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Abreviaturas

4E-T: Transportador de elF4E (elF4E transporter)

A: Adenina

Ago2: Argonaute 2

AMD: Degradacién de elementos ARE (ARE-mediated decay)

ARE: mRNAs que contienen elementos ARE (ricos en AU) (AU-Rich Elements)
ATM: Protein kinase ataxia-telangiectasia mutated

ATP: Adenosin trifosfato

Bcl-X: B-cell lymphoma-extra large

BIRC2: Baculoviral IAP repeat containing 2

BRSK2: BR serine/threonine kinase 2

BSA: Albumina sérica bovina

BTF3: Basic transcription factor 3

C: Citosina

Cap: Guanosina trifosfato metilada

CDDP: Cisplatino

CDK1: Quinasa dependiente de Ciclina 1

CGP: N3-(4-Fluorophenyl)-1H-pyrazolo-[3,4-d]pyrimidine-3,4-diamine
CK1: Casein kinase 1

COX-2: Ciclooxigenasa 2

CPE: Cytoplasmic polyadenylation element

CPEB: Proteina citoplasmatica de wunién a elementos poliadenilados (Cytoplasmic
polyadenylation element binding protein)

CRM-1: Chromosomal region maintenance 1

CYFIP1: Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1

Dcp: Decapping mRNA

DMSO: Dimetilsulfoxid

DNA: Acido desoxiribonucleico

dNTPs: Desoxinucledtidos trifosfato

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor)

elF: Factor de inicio de la traduccidn eucariota (Eukaryotic Initiation Factor)

EMT: Transicion epitelio mesénquima
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EMX2: Empty spiracles homeobox 2

ERK: Quinasa reguladora de sefiales extracelulares (Extracellular signal-regulated kinases)
FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factors)

FGFR: Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor Receptors)
FXR1: Fragile X Mental Retardation, Autosomal Homolog 1

G3BP: Ras-GAP SH3 domain binding protein

GDP: Guanosin difosfato

GFP: Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

GS: Granulos de estrés

GTP: Guanosin trifosfato

HCL: Acido clorhidrico

HEPES: Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil-(1)] etanosulfénico

hnRNP: Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins

HuR: ELAV like RNA binding protein 1

IF: Inmunofluorescencia

IHQ: Inmunohistoquimica

IP: Inmunoprecipitacién

Jnk: Quinasas c-Jun N-terminal (Jun N-terminal kinase)

KCL: Cloruro de potasio

kDa: Kilodalton

Kl: Knock-in

KO: Knock out

LB: Caldo de Lisogenia (Lysogeny broth)

LRRC: leucine-rich repeat protein

LSm1: U6 small nuclear RNA associated

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein Kinase)
MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén (Mouse Embryonic Fibroblast)

MEK: Proteina quinasa activada por mitégenos (MAP kinase kinase)

Met: Metionina

MgCl,: Cloruro de magnesio

MKK1: Proteina quinasa activada pro mitégenos (Mitogen-activated protein kinase kinase)
MMPs: Metaloproteinasas de la matriz (Matrix metalloproteinases)

Mnk: Proteinas quinasas activadas por mitégenos que interaccionan con quinasas [(Mitogen-
Activated Protein Kinase)-Interacting Kinase]

mRNA: RNA mensajero
MTA1L: Metdstasis associated 1
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mTOR: Mammalian target of rapamycin

MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
Myc: Oncogén viral homdlogo de Mielocitomatosis aviar V-myc
NasVO0,: Ortovanadato de sodio

NaAsO,: Arsenito de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

NaF: Fluoruro de sodio

NaOAc: Acetato de sodio

NaPPi: Pirofosfato tetrasodico

NES: Sefial de exportacién nuclear (Nuclear Export Signal)

ng: Nanogramos

NLS: Sefial de localizacion nuclear (Nuclear Localization Signal)
NMD: Nonsense-mediated mRNA decay

NPC: Complejo de poro nuclear (nuclear pore complex)

NTP: Nucledtido trifosfato

OCT: Medio de congelacién (Optimal Cutting Temperatur)
ODC: Ornitina descarboxilasa

PABP: Proteina de union a Poly-A (Poly(A)-binding protein)
PBs: Processing bodies

PBS: Tampon de fosfato salino (Phosphate Buffer Saline)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PERK: Protein kinase RNA-like endoplasmatic reticulum kinase
PI3K: Fosfoinositol 3-quinasas (phosphatidylinositol 3-kinase)
Pkc: Proteina quinasa C

PKR: Double-stranded RNA-dependent protein kinase PKR
PML: Progressive multifocal leukoencephalopathy

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PP2A: Protein phosphatase 2A

PSF: Protein-associated splicing factor

PVDF: Polyvinylidene Fluoride

Q-PCR: PCR cuantitativa

r.p.m.: Revoluciones por minuto

Raf: Proteina quinasa serina-treonina

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing complex)
RNA: Acido ribonucleico

ROS: Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)
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RQ: Método comparativo, estudio de la expresion de los genes (o PCR)
RT-PCR: PCR con retrotranscriptasa inversa
SDS: Dodecil sulfato sddico

shRNA: Short hairping RNA. ARN de interferencia pequefio con conformaciéon de horquilla,
codificado en un vector de expresion

siRNA: Small interference RNA. ARN de interferencia pequeiio con conformacion lineal
SMN: Survival of motor neuron 1

SUMO: Small ubiquitin-like modifier

T: Timina

TBS: Tris Buffer Saline

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

TIAL: TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein
TNF-a: Tumor necrosis factor o

Tris (Trizma): tris(hidroximetillaminometano

Triton: octyl phenol ethoxylate

tRNA: RNA de transferencia

T-TBS: Tween 20 en TBS

TTP: Tristetraprolin

U: Uracilo

UTR: Regidn no traducida (Untranslated region)

UV: Ultravioleta

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor)
VPg: viral protein genome-linked

WB: western blot

WT: Wild type

Xrnl: 5'-3' exoribonuclease 1

YB-1: Y-box binding protein 1

ZEB: Zinc finger E-box-binding homeobox

pug: Microgramos

pl: Microlitro
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Resumen

En los ultimos afos se ha descrito la desregulacidon de la sintesis proteica en muchas
enfermedades, esto ha incrementado la investigacién de nuevos mecanismos que controlan la
expresién génica, en particular a nivel del inicio de la traduccion. La mayor enfermedad con
alteraciones en la traduccién de mRNAs es el cancer, donde se han encontrado desregulados
varios factores implicados en el inicio de la traduccidn, incluyendo el eFI4E, elFAG y 4E-BPs.
Hipotetizamos que la regulacién del inicio de la traduccion es importante para la respuesta y la
resistencia al estrés celular que ocurre durante el desarrollo del tumor. Nuestro estudio se
centra en el factor de inicio de la traduccion elF4E (y su proteina de unién 4E-T) en cancer de
mama, donde se ha observado que elevados niveles de elF4E se encuentran asociados con la
malignidad y un peor pronéstico. La fosforilacién de la serina 209 de eFI4E parece ser esencial
para las propiedades tumorigénicas de elFAE. Hemos analizado el rol de la fosforilacién de elFAE
en diferentes lineas celulares tumorales bajo diferentes situaciones de estrés como el
tratamiento con arsénico (estrés oxidativo), la deprivacidon de nutrientes y el tratamiento con
drogas quimioterapéuticas (cisplatino). Mediante la utilizacion de un mutante hipofosforilado y
un mutante fosfomimético de elF4E, observamos que la fosforilacién de elF4E aumentaba la
resistencia celular tras una situacién de estrés, asi como inhibia la apoptosis, correlaciondndose
con un aumento de ciertas proteinas relacionadas con la proliferacion, como es el caso de
Ciclina D1, y un incremento de proteinas antiapoptoéticas, como es el caso de Mcl-1. El
tratamiento con arsénico conduce a un bloqueo mayor de la traduccién de proteinas en células
que expresan el mutante fosfomimético, una vez regresado a las condiciones normales la
sobreexpresion de este mutante permite una recuperacion mas rapida de la sintesis de
proteinas normal.

La sobreexpresién del mutante fosfomimético conduce a la formacion de unos cuerpos
citoplasmaticos que colocalizan con la proteina 4E-T. Este complejo pelF4E/4E-T también
interacciona con las proteinas Ago2 y HuR. La inhibicion de la expresion de 4E-T, HuR y/o Ago2,
inhibe la recuperacién celular, tras determinadas situaciones de estrés, mediada por pelF4E.
Debido que la interaccion de elF4E con 4E-T parece ser esencial para la funcién de la
fosforialcion de elF4E en respuesta a estrés, especulamos que este factor también juega un
papel importante en el proceso tumorigénico. En efecto, la sobreexpresién de 4E-T incrementa
los niveles de N-cadherina y de las metaloproteinasas -3 y -9. A parte se observa un incremento
de la migracién e invasion al sobreexpresar 4E-T; por el contrario, observamos una disminucién
de la invasion y migracién al inhibir la expresién de 4E-T o al utilizar el mutante de 4E-T incapaz
de unirse a elF4E o, cuando inhibimos la fosforilacién de elF4E. Estos resultados nos indican que
la interaccidn pelF4E/AE-T regula la invasion y la migracion celular.

Finalmente, realizamos unas inmunohistoquimicas de 77 tumores de mama. Se encontraron
altos niveles de elF4E y pelF4E, los cuales se correlacionaban con el tamano del tumor. En el
caso de 4E-T, este correlacionaba con altos niveles de N-cadherina, tal y como observamos in
vitro al sobreexpresar 4E-T.

En conclusién, hemos identificado el complejo pelF4E/4E-T como un complejo regulador de la
resistencia a estrés y de la invasidon y migracion celular. El estudio de este complejo ofrece
nuevas oportunidades terapéuticas contra el cancer.
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1. INTRODUCCION

1.1 Traduccion (Sintesis de proteinas)

La sintesis proteica o traduccién permite en ultimo término que la informacién genética
almacenada en las moléculas de los acidos nucleicos se plasme en forma de proteinas, que son
los componentes estructurales y funcionales bdasicos para la organizacién y el funcionamiento de
la célula (Gray and Wickens 1998). Es decir, es el proceso por el cual la informacién contenida en
el RNA (acido ribonucleico) mensajero (mRNA) es traducida a proteinas. Este proceso tiene lugar
en los ribosomas del citoplasma celular. Esta dividido en tres fases: la iniciacién, la elongacién y
la terminacién (Figura 1). El inicio de la traduccién requiere diferentes factores denominados
elFs (factores de inicio de la traduccidn en eucariotas) (Kozak 1999); estos factores actuan en
conjunto para unir el ribosoma a un mRNA y permiten que este sea escaneado hasta llegar al
coddn de inicio de la traduccion (en un 95% de los casos AUG) (Kozak 1984). Los ribosomas son
complejos macromoleculares formados por proteinas y RNAs ribosomales (rRNAs), los cuales
estan divididos en dos subunidades diferentes, la subunidad pequefia, con un coeficiente de
sedimentacién de 40 S (formada por una sola molécula de rRNA y 33 proteinas diferentes) y la
subunidad grande con un coeficiente de sedimentacion de 60 S (formada por tres tipos de
rRNAs: 5 S, 28 Sy 5,8 S y 49 proteinas diferentes); su funcién es facilitar la sintesis del péptido
utilizando la secuencia de aminoacidos definida por el mRNA (Doudna and Rath 2002).

El mRNA es el acido ribonucleico que contiene la informacidn genética procedente del DNA, es
el resultado de la transcripcion de un gen codificador de una cadena polipeptidica determinada,
se trata de un dacido nucleico monocatenario. Determina el orden en que se unirdn los
aminoacidos de una proteina y actua como plantilla para la sintesis de dicha proteina; también
marca cuando empieza y acaba el proceso de traduccion mediante codones de inicio vy
finalizacion de la traduccion. La secuencia del mRNA estd descrita por 4 bases nucleotidicas A
(adenina), U (Uracil), C (Citosina) y G (guanina) y es leida por el ribosoma de forma
unidireccional en tripletes en sentido 5’-3’. El coddn de inicio de la traduccidon generalmente es
AUG y como coddn de finalizacidn de la traduccién encontramos tres diferentes: UAG, UAA o
UGA (Brenner, Stretton et al. 1965; Hinnebusch 2011). Las secuencias distales se denominan
region 5 no traducidas (5'UTR) o regién 3’ no traducida (3’UTR) (Gingras, Raught et al.
1999)(Figura 2).

En su extremo 5’ terminal podemos encontrar una guanina metilada o estructura Cap, m’GpppX
(donde X es cualquier nucleétido) (Banerjee 1980); el grupo fosfato que se encuentra en el
extremo terminal 5’ es eliminado mediante la accidén de una fosfatasa credndose un extremo 5’
difosfato, este extremo se une con GTP (guanosina trifosfato) para formar un enlace 5’-5’
trifosfato; seguidamente la guanina es metilada por una metiltransferasa formandose la
estructura cap (Kapp and Lorsch 2004). La estructura cap proporciona un lugar de union de los
factores de inicio de la traduccion para que se pueda producir la traduccién cap-dependiente, a
parte, protege el mMRNA de la degradacidn por exonucleasas.

En el extremo 3’ terminal encontramos la cola poly(A), compuesta por un promedio de 250
residuos de adenina (Wickens 1990) confiere estabilidad al mRNA (Walther, Wittop Koning et al.
1998) y facilita la unidn de los factores de inicio de la traduccidn al forzar que el mRNA tenga
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una conformacién de bucle cerrado (Munroe and Jacobson 1990; Tarun and Sachs 1995), esto se
logra gracias a la proteina de union a poly(A) (PABPs), la cual se asocia con la cola poly(A) y con
el complejo elF4G-elF4E, el cual se localiza en el extremo 5’ del mRNA.

