcador Util para el CHC hace mas de cincuenta afios,
en modelos murinos y, posteriormente, en estudios poblacionales africanos y siberianos.

El papel de la AFP como herramienta de cribado y la seleccién de su punto de corte més
preciso dependen de la prevalencia de CHC en la poblacion analizada. Ademas, el estudio
realizado por Chen et al. demostré que acelera la progresion tumoral en células de ratdn asi
como comprobo que promueve la proliferacion in vitro y tumorigénesis in vivo en células de
CHC, siendo asi considerada como el biomarcador principal para el analisis del diagnostico
y pronostico de dicho cancer.?*

Sin embargo, la AFP sérica puede estar elevada en otras enfermedades benignas o malignas
como la hepatitis aguda o cronica, colangiocarcinoma intrahepatico y tumores
embriogénicos, por lo que su especificad se ha puesto en duda. Por este motivo, resulta de
vital importancia explorar la identificacion de nuevos biomarcadores con fines prondsticos

o predictivos, dado que podrian tener un impacto significativo en la practica clinica. 2’

A 11 B BIOMARCADORES EN CARCINOMA HEPATOCELULAR
09 1 s =) ' ﬁ =\
1 SELECCION
> os SUPERVIVIENCIA DIAGNOSTICO TRATAMIENTO PRONOSTICO
% ¢ Sensitivity AFP AFP o AFP
0,7 4 Y
é"- @ Specificity Agzl;s AE'::'FI;S AFP-L3 ? Agzl;s
E 061 otros... otros... LE ?, otros...
> otros... ?
:E 0.! J ) - J L. 4
i | NO ES CLINICAMENTE UTIL PARA EL .
g o4 DIAGNGSTICO PRECOZ DEL CHC CLINICAMENTE UTILES
03
> 100 NECESIDAD DE BIOMARCADORES MUY NECESIDAD DE BIOMARCADORES SERICOS Y
Cut off s SENSIBLES Y ESPECIFICOS TISULARES DE PRONOSTICO ALTAMENTE ESPECIFICO
Studles (#)

Figura 7: Representacion gréafica de los diversos biomarcadores utilizados en la actualidad en CHC. Debido a su
moderada sensibilidad, pero alta especificidad (A), la AFP es la principal herramienta utilizada tanto para diagnosticar,
seleccionar el mejor tipo de tratamiento, asi como para determinar la supervivencia y pronostico (B).2>%7
Adaptacion de revision bibliogréafica. Fuente: Biorender.

Ademés del tamafio tumoral, la funcidén hepética, las pruebas de imagen y los
marcadores séricos, otros parametros adicionales como la biopsia tumoral y la
subclasificacion de los sistemas de estadificacion actuales, se tienen en cuenta para
determinar el tipo de patron de progresion tumoral y mejorar la seleccion de pacientes para
el tratamiento.?® Al igual que ocurre con otras enfermedades hepéaticas y tumorales, la

biopsia hepatica constituye un componente critico para establecer un diagnéstico certero.?
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Figura 8: Algoritmo diagnostico. *Una técnica de imagen solo recomendada en centros con equipos de radiologia
de alta calidad. ** Caracteristicas radioldgicas del HCC: hipervascularidad arterial y lavado venoso / fase tardia.?

A pesar de los esfuerzos de cribado y los avances en los tratamientos médicos,
locorregionales y quirdrgicos, el carcinoma hepatocelular sigue siendo una de las causas mas
frecuentes de muerte por cancer en todo el mundo. En parte se debe al hecho de que la
mayoria de los pacientes presentan enfermedad avanzada en el momento del diagnostico
afiadiendo un alto riesgo de recurrencia tras la cirugia curativa.?®

Tiene sentido, por tanto, que el objetivo principal en estos pacientes sea el
diagndstico precoz y la constante vigilancia del CHC cuando aun es posible curarlo.

Los avances en el tratamiento del CHC han incluido la identificacién de los pacientes
con mas probabilidades de obtener un beneficio clinicamente significativo de las opciones
terapéuticas disponibles. Ademas, se estan investigando las estrategias de combinacién de

terapias locorregionales y/o sistémicas. 23

Entre las distintas terapias existentes, en primer lugar, destaca la opcion quirdrgica
en aquellos tumores solitarios en estadio temprano si el paciente no tiene ninguna alteracion
cardiaca y presenta un buen estado funcional. En segundo lugar, las opciones transarteriales
se contemplan en pacientes que posean tumores en estadio intermedio (BCLC Estadio B) y,
por ultimo, las opciones sistémicas recomendadas para aquellos pacientes con enfermedad
avanzada (BCLC Estadio C).® También se estan desarrollando, combinaciones de terapias

sistémicas y locorregionales para tratar el CHC intermedio o localmente-avanzado.!
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( HCC )

Very early stage Early stage (BCLC A) Intermediate stage Advanced stage Terminal stage
o (BCLC0) * Single or <3 nodules <3 cm (BCLC B) (BCLC C) (BCLC D)
g’ * Single nodule <2 cm * Child-Pugh A-B,ECOG 0 * Multinodular * Portal invasion, N1, M1 * Child-Pugh C*
& | | o Child-Pugh A « Child-Pugh A-B, * Child-Pugh A-B, « ECOG>2

ECOGO I ECOG0 ECOG1-2
(Solitary) (2-3 nodules <3 cm)
¥
P Yes | Optimalsurgical | No
c candidate®
£
®
@ = Systemic therapy
E. * First: atezolizumab + bevacizumab®
g Yes No * First/second: sorafenib, lenvatinib®
E * Third: regorafenib, cabozantinib,
(— ﬁ ramucirlumalg (AFP ':40[0 ng/n';l)
Transplantation (US: nivolumab, pembrolizumab, Best supportive
(Ablation ) ((Resection ) | (ODLT/LDLY | (‘Ablation ) (Chemoembolization ) | nivolumab + pilimumab) care

Figura 9: Algoritmo de tratamientos primarios segun el estadio del CHC. Fuente: Llovet et al. 2021.

La quimioterapia convencional no ha alterado la historia natural del CHC avanzado
y metastasico por lo que se han buscado alternativas de tratamientos a nivel sistémico. Entre
las terapias sistémicas aprobadas, se encuentran los inhibidores de multicinasas, de “check-
points” inmunitarios y terapias farmacoldgicas combinadas.® EI Sorafenib (inhibidor de la
Tirosin quinasa) que reduce la capacidad de division y crecimiento celular fue el primer

agente aprobado por la FDA en 2016 para tratar el CHC avanzado.*

Desde el advenimiento del Sorafenib como opcidn de tratamiento activo para los
pacientes que con enfermedad avanzada o metastasis, se han aprobado seis terapias
sistémicas basadas en ensayos de fase Il (Atezolizumab mas Bevacizumab, Sorafenib,
Lenvatinib, Regorafenib, Cabozantinib y Ramucirumab [AFP > 400 ng/mL]) y otras tres
terapias han obtenido la aprobacion acelerada de la FDA debido a la evidencia de su

eficacia3!

Atezolizumab méas Bevacizumab es el primer régimen combinado de inmunoterapia
y tratamiento vascular que se recomienda como opcion de primera linea en CHC irresecables

tal como se resumen en la revision llevada a cabo por Leowattana W et al, 2023.%2
Ademas, un grupo de investigacion de China realiz6 un metaandlisis para valorar la

secuencia de tratamiento 6ptima para el CHC e informar acerca de las tasas de supervivencia

obtenidas con los distintos tratamientos mostrados en la Figura 10.33
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Atezolizumab més Bevacizumab ocupé el primer puesto en supervivencia libre de
progresion y global, aunque también obtuvo las tasas més altas de discontinuaciones por
acontecimientos adversos. Sus beneficios eran superiores frente a Nivolumab, Sorafenib y
Lenvatinib.®® Este Gltimo, encabezé el primer lugar en la tasa de respuesta global y fue el

segundo en la supervivencia libre sin progresion.

Sin embargo, ninguno de ellos ha mostrado ser superior y suficiente como Unico
tratamiento aislado para tratar el CHC avanzado segun el metaanalisis realizado por Yue
Han et al, 2021. Por esta razon, el tratamiento sistémico de primera linea debe seleccionarse
en funcion de objetivos terapeuticos individualizados los cuales proporcionan datos

comparativos valiosos que podran ayudar a fundamentar las decisiones terapéuticas.

A Doxorubicin Donafinib

Bevacizumab and Erlotinib

Atezolizumab+Bevacizumab

Sunitinib
Mapatumumab + Sorafenib

Sorafenib plus tegafur-uracil (UFT)
Nintedanib
Sorafenib plus Doxorubicin

Nivolumab : )
Sorafenib Sorafenib-pravastatin combination
B pscore Treatment HR  [95%CI]

0.9501 Atezolizumab + bevacizumab 0.89 [0.64; 1.25]
0.9041 Lenvatinib 1.00

0.8490 Bevacizumab and erlotinib 1.02 [0.62; 1.66]
0.7411 Linifanib —— 1,23 [0.99; 1.53]
0.5899 Donafinib —_— 1,38 [1.09; 1.73]
0.5548 Nivolumab — 1.41 [1.13; 1.76]
0.5511 Sorafenib plus doxorubicin — 1,41 [1.08; 1.84]
0.4347 Sorafenib-pravastatin combination — 1.52 [1.16; 1.98]
0.4246 Sorafenib m 1.52 [1.30; 1.76]
0.3951 FOLFOX4 1.62 [0.88; 2.97]
0.3599 Mapatumumab plus sorafenib —_— 1.63 [1.10; 2.37)
0.2738 Sorafenib plus tegafur-uracil (UFT) S 1.80 [1.05; 3.10)
0.2422 Sunitinib ;| 1.71 [1.40; 2.10)
0.1883 Nintedanib —_— 1.91 [1.29; 2.83]
0.0414 Doxorubicin —_— 2,61 [1.49; 4.56]

[ |
0.5 1 2
Hazard ratio of PFS

Figura 10: Resultados de supervivencia en pacientes con CHC avanzado tras tratamiento sistémico de primera linea.
A: Diagrama de red; B: Intervenciones clasificadas por valor P con cocientes de riesgo para la supervivencia libre de
progresion e intervalo de confianza del 95% para la tasa de respuesta global de cada tratamiento. IC: intervalo de
confianza; HR: hazard ratio; FLOFOX4: Oxaliplatino/Acido Folinico/5-Fluorouracilo; PFS: Progression-free survival.32
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En resumen, en los estadios locales de 0 y A se podria optar por un tratamiento curativo
mediante reseccién tumoral o trasplante hepatico combinado o no con RT. Sin embargo, la
complejidad de esta enfermedad demuestra que la opcion curativa es limitada ya que el 80%-
90% aparecen sobre higados cirréticos y solo el 12% son elegibles para su reseccién o
trasplante. Ademas, su evolucion a metéstasis es bastante frecuente y cuando lo hacen la
localizacién mas frecuente son las pleuropulmorares.®

Los métodos seleccionados para los tumores en estadio B incluyen tratamientos
locorregionales como la TACE (Quimioembolizacion arteria hepatica o TARE
radioembolizacion transarterial) y la ablacion por radiofrecuencia entre otros. Hoy por hoy,
Lenvatinib puede sustituir a TACE con igual eficacia en los casos en los que no puede
utilizarse el tratamiento locorregional %

Hasta 2016, la Unica opcion de tratamiento sistémico para el estadio C era el Sorafenib.
Pero, como hemos comentado anteriormente, Lenvatinib se convirtid en un farmaco de
segunda linea al mostrar no inferioridad frente a Sorafenib en supervivencia general. Por

ultimo, los estadios D precisaran de tratamiento de soporte y paliativo.

Liver cirrhosis
" (75-80%)

Advanced Stage
Portal invasion

Sorafenib ORR: 5% Atezolizumab (anti-PD-L1) +
0 Lenvatinib ORR:18.8% Bevacizumab (anti-VEGF)

|

Other TKi
@ Nivolumab/Pembrolizumab
(anti-PD-1; USA only)

ORR: 15-20%
Figura 11: Representacion del tratamiento estandar de los pacientes con CHC en estadio avanzado. En primera linea, se
administran TKi, (Sorafenib o Lenvatinib) o la combinacién recientemente aprobada de Bevacizumab + Atezolizumab. En

ORR: 27%

segunda linea, otros TKi o inhibidores del punto de control inmunitario anti-PD1 como Nivolumab o Pembrolizumab. 36

A pesar de la existencia de todas estas opciones terapéuticas en la actualidad, la
mortalidad del CHC sigue en aumento, por lo que todavia es necesaria mucha investigacion

con el fin de desarrollar tratamientos y descubrir farmacos de alto impacto clinico.?”
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El trabajo de nuestro laboratorio busca abrir una nueva via en este sentido
centrandonos en el gen PNPT1 como diana terapéutica, ya que los niveles de este tienen una
correlacion positiva con el mal pronéstico del CHC de los pacientes.