() Terminacién

Figura 1: Fases de la traduccidon. A) proceso de inicio de la traduccion donde intervienen las dos
subunidades ribosomales, mRNA y el tRNA. B) Elongacidn de la traduccién, incorporacién de aminoacidos
a través de los dos lugares de unién, Ay P. C) Finalizacion de la traduccion (Murray, D. et al. 1997).



La regulacién del inicio de la traduccién en eucariotas es debida a los factores de iniciacidn
eucarioticos, conocidos como elFs (eukaryotic initiation factor). Estos pueden ser un factor
limitante en el inicio de la traduccién. En ambientes donde estos factores se encuentran en
concentraciones limitadas algunos mRNAs celulares y virales se pueden traducir mediante otro
tipo de traduccién no dependiente de cap, denominada traduccién cap-independiente. La unidn
del ribosoma depende de una regién especifica del mRNA dentro del 5’ UTR, denominada IRES
(Internal Ribosome Entry Site) (Pelletier and Sonenberg 1988)
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(SUTR o lider) (F¥UTR o trailar)

Figura 2: Organizacion de tripletes de la secuencia del mRNA (McGraw-Hill 2012).

1.1.1 Regulacion de la traduccion cap dependiente

El inicio de la traduccién es un punto importante en la regulacion de la expresion de
muchos genes. Su regulacién es un punto importante de estudio, ya que se ha visto correlacién
de alteraciones en la sintesis de proteinas con un gran nimero de enfermedades (Sonenberg
and Hinnebusch 2009). La sintesis proteica es un proceso que consume elevados niveles de
energia, por lo tanto, necesita estar regulado.

La traduccidon envuelve tres etapas diferentes la iniciacién, la elongaciéon y la terminacion.
Aunque la traduccion es regulada en cada una de las etapas, el paso limitante es la iniciacion,
que se centra en el reclutamiento de las subunidades ribosomales al mRNA. El inicio de la
traduccidon envuelve la interaccion entre RNA-proteinas y proteina-proteina donde estan
implicados muchos factores. Los niveles celulares de los diferentes factores de inicio de la
traduccion difieren en los diferentes tipos de células y tejidos; modulando la actividad de estos
factores se regulan los ratios globales de la sintesis proteica.

Los cambios que regulan el inicio de la traduccidon son mediados por cambios en el estado de la
fosforilacién de los factores de la traduccidn y de proteinas especificas de unidn al RNA. Las vias
que controlan la capacidad traduccional se coordinan con las que controlan la actividad de
factores de traduccidon y de esta manera se garantiza un control coordinado de la sintesis
proteica. El ratio de sintesis para una proteina es proporcional de la concentracién y la eficiencia
de la traduccion del mRNA. (Hershey, Sonenberg et al. 2012)

El control de la sintesis proteica es una funcién homeostatica fundamental de las células que
estan estrechamente asociadas a los estimulos extracelulares que impulsan el crecimiento
celular y la proliferacion, por lo tanto, las vias mitogénicas de transduccidn de sefiales convergen

-5-



con los factores de inicio de la traduccion (Dobrikov, Dobrikova et al. 2011). Entre los
mecanismos de control de la traduccién cap-dependiente, destaca la regulacién sobre los
niveles de elF4E (Ver capitulo 1.2.2 Regulacion de elF4E). En el inicio de la traduccién elF4E se
une a elF4G, el dominio de unidn es compartido por las proteinas de union a elF4E (4E-BPs).
Cuando estas proteinas estan hipofosforiladas, se unen a elF4E secuestrandolo de elF4G e
inhibiendo el inicio de la traduccidon. Mediante la activaciéon de la via PI3K/Akt/mTOR, en
respuesta a factores de crecimiento y determinados estados de estrés celular, se produce la
fosforilacidon de 4E-BP, el cual libera elF4E y se puede dar el inicio de la traduccién (Harris, Chi et
al. 2006; Sonenberg 2008). Por otro lado los niveles de proteina de elF4E son bajos en la célula,
comparado con otros factores de inicio de la traduccién. Debido a sus bajos niveles de expresidon
y ser el Unico de los factores de inicio de la traduccién que se unen directamente con la
estructura cap del mRNA, es uno de los factores limitantes para la union del complejo elF4F a
Cap; por lo tanto un punto regulador importante del inicio de la traduccién.

A parte de la regulacién por fosforilacion, modificaciones postranscripcionales como la
metilacion, glicosilacion o sumoylacion pueden afectar al ratio de sintesis proteica, pero el
efecto de estas modificaciones no ha sido estudiado de forma extensa.

Una nueva area de estudio es la regulacién de la traduccion por microRNAs, estos pueden
estimular la degradacion de ciertos mRNAs o afectar a la sintesis proteica directamente (Braun,
Huntzinger et al. 2012)

1.1.2 Inicio de la traducci6én cap-dependiente

El inicio de la traduccién en eucariotas es un proceso en el cual se requiere el
reclutamiento de la subunidad 80 S del ribosoma al mMRNA, la identificacién del codén de inicio y
el reclutamiento del tRNA iniciador a la subunidad pequefia del ribosoma 40 S. Es un proceso
muy complejo que requiere varios factores, incluyendo el tRNA de transferencia que contiene

met

una metionina (met-tRNA;"*"), las subunidades ribosomales 40 Sy 60 S, 12 factores de inicio de
la traduccidn y energia en forma de ATP y GTP.

Un punto importante en el proceso de inicio de la traduccion es la formacién del complejo de
preiniciacion 43 S; requiere el reclutamiento del tRNA iniciador (met-tRNA;™") a la subunidad 40
S del ribosoma. Para ello se requiere la unién del elF2 a GTP para formar un complejo binario.
Este complejo se une al met-tRNA™" formando el complejo ternario elF2/GTP/Met-tRNA. elF2
estd compuesta por tres subunidades a, B y y. La fosforilacién de elF2a en la serina 51 estabiliza
la unién a GDP impidiendo que elF2 pueda reciclarse, por lo tanto se inhibe el inicio de la
traduccion (Kapp and Lorsch 2004). Una vez formado el complejo ternario junto a otros factores
de iniciacion (elF1, elF5 y elF3) se unen a la subunidad 40 S para formar el complejo de
preiniciacion 43 S (Chaudhuri, Chowdhury et al. 1999; Majumdar, Bandyopadhyay et al. 2003;
Bilanges and Stokoe 2007) (Figura 3 punto 1y 2). El complejo 43 S recluta el extremo 5’ del
mMRNA. Esto es facilitado por el complejo elF4F, el cual estd formado por tres factores de inicio
de la traduccion: elF4E, elF4A y elFAG.

La estructura cap del mRNAs se une con factores de iniciacion especificos antes de asociarse con
el complejo de preiniciacion. En el proceso de reclutamiento del ribosoma al mRNA juegan un
papel muy importante varias proteinas: PABP [poly(A) binding protein], elF3 y la formacién del
complejo elF4F; elF4F regula la union del mRNA a la subunidad 43 S y es el paso limitante del
inicio de la traduccién, requiere la interaccion de elF4E con el cap del mRNA. (Gingras, Raught et
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al. 1999). elF3 juega un papel muy importante en el mantenimiento de la unidn de la subunidad
grande del ribosoma y también se une al complejo elF4F. (Figura 3 punto 3).

Una vez el complejo elF4F y el complejo 43 S se han unido al mMRNA, éste es escaneado en
direccién 5’ — 3’. Posteriormente un cambio de conformacién del complejo 43 S activa la
hidrdlisis del GTP, permitiéndose el reconocimiento del coddn de iniciacidon y desencadenandose
la liberacién de elF1 y elF2-GDP, lo cual permite el reclutamiento de la subunidad ribosomal 60 S
y que se inicie la sintesis proteica (Kozak 1989; Jaramillo, Dever et al. 1991) (Figura 3 punto 4 y
5).

A partir de este punto el met-tRNA;

met

esta unido al mMRNA dentro de un lugar especifico del
ribosoma llamado P (lugar del péptido), el otro lugar, A (aminoacido), sera por donde entraran
los siguientes tRNAs cargados con el aminodcido concreto entrando en la fase de elongacién de
la traduccion.

En la tabla 1 se muestran las diferentes funciones de los factores de inicio de la traduccion asi
como de proteinas implicadas en la regulacion de estos factores.

1.1.2.1 Factores implicados en la formacién del complejo elF4F

elF4E

elFAE (ver capitulo 1.2 elF4E) es la proteina que fisicamente reconoce y se une a la
estructura cap del mRNA y es un factor indispensable y limitante para que se pueda producir el
inicio de la traduccion cap-dependiente, es el factor menos abundante de todos los elFs
(Mochizuki, Oguro et al. 2005). Su actividad puede ser regulada por una serie de proteinas de
unién, las 4E-BPs (elF4E-binding proteins), en mamiferos encontramos 3 diferentes (4E-BP1, 4E-
BP2 y 4E-BP3), 4E-BP1 es la mayoritaria en mamiferos; 4E-BP interacciona con elF4E en el mismo
dominio de unién que elF4G WXXXXL¢, donde ¢ es un residuo hidrofébico y X cualquier
aminodcido. Mediante esta union 4E-BP bloquea la unién de elF4E a elFAG, impidiendo asi la
traduccion cap-dependiente (Mader, Lee et al. 1995); otra proteina de unién poco conocida es
4E-T (ver capitulo 1.5 4E-T), la cual se encarga del transporte de elF4E de citoplasma a nucleo
mediante su unién en el mismo dominio de unién que elF4G (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000).

elF4A

elF4A forma parte de una gran familia de proteinas (mas de 28 miembros) denominada
DEAD-box. Estas proteinas participan en varios procesos a parte de la traduccidn, incluyendo el
splicing de pre-mRNAs, biogénesis de ribosomas, el desarrollo, espermatogénesis y ovogénesis.
elF4A es una proteina de 46 kDa que hidroliza el ATP y tiene actividad helicasa, desenrolla Ia
estructura secundaria del mRNA para permitir el acceso de las subunidades ribosomales y que
estas puedan escanear el mRNA hasta llegar al coddn de iniciacidn; su actividad es estimulada
por elF4G y elF4B (Rozen, Edery et al. 1990; Rogers, Komar et al. 2002). Existen tres isoformas
en mamiferos: elF4Al, elF4All y elF4Alll (Gingras, Raught et al. 1999). Las isoformas humanas
elF4Al y elF4All son altamente homodlogas y son funcionalmente equivalentes, pero se expresan
de forma diferente segun el tejido celular y juegan diferentes roles durante el desarrollo
(Nielsen and Trachsel 1988).
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Figura 3: Mecanismo de inicio de la traduccién. 1) Disociacién del complejo ribosomal 80 S preexistente
promovida por elF6, el cual se une a la subunidad 60 S, elF3 y elF1A se unen a la subunidad 40 S. 2) Unidn
del complejo ternario elF3-GTP-Met-tRNA a la subunidad 40 S formando el complejo de preiniciacion 43S.
3) unidn del complejo 43S al MRNA, necesario que el complejo elF4F reconozca el mRNA y se dé hidrdlisis
de ATP. 4) Colocacién del coddn de inicio de la traduccion en direccion 5 — 3’. 5) liberacion de los factores
de iniciacién de la traduccién. 6) Unidn e la subunidad ribosomal 60S. (Gingras, Raught et al. 1999)



Factor de Iniciacion y proteinas

. .. Actividad
implicadas en su regulacion

elF-1 Reposicion de met-tRNA para facilitar la union del mRNA
elF-2 Formacion de un complejo ternario elF2-GTP-Met-tRNA
elF-2A AUG-dependiente de met-tRNA uniendo al ribosoma 40S

elF-2B (también llamado GEF)
factor de intercambio del Intercambio de GTP/GDP durante el reciclaje de elF-2

nucledtido guanina

elF-3, compuesto de 13
. P Unién subunidad grande del ribosoma
subunidades

elF-4F compuesto por 3
subunidades: elF-4E, elF-4A, elF-
4G y por lo menos 2 factores
adicionales: PABP, Mnk1 (o Mnk2)

Unién del mRNA a la subunidad 40S, actividad helicasa del
RNA dependiente de ATPasa, la interaccién entre la cola
poliA y la estructura cubierta (cap)

PABP: proteina de unidn poliA

Une la cola poliA de los mRNAs, permite la unién al elF-4G

elF-4A

Helicasa de RNA dependiente de ATPasa

elF-4E

Reconocimiento de cubierta 5'; frecuentemente encontrada
sobre expresada en canceres humanos, la inhibicién de

elF4E es actualmente un blanco para terapias cancerigenas

Cuando 4E-BP esta defosforilado se une elF-4E y reprime su
actividad, la fosforilacién de 4E-BP ocurre en respuesta a
4E-BP (3 formas conocidas) muchos estimulos de crecimiento conduciendo a la
liberacion de elF-4E e incrementando la iniciacion de la

traduccion

Actla como una base para el ensamblaje de elF-4E y -4A en

elF-4G .
el complejo elF-4F
elF-4B Estimula la helicasa, se une simultdneamente con el elF-4F
5 Liberacion de elF-2 y de elF-3, GTPasa dependiente del
e -

ribosoma

Tabla 1: Descripcion de los diferentes factores de iniciacién y proteinas implicadas en el inicio de la
traduccion.

elF4G

elFAG es una proteina de unién que juega un papel importante en el reclutamiento del
ribosoma al mRNA. Hay dos isoformas en mamiferos, elFGl y elFGIl, que son en un 46 %
idénticas y funcionalmente homodlogas, de 171 kDa y 176 kDa respectivamente. elF4Gl es
constitutivamente expresada a una concentracién mas elevada que elG4Gll (Coldwell, Sack et al.
2012). Las dos son capacees de iniciar la traduccion cap-dependiente. elF4Gl es importante en la
proliferacién, la actividad mitocondrial y es importante para la traduccion de mRNAs
relacionados con este proceso (Caron, Charon et al. 2004; Ramirez-Valle, Braunstein et al. 2008).
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Tienen tres dominios estructurales funcionales, que se encuentran conectados entre si; los tres
dominios interactuan con diferentes factores de inicio de la traduccién. Contiene lugares de
unién para elF4E y PABP en el dominio N-terminal; elF4A y elF3 en el dominio central de la
proteina; y realiza una funcién de puente entre el ribosoma y el mMRNA, encontrandose el lugar
de unidn al RNA en el centro de la proteina, a mas, elF4G establece contacto con la cola 3’ poliA
via PABP (proteina de unién a la cola poli-A). La asociacion de PABP con elF4G induce la
recircularizacion del mRNA, esto aumenta la iniciacién y la estabilidad del mRNA (Lamphear,
Kirchweger et al. 1995; Imataka, Gradi et al. 1998). Por otro lado también encontramos un lugar
de interaccidon a Mnk (Fukunaga and Hunter 1997) (ver capitulo 1.2.2.2.1 Mnks). El dominio de
unidn a elF4E es el mas estudiado, contiene la secuencia YXXXXL¢$, donde ¢ es cualquier
aminoacido hidrofébico. Por otro lado elF4G recluta la mRNA helicasa elF4A.

1.2. elF4E

elFAE fue identificado por su habilidad de unirse a cap y promover el inicio de la
traduccion. (Sonenberg, Morgan et al. 1978). Es una proteina de 24 kDa, es esencial en el
reconocimiento de la estructura cap 5’ presente en la mayoria de mRNA y en el reclutamiento
del ribosoma al mRNA en el inicio de la traduccién cap-dependiente (Lazaris-Karatzas, Montine
et al. 1990). Apoyando estas evidencias vieron que la eliminacion de elFAE de extractos celulares
dramaticamente reducia la traduccion cap dependiente. Estos experimentos apoyaron
fuertemente la evidencia de que elF4E recluta el complejo elF4F a la estructura cap. En
consecuencia, el andlisis mediante cristalografia de rayos X de elF4E, revelé una estructura
perfectamente apropiada para realizar esta funcién (Marcotrigiano, Gingras et al. 1997). Se dice
que elF4E es un potenciador traduccional, aunque en la ultima década se ha descubierto que
también puede actuar como represor traduccional (Rhoads 2009).
Debido a las funciones que desempefia en la célula, no es sorprendente que la secuencia
primaria de aminodcidos de elF4E sea altamente conservada en todos los organismos. Mediante
rayos X y resonancia magnética nuclear (NMR) han demostrado que elF4E tiene una estructura
flexible en el lugar de unidn a cap, el nucleo de la estructura se asemeja a un guante de beisbol y
el reconocimiento de CAP ocurre en la parte cdncava mediante la interaccidn de dos triptéfanos
altamente conservados; por otro lado la mayoria de proteinas que interaccionan con elF4E se
unen por la cara convexa de la estructura (Rhoads 2009).
Ha sido estudiada en diferentes organismos, encontrdndose una regidn evolutivamente
conservada en la proteina, que consiste entre 160 y 170 aminodcidos ubicados entre la His-37 y
la His-200, los extremos N y C-terminal son mas variables. Se han encontrado 411 miembros de
la familia elF4E en 230 especies, todos ellos tienen un contenido elevado en Trp. Se conocen
diferentes isoformas, Arabidopsis thaliana no solo expresa elF4E, también elF(iso)4E y nCBP
(Ruud, Kuhlow et al. 1998); Homo sapiens expresa un segundo miembro de la familia, 4EHP
(Rom, Kim et al. 1998); y C. elegans expresa tres miembros de la familia de elF4E, IFE-1, -2 y -3
(Jankowska-Anyszka, Lamphear et al. 1998). En el 2005 Joshi et al agruparon a los miembros de
la familia de elFAE en tres clases diferentes segln la presencia de residuos correspondientes a
Trp-43 y Trp-56:

Clase 1: Trp en los dos aminoacidos. En mamiferos se une a cap, elF4G y 4E-BPs.
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Clase 2: En la posicidon 43 podemos encontrar Typ, Phe o Leu y en la posiciéon 56 Tyr o
Phe. En mamiferos solo uniéon a cap y 4E-BPs.

Clase 3: En la posicién 43 encontramos un Trp y en la 56 Cys. En mamiferos solo unién a
capy elF4G.

Cada uno de los tipos tiene diferentes grados de afinidad de unién a cap, elF4G o 4E-BPs segun
la especie. En organismos que presentan varios miembros de la familia de elF4E, se ha
encontrado que sélo uno de ellos es ubicuo y se encuentra expresado constitutivamente, siendo
éste responsable de la traduccion cap dependiente; en mamiferos corresponderia al elF4E-1. El
resto de elF4Es son activos en diferentes tejidos, en diferentes etapas del desarrollo o se unen a
ciertos mRNAs.(Joshi, Cameron et al. 2004; Joshi, Lee et al. 2005; Rhoads 2009)

elF4E fue inicialmente descubierto como un solo polipéptido, pero cuando fue
encontrado en complejo con elF4G fue redefinido como una subunidad de un nuevo factor de
inicio de la traduccidon en mamiferos denominado elF4F. Sonenberg y Lawrence vieron que eFI4E
podia tener otras proteinas de unién a parte de elF4G, las denominadas 4E-BPs (Pause, Belsham
et al. 1994). El nimero de proteinas de unidn de elF4E conocidas ha incrementado en la ultima
década; muchas de las nuevas funciones de elF4E estan mediadas por la interaccidén con algunas
de sus proteinas de union (Tabla 2).

La localizacién de elFAE puede ser tanto nuclear como citoplasmatica. En el citoplasma
puede estar formando parte del complejo de inicio de la traduccién asi como formando parte de
los denominados processing bodies (PBs) o granulos de estrés (GS) (Ferraiuolo, Basak et al.
2005; Parker and Sheth 2007). Segun Topisirovic et al. el 68 % del elF4E reside en el nucleo
participando en el secuestro de ciertos mRNAs y su exportacién (Culjkovic, Topisirovic et al.
2007). En el nucleo se ha encontrado tanto de forma difusa por el nucleoplasma como en
cuerpos nucleares, pero no se encuentra en el nucléolo (Lejbkowicz, Goyer et al. 1992).

Proteinas Consecuencias de union
elF4G Recluta elF4A y el ribosoma al mRNA
4E-BP1,-2,-3 Reprime la traduccidn cap-dependiente
Maskin Reprime la traduccion de mRNAS que contienen CPE
4E-T Transporta elF4E al nucleo

Lipoxigenasa 2

Compite con elF4G para unirse a elF4E

BTF3

Compite por la unidn elF4E a elF(iso)4E

Gemin5

Inhibe la traduccién. Cololalizacion en PBs

Neuroregulina

Reprime la traduccion de mRNAs que contienen CPE

CYFIP

Se une a elF4E en extractos cerebrales. Presente en sinapsis

Modula positivamente la exportacion de mRNAs con la secuencia 4E-SE de

LRRC forma dependiente de elF4E
EMX2 Modula las funciones de elF4E en el desarrollo del sistema nervioso
PML Disminuye el transporte de mRNAs de nucleo a citoplasma

Tabla 2: Ejemplos de proteinas de unidn a elF4E
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elF4E se considera una proteina de supervivencia envuelta en la progresién del ciclo
celular, la transformacién celular y la resistencia a la apoptosis. Tiene un papel critico en la
traduccion de mRNAs reguladores del ciclo celular y de proteinas oncogénicas. (Wang, Yue et al.
2007). Modula la expresion de genes, mediante el incremento de su traduccién o por el
transporte de estos del mMRNA de nucleo a citoplasma, envueltos en la proliferacion y la
supervivencia celular. La sobreexpresion de elF4E produce una desregulacion del crecimiento
celular y una transformacion maligna (Beghi, Azzoni et al. 1990; Lazaris-Karatzas, Montine et al.
1990; Avdulov, Li et al. 2004) (Ver capitulo 1.3.1 elF4E y cdncer)

1.2.1 Funcion de eIF4E

1.2.1.1 elF4E como factor de inicio de la traduccion cap-dependiente

Es un factor clave en el inicio de la traduccidn al interaccionar con la estructura 5’'Cap del
MRNA durante su reclutamiento al ribosoma (Filipowicz, Furuichi et al. 1976). Como hemos
comentado anteriormente, forma un complejo con elF4G y elF4A, denominado elF4F, que
facilita la unién del complejo ribonucleoproteico de pre-iniciacién 43 S al mRNA, imprescindible
para el inicio de la traduccién. Para llevar a cabo esta funcidn, elF4E se une al extremo 5 metil-
7guanosina (m’G cap) que se encuentra en los transcritos (Figura 4). Su unién con elF4G
favorece la estabilidad de la unién a cap y permite el reclutamiento del resto de factores del
complejo (Duncan, Milburn et al. 1987; Sonenberg and Gingras 1998).
Recientemente Feoktistova et al. han visto que la unién de elF4E a elF4G incrementa la
capacidad de elF4G para estimular la actividad helicasa de elF4A, elF4E permite que elF4G tome
la conformacidn necesaria para estimular elF4A, manteniendo la unién elF4E/elF4G a lo largo
del escaneo del mRNA puede explicar un posible mecanismo de cdmo la abundancia de elF4E
promueve la traduccién de mRNAs altamente estructurados (Feoktistova, Tuvshintogs et al.
2013)
La sobreexpresion de elF4E no conduce a un incremento global de la traduccién de mRNAs, pero
si que se ven aumentados ciertos mRNAs especificos como ODC, c-myc o Ciclina D1 (Clemens
2004; Mamane, Petroulakis et al. 2004). Asi como la downregulacion de elF4E no afecta los
niveles globales de sintesis proteica (Graff, Konicek et al. 2007). Se ha visto que transcritos con
regiones 5’'UTRs altamente estructuradas son mas sensibles a ser traducidos por elF4E
(Sonenberg and Gingras 1998).

1.2.1.2 elF4E como transportador de mRNAs de niicleo a citoplasma

Como hemos comentado anteriormente, elF4E también se encuentra en cuerpos
nucleares a lo largo del nucleoplasma (Lejokowicz, Goyer et al. 1992). En el nucleo elF4E
contribuye en la exportacion nucleo-citoplasmatico de ciertos mRNAs mediante la unién en un
elemento estructural localizado en el extremo 3’ UTR conocido como elF4E-sensitivity elements
(4E-SE), tiene funcidon carrier de ciertos mRNAs de nucleo a citoplasma. Los elementos 4E-SE
estan formados por unos 50 nucledtidos, estos confieren sensibilidad del mRNA hacia elF4E
permitiendo la exportacidon su exportacion. (Rousseau, Kaspar et al. 1996; Proud 2002; Culjkovic,
Topisirovic et al. 2006; Topisirovic, Siddiqui et al. 2009; Topisirovic, Siddiqui et al. 2009). Este

-12 -



proceso es dependiente de la via de exportacion CRM1-Ran, en el nucleo elF4E se asocia a CRM-
1 para permitir la exportacion del mRNA al cual se encuentra unido(Culjkovic, Topisirovic et al.
2006) (Figura 4).

Ilgual que en el citoplasma, elF4E afecta tan solo a un numero especifico de mRNAs,
mayormente genes involucrados en la proliferacion y la supervivencia.

En resumen elF4E promueve la expresidon de un grupo determinado de transcritos mediante el
incremento de la exportacion nuclear via 4E-SE y/o mediante el incremento de la traduccién en
citoplasma de transcritos con unas estructuras complejas en el extremo 5’ UTR.

1.2.1.3 Otras funciones de elF4E

Se han descrito otras funciones de elF4E en los Ultimos afios, por ejemplo su
importancia en la formacién de la memoria, se cree que esta relacionado en cambios en la unidn
entre conexiones sinapticas de neuronas (Klann and Sweatt 2008). También se ha visto
implicado en la traduccién de mRNAs de virus, como seria el caso de la familia caliciviridae, lo
cuales contienen en su mRNA una proteina viral (VPg) la cual actia como un substituto de cap y
recluta elF4E para la traduccion del mRNA (Chaudhry, Nayak et al. 2006).

Por otro lado se ha visto que elF4E puede formar parte tanto de los granulos de estrés
(GS) como de los processing bodies (PBs), esto significa que juega un papel en el
almacenamiento o turnover de ciertos mRNAs (Ferraiuolo, Basak et al. 2005; Parker and Sheth
2007). Puede incrementar la traduccién de ciertos transcritos particularmente durante periodos
de estrés celular y proliferacién (Ver capitulo 1.6 estrés celular).