Buscamos alterar la regulacion del gen, incidiendo sobre factores de transcripcion
gue se encuentran en el promotor de este gen, como NF-YA y SP1, los cuales ayudan a la
transcripcion de la translocasa PNPasa. Su silenciamiento podria aumentar los porcentajes

de supervivencia en combinacion con otras terapias.

1.2. Funcién mitocondrial y su relacién con la translocasa PNPasa.

Las mitocondrias son organulos productores de energia en forma de ATP a través del
proceso conocido como fosforilacién oxidativa. Al mismo tiempo, se encargan de regular
complejas vias de sefalizacion, diferenciacion y activacion de las células inmunitarias
durante la infeccion, desencadenando la autofagia y apoptosis.3®

Estdn compuestos por dos membranas, externa e interna, separadas que dejan un
espacio intermembrana y compartimentos de la matriz que desempefian distintas funciones.
Poseen su propio genoma (mtDNA), el cual se replica de forma independiente al genoma
del huésped.®® En los humanos, el mtDNA es el encargado de codificar 13 proteinas
relacionadas con la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). El resto de las proteinas
mitocondriales son codificadas por el genoma nuclear y se importan a las mitocondrias, de
ahi lo esencial que resulta que exista una buena comunicacion entre los dos genomas y
trabajen en conjunto.*°

De esta manera, es logico pensar que la disfuncion mitocondrial en un tejido pueda
desencadenar una gran variedad de enfermedades como el cancer y, por tanto, este defecto
en su funcién tendra consecuencias a nivel sistémico en el organismo afecto.** Ademas, se
ha demostrado en un estudio que las mutaciones asociadas al cancer son aquellas que
permiten a las células cancerosas adquirir y metabolizar nutrientes de una manera que se
favorece la proliferacion celular en vez de la produccion eficiente de ATP.#?

Una causa de la disfuncién mitocondrial es el estrés oxidativo, provocando dafios celulares
tales como alteracion de acidos nucleicos, modificacion de lipidos y dafio proteico.*® Por
tanto, el metabolismo alterado de las células tumorales posibilita que aquellos tratamientos
que modifiquen el metabolismo hacia Oxphos puedan llegar a ser terapéuticamente efectivos

contra el cancer. !
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Se ha observado cierta relacion entre los niveles de respiracion mitocondrial y la actividad
de la proteina PNPasa. Mediante un modelo se ha descrito que la reduccion en la actividad
de la PNPasa conduce a una reduccién en actividad del complejo de la cadena respiratoria y
produccion de ATP. 4

T [ATP] : [AMP] L[ATP] : [AMP]

GlycolysisT / Lactate T

|

p-AMPK T — Proliferation |-

Figura 12: Modelo del efecto de la actividad reducida de la PNPasa. La pérdida de PNPasa (P) conduce a una
menor actividad del complejo de la cadena respiratoria, una disminucion del potencial de accion (Ay) y una
produccion insuficiente de energia en forma de ATP con la consecuente disminucion en proliferacion.*

Ademas, un reciente estudio demostrd el relevante papel que tiene la PNPasa en la
regulacion de la importacién del ARN codificado entre el nicleo y la matriz mitocondrial,
(proceso dependiente de la PNPasa). Se sugiere que la PNPasa regula los niveles de
nucleotidos de adenina y la homeostasis mitocondrial alterando la translocacion de ARNSs a
las mitocondrias con el fin de controlar la abundancia de la cadena de transporte de
electrones (ETC). Asi pues, la reduccion de PNPasa supone una alteracién en dicho proceso

acumulandose transcritos policistrénicos precursores y disminuyendo las proteinas ETC.#

RNAs with mitochondrial

import stem-loop ﬁ
CYTOSOL \/\T
oM
IMS

PNPase subunit OXPHOS
trimer or hexamer PNPASE PNPASE companents

M +.L\l“
MATRIX

mtRNA mtRNA (f

A ature
precursors  processing mtANAs

Figura 13: Resumen grafico sobre la funcion de PNPasa: Translocasa esencial en el procesamiento, la traduccion
e importacion de informacion genética (ARN mitocondrial) entre el citosol y la matriz mitocondrial. 4°
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1.3. Promotor PNPT1: NFYA'Y SP1
El gen PNPT1 (Human polyribonucleotide Nucleotidyltransferase 1) se encuentra
localizado en el cromosoma 2 en la region citogenética 2p15-2p16.1 y codifica la enzima
PNPasa, un polinucleétido fosforilasa, el cual cumple funciones de alteracion
postraduccional, transporte e importacion de RNA imprescindibles para la supervivencia y

mantenimiento de la informacidn genética de la mitocondria.

Chromosome 2 - NC_000002.12
[ 55547232 p [ 55923752 p
LOCL 24900537 LOC1 27273401 LOC107985811 EFEHP] e
LOC127273593 PNPT1 tfp— LOCi12268416
FPP4RIE A | 00126933769 LOC1 272734035

Figura 14: Localizacién de PNPT1. Este gen se localiza en el cromosoma 2 en direccion al extremo del brazo corto
(p). Imagen obtenida de la pagina web del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) buscando la
siguiente identidad: Gene 1D: 87178, updated on 23-Nov-2023. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/87178)

Se ha propuesto que alteraciones germinales en esta proteina esta relacionada con
diferentes tipos de tumores, aunque los mecanismos no son bien conocidos.*® Algunos de
los canceres descritos cuya patogenia se asocia con alteraciones en niveles de expresion del
gen PNPT1 son: Linfoma difuso de células B grandes?’, Leucemia linfoblastica aguda“®,
Céancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) #° o Cancer de vejiga®.

Otros estudios recientes también han demostrado que la deficiencia de PNPT1
provoca una acumulacion de ARNmt de doble cadena en el citoplasma, liderando la
activacion aberrante del interferdn tipo I, lo que podria estar implicada en numerosos
procesos proinflamatorios como la encefalopatia. 5

Ademas, hay diversos reportes e investigaciones que han confirmado la presencia de
mutaciones en PNPT1 como causa de un programa de expresion de genes metabolicos
alterados® y diversas patologias tales como sindrome de Leigh®3, sordera no sindrémica
recesiva®*, mielinizacion anormal retardada %°, aumento del gen c-MYC por interaccion con
EGFR?5¢ e incluso defectos en la coroides y retina ocular®’.

En resumen, segun The Human Protein Atlas, PNPT1 es una proteina de unién al
ARN implicada en numerosos procesos metabolicos del ARN. Principalmente cataliza la
fosforolisis de polirribonucle6tidos monocatenarios de forma procesiva en la direccién 3'-a-
5'y es un marcador prondstico desfavorable en cancer hepatico, pancreatico y endometrial
entre otros (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/summary/gene).

15


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/summary/gene
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/87178

ST
f W Universidad

i Catolica FACULTAD DE MEDICINA
NN e Vaeneia, Y CIENCIAS DE LA SALUD
2255
PROGNOSTIC SUMMARY!

Prognostic marker in liver cancer (unfavorable), pancreatic cancer (unfavorable) and endometrial cancer
(unfavorable)

\\ p<0.001 T, p<0.001 \"j p<0.001
LY

W
M‘H \_‘—‘-HM—I—O-H%—l

Ly Ll‘
Liver cancer Pancreatic cancer Endometrial cancer

RNA EXPRESSION OVERVIEW!
TCGA dataset! RNA cancer category: Low cancer specificity

W.DZE °

£
45.0 = g °
40.0 5 a ° o

B
(=}
1
- memocom oo o

3
o
1
e jmoa ®

150

=

5.0+

- oo

oo mo
| e

00—

P

B < 4 .
0 A

2ie b
b Prostate ,. 3 i
Breast cancer cancer Lung cancer Liver cancer

PROTEIN EXPRESSION SUMMARY!

HPA034602 HPA034603 CAB033424 [ organ I

A majority of cancer cells displayed moderate granular cytoplasmic
staining. A few cases of melanomas, testicular, gastric, pancreatic
and colorectal cancers displayed strong positivity.

Patients (%)
100

w0
e
w0
-
0_9@5’ J A | N T s'l T T T é’ él T y 2 T v,l z 7,
) é? & & fﬁ & & é/o‘ & & 49@ & &
ST rE Iy rIry LS
&Y &S F ¢« & & < & & N
<4 Qé{;: & S &§

Figura 15: Captura de pantalla de la pagina oficial “The Human Protein Atlas”. Se muestra
coémo marcador desfavorable en el prondstico del cancer de higado, pancreas y endometrio, asi
como estar aumentada su expresién de RNA y proteinas en distintos tipos de canceres.
FUENTE: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/pathology
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Se han descrito cuatro factores de transcripcion relacionados con la regulacion del
gen PNPT1: SP1, NF-Y, ISRE Y NRSE.8

1.3.1. La proteina PNPasa

La PNPasa es una ribonucleasa en el espacio intermembrana mitocondrial. Esta
curiosa localizacion se debe principalmente a la presencia de la proteina TCL1, la cual es
una oncoproteina, que si se sobreexpresa puede provocar el desacoplamiento de la PNPasa
en su localizacion mitocondrial habitual actuando como un “interruptor mitocondrial”.
Como consecuencia, puede provocar tanto la inhibicién de la biogénesis mitocondrial como
la fosforilacion oxidativa deprimiendo la via glicolitica.>®

Su importancia radica en su funcién como reguladores de la importacion de ARN
codificados en el nucleo a la matriz mitocondrial. Algunos de los RNA relacionados con la
PNPasa son el RNAr 5s, RNasa P o RNA RNasa MRP. Los datos apoyan firmemente el

papel previsto de PNPasa en la mediacion de la translocacion de ARN a la mitocondria.

1.3.2. Factores de transcripcion NFY y SP1

El factor de transcripcion NF-Y (Nuclear Factor Y) es un factor de transcripcion
trimérico formado por la secuencia especifica NF-YA y el dimero NF-YB/NF-YC del
dominio de plegamiento de histonas (HFD). ¢ Se describi6 por primera vez como uno de los
factores de union CCAAT, lo cual suscito mucho interés entre la comunidad cientifica
debido a su papel en la regulacion de los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH) cruciales para la respuesta inmunitaria.®?

La vital importancia fisiologica del NF-Y se ha documentado en modelos de ratones NF-
YA knockout, en embriones y en experimentos condicionales en sistemas hepaticos,
hematopoyéticos, neuronales y adipocitos.5?

NF-YB y NF-YC contienen motivos de plegamiento de histonas conservados
evolutivamente y comunes a todas las histonas centrales, que median la dimerizacion, una
caracteristica estrictamente necesaria para la asociacion NF-YA y la union al ADN de
secuencias especificas. 64

En casi todos los casos descritos hasta ahora, la unién del trimero es importante para la
regulacion transcripcional. Concretamente es la subunidad NF-YA la que posee mayor
capacidad de union especifica, pero no cumple su cometido sin un splicing y las

modificaciones postraduccionales adecuadas para el ensamblarse del complejo trimérico.%
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Figura 16: Formacion del complejo NF-Y. NF-Y consta de tres subunidades diferentes: NF-YA, NF-YB y NF-YC,
todas imprescindibles para la formacién de complejos NF-Y y para la unién a la caja CCAAT activando asi la
transcripcion. Adaptacion de la figura 1 de Ly et al., 2013 mediante la plataforma https://www.biorender.com/.