1.2.2 Regulacion de elF4E

Dado la relevancia de elF4E en la expresion génica es un blanco de mdultiples
mecanismos de regulacidn que pueden afectar su funcién; mediante la regulacion de elF4E se
mantienen los niveles éptimos de crecimiento y division celular, respondiendo a estimulos
externos. Una serie de condiciones debe cumplirse para que elF4E pueda participar en la
iniciacion de traduccidon (Gingras, Raught et al. 1999). El hecho de que elF4E es generalmente el
factor de iniciacion menos comun en cuanto al nimero de moléculas por célula lo convierte en
un punto clave para la regulacién.
elF4E actla como punto convergente de dos vias de seializacidn, la via PI3K y la via de las
MAPK. Encontramos dos vias principales de regulacién de elF4E, por un lado mediante sus
proteinas de union 4E-BPs activadas via PI3K (Pause, Belsham et al. 1994) y por otro lado la
regulacion de su fosforilacidon via las quinasas Mnk1/2 en la serina 209 activadas via ERK o
p38/MAPK (Waskiewicz, Flynn et al. 1997; Waskiewicz, Johnson et al. 1999) (Figura 5).
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Figura 4: Modelo de las dos funciones conocidas de elF4E: exportacion de mRNAs y traduccién cap-
dependiente. elFAE permite la traduccion de mRNAs con la estructura cap en el extremo 5’; por otra parte
media la exportacion de mRNAs de nucleo a citoplasma mediante la su unién al extremo 3’ UTR del
mRNA, en unas secuencias denominadas elF4E-sensitivity elements (4E-SE) (adaptado de Carroll and
Borden 2013).

1.2.2.1 4E-BPs

Son proteinas pequeias de 10 a 15 kDa. Se han descrito tres isoformas de 4E-BPs -1, -2 y
-3. 4E-BP1 y 4E-BP2 comparten un 65 % de identidad y 4E-BP3 comparte un 57 % y un 59 % de
identidad con 4E-BP1 y 4E-BP2 respectivamente; las tres inhiben la traduccidén cap-dependiente.
4E-BP1 es la mayormente expresada, pero predominantemente se detecta en el tejido adiposo
(Tsukiyama-Kohara, Poulin et al. 2001), 4E-BP2 es ante todo expresada en el celebro (Banko,
Hou et al. 2004) y la tercera isoforma, 4E-BP3, se expresa mayormente en el colon, higado y
rifidn (Poulin, Gingras et al. 1998).
La unidn de las 4E-BPs a elF4E se controla a través de su fosforilacion (Pause, Belsham et al.
1994; Poulin, Gingras et al. 1998). Las formas hipofosforiladas de 4E-BPs se unen a elF4E
impidiendo la formacion del complejo de inicio de la traduccidon (Haghighat, Mader et al. 1995),
por el contrario, en respuesta a nutrientes o células estimuladas con suero las 4E-BPs se
hiperfosforilan y se reduce su afinidad hacia elF4E, de forma que éste queda liberado y puede
formar el complejo eFl4F para dar asi el inicio de la traduccion cap-dependiente.
4E-BP1 ha sido la mas caracterizada de las tres. Presenta seis lugares de fosforilacidn, entre ellos
se destacan cuatro: treonina 37, treonina 46, treonina 70 (esta fosforialcion permite la
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liberacion de elFAE) y la serina 65 (su fosforilacién impide la reasociacién de 4E-BP1 con elF4E).
Las diferentes fosforilaciones presentan un seguimiento jerarquico. La via PI3K/AkT/mTOR se ha
descrito como la via principal de fosforilacion de 4E-BP1 (Wang, Beugnet et al. 2005), a pesar de
ello otras quinasas pueden estar también implicadas en la fosforilacion de 4E-BP1, como por
ejemplo CDK1 (Heesom, Gampel et al. 2001), ATM (Yang and Kastan 2000), ERK (Herbert, Tee et
al. 2002).

Factores de crecimiento, hormenas, Aminodcidos
mitdgenos, citoguinas extracelulares

stress s -h L-) _
U”u N

Aminoacidos
/ intracelulares
AMPK

l .Has_. PI K
l PDK‘I
o
l.lliI{K.__H. HII AKT'®'TSC"'2 —] Flheh GTP
JNKK A ek

N e
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\ n\'I'NK JE.;F. srax:h
/
\Q)\ﬁ eIF.-ﬂI‘rE 56, elF4B,

. deul:ﬂmTD!n'ﬂHnrs
Traduccidn i ies, Eactores de elongacion]
cap-dependiente

S ——

-~
Iniciacion de la traduccion, mitogénesis y oncogénesis

Figura 5: Esquema de las vias de regulacion de elF4E. La via Ras/Raf/MAPK, activada por factores de
crecimiento y estrés activa las Mnks, las cuales fosforilan elF4E. elFAE participa en el inicio de la
traduccion y su fosforilaciéon incrementa la mitogénesis y la oncogénesis. Por otro lado la via
PI3K/Akt/mTOR es activada por factores de crecimiento, mitégenos y hormonas. mTOR fosforila 4E-BP
inhibiendo su funcién represora hacia elF4E (adaptado de Mamane, Petroulakis et al. 2004).

1.2.2.2 Regulacion elF4E via Mnk1/2

elF4E es fosforilado en respuesta a ciertos estimulos. Unas de las principales quinasas
responsables de la fosforilacién de elF4E son las Mnks (MAP kinase-activated protein kinase) las
cuales acceden a elF4E mediante su unién a elF4G (Pyronnet, Imataka et al. 1999). elF4E es
fosforilado en un solo lugar in vivo, en la Ser209 en mamiferos, que se encuentra en el extremo
C-terminal (Joshi, Cai et al. 1995; Fukunaga and Hunter 1997; Waskiewicz, Flynn et al. 1997).
elF4E rapidamente es fosforilado en respuesta a una gran variedad de estimulos extracelulares
como mitdégenos, hormonas polipeptidicas, promotores tumorales y factores de crecimiento
(Proud 1992; Flynn and Proud 1996). Las proteinas quinasas Mnkl y Mnk2 son activadas via
MEK/ERK (Extracellular signal-regulated kinases), se ha observado que hay una inhibicién de la
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fosforilacion de elF4E al utilizar inhibidores de dicha via (Waskiewicz, Johnson et al. 1999;
Tschopp, Knauf et al. 2000). Otra via que activa Mnkl y Mnk2 es la via p38MAPK, la cual es
activada en respuesta a mitégenos, citoquinas o estrés celular (Morley and McKendrick 1997), el
uso de inhibidores especificos de las isoformas a y B de p38 demostraron que estas dos
isoformas son las responsables del incremento en la fosforilacion de elF4E en respuesta a estrés
mediante la activacion de las Mnks (Cuenda, Rouse et al. 1995). Mnk1 y Mnk2 son las quinasas
fisiologicas de elF4E, mediante la utilizacion del doble KO de Mnks en fibroblastos embrionarios
no se observé un incremento en la fosforialcion de elF4E, indicando que son las quinasas
responsables de dicha fosforialcidon (Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004).

El estado de fosforilacion de elF4E también es controlado por la proteina fosfatasa 2A (PP2A)
(Bu and Hagedorn 1992).

Se han dado algunas confusiones con respecto a la existencia de otros lugares de fosforilacién,
como por ejemplo, en la serina 53; se generd un mutante de elF4E donde la serina 53 fue
mutada a alanina, impidiendo la fosforilacion de dicho residuo. Este mutante no provocaba la
transformacion celular que se observaba al sobreexpresar la forma wild type de elF4E, esto hizo
pensar que dicha fosforilacion era necesaria para la transformacién celular (De Benedetti and
Rhoads 1990). Estudios realizados posteriormente vieron que la serina 53 no era el verdadero
lugar de fosforilacion de elF4E, mediante analisis de fosfoaminoacidos vieron que solo habia un
lugar de fosforilacién en elF4E, y observaron que este estaba posicionado cerca del extremo N-
terminal. En la secuencia de elF4E hay tres serinas que pueden ser fosforiladas, mediante un
mapeo bidireccional del péptido se eliminaron dos de las serinas, tan solo quedando la serina
209, confirmando que este era el mayor punto de fosforialcién de elF4E (Flynn and Proud 1995).
In vitro también se ha observado la fosforilaciéon de la Thr210 cuando la Ser209 es mutada a
alanina o en ciertas circunstancias como el tratamiento celular con acido okadaico, no se
observé una transformacion celular al producirse la fosforilacion de la Thr210. (Makkinje, Xiong
et al. 1995; Scheper and Proud 2002; Topisirovic, Ruiz-Gutierrez et al. 2004)

1.2.2.2.1 Mnks

Mnkl y Mnk2 son proteinas quinasas treonina/serina y fueron originalmente
descubiertas como resultado de un screening de los substratos o proteinas de unién de Erk
(Fukunaga and Hunter 1997; Waskiewicz, Flynn et al. 1997). En humanos se han encontrado dos
genes que codifican para dos isoformas cada uno (Mnk1a, 2a, 1b y 2b), las isoformas b son las
formas cortas y no contienen el motivo de uniéon a MAPK. El andlisis de su secuencia revela que
las cuatro isoformas tienen una seial de localizacion nuclear (NLS), un lugar de unién a elF4G en
el extremo N-terminal y el dominio quinasa; tan solo Mnk1 contiene una sefal de exportacién
nuclear y las isoformas Mnkla y Mnk2a un lugar de unién a MAPK, el cual puede ser fosforilado
y activado por la via Erk y p38 MAPK. Las isoformas Mnklb y Mnk2b no contienen este dominio,
por lo tanto no son substrato de Erk y p38; por otro lado al no tener el fragmento C-terminal de
exportacidon nuclear tienen una distribucién tanto nuclear como citoplasmatica, mientras que las
isoformas Mnkla y Mnk2a predominan en el citoplasma (Shenberger, Zhang et al. 2007; Hou,
Lam et al. 2012).

Mnkl1l y Mnk2 tienen una similitud del 88 % en el dominio catalitico y del 77 % y 65 % en el
dominio N- y C-terminal respectivamente. La actividad y regulacién de las Mnks por MAPKs
depende de cada una de las isoformas. En el caso de la Mnkla, que tiene una actividad basal
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baja, contiene un dominio de unién a MAPK con los residuos Leu-Ala-Arg-Arg-Arg y media la
interaccion de Mnk1 con Erk1/2 y p38. En el caso de Mnklb, con actividad basal elevada, su
actividad no se ve afectada por Erkl/2 o p38 ya que no tiene un dominio de uniéon a MAPK
(Knauf, Tschopp et al. 2001; Scheper and Proud 2002; Parra, Buxade et al. 2005; O'Loghlen,
Gonzalez et al. 2007). Con respecto a las Mnk2, la isoforma Mnk2a contiene un dominio de
unién a MAPK el cual contiene solo dos residuos basicos continuos, Leu-Ala-GIn-Arg-Arg,
preferentemente interacciona con Erk1/2 (Waskiewicz, Flynn et al. 1997). Mnk2b, con una
actividad basal muy baja, no es conocido quien promueve su actividad (Scheper, Parra et al.
2003).

El andlisis de Mnk1 y Mnk2 revela la presencia de muchos puntos de fosforilacion por MAPKs,
por ejemplo la fosforialcién de la Thr209 y Thr214 de Mnk1la se ha visto que es esencial para su
activacion. Otro ejemplo es el residuo Thr344, el cual afecta la actividad de la Mnk1a pero no el
de la Mnk2a (Scheper, Morrice et al. 2001). Esto sugiere que la fosforilacion de las Mnks en
varios residuos es necesaria para la activacion eficiente de las Mnks.

La interaccion de elF4G con las Mnks es regulada por la fosforilacién de la Mnks, los puntos de
fosforilacidn se encuentran cerca del lugar de interaccidon con elF4G. Mnk1 se une mejor a elF4G
que Mnk2 (Parra, Buxade et al. 2005).

Se ha descrito que las Mnks tienen un gran nimero de substratos que pueden fosforilar,
incluyendo componentes de la maquinaria traduccional, algunos factores de unién a mRNA y
factores de splicing. No se ha encontrado una secuencia consenso de fosforilacién en los
diferentes substratos.

elF4E es el substrato fisiolégico mejor caracterizado de las Mnks, la expresiéon de Mnks en
células incrementa el nivel y la fosforilacion de elFAE en respuesta a estrés y por la estimulacion
de mitdgenos (Pyronnet, Imataka et al. 1999). Las dos, Mnk1 y Mnk2, especificamente fosforilan
elF4E en la serina 209. Mnk y elF4E interaccionan con elF4G, el cual permite la aproximacion de
estas dos proteinas y facilita la fosforilacion de elF4E (Flynn and Proud 1995; Ueda, Watanabe-
Fukunaga et al. 2004). Mnk1 es la responsable de inducir la fosforilacidon de elF4E en respuesta a
MAPK, mientras que Mnk2 contribuye a mantener la fosforilaciéon de elF4E (Ueda, Watanabe-
Fukunaga et al. 2004).

Dos proteinas de unién a RNA que se ha visto que son reguladas via Mnks son hnRNP Al y PSF
(Splicing factor asociado a PTB). hnRNP A1l es una proteina muy abundante en el nicleo y juega
un papel importante en el metabolismo del mRNA. Se ha visto que las Mnks fosforilan hnRNP Al
en dos lugares, Ser192 y Ser310, en respuesta a la activacion de células T (Buxade, Parra et al.
2005). La fosforialcion de hnRNP A1l se ha visto que disminuye su interaccidon con el mRNA de
TNF-a, sugiriendo que las Mnks juegan un papel en la regulacion de mRNAs especificos.

PSF es una proteina nuclear envuelta en la transcripcién de RNAs de procesamiento, es un factor
de splicing. Las Mnks lo fosforilan en los residuos Ser8 y Ser283, incrementando su afinidad
hacia el mMRNA de TNF-a (Buxade, Morrice et al. 2008).

Otro substrato es cPLa,, el cual juega un papel importante en la produccion de mRNAs con
funciones importantes en el sistema inmune e inflamatorio, este es fosforilado por las Mnks en
el residuo Ser272.