En general, los datos sobre los niveles de ARNm de las subunidades NF-Y en el cancer
son de reciente aparicion. En informes iniciales sobre cohortes individuales de cancer de
ovario, mama y gastrico, se demostro que NF-YA esta sobreexpresado. Ademas, se han
completado andlisis de Carcinoma de Mama (BRCA), Carcinoma de células escamosas de
pulmoén (LUSC) y Adenocarcinomas (LUAD) que demuestran que el factor NF-YA se
encuentra sobreexpresado, pero no las subunidades HFD.%¢

Investigaciones recientes han indicado que la subunidad NF-Y A desempefia un papel
en el avance y el crecimiento del carcinoma hepatocelular (CHC). El estudio realizado por
Bezzecchi et al. (2020) muestra un aumento significativo de la expresion de NF-YA en
muestras de tejido obtenidas de pacientes con CHC (Figura 17). La sobreexpresion
observada de NF-Y A se asocia con una peor evolucion clinica global y mal prondstico de la
enfermedad. Estos hallazgos sugieren que el papel regulador del NF-YA le otorga el

potencial de ser una diana terapéutica para el tratamiento del CHC.%’

<2 x10-" 41 x 197" <2 x 107"
1 1 1
: * B0 2

301 © 609

Ed Normal n = 50
BE Tumor n =373

201

TPM

NF-YA NF-YB NF-YC
Figura 17: Aumento de expresion de las tres subunidades de NF-Y en CHC. Diagramas de caja de los niveles
de expresion de las tres subunidades NF-Y a nivel génico medidos en MTP (Transcript per Millons). ¢
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Por su parte, SP1 es una proteina implicada en procesos bioldgicos normales y
cancerosos como la diferenciacion, el crecimiento celular, la apoptosis, la angiogénesis, la
reprogramacion celular y la tumorigénesis. La funcion la ejerce a través de su union a zonas
ricas en CG en un dominio dedos de zinc, como se ha visto en la secuencia de PNPT1. 8

Los dominios de unién al ADN de Spl incluyen tres dedos de zinc tipo C2H2
altamente homdlogos, que se unen preferentemente al mismo sitio de consenso de GC [5°-
(GIT)GGGCGG(G/A)(G/A)(G/ T)-3’]. Cada uno de los tres dedos de zinc en Spl tiene su
propia preferencia de secuencia especifica, y los tres son necesarios para una unién de alta
afinidad, siendo el primer dedo de zinc el que tiene la mayor especificidad de secuencia.
Curiosamente, la pérdida de los tres dedos de zinc Spl suprime no solo la union al ADN
sino también la localizacion nuclear la cual requiere para coordinar las uniones en dicho
dominio. Ademas, cabe destacar que el dominio cargado, aunque no es esencial para la union

al ADN, promueve la unién de los dedos de zinc al ADN diana. %°

Bid Diomiain
N-Terminal Charged DNA
domain TAD A TAD B damain Binding Domain D
{1-145) {146-251) {261-495) {496-610) 4 (642-708) (708-TB5)

~ Serine/Threonine rich
Glutamine rich

Figura 18: Estructura del factor de transcripcion Spl. Destacamos el dominio de unién al ADN con los dedos de zinc
Cys2His2 (violeta) y el dominio de transactivacion (azul claro), compuesto por regiones ricas en serina/treonina
flanqueadas por glutamina, localizados cerca del N-Terminal. ElI dominio de multimerizacién (beige) facilita la
interaccion entre multiples moléculas Sp1y promueve la superactivacion de genes. 7

En esta revision realizada en conjunto por los doctores Beishline y Clifford, se explica la
importancia fundamental que tiene Splpara la regulacion de genes cuyos productos son
responsables de cada una de las ocho caracteristicas principales del cancer (“Hallmarks of
cancer”). Asimismo, Spl puede establecer interacciones con multiples proteinas
reguladoras, desde otros factores de transcripcion, hasta supresores tumorales y controlar de
diversos modos la transcripcion. 7

En pacientes con diversos tipos de cancer, los niveles de Spl se encuentran elevados
considerandose un factor de prondstico negativo. Hay varios compuestos que alteran la
regulacion de las proteinas Sp influyendo en la interferencia directa con sus sitios de unién

al ADN o promoviendo su degradacién. ™
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La heterogeneidad de interaccion de Spl, junto con la cercania entre las cajas GC y
CCAAT en algunos promotores, sugiere la existencia de una asociacion entre Sply NF-YA
Yy, en consecuencia, su activacion sinérgica. 2

Las modificaciones postraduccionales afectan en gran medida a la actividad de este
factor de transcripcion. Se ha observado en lineas celulares cancerosas que la expresion
disregulada de este factor puede relacionarse con el proceso de transformacion oncogénica.
73

La union de factores de transcripcion a tractos de ADN especificos en promotores de
genes es un paso clave hacia la activacion o represion transcripcional génica. Ya existen
estudios que incluyen farmacos como antineoplasicos, AINEs, productos naturales, aspirina
o metformina que podrian influir, a través de diversas vias, en la regulacion negativa de las
proteinas Sp. Por esta razon, en la actualidad un area clave de investigacion sobre farmacos
que se dirigen a las proteinas Sp abre las puertas a su consideracién como agentes potenciales

para futuras aplicaciones clinicas.’

Transcriptional Drug Degradation

]

ROS Caspases

Proteasomes

Sp-regulated Genes

\&_ Survival/growth
miR-20a ﬂ Cyclin D1, bel2 survivin

miR-27a
RTKs
[T 3, 221810 EGFR, c-MET, CXCR4, FGFR3,
| NWM ZHia VEGFRY, IGFR
\l ZBTB10 Other prooncogenic factors
ZBTB4 YY1, EZH2, p-catenin, ERa,

p65/p50-NFkB, PTTG1, VEGF

Figura 19: Mecanismos de regulacion negativa del factor de transcripcion Sp mediada por diversos farmacos. 7

En esta linea, se construye uno de los objetivos de este trabajo puesto que hay suficiente
evidencia cientifica acerca de que la proteina Spl tiene un alto impacto e influencia a nivel
funcional en el cancer demostrando asi su valia y gran potencial como posible diana
terapéutica. Ademas, se ha visto que podemos hacer uso de farmacos para la influir en la

regulacion de los factores de transcripcion objeto de estudio.
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1.4. Relacion NFY con Suramina

La Suramina, una naftilurea polisulfonada, es un potente inhibidor competitivo de la
transcriptasa inversa que bloguea la infectividad y los efectos citopéticos in vitro. Presenta
una amplia gama de aplicaciones potenciales como actividad antiparasitaria, antivirica y
antitumoral y se ha utilizado hasta el momento como tratamiento antihelmintico, frente al
autismo y para tratar algunos tipos de cancer. "

El efecto sobre los niveles de heparanasa es el motivo de su reciente uso en cancer,
como el triple negativo de mama. La heparanasa es una enzima que degrada polisacaridos
polisulfatados como el heparén sulfato (HS). El sulfato de heparan regula varios procesos
relacionados con el cancer, como la sefializacion del factor de crecimiento de fibroblastos,
la angiogénesis mediante el secuestro de factores de crecimiento endoteliales vasculares, la
sefalizacion de la via hedgehog y la adhesion celular. 7

Ademas, HS es un componente importante de la matriz extracelular y de las
membranas basales cuya degradacion conduce a condiciones de inflamacion, angiogénesis
y metéastasis tumoral. Una sobreexpresion de la enzima que la degrada condiciona un peor
pronostico y multiples implicaciones en las funciones de crecimiento tumoral y habilidad
para metastatizar lo cual ha traido un gran interés como posible diana antineoplasica. ’’

En carcinoma hepatocelular, se han observado niveles altos de expresion de
heparanasa que se correlacionan con fenotipos de alta capacidad invasiva (metastasis).
Ademas, se ha visto que tanto la sobreexpresion como el silenciamiento del gen de la
heparanasa favorece el establecimiento de una red vascular (angiogénesis) que acelera el

crecimiento tumoral actuando como un factor de crecimiento. 78
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Figura 20: Efecto hepatoprotectores de la Suramina. A). CHC de ratas tratadas con Suramina que muestran una
disminucién significativa de la actividad de heparanasa en comparacién con el grupo control (p<0.05). B). Imagenes
representativas de secciones de higado que muestran una considerable diferencia en cuanto al infiltrado celular en el
tracto portal, fibrosis y rotura del tejido hepatico que con el tratamiento de Suramina se ve atenuado. ’®
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De acuerdo con los resultados previos obtenidos mediante Docking por nuestro
equipo de investigacion junto con una exhaustiva busqueda en la bibliografia disponible, se
plantearon los farmacos Suramina y Micafungina (control positivo) para ensayar su
efectividad sobre NF-Y y Spl, comprobando asi su papel relevante en la regulacion del
promotor del gen PNPT1. Como ya hemos mencionado anteriormente, una sobreexpresion
de este gen reduce considerablemente la esperanza de vida de los pacientes con cancer
hepatocelular o incluso inducirlo.

Este tipo de analisis in silico son esenciales e imprescindibles para el porvenir de la
investigacion cientifica ya que este tipo de resultados aceleran el trabajo de laboratorio,
aunque son Unicamente orientativos. En Gltima instancia, son los propios ensayos en el
laboratorio con los cuales se obtienen los datos mas correctos para validar o desmentir cierta
hipotesis planteada.

Debido al problema que plantea y la alta incidencia en nuestro medio del CHC surge
la urgencia de buscar nuevos farmacos y medios eficientes para valorar el pronostico de estos

pacientes.

1.5. Modelos celulares experimentales: HeLay HepG2

La linea celular inmortal HeLa corresponde a células de adenocarcinoma cervical
humano con una alta capacidad de crecer y dividirse de manera indefinida por lo que se han
convertido en una herramienta invaluable para la investigacion cientifica médica. Fueron las
primeras células humanas cultivadas en laboratorio y se obtuvieron a partir de una muestra
de células cancerosas tomadas de Henrietta Lacks en 1951, de ahi su nombre. Se han
utilizado en numerosos estudios, incluyendo la produccion de vacunas, el desarrollo de
medicamentos y en la comprension de enfermedades como el cancer y el VIH. 7

Algunas lineas celulares de hepatoma humano, como HepG2, Hep3B, HuH7 y
HepaRG, se utilizan habitualmente para estudios sobre metabolismo de farmacos y
hepatotoxicidad. 8 Las lineas celulares se caracterizan por su vida Util ilimitada, fenotipo
estable, alta disponibilidad y facil manejo. Sin embargo, su principal limitacién es la menor
expresion de algunas actividades metabdlicas en comparacion con el uso in vitro de

hepatocitos humanos primarios. 8
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Las células HepG2 son células no tumorigénicas y altamente proliferativas que se han
cultivado con éxito en sistemas de cultivo a gran escala para estudiar diversas funciones
hepéticas. Muestran una morfologia epitelial cuando se cultivan sobre una superficie sélida
y, en determinadas condiciones de cultivo, puede producirse la polarizacion de las células

HepG2 con la formacién de estructuras bilecanaliculares entre células adyacentes.®

La linea HepG2 fue escogida para nuestro experimento en parte por las semejanzas con
respecto al CHC en paciente reales, asi como por la demostracion en estudios previos de su

implicacion y relacion con el factor NF-Y, objetivo de estudio de esta investigacion.

Se han utilizado como modelo celular en estudios en los cuales se ha llegado a demostrar
la importante implicacion del factor de transcripcion NF-Y en la regulacion del crecimiento
celular a distintos niveles y funciones celulares mostrados en la Figura 21. Testa et al plasma
en este diagrama circular la gran variedad de vias genéticas identificadas en HepG2 que
podrian ser evaluados como sustanciales reguladores del crecimiento celular y proceso
oncogénico.®
[] Metabolism
I DNA binding /transcription
] Vesicular\nuclear traffiking
(] Membrane and extracell.matrix
I signal trasduction
[ Cell cycle\apoptosis
[ Chomatin modifying
[__] Protein degradation\syntesis\turnover
Il RNA processing\binding factor
[_] Structural proteins\cytoskeleton

Figura 21: Clasificacion funcional de los genes diana del NF-Y. Los genes diana del NF-Y cuya funcidn es conocida
o inferida se clasificaron seglin la funcién de la proteina codificada. &
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Pese a la cantidad de directrices de cribado para la deteccion precoz y opciones
terapéuticas de las que se dispone en la actualidad para el CHC, la mortalidad sigue en
aumento. El mal prondstico de estos canceres se asocia principalmente a su diagndstico
tardio, lo que limita el acceso al tratamiento curativo. Por este motivo, resulta de vital
importancia explorar la identificacion de nuevos biomarcadores con fines prondsticos o
predictivos, asi como realizar mas investigacion en vias de desarrollar tratamientos de alto

impacto en la préctica clinica.

El trabajo de nuestro laboratorio busca abrir una nueva via en este sentido centrdndonos
en el gen PNPT1 como diana terapéutica, ya que los niveles de este tienen una correlacién
con el mal pronéstico del CHC de los pacientes.

Buscamos alterar la regulacion del gen, incidiendo sobre factores de transcripcion que se
encuentran en el promotor de este gen, como NF-YA y SP1, los cuales ayudan a la
transcripcion de la translocasa PNPasa. Su silenciamiento podria aumentar los porcentajes

de supervivencia en combinacién con otras terapias.

HIPOTESIS: La regulacion del gen PNPT1 a través de la modulacion de los factores de
transcripcion NF-YA y SP1 tendrd un impacto significativo en la viabilidad celular y la
actividad mitocondrial en las células de hepatocarcinoma. Ademas, la administracion de
Suramina resultaria en una disminucion de los niveles de PNPasa suponiendo efectos
beneficiosos en el futuro tratamiento del cancer hepatocelular, contribuyendo al desarrollo

de terapias efectivas y de alto impacto clinico.

Objetivo 1: Caracterizacion del promotor del gen PNPT1 investigando el papel de los

factores de transcripcion NF-YA y SP1 en la regulacion de la expresion génica.

Objetivo 2: Analizar los efectos de las alteraciones en los sitios de union putativos de los

factores de transcripcion NF-YA 'y SP1 en la viabilidad celular y actividad mitocondrial.

Objetivo 3: Evaluar in vitro el impacto de la Suramina en la regulacion de niveles de PNPasa

en células de hepatocarcinoma y su posible aplicacién terapéutica.
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3. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se ha llevado a cabo en el laboratorio del
Centro de Investigacion Traslacional San Alberto Magno (CITSAM) ubicado en la tercera

planta de la sede San Carlos Borromeo de la Universidad Catolica de Valencia.

3.1. BIOINFORMATICA

3.1.1. Docking: Suramina y Micafungina (“GOLD”)

GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) es una herramienta utilizada para
llevar a cabo el “Docking” que consiste en acoplar una proteina a una estructura concreta.
Con su sistema se puede predecir si un ligando se une al sitio de unién de una proteina de
interés y mediante el sistema de puntaje llamado PLP-Fitness se consigue un “score”. Cuanto
mas alto sea este valor, mas probable sera que ocurra la conformacién adoptada por el
ligando en la proteina en cuestion.

Para generar los ligandos en 2D se utiliz6 ChemSketch, un programa que permite
dibujar la molécula manualmente o desde su codigo SMILES si es grande. En este caso, los
ligandos Suramina y Micafungina, eran macromoléculas complejas, por lo que se obtuvieron
sus cddigos SMILES realizando una bdsqueda en la base de datos Drugbank.

DrugBank es una base de datos bioinformética Gnica la cual combina datos
farmacoldgicos detallados sobre los compuestos con informacion de las dianas de los
farmacos. Entre las aplicaciones se encuentra el descubrimiento in silico de dianas
farmacoldgicas, prediccion de las interacciones de farmacos y educacién farmacéutica.®

Una vez se obtuvieron los codigos SMILES de los compuestos que se querian testar
como ligando, se abre el programa ChemsSketch. En la barra del ment se clica “Generar” que
abre un desplegable y se escogid la opcion “Estructura a partir de SMILES”. Se introdujeron
los codigos obtenido previamente y automaticamente el programa dibujé la molécula del
compuesto deseado.

Una vez ya se posee tanto la molécula del factor de transcripcion como las de los
ligandos, lo que se debe hacer es abrir el programa Hermes-GOLD para acoplar ambas
estructuras clicando “run Docking” y “view solutions” para que el programa muestre todas

las posibles formas de unién del ligando al factor de transcripcion que ha encontrado.
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3.1.2. Curvas de Kaplan-Meyer

Los datos se descargaron del Human Protein Atlas (datos disponibles en:
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/pathology/liver+cancer,
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000001167-NFY A/pathology/liver+cancer,
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000185591-SP1/pathology/liver+cancer)

Las muestras de cancer del “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) se analizaron a
través de la secuenciacion del ARN (RNA-Seq). Los niveles de expresion de ARNm se
determinaron como FPKMs (nimero de fragmentos por kilobase de exon por millon de
lecturas). En funcion del valor FPKM, los pacientes se clasificaron en dos grupos de
expresion y se examino la correlacion entre el nivel de expresion y la supervivencia de los
pacientes.

El prondstico de cada grupo fue examinado mediante estimadores de supervivencia de
Kaplan-Meier y los resultados de supervivencia de ambos grupos fueron comparados

mediante pruebas de rango logaritmico.

3.1.3. Mutagénesis dirigida

Para analizar de la secuencia del promotor del gen PNPT1 se hizo una bdsqueda en
la web del NCBI detectandose una serie de motivos putativos, asi como sitios de inicio de
transcipcion de los cuales fueron algunos escogidos para modificar y crear mutantes.
El objetivo de introducir mutaciones entre las secuencias de estos factores de transcripcion
fue determinar la afectacion del nivel de expresion del gen PNPT1 cuando se modifican cada

uno de los motivos o una combinacion de estos (Anexo 1).

3.2. EXPERIMENTAL

3.2.1. Clonado y subclonado de las construcciones de ADN

La secuencia de 396 bp aguas arriba de la ATG de PNPT1 y los mutantes escogidos
dentro de los factores de transcripcion objeto de estudio, fueron sintetizados y clonados entre
las posiciones Kpnl y HindlIl del plasmido pUC57 (Genescript, Piscataway, NJ, EE. UU)

como se muestra en la Figura 22.
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Ser Asn Ser Ser Pro Val Glu Arg lle Cys Arg Ser lle
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M13 Reverse (-48), 20 - mer

AT CGG ATC CCG GGC CCG TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT Tae
T TA GCC TAG GGC CCG GGC AGC TGA CGT CTC CGG ACG TAC GTT CGA Acc
Pro Asp Arg Ala Arg Arg Ser Cys Leu Gy Ala
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Figura 22: Mapa del Vector pUC57-T. Se indican los posibles sitios de union para la ligacion de aquellos insertos

de interés que hayan sido cortados con dichas enzimas de restriccion (Anexo 2).

Después de realizar una digestion con las enzimas de restriccion correspondientes,

se purificaron las bandas de las secuencias mutadas y el wild-type del promotor siguiendo

el protocolo del kit “Clean Up” de Promega.

A continuacion, las bandas purificadas se subclonaron en los sitios Kpnl/HindlI1I del vector

pGL4-Luc (Promega) mediante una ligasa T4 O/N en hielo a 16°C como se ejemplifica en

el esquema de la figura 23.

Kpnl Hind Il
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g Clean U
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— — 5, _— _+
1 \Q
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pGL4
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NNy
Ny

Ligasa T4 O/N 16°C

Figura 23: Flujo de trabajo del proceso. Se llev6 a cabo una digestion con las enzimas de restriccion Kpnl y Hindlll

para aislar las mutaciones objeto de estudio y poder purificarlas posteriormente mediante un protocolo de Promega

con el fin de confirmar su correcta construccion y presencia. Fuente: Biorender.
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Posteriormente, se transformaron estas construcciones en el pGL4-Luc con las
bacterias termocompetentes DH5a y se cultivaron en placas selectivas de LB Agar con
ampicilina (100 g/mL). Las colonias aisladas se cultivaron en medio LB selectivo
suplementado con amplicilina y se utilizaron los kits PureYield™ Plasmid Miniprep y
Midiprep (Promega) para la purificacion de plasmidos. La fidelidad de la region promotora

de todos los clones se verificé mediante secuenciacion.

3.2.2. Preparacion de placas de agarosa y medio LB

En un matraz de 1L se mezcla 10g de LB Broth (C5001231) con 7,5 gr de agar
bacteriological en 500mL de H20 reactiva. Con estas cantidades salen unas 25 placas
aproximadamente. Tras disolver la mezcla en un frasco de cristal, introducimos en el
autoclave a 121°C durante 1h. Posteriormente, se saca y se deja enfriar encima de la bancada.
Bajo el halo aséptico proporcionado por el mechero Bunsen, se afiade 250uL de Ampicilina
(200pg/mL) para un volumen final de 500mL LB y se distribuye en diversas placas Petri

dejando gelificar 30 minutos para su posterior uso en siembra de bacterias.

Siguiendo el mismo esquema, pero esta vez sin adicionar el gelificador (agar
bacteriological) del medio LB Broth en 500mL de H20 reactiva prepararemos el medio LB
sin antibidtico el cual serd usado posteriormente en la transformacién con las construcciones

y las bacterias termocompetentes DH5a.

3.2.3. Transformacion Construcciones con DH5a

Usando un recipiente en frio con hielo, se descongelan las bacterias termocompetentes
DH5a y colocamos las construcciones aisladas previamente por purificacion en gel. Para un
volumen total de 30 pL, afiadimos a unos tubos nuevos de Eppendorf 20 uL de DH5a, 19 uL
de H20 pura autoclavada y 1 pL de la muestra con las construcciones aisladas. A
continuacion, sometemos la mezcla a un choque térmico siguiendo este esquema:

- 10 minutos a 4°C en hielo

- 2 minutos a 42°C en bafio humedo

- 10 minutos a 4° en hielo
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Posteriormente, afiadimos hasta 1000uL (970uL) de medio liquido LB sin ampicilina y
dejamos en agitacion a 250 rpm durante 1h a 37°C.

Pasado este periodo de tiempo, en el puesto de cultivo de bacterias y bajo el halo estéril
del mechero de Biinsen, sembramos el contenido de nuestra mezcla chocada en unas placas
preparadas con medio LB con Ampicilina. Distribuimos una cantidad de 100 pL en una de

las placas y el Resto (900 uL) en otra distinta. Dejamos incubar O/N a 37°C en una estufa.

O .
. Siembra O/N
LB giiame. Agitador 1h 37°C

Transformacion construcciones DH5a S

Figura 24: Esquema del proceso de transformacion bacteriana. Los constructos purificados insertados en el vector
pGL4-Luc se introducen en las bacterias termocompetentes denominadas DH5a. Fuente: Biorender.

3.2.4. Transfeccion de los mutantes del promotor y ensayo de Luciferasa

Los ensayos reporteros de luciferasa se realizaron con células HelLa por su gran
evidencia cientifica en alta eficacia en este tipo de procesos.” Las transfecciones se
realizaron con FUGENE (Promega), siguiendo el protocolo del fabricante. El dia anterior a
la transfeccidn, las células HelLa se sembraron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos a
una densidad que permitiera a las células alcanzar una confluencia del 60-70% en el
momento de la transfeccion (6000-7000 células por pocillo). Se utilizaron medios de cultivo
frescos sin antibidticos. Posteriormente a la transfeccion de las células, se midi6 la actividad
maéaxima de la luciferasa en los lisados.

Las actividades de luciferasa se determinaron utilizando un luminémetro Victor X5
(Perkin Elmer), con un periodo de medicion de 0,5 segundos. Las actividades se expresaron
como valores relativos de la actividad maxima, considerando la actividad del constructo
promotor de tipo salvaje (396bp-PNPT1-promluc) como el 100% Yy la actividad de un vector
vacio (sin promotor) como el 0%.

3.2.5. Transfeccion de sondas de siARN

Las cotransfecciones de 396bp-PNPT1-prom-luc y las sondas de siARN comerciales
(Ambion) se realizaron también en las células Hela cultivadas en placas de 12 pocillos con
Lipofectamina RNAiMax (Reactivo para transfeccion Lipofectamine™ 2000; Invitrogen).

La actividad luciferasa se analiz6 como se ha descrito anteriormente.
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3.2.6. Cultivos celulares
3.2.6.1. Preparacion del medio completo

Los cultivos celulares de células HeLa fueron realizados con medio minimo esencial
de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; GibcoBR) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Gibco, Waltham, MA, USA) 2mM de glutamina 'y 1% de Penicilina-Estreptomicina
(Ps; 10.000 U/mL; Gibco).

Las lineas celulares de HepG2 se cultivaron en medio reducido RPMI 1640 (1X)

suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco, Waltham, MA, USA) 2mM de

glutamina y 1% de Penicilina-Estreptomicina (Ps; 10.000 U/mL; Gibco).