También se ha visto que Mnk1 regula la fosforilacién de Sprouty2, una proteina que suprime la
activacion de ERK (Bundschu, Walter et al. 2006).
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1.2.2.2.2 Efectos de la fosforilacién de elF4E

El significado biolégico de la fosforialcién de elFAE no se ha determinado y su rol
en el inicio de la traduccidén es controvertido (Scheper and Proud 2002). Se ha descrito su
importancia en tumorigénesis, un incremento de elF4E y su fosforilacidon se ha correlacionado
con la progresion tumoral (Byrnes, White et al. 2006; Wendel, Silva et al. 2007; Furic, Rong et al.
2010) (Ver capitulo 1.3.1.1 Papel de la fosforilacion de elFAE en cdncer).

Debido a que los estimulos que incrementan la traduccion de proteinas generalmente
incrementan el estado de fosforialcion de elF4E, se pensd que la fosforialcién podria aumentar
la actividad de elF4E incrementando su afinidad hacia la estructura cap del mRNA. Minich et al
mediante un ensayo de cromatografia sobre sefarosa del RNA separaron la forma fosforilada de
la no fosforilada de elF4E, mediante métodos de fluorescencia vieron que la fracciéon que
contenia la forma fosforilada de elFAE mostraba de 3 a 4 veces mas afinidad por la estructura
cap del mRNA que la forma no fosforilada (Minich, Balasta et al. 1994); también, mediante
analisis de los datos estructurales de elF4E inicialmente se pensd que la forma fosforilada de
eFl4E tenia mayor afinidad hacia la estructura cap que la forma no fosforialda (Joshi, Cai et al.
1995); recientes estudios basados en una nueva estructura indican lo contrario (Scheper and
Proud 2002; Zuberek, Jemielity et al. 2004). Por lo tanto el rol y la funcidn de la fosforilacion de
elF4E no estdn del todo claro.

Con el descubrimiento de las Mnks se pudo fosforilar elF4E in vitro, gracias a esto y utilizando un
analogo del cap mRNA se vio, contrariamente a lo descubierto por Minich et al., que la forma
fosforilada de elF4E tenia menor afinidad por la estructura cap que la forma no fosforilada
(Scheper and Proud 2002); por otro lado vieron que esta fosforilacion no afectaba a la unién a
4E-BPs y, debido a que se unen al mismo lugar que elF4G, tampoco se veia afectada la unidn con
elF4G (Ptushkina, von der Haar et al. 1999).

Otros estudios que concuerdan con la observacién que la fosforilaciéon de elFAE disminuye la
afinidad hacia la estructura cap fueron los realizados al sobreexpresar mutantes de Mnkl y
Mnk2, los cuales al incrementar la fosforilacion de elF4E impedian la traduccién cap
dependiente (Knauf, Tschopp et al. 2001).

Por el contrario Yikun Li et al. recientemente han visto que tratando lineas celulares de cancer
de pulmédn con el inhibidor PP2A (protein phosphatase 2A), el cual controla la actividad de la
mayoria de proteinas quinasas envueltas en las vias PI3K/Akt, Rad/MAPK/ERK y mTOR/p70S6K
(Westermarck and Hahn 2008), e inhibe la fosforilacion de Mnks y por lo tanto de elF4E, regula
negativamente la formacidn del complejo elF4F al inhibir la fosforilacidn de elF4E, indicando que
la fosforilacion de elF4E seria necesaria para el inicio de la traduccion cap-dependiente (Li, Yue
et al. 2010).

Se demostré que la sobreexpresion del mutante de elF4E S209A era igual de eficiente que la
forma WT de la proteina al promover la sintesis proteica (McKendrick, Morley et al. 2001). Por el
contrario en algunos casos, la fosforilacion de eFI4E y el incremento de la traduccion estdn
asociados; por ejemplo, se ha visto que la estimulacién celular con factores de crecimientos y
mitégenos incrementa los ratios de traduccion y los niveles de fosforilacion de elF4E (Morley
and McKendrick 1997; Wang, Flynn et al. 1998); por ello, fue asumido que la fosforilacion de
elF4E estimulaba la traduccidn cap-dependiente. Sin embargo, los efectos de la fosforilacién de
elF4E en la traduccién cap-dependiente in vitro no son significativos, el tratamiento con agentes
inductores de estrés, como la anisomicina o el arsénico, fosforilan elF4E y se observa una
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traduccion global disminuida (Wang, Flynn et al. 1998). Se ha visto que hay un incremento
selectivo de ciertas proteinas, en tumores de préstata, debido al incremento de la fosforilacion
de elF4E, como seria el caso de VEGF, MMP3 y BIRC2 (Furic, Rong et al. 2010).

In vitro se ha visto que la activacion de la traduccidén de ciertos mRNAs en respuesta a sefiales
estimuladoras de crecimiento, se correlaciona con un aumento de la fosforilacion de elF4E,
mientras que la inhibicién de la sintesis proteica debido a choque térmico, a estrés osmético o
infecciones virales, se correlaciona con la desfosforilacion de elF4E. A pesar de ello, la
fosforilacidon de elF4E no es suficiente para que se dé un aumento en la sintesis proteica global
(Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004). Se ha observado que dicha fosforilacion es requerida
para la inhibicion de la apoptosis y para promover la tumorigénesis in vivo. (Silva and Wendel
2008).

Scheper and Proud propusieron dos modelos para el papel fisioldgico de la fosforilacion de
elF4E, por un lado la fosforialcion de elF4E por las Mnks podria estimular una carga rapida y
secuencial de multiples complejos de iniciacion y ribosomas en un mismo mRNA o, por otro
lado, podria estimular un rapido reciclaje de los factores de inicio de la traduccion de un mRNA a
otro mRNA, dependiendo de en qué punto del inicio de la traduccidn se fosforile elF4E.
Teniendo en cuenta estos resultados, parece ser que la fosforialcion de elF4E no es critica bajo
situaciones normales, es decir, cuando las 4E-BPs estan fosforiladas por mTOR y el complejo
elF4F puede formarse con normalidad. La actividad de las Mnks y el estado de fosforilacién de
elF4E es importante sélo cuando el suministro de nutrientes es bajo o se produce un estrés
ambiental, lo que produce un incremento de la desfosforilacion de 4E-BPs y por consiguiente
una formacion limitada del complejo elF4F .

También se demostrd que la hiperfosforilacion de elF4E por la sobreexpresién de las quinasas
Mnks en Drosophila conduce a la reduccién de la traduccién y/o los ratios de crecimiento, es
importante para que se produzca un desarrollo normal (Knauf, Tschopp et al. 2001); por el
contrario, ratones deficientes en las quinasas Mnk1l y Mnk2 no muestran ningdn cambio en los
ratios globales de traduccién y en el desarrollo normal (Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004;
Wendel, Silva et al. 2007).

Por otro lado se ha visto que la fosforilacion de elFAE puede estar implicada en el transporte de
ciertos mRNAs de nucleo a citoplasma, una posibilidad es que la fosforilacion de elF4E modula la
asociacién con proteinas de unién a elementos 4E-SE y esta interaccion module la capacidad de
elF4E de promover el transporte de ciertos mRNAs (Topisirovic, Ruiz-Gutierrez et al. 2004).

En resumen, el efecto de la fosforilaciéon de elF4E es altamente controvertido y son necesarios
mas estudios para ver la implicacion de dicha fosforilacién. Lo que si es comUunmente aceptado
es que la activacidon o fosforilacién de elF4E estd asociada con la proliferaciéon celular, la
transformacion, la progresién tumoral y la resistencia a la apoptosis (Wang, Yue et al. 2007).

1.2.2.3 Otras modificaciones y regulacion de eIF4E

Varias proteinas se han visto implicadas en la regulacion de elF4E tanto a nivel proteico
como de su mRNA. En humanos otras dos proteinas, a parte de las descritas, se han identificado
como proteinas de unién a elF4E: PML (Promyelocytic leukemia protein) y PRH (proline-rich
homeodomain protein).

PML se encuentra en cuerpos nucleares y media la supresién de la transformaciéon oncogénica y
del crecimiento celular; inhibe la funcion de exportacién de mRNA de nucleo a citoplasma de
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elF4E asi como su afinidad hacia cap (Cohen, Sharma et al. 2001; Culjkovic, Topisirovic et al.
2007). PRH es un regulador negativo de elF4E, es una proteina nuclear que impide la funcién de
exportacion de elF4E (Topisirovic, Culjkovic et al. 2003).

Por otro lado también es regulado via sumoylacién, modificacion postraduccional
envuelta en varios procesos celulares como el transporte nucleo-citoplasma, apoptosis,
estabilidad proteica, respuesta a estrés y progresién del ciclo celular. elF4E es modificado por
SUMOL1 vy es la fosforilacion de la serina 209 la que promueve dicha fosforilacién. Mientras que
la sumoylacion de elFAE no afecta la unidon a cap, si que promueve la disociacion de elF4E con
4E-BP, incrementando asi la formacién del complejo elF4F y por lo tanto la traduccién cap
dependiente de proteinas que son esenciales para la proliferacion celular y la prevencién de la
apoptosis; La desuomylacién inhibe las propiedades antiapoptdticas de elF4E (Xu, Vatsyayan et
al. 2010).

A nivel de mRNA, se ha visto que hay un incremento de la transcripcion de elF4E en lineas
celulares con elevados niveles estables de c-myc (Rosenwald, Rhoads et al. 1993); la familia de
factores de transcripcion myc, es responsable del control de genes que estan directamente
envueltos en el crecimiento celular y la proliferacion, elF4E es uno de los genes regulados por
myc; la region promotora de elFAE contiene dos lugares de unidon a myc (Jones, Branda et al.
1996) y como consecuencia la expresion de elF4E es aumentada al sobreexpresarse myc
(Rosenwald, Rhoads et al. 1993).

Se han encontrado tres elementos ticos en AU (AREs) en el transcrito de elFAE. La proteina HuR
frecuentemente regula la estabilidad de transcritos que contienen elementos ARE. HuUR se asocia
con los transcritos de elF4E estabilizandolos y aumentando su tiempo de vida media; por el
contrario AUF1 interacciona con el 3'UTR de elF4E y disminuye la estabilidad del mRNA. elF4E y
HuR colaboran en la regulacién de la expresién génica, teniendo como targets transcritos
comunes. Por ejemplo, se ha visto que HuR induce el aumento de Ciclina D1, VEGF y c-myc, en
parte, dependiendo de los niveles de elF4E. (Topisirovic, Siddiqui et al. 2009).

1.3 Traduccion y cancer

El cancer es una de las enfermedades de mayor predominio en el mundo debido a su
incidencia, prevalencia y mortalidad. Es una de las principales causas de muerte a escala
mundial. En Espafia es la primera causa de muerte entre los hombres y la segunda entre las
mujeres. Aproximadamente una de cada tres personas estan diagnosticadas de cancer a lo largo
de su vida. Los mas frecuentemente diagnosticados son el cancer de mama, préstata, colorrectal
y pulmodn. Hasta el momento se conocen mas de 250 tipos de tumores que muestran a su vez
diferentes subtipos morfologicos e histolégicos con comportamientos desiguales, vy
cientos/miles de alteraciones oncogénicas que pueden estar implicadas, lo que demuestra la
gran heterogeneidad de esta enfermedad, pudiendo tener diferentes caracteristicas entre ellos
lo que hace que se pueda clasificar como enfermedades independientes con causa, evolucidn y
tratamiento especificos para cada caso (Stratton, Campbell et al. 2009).

Se propusieron seis capacidades compartidas en la mayoria de canceres: autosuficiencia en
sefiales de crecimiento, evasién de la apoptosis, insensibilidad a sefiales antiproliferativas,
potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida y capacidad de invasidon y metdastasis
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(Hanahan and Weinberg 2000) (Figura 6). En cada una de estas vias, hay muchos factores que
pueden estar implicados y lo importante es la alteracién funcional de la via. La caracteristica mas
fundamental de las células cancerigenas envuelve su capacidad para mantener una proliferacién
cronica; el tejido normal controla la produccion de sefales promotoras de proliferacion
asegurandose la homeostasis de la célula y el mantenimiento de la arquitectura y funcidn del
tejido normal, por el contrario en las células tumorales esta produccién se encuentra
desregulada, ya sea produciendo sus propios factores de crecimiento, sobreexpresando sus
receptores o influenciando las células adyacentes para que produzcan sefiales de crecimiento; a
de mas, las células tumorales tienen la capacidad de eludir sefiales que negativamente
regularian la proliferacion celular y seiales de muerte celular, lo que conlleva a un crecimiento
del tumor. El crecimiento del tumor conlleva a un requerimiento de suministro de nutrientes y
oxigeno mayor, los bajos niveles de oxigeno provocan un incremento de la formacion de
capilares sanguineos dentro del tumor, angiogénesis, estos capilares suministran el oxigeno y los
nutrientes que requiere el tumor para continuar creciendo. La invasidn y metdstasis permite la
propagacion del cancer de su localizacion original a otras partes del cuerpo.

Autosificiencia en seiiales
de crecimiento

Evasion a la apoptosis Insensibilidad a sefiales
antiproliferativas

Angiogénesis : Capacidad de invasion y
sostenida metastasis

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 6: Senales de identidad del cancer. La ilustracion muestra las seis capacidades compartidas en la
mayoria de los canceres (adaptado de Hanahan and Weinberg 2011).