Ambos tipos celulares se cultivaron a 372C en atmosfera humeda, con un 5% de CO2.
3.2.6.2. Mantenimiento celular

Para su mantenimiento, se quitaba el medio antiguo, se lavaba con 2 mL de DPBS
1x dos veces y se levantan con 1 mL de Tripsina-EDTA 1x. Pasados unos 10 minutos a 37°C
se le afadian 5 mL de medio (Volumen total de 6mL) y se procedia a levantar las células
dividiendo la cantidad en dos frascos de mantenimiento. Se ponian 3mL en cada uno de ellos
y se completaba con medio completo nuevo hasta 6mL.

Dejabamos crecer durante 48h para tener una reserva celular suficiente para nuestros
posteriores experimentos.
3.2.6.3. Siembra de HepG2 en placas 6-wells.

Cogemos un frasco de mantenimiento de las células HepG2, quitamos el medio
antiguo, lavamos con DPBS 1x dos veces y ponemos 1mL de Tripsina-EDTA 1x para
levantar las células. Afiadimos 4 mL y pasamos el volumen final de 5mL a un tubo de 15mL
para centrifugarlo a 500 g durante 10 minutos.

Una vez centrifugado, descartamos el sobrenadante y diluimos el pellet en 1mL de medio
RPMI completo. Para contar las células y cultivar cantidades precisas en nuestra placa 6W,
necesitamos hacer uso del aparato LUNA 1™, Para ello, se mezclaron 10 pL de cultivo
celular + 10 puL de Tripan blue (Figuras 25y 26).

Como el objetivo era dispensar 1.000.000 de células por pocillo, partiendo de la cantidad
mostrada por el LUNA 1™y sabiendo que cada placa tiene 6 pocillos en el cual queriamos
disponer de un volumen total de 1mL en cada uno de ellos, se calculan las cantidades

necesarias de células a distribuir completando con medio.
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Ejemplo: 6,80* 10° células/mL = 147 pL de células y 853 uL de RPMI por pocillo.

CONAIE

Protocol FRR-TB
Results Date 20 Mar., 2023 13:45

Next Colt Total cell concentration 6.79x10e6 cells/mL

Live cell concentration 6.76x10e6 cells/mL
Image Dead cell concentration 3.34x10e4 cells/mL
Viability 99.5%
. 3 Histogram Average sizo 14.3 um
gt A Total coll numbor 1422 coll
- = - . otal coll nu 2 colls
S 2
TN \m - ve ool 15 colls
“““txg\\\“\\\%\\\ - Dilution Live cell number 1415 celk
‘\‘3\\\“‘\\ 3 Doad coll number 7 colls
‘\\\\\‘ i Dilution factor
ave/Print

Figura 26: Resultados del LUNAII, un contador
de células automatico. Muestra de células HepG2
indicandose la concentracion total, las vivas, las
muertas y su viabilidad en porcentaje.

Figura 25: Proceso de contaje celular. Obtencién de

células a partir de frasco de mantenimiento y

distribucion en placa de 6 pocillos para preparacion

del estudio con el farmaco Suramina.

3.2.6.4. Lisado celular y cuantificacion de proteinas
En el caso de la linea celular HepG2, tras el tratamiento correspondiente, debiamos

lisar las células y procesarlas para posteriormente analizarlas mediante un western blot
objetivando asi la presencia 0 no de proteinas. Para realizar los lisados celulares,
necesitdbamos trabajar nuestras muestras en condiciones de 4°C con hielo.
Primero, se quita el medio antiguo, se lava con DPBS y se le afiade 1mL de Tripsina-EDTA
1x para levantar las células. Dejamos actuar 10 minutos, afiadimos 1ml de DPBS y
levantamos las células con la ayuda de un scraper traspasando el volumen total de 2 mL a
un tubo de 15mL para centrifugar a 500 g durante 10 minutos a 4°C.
Se desecha el sobrenadante y el pellet de células se resuspende en 1MI de buffer de lisis de
células eucariotas (20mM Tris-HCI, 10mM NaCl, 1% Tritén x100, 0,10% SDS y 2mM
EDTA) y 100 uL de PMSF 10 mM para inhibir las proteasas.
Para concluir, se centrifuga a 500 g durante 10 minutos a 4°C descartando el pellet y

rescatando el sobrenadante pudiéndose congelar a -20°C hasta su uso.

Con el objetivo futuro de realizar una inmunotransferencia era preciso cuantificar las
proteinas del lisado con una técnica fiable como es el método Bradford con BSA como
estandar. Seguimos los valores de la siguiente tabla para obtener la curva patron de

comparacion para nuestras muestras:
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Tabla 1: Volimenes de BSA y agua empleados para construir de la curva patrén

ug de BSA 0 1 2,5 5 7,5 10 12,5
Volumen de BSA (ul) 0 0,5 1,25 2,5 3.75 5 6,25
Volumen de H20 (uf) | 1000 999,5 998,75 997,5 996,25 995 993,75

Para la preparacion de las muestras se afiadié 1ul de lisado en 999ul de agua para
conseguir un volumen de fraccion proteica final de 1mL. Posteriormente, tanto a las
muestras preparadas como al estdndar de BSA se le inserté 1mL de Quick Start™ Bradford
1x Dye Reagent de Bio-rad para que hiciera la reaccion pertinente.

Finalmente se cuantificd las proteinas mediante espectrometria haciendo uso del programa

Nanodrop 2000 de ThermoScientific.

3.2.7. Western blot

En primer lugar, preparamos 2 geles con las siguientes cantidades de reactivos:

Tabla 2: Cantidades de reactivos utilizados para preparar 2 geles de acrilamida (1mm)

REACTIVOS GEL SEPARADOR GEL
(12%) CONCENTRADOR
H20 6952 pL 4384 uL
Buffer TRIS-HCI 4000 pL 2688 uL
Acrilamida 40% 4800 uL 800 uL
SDS 10% 160 uL 80 uL
APS 10% 80 uL 40 pL
TEMED 8 uL 8 uL

Se procede a colocar los cristales de electroforesis afiadiéndose primero la mezcla
preparada del “running” dejando gelificar unos 45 minutos. Posteriormente, se afiadi6 la
mezcla del “stacking” llegando hasta el borde superior y colocandose los peines entre 10s
cristales. Tras 30 minutos se retiraron los peines y se dispusieron los cristales con los geles
dentro del cassette para electroforesis. Afiadimos el running buffer por el interior de la
estructura para comprobar que no hubiera fugas y se cargaron tanto el marcador de peso
molecular como las muestras a testar. Se conectd a la fuente con un voltaje de 200V durante

45 minutos aproximadamente.
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Una vez termind la electroforesis, uno de los geles se procedio a tefiir con azul de
Coomassie (0,1% Coomassie, 10% acido acético y 50% metanol) con el fin de observar las
proteinas presentes en el gel de electroforesis previamente. Se dejé tifiendo en agitacion
durante 2 horas y posteriormente se prepard solucion destefiidora que contenia 2% de acido
acético, 35% de metanol. Se dejo en el agitador hasta que el gel se destifio completamente.

Al mismo tiempo, el otro gel preparado se utilizé para realizar la transferencia en una
cubeta con buffer de transferencia 1X. La membrana se activé con Metanol durante unos
segundos y después se sumergio en TBST 1X al igual que el papel Whatman 0,45 um y las
esponjas. Para el ensamblaje, se montd con el siguiente orden: panel negro (catodo -),
esponja, 2 papeles Whatman, membrana, gel, 2 papeles Whatman, esponja y el panel blanco
(anodo +). Todo el ensamblaje se introduce en la cubeta con el buffer de transferencia 1X'y
se aplico una corriente de 30V dejandose O.N.

A continuacion, las membranas se bloquearon con BSA al 3% en 1X-PBS durante 1
hora en agitacion suave a temperatura ambiente. Después, se procedi6é a incuba con el
anticuerpo anti-Mouse 1gG primario diluido 1:1000 durante 1 hora. Posteriormente, se
lavaron con TBST 1X durante 10 minutos en 3 tandas y se incubaron de nuevo con un
anticuerpo secundario HRP Mouse IgG diluido 1:25.000 durante 30 minutos y se volvio a
realizar 3 lavados con TBST 1X durante 10 minutos.

Finalmente, para observar la inmunotransferencia se procedié al uso de luminol
afiadiendo 500 pL de solucion de perdxido (Ref# 1859701, ThermoScientific) y 500 pL de
la solucién potenciadora de luminol (Ref # 1859698, ThermoScientific) esperamos 1 minuto
a que actie y revelamos en ImageQuant LAS 4000 mini Biomolecular Imager de GE

Healthcare.

3.2.8. Andlisis de la actividad mitocondrial con Resazurina

Para analizar la actividad mitocondrial en las células HepG2 tratadas previamente
son Suramina y Micafungina, se afiadio un 10% del volumen final de Alamar Blue segun el
protocolo (Ref # B21187.06, Thermo Fisher Scientific) y se incubaron a 37°C durante 30
minutos y 1 hora. Trascurrido el tiempo de incubacion, se procedio a leer los niveles en el

lector de microplacas Perkin Elmer Victor X5 2030 Multilabel Microplate Reader.
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3.2.9. Inmunohistoquimica

La técnica de Inmunohistoquimica se realizd de forma automatizada con el
inmunotefiidor AutostainerLink 48 (Dako-Agilent) siguiendo el protocolo de inmunotincion
que consiste primero en un bloqueo con peroxidasa (Dako-Agilent) durante 5 minutos.
Luego se procedio a la incubacién con unos anticuerpos monoclonales (Polimero de
dextrano conjugado con peroxidasa de rabano e inmunoglobulinas anti-raton) durante 20
minutos. A continuacion, se afiadio solucion de tetrahidrocloruro de 3,3’-diamonobenzidina
con peroxido de hidrégeno durante 10 minutos y una contratincion con hematoxilina (Dako-
Agilent) durante 15 minutos.

Por ultimo, se procedi6 a la deshidratacién, aclaramiento y montaje de la laminilla y
captura de imagen con el escaner Aperio CS2 y el visor Aperio ImagenScope, ambos de

Leica Biosystems.

Tabla 3: Descripcion de los anticuerpos utilizados. Compaiiia comercial, clon, tipo de anticuerpo y dilucion de los

anticuerpos frente a PNPasa, NF-YA'y SP-1

Anticuerpo 1° Compafila  Cddigo/clon Especificidad Tipo Dilucién
PNPasa Sc-271479 1:100
Santa cruz Anticuerpo
NF-YA Sc-17753 Monoclonal 1:100
Biotechnology de raton
SP-1 Sc-420 1:50
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados de Bioinformatica

Para poder procede a realizar el trabajo en el laboratorio, previamente se debia hacer un
estudio in silico el cual permitiera buscar y demostrar la evidencia o existencia de algun
farmaco cuya estructura tridimensional se acoplara con el gen, y su correspondiente proteina,
objetivo a estudio PNPT1. Para ello, se hizo uso del programa GOLD que nos permitié hacer
el Docking en busca de dicho farmaco.

Asi mismo, era preciso realizar un analisis de supervivencia de los pacientes con
hepatocarcinoma, tanto con exposicion o no al virus de la hepatitis C (VHC), para corroborar
la relevancia en la exploracion de nuevas dianas terapéuticas.

4.1.1. Docking (Hermes-GOLD)

Suramin

Generic Name DrugBank Accession Number

Background

Type small Molecule Groups Investigation

Structure Weight

Chemical Formula

synonyms

Figura 25: Busqueda del farmaco Suramina en la base de datos Durgbank. Incluye informacién acerca del
nombre genérico del fArmaco, una breve explicacion del uso habitual, la estructura tridimensional, asi como su
peso y formula quimica. https://go.drugbank.com/drugs/DB04786
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Figura 26: Resultados del Docking empleando Suramina como ligando. En rojo se encuentra el valor en “score”
mas alto y en amarillo el segundo més alto. El factor de transcipcion esta representado en color gris.
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4.1.2. Analisis de supervivencia mediante curvas de Kaplan-Meier

Se representan las graficas de supervivencia Kaplan-Meier en funcion de la expresion

de los distintos genes y factores de transcripcidén estudiados en esta investigacion y

diferenciando dos grupos de pacientes con CHC, los expuestos y no expuestos al virus de la

VHC -
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Figura 27: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en paciente CHC. Se clasifican los individuos por etiologia
virica 0 no y segun la expresion alta o baja de los niveles de expresion de ARNm de las muestras de tejidos cancerosos
analizados. Los datos fueron obtenidos del Human Protein Atlas disponibles en https://v21.proteinatlas.org y realizando

unab

Gsqueda por genes de interés.