El proceso de carcinogénesis se desencadena por la aparicién de una mutacién inicial que no ha
sido reparada, seguido de la acumulacion de sucesivas mutaciones que se van incorporando al
genoma. Estas mutaciones pueden ser producidas por diferentes agentes cancerigenos y/o por
errores espontaneos producidos o inducidos por la replicacidn o reparacion del DNA. Existen dos
tipos de genes que juegan un papel importante en el inicio y progresion del tumor cuando estan
mutados o alterados genéticamente: los protooncogenes, codifican proteinas que de algun
modo pueden influenciar el ciclo celular, ya sea favoreciendo su progresién o procesos
proliferativos o bien inhibiendo los procesos normales de senescencia y apoptosis; y los genes
supresores de tumores, definidos como genes que codifican proteinas que inhiben la
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proliferaciéon celular y/o pueden inducir la apoptosis. En condiciones normales estos genes
participan en la regulacién del ciclo celular activando e inhibiendo los procesos dirigidos hacia la
proliferacién celular. Tanto la activacién de los oncogenes como la inactivaciéon de los genes
supresores de tumores, da lugar a una desregulacién del ciclo celular y a una proliferacion
incontrolada, provocando la aparicion del tumor.

Como hemos comentado anteriormente el inicio de la traduccién es un proceso

altamente regulado, donde multiples vias de sefializacidon convergen controlando la actividad de
los diferentes factores de inicio de la traduccién y proteinas implicadas en la regulacidn de estos.
Una desregulacion del inicio de la traduccidon puede producir diversas alteraciones, entre ellas la
aparicion del cancer, debido a aberraciones en la sintesis de ciertas proteinas implicadas en la
proliferacién celular, la apoptosis, angiogénesis, supervivencia y transformacion celular.
Varios factores implicados en el inicio de la traduccion se han visto desregulados en cancer.
Entre otros factores, por ejemplo se han encontrado altos niveles de elF4G en un gran numero
de canceres humanos, principalmente en carcinomas escamosos de pulmon (Bauer, Diesinger et
al. 2001); la fosforialcién de 4E-BP1 se ha visto asociada con prognosis de cancer de mama, de
ovario y de préstata (Armengol, Rojo et al. 2007); elF2a se ha visto incrementado en tumores
gastrointestinales (Lobo, Martin et al. 2000); subunidades de elF3 se han visto incrementado en
cancer de pulmén, mama y de esdfago (Lin, Holbro et al. 2001; Pincheira, Chen et al. 2001)
Nosotros nos centramos en el estudio de elF4E, el cual se encuentra upregulado en varios tipos
de tumores humanos.

1.3.1 eIF4E y cancer

De todos los factores de iniciacion de la traduccidén, elF4E es el mas directamente
implicado en la malignidad del cancer. Se han encontrado elevados niveles de elF4E en muchos
tipos de tumores y lineas celulares de cancer, incluyendo cancer de colon, mama, vejiga,
pulmén, prdéstata, del tracto gastrointestinal, cabeza y cuello, linfomas de Hodgkin’s y
neuroblastomas, pero no es tipico de lesiones benignas. Ya se sugirié elF4AE como un marcador
prondstico para diversos tipos de canceres y su papel en metdstasis (De Benedetti and Harris
1999; Nathan, Franklin et al. 1999; Rosenwald, Chen et al. 1999; Wang, Rosenwald et al. 1999).
Este hecho refleja su papel primario en el proceso de tumorigénesis, ya que su sobreexpresion
in vitro causa transformacion maligna y crecimiento celular desregulado, mientras que la
disminucién de sus niveles de expresién comporta una inhibicién del crecimiento tumoral
(Oridate, Kim et al. 2005).

Los mRNAs celulares puedes ser divididos en dos grupos: mRNAs fuertes, los cuales contienen
una estructura 5 UTR relativamente corta; y los mRNAs débiles, lo cuales contienen una
estructura 5" UTR larga y altamente estructurada (Koromilas, Lazaris-Karatzas et al. 1992; De
Benedetti and Harris 1999). La diferencia entre los dos grupos de mRNAs es que los mRNAs
débiles son mds sensibles a la unidon con eFl4E; normalmente codifican para factores de
crecimiento y supervivencia (Graff, Konicek et al. 2008); A pesar que elF4E no regula la
traduccion global, contribuye a la malignidad permitiendo selectivamente la traduccion de un
grupo limitado de mRNAs (mRNAs débiles) que codifican para proteinas claves envueltas en la
proliferacién celular, la angiogénesis y la supervivencia, asi como proteinas implicadas en la
transformacion y metastasis, como por ejemplo: Ciclina D1, VEGF, c-myc, ODC y MMP9 (De
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Benedetti and Graff 2004; Larsson, Li et al. 2007), provocando asi la tumorigénesis. Debido a que
muchos de estos mRNAs codifican para oncoproteinas reguladoras del ciclo celular, factores de
crecimiento y sus receptores, los niveles elevados de eF4E hacen que el crecimiento celular sea
mas rapido y que las células puedan convertirse en neoplasticas (De Benedetti and Harris 1999).
(Figura 7).

A
mRNAs fuertes: b-actina,
GAPDH, la mayoria de
S mRNAs celulares
2
o
A
0 /
w
8 /
£/ -
w / mRNAs déviles: mRNAs relacionados con
/ malignidad, c-myc, ciclina D1...
Creciemiento normal Tumorigenesis Metastasis

elFAE -

Figura 7: Niveles elevados de elF4E incrementan la tumorigénesis. Niveles elevados de elF4E
incrementan la traduccidn de los niveles de los mRNA débiles, los cuales codifican proteinas relacionadas
con la malignidad, esto incrementa la tumorigénesis y la metastasis (adaptado de Graff, Konicek et al.
2008).

Por otro lado reduce la sensibilidad celular a la apoptosis; media el rescate apotético por la
activacion de la traduccién de bcl-x y otros factores intermedios (Li, Takasu et al. 2003).

Las dos funciones de elF4E principales, exportacion de mRNAs de nucleo a citoplasma y su papel
en el inicio de la traduccion cap-dependiente, contribuyen al efecto oncogénico y al rescate
apoptdtico, debido a que el incremento de proteinas implicadas en este efecto puede ser
debido tanto a un incremento del trasporte de los mMRNA como a un aumento de su traduccién
(Culjkovic, Topisirovic et al. 2006; Culjkovic, Topisirovic et al. 2007; Culjkovic, Tan et al. 2008).

Hay varias evidencias que apoyan el rol de elF4E en malignidad, se ha visto que la inhibicion
mediante siRNA de elF4E en la linea celular Hela, suprime la proliferacion y la morfologia celular
alterada (De Benedetti, Joshi-Barve et al. 1991), asi como la inhibicién de elF4E en tumores de
mama, cabeza y cuello suprime la formacién del tumor, el crecimiento y la metdstasis (Graff,
Boghaert et al. 1995; Nathan, Liu et al. 1997; DeFatta, Nathan et al. 2000). Asi como la inhibicion
de elF4E tanto en modelos tumorales epiteliales y fibroblastos suprime el crecimiento tumoral,
la invasidén y la metdstasis, asi como la reduccion de la traduccion de una serie de proteinas
relacionadas con malignidad, como seria el caso de ODC, VEGF y FGF-2 (De Benedetti and Graff
2004).
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Ruggero et al. demostraron que la sobreexpresidén de elF4E provoca la formacién de tumores.
Parece ser que la sobreexpresiéon de elF4E no solo incrementa la expresion de c-myc, si no que
elF4E coopera con él en el proceso de la transformacion celular (Ruggero, Montanaro et al.
2004).

En canceres humanos, los niveles de elF4E son comUnmente elevados como consecuencia de un
incremento en la expresion de elFAE o por la liberacidn de elF4E de 4E-BP, un resultado de la
activacion de las vias Akt/mTOR vy ras, las cuales se han visto activadas en varios tipos de
tumores (De Benedetti and Graff 2004). Por otra parte, también se ha visto que la fosforialcién
de 4E-BP también se ve incrementada y se asocia a la progresién maligna de tumores de mama,
ovario, prostata y colon (Armengol, Rojo et al. 2007).

La activacion de elF4E puede representar un punto de convergencia para las vias claves que
conducen a la malignidad y la progresién tumoral; por otra parte, la funcién de elFAE es critica
para la expresidon de una gran variedad de proteinas que contribuyen en diferentes aspectos de
la malignidad. Como consecuencia, la inhibicién de la funcion de elF4E puede ser una potente
estrategia viable para el tratamiento de muchos tipos de tumores diferentes y, se esperaria, que
su inhibicidn disminuyera simultdneamente la expresién de multiples proteinas implicadas en la
progresion tumoral.

1.3.1.1 Papel de la fosforilacion de elF4E en cdncer

En las células sanas la fosforilacion en la serina 209 no es esencial para el correcto
funcionamiento de elF4E y el proceso de la traducciéon; sin embargo, se ha visto que en las
células tumorales es crucial ya que favorece la progresién tumoral y contribuye a la invasién
hacia otros tejidos. Causa desregulacion del crecimiento celular y transformacion. Actda como
un oncogén, un aumento de su expresion produce un desarrollo del tumor. (Bilanges and Stokoe
2007). Se ha visto que la sobreexpresién de elF4E causa el desarrollo de tumores malignos
cuando elF4E contiene la serina 209 funcional permitiendo la fosforilacién (Lazaris-Karatzas,
Montine et al. 1990; Ruggero, Montanaro et al. 2004).

Mediante la inyeccién de células con el mutante de elF4E S209A, incapaz de fosforilarse, en
ratones se observd que en estos no se promovia la tumorigénesis en comparacion con ratones
inyectados con células control, por el contrario, ratones reconstituidos con elF4E S209D,
mutante fosfomimético, se veia un incremento de la formacién del tumor, comparado con la
sobreexpresién de la forma wild type de elFAE, concluyendo que la forma fosforilada de elF4E en
la serina 209 es importante para la tumorigénesis. El hecho que la fosforilacidn en la serina 209
de elF4E sea importante en la tumorigénesis indicaria que las Mnks juegan un papel importante;
mediante la utilizacién de un mutante activo de la Mnk1 y la inactivacion de esta vieron que tan
solo el mutante activo era capaz de acelerar la formacién de linfomas, indicando que la
fosforialcion de elF4E parecia ser importante para la progresién tumoral (Wendel, Silva et al.
2007).

In vitro se ha visto que la fosforilacidon de elF4E incrementa el transporte nucleo-citoplasmatico
de el mRNA de Ciclina D1, la cual promueve la transformacion (Topisirovic, Ruiz-Gutierrez et al.
2004). Estos datos dan soporte al hecho que el incremento de la fosforilacion de elF4E puede ser
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una de las vias del cancer, la progresion tumoral se correlaciona con los niveles de fosforilacién
de elF4E.
El rol de la fosforialcién de elF4E en cdncer requiere una mayor investigacion.

1.3.1.2 eIF4E en cdncer de mama

El cdncer de mama representa uno de los mayores problemas de salud con mas de
500000 muertes anuales en todo el mundo; es la neoplasia maligna mas frecuente en la mujer,
estando su incidencia en aumento sobre todo en paises desarrollados. Se han hecho muchos
avances en el estudio de esta enfermedad, aunque la incidencia sigue en aumento, la
mortalidad estd disminuyendo en el mudo occidental; aunque las tasas de curacién han
mejorado en estados tempranos del desarrollo de la enfermedad, los pacientes siguen teniendo
recaidas a pesar de las terapias actuales (Wheater, Johnson et al. 2010).

Representa un grupo de tumores con un comportamiento biolégico muy diverso y una gran
variabilidad clinica. La diversidad clinica y pronostica del carcinoma de mama se establece a
nivel molecular, al expresar distintos genes que les confiere variabilidad biolégica y pronostica
(Perou, Sorlie et al. 2000). El estudio de estos genes, en los Ultimos afios, ha hecho posible
comprender el comportamiento bioldgico, el prondstico y el tratamiento de algunos canceres de
mama.

Los perfiles de expresion genética del carcinoma de mama se identifican en 5 subtipos
moleculares: normal-like, HER2 positivo, luminal (A y B), basal A y basal B (Hu, Fan et al. 2006).
Estos diferentes subtipos reflejan el tipo de célula del cual se originan. Los carcinomas de mama
de tipo luminal son los subtipos con mejor prondstico y se caracterizan por expresar los
receptores de estrégeno (RE). El carcinoma de mama HER2 positivo muestra una expresion
aumentada de genes asociados a c-erB-2 y suele asociarse a otros marcadores de mal
prondstico. El subtipo basal se caracteriza por la sobreexpresion de citoqueratinas
caracteristicas de la capa basal y la expresién de genes relacionados con la proliferacidon celular,
suelen tener mutado el oncogén p53, sobreexpresan EGFR (el factor de crecimiento epidérmico)
y se caracterizan por la ausencia de la expresion de RE y HER2, se asocia a la mutacién BRCAl y
presenta un comportamiento mas agresivo (lrigoyen, Garcia et al. 2011).

Muchos estudios se han realizado para el estudio de la relacion de elF4E en céncer de
mama, Kerekatte et al. fueron los primeros en demostrar que la proteina elF4E se encontraba
sobreexpresada en cancer de mama (Kerekatte, Smiley et al. 1995). Posteriormente se demostré
que el grado de la sobreexpresién de elF4E predice la recurrencia en pacientes (Li, Liu et al.
1997). Pacientes que expresan elevados niveles de expresion de elF4E tienen un incremento
mayor en la recurrencia del cancer de mama, en comparacién con pacientes con bajos niveles
de expresion de elF4E (McClusky, Chu et al. 2005; Byrnes, White et al. 2006; Zhou, Wang et al.
2006; Flowers, Chu et al. 2009). La sobreexpresion de elF4E en cancer de mama parece estar
relacionada con la angiogénesis, la recidiva tumoral y la supervivencia de los pacientes. elF4E
estd asociado con una progresion maligna en el carcinoma ductal infiltrante de mama (IDCA)
(Sorrells, Meschonat et al. 1999); se ha visto correlacion de la sobreexpresion de elF4E, en
pacientes con cancer de mama, con elevados niveles de VEGF y con un incremento en la numero
de la densidad de los microvasos del tumor (MVD), por lo tanto, la sobreexpresion de elF4E en
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cancer de mama parece predecir el incremento en la vascularidad del tumor vy, por lo tanto, la
capacidad de diseminacién del tumor (Byrnes, White et al. 2006).

Se ha visto que su sobreexpresion se correlaciona con elevados niveles de Ciclina D1, c-myc y
VEGF y esto estd asociado con un peor prondstico en tumores de mama y una mayor recaida
(Kleiner, Krishnan et al. 2009). Bajos niveles de elF4E se han correlacionado con mejor
prondstico tras el tratamiento con terapia adyuvante (Hiller, Chu et al. 2009).

1.4 Transicion epitelio mesénquima (EMT)

La transicidn epitelio mesénquima (EMT) describe una serie de cascadas que conducen a
un cambio en el fenotipo celular, desde un estado estacionario, fenotipo diferenciado
caracteristico del tejido epitelial normal, a un estado migratorio, fenotipo des-diferenciado
caracteristico de fibroblastos o células tumorales metastaticas (Savagner 2010). Es la conversién
de células sedentarias a células migratorias.

Las células que sufren EMT pierden el contacto entre ellas, cambian su modo de asociacién con
la matriz extracelular y se vuelven moviles. Estas células pueden remodelar su matriz
extracelular y secretar proteasas para ayudar en el proceso. (Leopold, Vincent et al. 2012). Por
definicion este proceso confiere movilidad celular permitiendo la evolucién, fusidon o generacion
del epitelio secundario, esencial para la morfogénesis y la organogénesis. (Peinado, Olmeda et
al. 2007; Thiery, Acloque et al. 2009).

Tres tipos de EMT han sido propuestos (Kalluri and Weinberg 2009; Zeisberg and Neilson 2009)
basados en estados del desarrollo y asociados a diferentes biomarcadores: EMT envuelto en
embriogénesis (Tipo 1), regeneracidn/fibrosis en tejido maduro (Tipo Il) y EMT cominmente
asociada con metastasis (Tipo Ill). El uso de estas tres categorias Ultimamente falla debido a la
complejidad de la plasticidad de las células en respuesta a los cambios del entorno, por ejemplo,
Acloque et al. diferencian tres grados en EMT tipo | durante la embriogénesis. (Leopold, Vincent
etal. 2012).

EMT se conduce mediante diferentes factores de traduccién que regulan la expresion de
numerosas proteinas implicadas en la polaridad celular, en el contacto célula-célula, en la
estructura del citoesqueleto y en la degradacién de la matriz extracelular. Estos factores de
transcripcion incluyen miembros de la familia ZEB, SNAIL y TWIST. Estas proteinas embrioldgicas
estan ausentes en diferentes células adultas, pero frecuentemente se ven reactivadas en cancer,
promoviendo mediante EMT la diseminacidn de células cancerigenas.

Muchas vias de sefializacién celular se han encontrado implicadas en EMT, donde se incluyen las
vias tirosina quinasa, la via Ras, via ILK (integrin-linked kinase), la via integrina, via Wnt/-
catenina, la via Notch y la via PI3K/AKT (Larue and Bellacosa 2005). La activacién de la via
PI3K/Akt es una caracteristica central de la activacion de EMT. Akt se encuentra frecuentemente
aumentada y activada en tumores de ovario, mama y pdancreas; estd envuelta en muchos
procesos celulares como la progresién del ciclo celular, la proliferacién, la supervivencia, el
metabolismo celular y EMT (Grille, Bellacosa et al. 2003).

Muchos inductores de EMT proporcionan a las células ventajas en situaciones de estrés, como
por ejemplo activando vias anti-apoptdticas (Ansieau 2013). El cambio en la movilidad celular
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envuelve un cambio en las interacciones entre las células, algunas interacciones célula-célula no
pueden verse mantenidas durante la movilidad, por ello en EMT algunas proteinas implicadas en
la interaccién celular se ven disminuidas, es el caso de ciertas conexinas, como Cx26 y Cx43, la
integrina a6B4 y la E-cadherina. Cuando la expresién de E-cadherina es reducida, una cadherina
no epitelial, la N-cadherina, a veces, muestra elevados niveles de expresién, siendo otro
marcador de EMT. La remodelacidn de la matriz extracelular después de la migracién requiere
ciertas metaloproteinasas (MMP) las cuales se ven aumentadas, como es el caso de MMP-2,
MMP-9, MMP-13 y MMP14; MMP-1 y MMP-3 no estan tan envueltas en EMT (Leopold, Vincent
et al. 2012).

1.4.1 Cadherinas

Los tejidos epiteliales y endoteliales estdan compuestos por capas continuas de células
gue estan interconectadas por uniones célula-célula, en particular uniones adherentes y uniones
estrechas (tight junctions). Las principales moléculas implicadas en las uniones adherentes son
las cadherinas. Las interacciones entre las diferentes cadherinas son importantes y requeridas
para la formacion de los tejidos durante el desarrollo y para el mantenimiento de la funcidn de
barrera del epitelio o del endotelio (Takeichi 2011). Se ha visto que alteraciones en la funcién de
las cadherinas es un paso critico para el desarrollo de tumores (Nieman, Prudoff et al. 1999).

Las cadherinas constituyen una familia de glicoproteinas transmembrana que median la

adhesién celular dependiente de calcio; juegan un papel importante en el mantenimiento de la
arquitectura del tejido normal y en el reconocimiento entre células. Se han caracterizado dos
tipos diferentes de cadherinas, el tipo |, donde encontramos las P-, N- y E-cadherinas, y el tipo Il,
cadherinas 5-12, del cual se conoce poco su funcion y su patréon de expresion.
Las diferentes cadherinas tienen diferentes tipos de expresion durante el desarrollo embrionario
normal, sugiriendo que tienen diferentes funciones. E- y P-cadherinas se encuentran en el
epitelio donde promueven la asociacidon célula-célula conocida como uniones adherentes. En
cambio, la N-cadherina se encuentra mayormente en el tejido primario neural y en fibroblastos,
donde media una unién menos estable y mas dinamica entre las células (Hazan, Qiao et al.
2004).

Las cadherinas contienen un largo dominio extracelular, el cual se une con la misma molécula de
una célula adyacente. También contienen un dominio transmembrana y un dominio
citoplasmatico, el cual es altamente conservado. La parte intracelular de las cadherinas
interacciona con diferentes proteinas denominadas cateninas, las cuales unen las cadherinas
con el citoesqueleto. Esta unién es requerida para la funcion adherente de las cadherinas
(Hazan, Qiao et al. 2004).

Ha sido descrito que E-cadherina promueve tan solo la adhesién célula-célula, mientras que la
N-cadherina promueve tanto la estabilidad como la inestabilidad entre las interacciones entre
células, facilitando la migracion celular. Este aumento en la invasion y la migracion celular no
siempre se ve correlacionado con la transicion epitelio mesénquima, ya que no se ven afectados
otros factores implicados en EMT.

En tejidos, cambios en la adhesidon celular no son suficientes para activar la penetracidn en la
matriz extracelular. Las células tumorales, para romper las barreras biolégicas y poder invadir y
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producir metdstasis necesitan producir enzimas proteoliticas, las mas conocidas son las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Mignatti and Rifkin 1993). Las MMPs son una familia de
enzimas de degradacion de la matriz extracelular, muchas estan asociadas con la invasién y la
metastasis (Coussens and Werb 1996). La presencia de N-cadherina resulta en un incremento de
la adhesion de las células tumorales a las células endoteliales, incrementando la migracién y la
invasién de estas. La movilidad y la invasion se ve aumentada por FGF y acompafiada por un
aumento en de la actividad de la MMP9 (Hazan, Phillips et al. 2000). La actividad proinvasiva de
la N-cadherina resulta, parcialmente, por la interaccidn sinérgica con el receptor de factores de
crecimiento de fibroblastos (FGFR) via su dominio extracelular, el cual estabiliza FGFR-1 vy
sostiene la sefal extracelular que regula la activacion de la via MAPK-ERK, lo que resulta con un
incremento de la produccion de metaloproteinasa 9 (MMP9), se cree que pueden haber
implicadas otras vias que incrementan la movilidad celular via N-cadherina/FGFR-1, pero hasta
el momento no son conocidas (Figura 8) (Gradl, Kuhl et al. 1999; Hulit, Suyama et al. 2007).
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MMP-9/invasién Motilidad celular

Figura 8: Via de activacion de la invasion celular mediante el complejo N-cadherina y FGFR-1. La
interaccién sinérgica de la N-cadherina con el receptor de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFR)
incrementa la invasion celular mediante la secrecién de MMP9 al activarse la via MAPK/ERK, y la motilidad
celular mediante una via desconocida (adaptado de Hazan, Qiao et al. 2004).
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Para infiltrar otros tejidos las células cancerigenas con origen epitelial se tienen que
separar de la masa del tumor mediante la rotura de los contactos entre células, conocidos como
uniones adherentes (Frixen, Behrens et al. 1991; Vleminckx, Vakaet et al. 1991). Las células
cancerigenas adquieren la capacidad de mantener una continua proliferacién, evadir Ia
inhibicion del crecimiento, invadir tejidos y formar metastasis (Hanahan and Weinberg 2011).
Una caracteristica de la progresion del tumor es la pérdida del fenotipo epitelial y un incremento
en el fenotipo mesenquimal (Yilmaz and Christofori 2009; Micalizzi, Farabaugh et al. 2010).
Segun esta hipotesis, la molécula de adhesidn celular E-cadherina, la cual es el componente
adhesivo de las uniones adherentes, es ausente en la mayoria de tumores. La perdida de E-
cadherina se considera un factor importante en la invasién del tumor, se pierden las uniones
célula-célula y se produce la progresidon del tumor a un estado invasivo/migratorio (Frixen,
Behrens et al. 1991; Takeichi 1993; Hazan, Qiao et al. 2004). La perdida de funcién de la E-
cadherina en muchos tumores epiteliales es debida a mecanismos que incluyen mutaciones que
la inactivan o protedlisis del dominio extracelular. A mas, se cree que la perdida de E-cadherina,
aparte de reducir la interaccion entre las células, proporciona un estimulo oncogénico al liberar
la B-catenina de la membrana, la cual puede ir hacia el nucleo y activar la regulacién de genes
como c-myc, Ciclina d1 o fibronectina, los cuales son importantes para la proliferacién celular y
la invasion (Gradl, Kuhl et al. 1999; Peifer and Polakis 2000).

Mds recientemente se ha visto un aumento en la expresion de N-cadherina en células
tumorales, relacionado con un aumento en el potencial invasivo de éstas. Se ha visto que N-
cadherina se encuentra aumentada en tumores de mama mas invasivos y menos diferenciados,
mientras que hay una pérdida de la expresion de E-cadherina (Hazan, Kang et al. 1997). N-
cadherina puede promover la invasion y la motilidad de las células cancerigenas, se cree que la
N-cadherina media la interaccidn entre las células cancerigenas y las células del estroma (Hazan,
Kang et al. 1997). N-cadherina contribuye a la metastasis via su funciéon adherente,
particularmente mediante la adhesién de células tumorales a células huésped, que expresan N-
cadherina, del estroma o del endotelio vascular (Hulit, Suyama et al. 2007).

Los miembros de la superfamilia de cadherinas se encuentran expresados en la glandula
mamaria normal: la E-cadherina se expresa exclusivamente en el epitelio mamario, mientras
qgue la N-cadherina se encuentra en las células mesenquimales del estroma (Andrews, Kim et al.
2012). E-cadherina y N-cadherina pueden encontrarse co-expresadas en células epiteliales
malignas de cancer de mama de ratdn sin llegar a producirse invasion celular (Labelle, Schnittler
et al. 2008). Se ha visto en un gran numero de carcinomas de mama la coexpresion de N-
cadherina y E-cadherina, asi como en lineas celulares y, no siempre al incrementar los niveles de
N-cadherina se ve una reduccién de E-cadherina o al revés, como en el caso de la linea celular
MDA-MB-435, donde al incrementar los niveles de E-cadherina de forma exdgena no se ve una
reduccion de los niveles de N-cadherina ni una disminucién en el potencial de invasidn de esta
linea celular (Nieman, Prudoff et al. 1999). Esos resultados demuestran que N-cadherina puede
promover su efecto metastatico en presencia de E-cadherina, es capaz de promover motilidad
independientemente de la expresién de E-cadherina (Nieman, Prudoff et al. 1999).
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1.4.2 Papel de eIF4E en la invasion y migracion celular

Una caracteristica de las células malignas es la capacidad invasora y migratoria que
permite que se produzca el proceso de metastasis. Para formar metdastasis, las células tumorales
individuales deben romper con la masa del tumor primario, degradar la matriz extracelular,
invadir el tejido normal circundante, entrar en la sangre o la circulacién linfatica y establecer
nuevas colonias dentro de un nuevo tejido. Este comportamiento aberrante de las células
cancerigenas requiere la funcidon cooperativa de numerosas proteinas, proteinas que facilitan la
angiogénesis (por ejemplo VEGF), proteinas de supervivencia celular (como Bcl2), invasion
(MMPs) y el crecimiento por estimulacion autocrina (como por ejemplo c-myc y Ciclina D1).
Aunque la expresién de estas proteinas estd regulada a muchos niveles, la traduccion de estas
proteinas relacionadas con la malignidad, estan reguladas principalmente por la actividad de
elF4E (Rosenwald, Kaspar et al. 1995; Graff and Zimmer 2003; De Benedetti and Graff 2004;
Graff, Konicek et al. 2008). Recientes estudios han demostrado el rol de elF4E en la traduccion
de mRNAs asociados en la transicion epitelio mesénquima, como por ejemplo YB-1 (Y-box
protein 1), vimentina, MTA1 (metdstasis associated 1) y CD44 (Hsieh, Liu et al. 2012). Por otro
lado se ha visto que al inhibir elF4E en la linea celular de cancer de mama, MDA-MB-231, se
inhibe el crecimiento y la migracién celular (Zhou, Yan et al. 2010). Por lo tanto, la funcién de
elF4E contribuye a la progresidn de la metdstasis por el aumento de la traduccién de ciertas
proteinas implicadas en el proceso de malignidad.