El modelo celular Hela se ha utilizado para probar los mutantes de diversos clonados

establecidos para estudiar el papel del promotor del PNPT1 en relacion con los factores de

transcripcion comentados previamente. Al mismo tiempo, ha servido para realizar estudios

de viabilidad celular y ensayos de luciferasa tras la transfeccion con el fin de determinar la

actividad mitocondrial al modificar dichos factores.
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Por otra parte, la linea celular HepG2 ha sido empleada como modelo experimental
para probar los efectos del farmaco Suramina comparandolos con la Micafungina como
control negativo. Comprobaremos como se modifican los niveles de expresion de la PNPasa
segun la dosis administrada de los mismos basandonos en un ensayo de citotoxicidad previo

que determind una concentracién de 80uM-100uM como valor diana a testar.

4.1.3. Anélisis del promotor del gen PNPT1 y construccion de mutantes

El andlisis de la secuencia del promotor del gen PNPT1 fue obtenida de la pagina
web NCBI. Con las aplicaciones en linea Matlnspector y Promo se analizaron los
nucleotidos del 4692 al 5095 de la secuencia de referencia NCBI NG_033012.1. El analisis
reveld un “clemento de respuesta interferon sensible” (ISRE), un sitio de union putativo del
factor de transcripcion NFY (CCAAT) y cajas GC (CCGCCC) donde se incluye el sitio de

unién putativo del factor de transcripcién SP1.

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAATGTGTT -339

GTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATATTAAACATTT -281

ACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACACAAAAACCTTATTT -223

ATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTTTGCAACATAATCGCGTT -165

CTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGTGGCCAAGGTTTCCGTTACCCC -107
ISRE GC-box_ Sp1

GGCGTCCCTCGGGCACCGCHSAAACGAAACTICCATCAGECTCCGCCT EZJ:&CGGTCTGCG -49

NFY NSRE-like
_G_AIGTGAGSCAAT:AGGGCACAGCCTGCGT GACCGCGTGCCGGGTGTCATGGCGGE +8
L, f_, Inr

TSS1  TSS2  TSS3

Figura 28: Motivos putativos del promotor humado de PNPTL1. Los sitios de union ISRE, GC-box y NFY estan resaltados
con recuadros sélidos, y el sitio de unién putativo SP1 con un recuadro punteado. La secuencia NSRE esta subrayada y la
ATG inicial (Inr) aparece en negrita. Se muestran los sitios de inicio de la transcripcion (TSS) sefialados anteriormente.

De esta manera se determind la presencia de unos sitios de union de factores de
transcripcion, los cuales eran de interés para nuestro estudio. A partir de esta informacién
obtenida se mandaron a construir unos mutantes en cada una de estas posiciones con el fin
de estudiar las modificaciones en los niveles de expresion del gen PNPTL1. Dichas

mutaciones se recogen en la siguiente tabla:

37



San Vicente Martir

ST
f Cadtica FACULTAD DE MEDICINA
W de Valencia Y CIENCIAS DE LA SALUD
2225

Tabla 4: Secuencia nativa (WT) y mutantes en los nucle6tidos -96 a -1 de la region promotora de PNPT1.
Los nucle6tidos mutados se muestran en rojo.

Construct Nucleotides —96 to —1 (Mutations in Red)

GGGCACCGCGGAAACGAAACTCCATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCG
GAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

GGGCACCGCGCAACTAGAACTCCATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCG

WT

ISRE mut GAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

SP1 mut GGGCACCGCGGAAACGAAACTCCATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCG

mu GAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

NRSE mut GGGCACCGCGGAAACGAAACTCCATCAGGCTCCGCCCCAAAATCTGCG
GAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

CCAAT mut GGGCACCGCGGAAACGAAACTCCATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCG
ma GAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC
CCAAT+SP1 mut GGGCACCGCGGAAACGAAACTCCATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCG
ot mu GAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC
ISRE+NFYA mut GGGCACCGCGCAACTAGAACTCCATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCG
+ i GAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC
ISRE+SP1:NFYA mut GGGCACCGCGCAACTAGAACTCCATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCG
oy mu GAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGT
ISRE+SP1+NRSE+NFYA mut GGGCACCGCGCAACTAGAACTCCATCAGGCTCCGAACCAAAATCTGCG

GAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

4.2. Resultados experimentales
4.2.1. Andlisis de elementos cis y las construcciones del promotor PNPT1
La contribucion de los distintos elementos de ADN a la actividad promotora de
PNPTL1 se evalué mediante ensayos de luciferasa con FUGENE en células HeLa. Se hizo uso
de un constructo reportero de luciferasa de luciérnaga que contenia una region promotora de
PNPTL1 de 396 pb y los constructos elaborados que contenian mutaciones puntuales de los

cuatro elementos objeto de estudio previamente comentados.

WT - —
NRSE mut- — =

ISRE mut -

SP1 mut

CCAAT mut+

SP1+CCAAT mut+

ISRE+CCAAT mut

ISRE+SP1+CCAAT mut-
ISRE+SP1+NRSE+CCAAT mut-

0 25 50 75 100

Relative Activity %

*%

[Ty

Figura 29: Analisis mutacional de los motivos predichos del promotor humano de PNPT1. Las células Hela fueron
transfectadas transitoriamente con un plasmido reportero de luciferasa que contiene 396bp del promotor PNPT1 y
plasmidos derivados que contienen segmentos deletéreos de los motivos indicados. Las actividades se midieron 48h
post-transfeccion y se expresaron como valores relativos de la actividad maxima. Se consider6 la actividad del
constructo promotor de tipo salvaje “WT” (396bp-PNPT1-promluc) como el 100% y la actividad del vector vacio (sin
promotor) como el 0%. Andlisis estadistico: ANOVA / Tuckey: * p <0,05; ** p <0,01; n =6 (3 ensayos por duplicado)
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4.2.2. Ensayo de Luciferasa y Silenciamiento génico

Para analizar el impacto de la actividad transcripcional del promotor de PNPT1 y los

niveles de expresion de SP1y NFYA, se utilizaron siRNAs especificos de SP1 (10 nM) y

NFYA (50 nM) y se testaron mediante ensayos con luciferasa con el constructo de promotor
de PNPT1 de tipo salvaje de 396 pb.

Relative Activity %

396bp-PNPT1-prom-luc

*k%
* ki * &k
100 (—
e
754
50+
251
01— T T
& &
00‘\ 4,“0 QQ
P \ &l Q'\
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& s

Figura 30: Efectos de la silenciacion de SP1y NFYA sobre la actividad promotora de PNPT1 en células Hela. Las
células HelLa se transfectaron junto con el plasmido PNPT1 prom-luc de 396 pb y los silenciadores indicados. La actividad
de luciferasa se midio en lisados celulares de Hela y se expresé como unidades relativas (%) respecto a las células control.
Andlisis estadistico: ANOVA / Tuckey: *** p < 0,001; n = 8 (2 ensayos por cuadruplicado).

4.2.3. Actividad mitocondrial con Resazurina

El ensayo con Resazurina con células Hela se llevo a cabo para objetivar si la

actividad mitocondrial disminuye o0 aumenta cuando NFY A se encuentra silenciado. Para el

estudio se usaron 3 grupos de células Hela, dos controles y un grupo celular al que se le

habia silenciado NFYA. A su vez, se llevo a cabo el mismo ensayo midiendo la actividad
mitocondrial a diferentes tiempos, a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.

A 400000+ 2h
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Figura 31: Graficas representativa de los niveles de Resazurina obtenidos en el ensayo sobre los tres grupos celulares
testados: dos controles y uno con NFYA silenciado. A: Medicion a un tiempo concreto de 2 horas. B: Ensayo valorado
a lo largo de varios tiempos: 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.
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Por otra parte, para evaluar la influencia del farmaco a testar sobre la actividad
mitocondrial, también se llevo a cabo un ensayo con Resazurina en células HepG2 tratadas
con distintas concentraciones de Suramina y Micafungina y a distintos tiempos. Este ensayo
de dosis-respuesta fue llevado a cabo previamente por un miembro del grupo de
investigacion determinandose como significativos, en cuanto a reduccién de la actividad
mitocondrial, unos valores entre 80-100 uM. Se compararon los niveles de fluorescencia de

Suramina con Micafungina como control negativo a los tiempos 0, 30 minutos y 1 hora.

A ACTIVIDAD MITOCONDRIAL TRAS TRATAMIENTO CON B  ACTIVIDAD MITOCONDRIALTRAS TRATAMIENTO CON
SURAMINA MICAFUNGINA

2500000 1800000
< <
5] T 1600000
§ 2000000 & 1600000
4] A 1200000
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Figura 32: Representacion grafica de los datos obtenidos en el ensayo dosis-respuesta. Se evalla la actividad
mitocondrial segun los niveles de fluorescencia obtenidos por un ensayo con Resazurina en las células tratadas
con diversas concentraciones: OuM y 100uM de Suramina (A) Micafungina (B) respectivamente.

4.2.4. Estudio semicuantitativo de niveles de PNPasa mediante Western Blot

Los cultivos tratados con Suramina y Micafungina fueron lisados y se procedié a la
extraccion de proteinas para analizar los niveles de PNPasa y compararlos con los resultados
obtenidos en los ensayos de dosis-respuesta de actividad mitocondrial.
En la figura 35 se puede comprobar que en las células HepG2 tratadas con una concentracion
de 100uM de ambos tratamientos aparecen las bandas correspondientes a la PNPasa cercanas
a los 70KDa. El analisis de los tratamientos de los cultivos con Suramina y Micafungina
sirven para valorar los niveles de PNPasa, asi como para comprobar si coinciden con los
resultados obtenidos en los ensayos de dosis-respuesta con Resazurina. Los cultivos fueron
tratados previamente con 0 uM y 100 uM dejandose en incubacion durante 24h para su
posterior extraccion de proteinas y realizacion de un Western Blot.
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Figura 33: Niveles de proteinas analizados mediante Western blot. Andlisis de los lisados de HepG2 tras el tratamiento con
Suramina y Micafungina a diversas dosis analizadas en el ensayo de dosis-respuesta previos (OuM, 10uM, 100uM'y 150uM).

4.2.5. Inmunohistoquimica con anticuerpos primarios de PNPasa, NF-YA'y
SP1 en muestras de pacientes con CHC
Con el fin de darle un enfoque més pragmatico a nuestro proyecto, se procedié a
realizar un estudio de inmunohistoquimica (IHQ) con muestras reales de pacientes con
cancer hepatico. Las muestras fueron obtenidas tras la lectura de historias clinicas y
seleccion de dichos pacientes procedentes del Hospital La Fe gracias a un convenio de
colaboracion con un grupo de investigacion y tras la obtencion favorable de un dictamen

del comité de ética que se adjunta en el Anexo 3.
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Figura 34: Estudio IHQ de las proteinas PNPasa, NF-YA y SP1 en muestras de pacientes con cancer
hepatocelular. Se diferencian los niveles de dichas proteinas tomando muestras tanto del centro tumoral como
del margen o zonas periféricas.
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5. DISCUSION

El CHC es tipo predominante de neoplasia hepatica primaria y se asocia con
frecuencia a elevadas tasas de mortalidad, especialmente en pacientes con antecedentes de
cirrosis hepatica. En la actualidad, la terapéutica del CHC incluye diversos abordajes, siendo
la terapia combinada de los farmacos Atezolizumab y Bevacizumab la alternativa al
tratamiento sistémico convencional mas prometedora del mercado hasta el momento en la
poblacion adulta.®> Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de encontrar nuevos

parametros o marcadores para el estudio de progresion y pronostico de este tumor.

A lo largo de la ultima década, se han publicado mdltiples investigaciones que
revelan que NF-YA se encuentra sobreexpresada en diversos tipos de canceres, sobretodo
los de tipo epitelial como el carcinoma hepatocelular.2® Dado que el CHC es la sexta
neoplasia maligna mas frecuente y la cuarta causa de muerte por cancer en todo el mundo
urge la necesidad de investigar mas sobre posibles marcadores que definan el pronostico de

estos pacientes y futuras dianas terapéuticas®’

Inicialmente, tras revisar la bibliografia acerca de los cuatro factores de transcripcion
encontrados en el promotor del gen PNPTL, principalmente se escogié NF-Y como diana de
estudio, puesto que el factor SP1 ya ha sido analizado con anterioridad en varios estudios, y
no se encontro bibliografia suficiente acerca de ISRE y NRSE. Debido a la alta relacion de
este factor de transcripcion con el desarrollo de tumores y al resto de razones anteriormente
expuestas, se decidié emplear NF-Y para indagar in silico la existencia de sustancias con
sitios de unidn para dicho factor. Se confirmo la existencia de un compuesto cuyo sitio de
unién al factor de transcripcion NF-Y se pudo aislar y proceder a su superposicion mediante

el programa PyMOL de visualizacion de moléculas en 3D.

- - a4 x
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Figura 35: Superposicion del sitio de unién de la Suramina a NF-Y con el factor de transcripcion. En rojo se sobresalta

el sito de unién en el farmaco al que se une el factor de transcripcién representado en color verde. Fuente: PyMOL.
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Durante el proceso del Docking inicial, los resultados obtenidos corroboraron que
este compuesto, un antipalidico conocido como Suramina, podria ser empleado en los
subsecuentes estudios in vitro ya que el valor PLP Fitness méas alto superd el umbral
propuesto de 60, siendo este de 71’8695 y el segundo de 67°6093. Debido a que estos valores
son estadisticamente significativos, podemos confirmar que la Suramina es una sustancia
que se une al factor de transcripcion NF-Y y que, efectivamente, podia servir como
modificador de la expresion de este. Este paso previo se debe realizar en toda investigacion

traslacional para asegurar la rentabilidad de la continuacién del estudio en el laboratorio.

En cuanto al farmaco Suramina, Nardone, V et al. ya lo habia empleado en su
investigacion y habia confirmado su funciéon como inhibidor de este factor de transcripcion,
por lo que era un gran candidato a ligando de referencia, asi como control positivo de nuestro
experimento. Al haber sido constatado previamente como inhibidor de NF-Y teniamos

evidencias suficientes para garantizar un efecto positivo de interaccion en el Docking.

Tras el analisis de los elementos cis encontrados en el promotor de PNPT1 se
escogieron algunos de ellos como posibles candidatos a ser mutados y evaluados mediante
un analisis mutacional. Los resultados recogidos en la figura 31 muestran que la actividad
del promotor de PNPT1 se ve afectada de forma similar por mutaciones individuales en los
motivos ISRE, CCAAT (NFY) o SP1, los cuales redujeron la actividad promotora en un
60% aproximadamente. Sin embargo, una mutacion puntual en sitios similares a NRSE,
redujo la actividad promotora alrededor de un 25%. En consecuencia, se piensa que la
mutacion de uno de estos elementos podria estar afectando a la actividad del otro, de ahi que
la actividad de los mutantes con doble motivo SP1+NFY sea similar a la de los mutantes con
un unico motivo (SP1 o NFY).

Curiosamente, la mutacion del motivo ISRE redujo ain mas la actividad de los
mutantes NFY hasta niveles residuales, lo que sugiere que el promotor podria estar
trabajando con dos complejos transcripcionales, uno para ISRE y otro para los motivos
SP1/NFY.
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Hemos podido comprobar a través de un ensayo de Luciferasa que ambos factores
de transcripcion, una vez silenciados, muestran una reduccion en su actividad, sobretodo el
efecto silenciador de SP1 fue 3 veces superior al del silenciador NFYA como se puede
apreciar en la figura 32. Estos resultados preliminarmente indican que los factores SP1 y
NF-YA estan involucrados en regular cierta actividad basal del promotor de PNPT1 en

células Hela.

Como se ha comentado con anterioridad, Bezzecchi et al. demostré que a pesar de
que todas las subunidades de NF-Y se encuentran sobreexpresadas en el cancer
hepatocelular, s6lo NF-YA tiene una implicacion clinica global, la cual se asocia a una mala
evolucién de la enfermedad. Por este motivo, hemos enfocado nuestro proyecto en desvelar

su asociacion junto con el destacado factor de transcripcion SP1 en el promotor de PNPT1.

Segun los resultados obtenidos en las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier,
podemos afirmar que una alta expresién de PNPasa, Spl o NFYA se asocian con un mal
pronostico en pacientes con cancer de higado. Por lo tanto, aquellos pacientes que presentan
niveles elevados de PNPasa tienden a tener un prondstico desfavorable en comparacion con
aquellos con una expresién mas baja de esta enzima. Ademas, se objetiva que una mayor
sobrexpresion de NFY A se correlaciona con tener una esperanza de vida de un 5% menor y,
por ende, una evolucion y desenlace peor. Por este motivo, en el presente trabajo de final de
grado, también se llevo a cabo el silenciamiento de NFYA con el fin de observar su

influencia en la translocasa PNPasa y la modificacion de la actividad mitocondrial.

A la luz de los resultados obtenidos en los diversos estudios y analisis, se sugiere que la
actividad del complejo transcripcional SP1/NFY en el promotor de PNPT1 podria estar
ampliamente implicada en el crecimiento y supervivencia de las células tumorales.
Asimismo, los datos obtenidos sugieren la posible existencia de un contexto patoldgico en
el que la actividad del promotor de PNPT1 dependa tanto de Spl como de NF-YA. En
consecuencia, la regulacion de la formacion del completo SP1/NFY podria ser la causa del
aumento de la expresion del PNPT1 asociado a mal prondstico en CHC.

Por lo tanto, el promotor de PNPT1 podria desempefiar un papel relevante en el

crecimeinto del tumor y la supervivencia de las células hepaticas.

44



Z==%
f‘ Catgnca FACULTAD DE MEDICINA
NN S vnin Y CIENCIAS DE LA SALUD
2555

Existe evidencia que respaldan la idea de que la actividad mitocondrial desempefia un
papel esencial en la progresién oncogénica, y no solo se limita a ser una fuente de estrés
patogénico.8® Asimismo, se plantean la posibilidad de que sirvan como dianas para el

descubrimiento de nuevos tratamientos contra el cancer.

En este contexto, los ensayos que se realizaron con Resazurina para comprobar la
actividad mitocondrial tras silenciar NFYA respaldan dichos estudios. Como se puede
apreciar en la grafica de las figuras 33A y 33B, construida con los valores finales del
experimento, se observa una disminucién significativa en el grupo celular con el factor de

transcripcion NF-YA silenciado.

Por otro lado, tras comprobar mediante métodos bioinformaticos que la Suramina
interaccionaba con el factor de transcripcion NF-Y del gen PNPT1, pasamos a cultivar
HepG2, empleado como modelo celular de cancer hepatico, con el fin de procesar los
ensayos de actividad mitocondrial, viabilidad y toxicidad dosis-dependiente. Se determind
que la actividad mitocondrial y viabilidad celular se veian alteradas cuando empledbamos
concentraciones més alla de 100 uM de Suramina, este rango podria ser considerado como
el “intervalo terapéutico”. Finalmente, tras varias pruebas con diversas dosis, se plantea que
la concentracidn maxima previa a la aparicion de citotoxicidad in vitro seria entre 80 -

100uM, equivalente a la llamada “concentracion maxima = Cmax”.

Al mismo tiempo, tras estudios semicuantitativos validamos que el tratamiento de
los cultivos de HepG2 con Suramina manifestaban alteraciones en los niveles de PNPasa
que coincidian con los niveles de actividad obtenidos en los ensayos de dosis respuesta con
Resazurina. En la figura 35 se observa, por un lado, que los niveles de PNPasa son
indetectables hasta los 80 uM de ambos tratamientos aprecidndose unas bandas cerca de 70
kDa correspondientes a la proteina PNPasa (77kDa peso). A partir de dicha concentracion
los niveles vuelven a ser indetectables, lo cual asumimos que se debe a la muerte celular
ocurrida especialmente a partir de 100 uM de concentracién de tratamiento como tal y como

se observo también en los ensayos de dosis-respuesta.
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Por consiguiente, se refuerza la hipotesis planteada in silico acerca de la posibilidad
de que dicha sustancia interactie con el gen PNPT1 y, en concreto, con el factor de
transcripcion NFYA, asi como se determind en un pionero estudio de Nardone et al, sobre

la inhibicién de NF-Y por Suramina.®®

Dados los resultados obtenidos en nuestro experimento, un aumento de los niveles
de proteina PNPasa, podemos aventurarnos a especular que las células de la linea tumoral
epitelial de estudio han podido desarrollar un mecanismo de compensacion fisiolégico para

compensar la inhibicién ocasionada por la administracion de Suramina.

Por ultimo, en la fase final del estudio y con la colaboracion del centro de
investigacion de La Fe, se procesaron las muestras seleccionadas de CHC mediante la
técnica de IHQ. En la caracterizacion de la expresion proteica de PNPasa, se observé una
expresion citoplasmatica granular, concordante con un patrén mitocondrial y una mayor
intensidad de tincion a nivel de las células cercanas a los limites del estroma peri-tumoral.
No obstante, como se aprecia en la figura 36, las proteinas NF-YA y SP1 se localizaron
mayormente a nivel nuclear, presentando también un incremento en la intensidad en estas
zonas periféricas en comparacion con las zonas centrales, donde habitualmente hay méas
necrosis. Cabe destacar que, sobretodo, la expresion de NF-YA era muy baja en la zona

central, mientras que estaba aumentada significativamente en el frente de expansion tumoral.

En resumen, hemos caracterizado el promotor del gen humano PNPT1 y establecido los
papeles esenciales de los factores de transcripcion SP1 y NFY en la expresion de PNPT1.
Nuestros resultados sugieren que los sitios de union de SP1y NFY funcionan como un tnico
elemento cis dentro del promotor de PNPTL, y que en el CHC en el cual se sobreexpresa la

proteina PNPasa, la actividad promotora del gen PNPT1 depende de SP1 y/o NFY.
En consecuencia, se plantea que la regulacion de la formacion del complejo

NFY/SP1 podria ser el factor determinante en el aumento de la expresion de PNPT1, lo que

a su vez asocia un mal prondstico en pacientes con cancer de higado.
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Por esta razén, ampliando estudios sobre dicho complejo y buscando nuevos
compuestos que modifiquen al mismo, podria ser de gran ayuda para el descubrimiento de
posibles futuras dianas terapéuticas mas efectivas y de alto impacto clinicos aportando un

grano de arena en la lucha contra el cancer.

A la luz de los resultados obtenidos, se respalda la hipétesis de que la regulacion de
PNPTL1 a través de NF-YA, SP1 y la administracion de Suramina podria tener un impacto
en el pronostico de los pacientes con cancer hepatocelular. Por ende, el aumento de los
niveles de proteina PNPasa tras la administracion de Suramina en una linea celular de
hepatocarcinoma, asi como su sobreexpresion en las zonas periféricas de muestras de
pacientes con CHC, podriamos aventurarnos a decir que este factor de transcripcién facilita

el avance del tumor aumentando su capacidad oncogénica.

Respecto a las lineas de futuro, si bien son necesarios mas estudios para poder
profundizar sobre su papel multifacético en la progresion tumoral, el mantenimiento del
fenotipo epitelial y sus efectos in vivo, la PNPasa podria plantearse como un marcador

molecular atil que permitiria estudiar la progresion de pacientes con cancer hepatocelular.
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6. CONCLUSIONES

En conclusidn, tras los ensayos y analisis llevados a cabo en el estudio experimental del
presente Trabajo de Fin de Grado, se puede afirmar que se han cumplido los objetivos

propuestos evidenciando lo siguiente:

Objetivo 1: Caracterizacion del promotor del gen PNPT1 investigando el papel de los factores

de transcripcion NF-YA 'y SP1 en la regulacion de la expresion génica.

- Hemos logrado caracterizar con éxito el promotor del gen PNPT1 y su relacién con los
factores de transcripcion NF-YA y SP1. Nuestros hallazgos sugieren que la actividad de este
complejo de transcripcion en el promotor de PNPTL1 esta estrechamente relacionada con el
crecimiento tumoral y la viabilidad de las células hepaticas en el contexto del cancer hepatocelular.
Esta caracterizacién es un paso crucial para entender la regulacion de PNPT1 y su posible impacto

en el prondstico del cancer hepatico.

Objetivo 2: Analizar los efectos de las alteraciones en los sitios de union putativos de los factores

de transcripcion NF-YA 'y SP1 en la viabilidad celular y actividad mitocondrial.

- Nuestros experimentos han demostrado que las alteraciones en los sitios de unién
putativos de los factores de transcripcion NF-YA y SP1 tienen un impacto significativo en la
viabilidad celular y la actividad mitocondrial. Esto respalda la hipétesis de que la regulacion de estos
factores en el promotor de PNPT1 modulan el funcionamiento de las células hepéaticas en CHC.

-> Estos resultados sugieren que la modulacién de NF-YA y SP1 podria ser una potencial y

viable diana terapéutica.

Objetivo 3: Evaluar in vitro el impacto de la Suramina en la regulacién de niveles de PNPasa

en células de hepatocarcinomay su posible aplicacion terapéutica.

- Nuestros experimentos in vivo han confirmado que la administracion de Suramina
provoca una disminucién de los niveles de PNPasa en las células de hepatocarcinoma. Este hallazgo
es prometedor y sugiere que la Suramina podria ser una opcidn terapéutica valiosa para el tratamiento
del cancer hepatocelular al dirigirse a la expresion de PNPT1. Ademas, apoya la idea de que la
regulacién de la formacion del complejo NFY/SP1 en el promotor de PNPT1 es un factor critico en

el prondstico del cancer hepatico.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1: Listado de las secuencias mutacionales introducidas en el promotor
del gen PNPT1.

Gene Name: consl WT, Length: 408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:
AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC
CATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC
GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene  Name: cons2 mutlSRE, Length: 408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:
AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGCAACTAGAACTC
CATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC
GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene  Name: cons3_mutSP1, Length:  408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
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TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC
CATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC
GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene Name: cons4d_mutNRSE, Length: 408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:
AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC
CATCAGGCTCCGCCCCAAAATCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC
GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene Name: cons5 mutNRSE+Spl, Length: 408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:
AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC
CATCAGGCTCCGAACCAAAATCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC
GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene Name: cons6_mutCCAATbox, Length: 408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
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TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC
CATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGC
GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene Name: cons7_mutCCAATbox + Spl, Length: 408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:
AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC
CATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTG
CGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene Name: cons8 mutlISRE+CCAATDbox, Length: 408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:
AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGCAACTAGAACTC
CATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGC
GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene Name: cons9 mutlSRE+SP1+ CCAATDbox, Length: 408bp, Vector Name: pUC57
Sequence:
AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
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GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGCAACTAGAACTC
CATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTG
CGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

Gene Name: consl0 mutISRE + SP1 + NRSE + CCAATbox, Length: 408bp, Vector:
puUCS57

Sequence:
AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC
AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT
GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGCAACTAGAACTC
CATCAGGCTCCGAACCAAAATCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTG
CGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

WT con todos los elementos destacados en amarillo

GTGGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAAC
TCCATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCT
GCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC

SP1 motif: 5'-(G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)(CIT)-3' (GC box element).
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8.2. Anexo 2: Protocolo del Vector pUC57-T

GenScript Quick T-A Cloning Kit @

Technical Manual No. 0224 Version 20061030
I DS P ON . e e 1
Il Q@7 Tg 0] To] gT=T o) £ 1
I Vector Descriplion. .. ... e e et enes 1
Y o - o = 2
Vo QuUaltY Control. . e e e 2
VI TA Cloning Procedure. ... ..o e e 2
VI Trouble SROOtNG . . ... e 5
VI Order Information. . ... e 5

L ___________________________________________________________________________________|
|. DESCRIPTION

Quick T-A Cloning Kit is designed for convenient cloning for PCR products with 3'-A overhang. Linear blunt
plasmid was added one thymine base at its 3'-end following EcoRV digestion. It includes special quick ligation
buffer. Reaction can be incubated for 30 minutes at 16°C. LacZ report gene in the vector allows the blue-white
screening based the principle of a-complement. Any sequencing primers used for the pUCS57 are suitable for the
sequencing of the pUCS57-T vector.

Il. KIT COMPONENTS

The kit (SD0228) contains the following components:

pUCS7-T Vector (50 ng/pl) 20 pl
Confrol Insert (50 ng/ul) 10 ul
2x Quick Ligation Buffer 200 pl
T4 DNA Ligase (5 Weiss units/ul) 20 pl
X-Gal/ IPTG premix 1,000 pl

Ill. VECTOR DESCRIPTION

pUCS7-T vector is designed for convenient cloning for PCR products with 3'-A overhang. Linear blunt plasmid was
added one thymine base at its 3’-end following EcoRV digestion. Fig. 1 is the map and restriction sites of pUC57-T

Vector.

GenScript Corporation Tel: 732-885-9188 Fax: 732-210-0262 www genscript.com  email: info@genscript.com
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Eco0109 2698 Pfol 46  SBstARl 179
Aatll 2641 / Wdel 153

Sspl 255 I Enel o35 EcoRl (396)

Kpnl (408)
Xbal (425)

Pdml 2318

= \\ = 3 IGSE EcoRV (TA cloning site)
d G_;?g ;Dz:ag__x.\. & MES BamH| (436
- ‘H—.‘_E_“n o} Smal (440)
b Sall (443)
Psil (454)
Hindlll (472)
pUCST7-T Vector By s
(2711 bp) [ gapl 7o7
Affll, Psel 830
Gsifl 1808
Cfr10l 1803 ="
Fco3il 1790
Eanm 105l 1718 ~
T BseYl 1134
\ cait 1241
M13 Forward (-41), 18 - mer PCR Insert

5 GCCAGG GTT TTC CCA GTC ACG ACG TTG TAA AAC GAC GGC CAG

3 CGGTCC CAA AAG GGT CAG TGC TGC AAC ATT TTG CTG CCG GTC

LacZ == Pro Asn Glu Tip Asp Arg A Gin Leu Val Val Ala Leu

MvarizEsl G al Ml Al

e fﬁ‘_ﬁ“ o ‘Kcmﬁl Sweel 1ol gy FeRV T g ) asmzlu b Pt Ecan41l Fag | et 10

rGAATT CGA GCT CGG TAC CTC GCGAAT GCATCTAGAT [ AT CGG ATC CCG GGC CCG TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT Tes
ACT TAA GCT CGA GCC ATG GAG C5C TTA CET AGA TCT A TThAGCC TAG GGC CCG GGC AGE TGACGT CTC CGG ACE TAC GTT CGA A
Ser Asn Ser Ser Pro Val Gl Arg lle Cys Arg  Ser lle Pro Asp Arg Ala Arg Arg Ser Cys Lew Gly Ala His Lew Ser Pro

CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG TGT GAA ATT GTT ATC CGC TCA
GCA TTA GTA CCA CTA TGS ACA AAG GAC ACA CTT TAA CAA TAG GCG AGT
Thr e Met The lle Ala Thr Glu Gin Thr Ser Asn Asn Asp Ala

M13 Reverse (-48), 20 - mer

Fig. 1 Map of pUCS57-T Vector

Sequencing Primers:
Forward primer: M13 Forward (-41), DA0D0D04
Reverse primer: M13 Reverse (-48), DA0DOG.

IV. STORAGE
Store at -20°C.
V. QUALITY CONTROL

Each lot of pUC57-T Vector is tested with PCR Cloning and Screening. Results showed that the recombinant
efficiency of the white colonies is above 85%.

VI. TA CLONING PROCEDURE
A. Ligation

1. Set up your ligation system as the following

pUCS57-T Vector (50 ng/ul) 1 ul
Control Insert” (50 ng/pl) 1pl
ddH,0 up to 5 pl

2. Add 5 pl of 2xQuick Ligation Buffer and mix.

GenScript Corporation Tel: 732-357-3839 Fax: 732-210-0262 www.genscript.com  E-mail: info@genscript.com
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3. Add 1 pl of T4 DNA Ligase and mix thoroughly.
4. Centrifuge briefly and incubate at 16°C for 30 minutes.
5. Chill on ice (Do not heat inactive).

* Control insert is a size of 500 bp PCR fragment amplified by Tag DNA polymerase. The optimal mol ratio of
insert and vector is 3:1 to 6:1.

B. Transformation

. Briefly centrifuge the ligation reaction.

. Add 2 pi of the ligation reaction to 50 pl competent cell.

. Incubate on the ice for 30 minutes.

. Heat-shock at 42°C for 2 minutes.

. Chill on ice for 3 minutes.

Add 1 ml of LB to the tube, and then shake it at 200 rpm for 1 hour.

. Plate 50 pl of X-Gal/ IPTG Premix on the LB/Amp plates, dry it before use.
. Plate an appropriate amount of cells on the plates.

. Incubate the plates at 37°C and grow overnight.

©END A WN =

C. PCR Screening

Pick white colonies to do PCR Screening with M13 Forward (-41) (DA0004) and M13 Reverse (-48) (DA0006).
The following picture (Fig. 2) is our screening result when control insert of 500 bp is cloned into pUC57-T vector.

'—-----------— - DD D WD S e - . - -
! D EIED - WD €D D S —~ S DWW D W -

Fig. 2 PCR Screening Result

GenScript Corporation ~ Tel: 732-357-3839 Fax: 732-210-0262 www._genscript.com  E-mail: info@genscript.com
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D. Sequencing
Sequencing the positive colonies with the following primers:

Forward primer DA0004: M13 Forward (-41) (GGTTTTCCCAGTCACGAC)
Reverse primer DAO0006: M13 Reverse (-48) (AGCGGATAACAATTTCACAC)

Fig. 3 and Fig.4 show the additional T base at 5-end and 3’-end sequence of insert.

20
TCGGTACCTCGCG AATGCATCTAGATTAACCCTGC A2AGC &

|
| nM ||

-
——-

Fig. 3 5-end sequencing result of the cloned PCR product

540 550 560 570
AGGG ACGGGGATCA TAATGAATCG GATCCCGGGGCCCGT

r\

: Ao

R
AR A ‘ A AL A h A d ¥ A I\

Fig. 4 3'-end sequencing result of the cloned PCR product

S

GenScript Corporation ~ Tel: 732-357-3839 Fax: 732-210-0262 www_genscript.com  E-mail: info@genscript.com
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EVALUACION DE LA EFICACIA DE SURAMINA SOBRE
EL GEN PNPT1 EN CARCINOMA HEPATOCELULAR

Autora: Carla Bretones Ribera Director: Dr. Ignacio Ventura Gonzalez

RESUMEN

El carcinoma hepatocelular (CHC) es una neoplasia primaria del higado cuya prevalencia y mortalidad es elevada a nivel mundial. Los factores de transcripcion SP1y NF-Y son
conocidos por regular la actividad del promotor del gen PNPT1, cuyos niveles elevados se han asociado a una reduccion en la esperanza de vida de los pacientes con CHC. PNPT1
codifica para la PNPasa, una translocasa mitocondrial implicada en el transporte de ARN.

En este estudio, empleamos la linea celular de hepatoma humano HepG2 para investigar los efectos del farmaco antipalidico Suramina sobre la expresion de PNPT1 y la
actividad mitocondrial. Nuestros objetivos incluyeron caracterizar este gen y evaluar la eficacia de la Suramina como posible tratamiento del CHC.

Utilizando técnicas de Docking, identificamos compuestos que interactian con los factores de transcripcion del gen PNPT1. Luego, mediante analisis de Kaplan-Meier
obtuvimos las curvas de supervivencia y disefiamos construcciones de mutaciones dirigidas en la secuencia promotora, para explorar la relacion entre NF-YA, SP1y PNPTL1. Existia una
correlacion entre los niveles de estos factores de transcripcion y la expresion de PNPT1, respaldada por ensayos de luciferasa y silenciamiento génico con siARN. Los estudios in vitro
en HepG2 revelaron una interaccion positiva entre la Suramina y el promotor del gen PNPT1, asi como una reduccion en la actividad mitocondrial al silenciar NF-YA. Ademas, la
administracion de Suramina resultd en un aumento en los niveles de PNPasa, confirmado por ensayos de Wertern Blot. El analisis inmunohistoquimico de muestras de pacientes con
CHC sugiri6 una asociacién entre la sobreexpresion de NF-YA y SP, la actividad mitocondrial y los niveles de PNPasa en el tejido tumoral.

En conclusion, nuestros hallazgos sugieren que la Suramina podria modular la sobreexpresion de NF-YA 'y, por ende, influir en la actividad mitocondrial de las células tumorales
hepaticas. Esto ofrece una posible via para el tratamiento del CHC mediante el reposicionamiento de la Suramina, un antiguo antipaludico.
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