Por otro lado, se ha visto que la fosforilacion de elF4E estd implicada en este proceso de
invasién y migracion celular; estudios realizados al bloquear la funcion de las Mnks, y por lo
tanto la fosforilacidon de elF4E, en lineas celulares de cancer de mama, han demostrado que se
reduce la migraciéon e invasién celular (Ramalingam, Gediya et al. 2014). Recientemente,
mediante la utilizacion de ratones elF4E-KI S209A, se observé que la invasion del tumor
mamario desarrollado era menor; se observé un incremento temprano de la fosforilacidon de
elF4E en la progresion de la metdstasis en ratones WT, indicando la importancia de la
fosforilacion de elF4E en el proceso de invasion (Robichaud, Del Rincon et al. 2014). In vitro
Robichaud et al. observaron al utilizar las MEF KI S209A disminuian la capacidad invasiva y
migratoria de las células en comparacion con las MEF WT; observaron que elF4E era fosforilado
durante la transicion epitelio mesénquima inducida por TGF-B, a la vez que se producia un
aumento de marcadores mesenquimales como la N-cadherina y la fibronectina y, una
disminucién de marcadores epiteliales como la E-cadherina. Observaron que TGF-B inducia la
fosforilacion de elF4E al activar las dos vias implicadas en la activacidon de las Mnks, p38 y
ERK1/2, en células mesengiales hipertrdficas. Por otro lado observaron que la fosforilacion de
elF4E es requerida para que se dé el proceso de EMT, mediante la utilizacién del inhibidor de las
Mnks CGP 57380, el cual inhibe la fosforilacion de elF4E, observaron que se inhibia el
incremento del marcador mesenquimal vimentina, y se observé un incremento de mRNAs que
promueven EMT, como MMP3.
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1.5 4E-T

4E-T, elF4E-transporter, es una proteina de union a elF4E y se encarga de su transporte
de citoplasma a nucleo. Fue caracterizada primeramente como una proteina nucleo-
citoplasmatica con una secuencia YX;Ld que media la unién a elF4AE y su importacion a nucleo via
Crm1 (miembro de la superfamilia de importinas de receptores de transporte nuclear). 4E-T es la
proteina de unidn a elF4E menos expresada.
La secuencia de 4E-T estd altamente conservada en vertebrados. Es una fosfoproteina. Su
localizacién puede ser tanto nuclear como citoplasmatica, formando parte de los PBs, unos
cuerpos citoplasmaticos encargados del almacenamiento y degradacion de ciertos mRNAs.
Contiene un lugar de unidn a elF4E entre los residuos 30-36, asi como una sefial de localizacién
nuclear, NSL, (residuos 195-211) y dos sefiales de exportacion nuclear, NES, (residuos 438-447 y
613-638) (Figura 9). Actualmente su funcién no estd muy clara (Kamenska, Lu et al. 2014). Se ha
visto que inhibe la traduccidn cap-dependiente y regula la estabilidad de mRNA con elementos
ARE (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000).

1.5.1 Regulacion 4E-T

Poco es conocido de la regulacién de 4E-T. Se ha visto que 4E-T puede ser fosforilado en

varios residuos pero el significado bioldgico de esta fosforilacion no es conocido hasta el
momento. Jnk interacciona con 4E-T y lo fosforila en respuesta a estrés oxidativo. Esta
fosforilacidn permite la formacion y localizacidon de 4E-T en PBs.
Mediante espectrometria de masas realizaron un estudio de los puntos de fosforilacion de 4E-T,
encontraron 34 puntos de fosforilacidn, observaron que comparando la activacién e inactivacion
de JNK, tan solo 6 puntos de fosforilacion mostraban diferencias entre las dos condiciones,
indicando que estos eran regulados via JNK. Estos residuos son los siguientes: Ser301, Ser374,
Ser513, Ser587, Ser693 y Ser752, localizados en la parte central de la proteina (Figura
9)(Cargnello, Tcherkezian et al. 2012).

4E-T $374 s587 752
0 o se13 o nll 985
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alF4E

Figura 9: Representacion esquematica de los seis lugares de fosforilacion de 4E-T por JNK. NES: sefial de
exportacion nuclear; NLS: sefial de localizacién nuclear (Cargnello, Tcherkezian et al. 2012).

1.5.2 Funcion 4E-T

Una de sus principales funciones es la importacién de elF4E al nucleo.
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El transporte nucleo-citoplasmatico de macromoléculas ocurre mediante “nuclear pore
complex” (NPC) y es usualmente dependiente de energia. Se han descrito varios tipos de sefiales
de localizacion nuclear (NLSs) y de exportacion nuclear (NESs). Las sefiales basicas de
importacién son reconocidas por la importina a, una proteina adaptadora que esta asociada con
la proteina receptora, la importina B. El complejo importina aff permite la entrada a nucleo.

La importacion de elF4E a nucleo ocurre mediante esta via de la importina aff requiriendo la
proteina nucleo citoplasmatica elF4E-Transporter (4E-T). 4E-T interacciona el dominio
conservado de elF4E Tyr-X-X-X-X-Leu, esta unién permite la importacion de elFAE al nucleo
mediante la via importina af3; una vez en el nucleo, elF4E y 4E-T se disocian de la importina a
debido a la interaccion de Ran-GTP con importinaP. Este proceso probablemente ocurre
rapidamente tras la entrada a nucleo, ya que 4E-T reside la mayor parte del tiempo en el
citoplasma. La disociacién de 4E-T y elF4E no es conocida, la afinidad entre dichas proteinas
puede disminuir al no estar unidas al complejo de importacién y/o debido a una disminucién de
afinidad por interaccidon con proteinas nucleares. Una vez disociada dicha unién, 4E-T vuelve a
citoplasma mediante la via CRM1/exportin 1 (Figura 10) (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000;
Ferraiuolo, Basak et al. 2005).

Su funcién nuclear no esta muy clara, recientes estudios se han centrado en su funcidn
citoplasmatica con el descubrimiento de 4E-T en los Processing bodies (PBs). 4E-T
mayoritariamente se localiza en el citoplasma y se concentra en los descritos PBs, unos cuerpos
citoplasmaticos que contienen mRNAs, micro RNAs, proteinas de unién a RNAs, represores de
de la traduccién y enzimas de degradacién de RNAs. Los PBs estan envueltos es la represion de
la traduccion, la cual puede se reversible, y estan encargados de la degradacién de ciertos
MRNAs. elF4E es el Unico factor de inicio de la traduccidn que se ha visto en PBs, y 4E-T la Unica
proteina de unién de elF4E. 4E-T es requerido para la formacién de los PBs y para la localizacién
de elF4E en PBs (Kamenska, Lu et al. 2014).

Se cree que inhibe la traduccién y disminuye la estabilidad de ciertos mRNA al colocalizar con
decaping factors en estos cuerpos citoplasmaticos (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000). Parecido a
otros inhibidores de la traduccidon cap dependiente, 4E-T inhibe la traduccidon al competir con
elF4G para la unidén con elF4E, evitando asi la formacién del complejo elF4F. Al interaccionar 4E-
T con elF4E en el mismo dominio que elF4G, este compite y lleva el elF4E unido al mRNA hacia
PBs, inhibiéndose la traduccién.

La localizacién de elF4E en PBs requiere la union con 4E-T, en cambio 4E-T puede encontrarse en
PBs sin necesidad de estar unido a elF4E. Al inhibir la expresidn de 4E-T se observa una
reduccion de la actividad decapping en PBs, resultado de una disminucion de Dcplay p54 en los
PBs. Teniendo en cuenta estos datos, la interaccion de 4E-T con elF4E actla como un primer
evento que conduce al remodelamiento de mRNPs y a la degradacion de ciertos mRNAs.

En conclusidn, la interaccion de 4E-T con elF4E tiene dos consecuencias: la importacion
de elF4E al nucleo y la focalizacion de elF4E a cuerpos citoplasmaticos donde se produce,
supuestamente, degradacién de mRNAs (Ferraiuolo, Basak et al. 2005).

También se ha estudiado su papel en oocitos de Xenopus, donde es un componentes de CPEB
RNP (complejo ribonucleoproteico represor), junto con CPEB regula la traduccion de mRNAs
maternos con el 3° UTR poliadenilados; CPEB tiene dos funciones en Xenopus, por un lado
reprime la traduccion cap-dependiente en el oocito y activa la traduccién de mRNAs
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poliadenilados en huevos en fase de maduracion meidtica y en embriones tempranos (Minshall,
Reiter et al. 2007).

Nacleo

Citoplasma

Figura 10: 4E-T media la importaciéon de eFI4E a nucleo. 4E-T media la importacién a nucleo de elF4E
mediante su union a la importina af, una vez en nucleo 4E-T y pelF4E se disocian del complejo importina
of por la accidon de Ran-GTP. Una vez en nucleo 4E-T es exportado a citoplasma mediante la via
CRM1/exportin 1 (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000).

1.6 Estrés celular

Los organismos a todo nivel tienen un innato sentido de supervivencia cuando se
enfrentan a situaciones peligrosas. A nivel celular la habilidad de responder a un estimulo de
estrés es crucial. Para sobrevivir las células realizan las modificaciones necesarias para poderse
adaptar a la nueva situacién y evitar la muerte celular. Un estimulo se considera estresante para
una célula cuando se desafia su medio de vida y se ve amenazada su supervivencia. Hay dos
tipos diferentes de estrés: un estimulo externo, como pueden ser drogas o influencias
ambientales, o estimulos internos, como errores en el funcionamiento celular.

Hay cuatro respuestas celulares que se pueden dar de forma secuencial o simultdneamente en
respuesta a un estrés:
e Se detienen diferentes actividades celulares como la transcripcidon o la traduccién, asi
como el trafico intracelular.
e Almacenamiento de mRNAs o proteinas que puedan ser necesarias tras pasar el estrés,
esto requiere la formacién de nuevas estructuras como por ejemplo los granulos de
estrés (GS) o los processing bodies (PBs).
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e Degradacién de componentes que pueden no ser necesarios para sobrevivir tras el
estrés o se pueden sintetizar rapidamente.

e Produccion de proteinas que sean necesarias para la respuesta al estrés (von Roretz, Di
Marco et al. 2011).

La regulacion postranscripcional de la expresion de diferentes genes es una de los mayores
mecanismos que puede ayudar a las células ha hacer frente a varios tipos de estrés. Recientes
estudios han demostrado la importancia de la regulacion de los niveles de ciertos mRNAs
durante la respuesta a estrés. Se ha visto que los mMRNAs localizados en el nucleo al producirse
una situacién de estrés, se retienen dentro de este; en cambio mRNAs citoplasmaticos con la
cola poly(A) van directamente a los GS (granulos de estrés). Se ha visto que mRNAs inactivos que
se liberan de los polisomas, pueden ser guardados en estructuras dinamicas y transitorias,
granulos de estrés (GS) o processing bodies (PBs). Tanto los GS como los PBs se han encontrado
en células en condiciones normales, pero su formacién puede ser modulada por diferentes tipos
de estrés, como por ejemplo por infecciones virales, irradiacidon ultravioleta, hipoxia, choque
térmico, especies reactivas de oxigeno (ROS). El estrés oxidativo, por ejemplo, producido por el
tratamiento con arsénico, incrementa el nimero y tamafo de los PBs en las células (Parker and
Sheth 2007).

Los PBs, por lo general se consideran granulos de degradacién de mRNAs en situaciones
normales, pero se ha visto que bajo situaciones de estrés crecen en tamafio y numero, y se ha
visto que se pueden asociar junto con los GS en respuesta a ciertos estimulos, no quedando muy
clara si su actividad en situaciones de estrés es la de degradar ciertos mRNAs o almacenarlos
para una posterior traducciéon (Anderson and Kedersha 2008). Esta relacién entre GS y PBs es
debida a ciertas proteinas que comparten en comun, como por ejemplo elF4E entre otras. La
interaccion y la probabilidad de cambio del mRNA entre los PBs y GS sugiere diferentes estados
de mRNP entre polisomas, PBs y GS, reflectando el hecho que la composicién de proteinas vaya
variando de un estado a otro (Figura 11) (Buchan and Parker 2009).

Durante décadas se han centrado en el estudio del rol de los mRNAs que contienen
elementos ARE (ricos en AU). Los mRNAs que contienen estos elementos, en su region 3’UTR, es
conocido que son particularmente fragiles en condiciones normales, y suelen ser degradados
(ARE-mediated decay, AMD). En respuesta a sefiales de estrés, algunos mRNAs con secuencias
ARE son estabilizados y posteriormente traducidos; por lo tanto los mRNAs con elementos ARE
juegan un papel importante durante la respuesta a estrés celular (von Roretz, Di Marco et al.
2011).

1.6.1 Granulos de estrés (GS)

Los granulos de estrés son estructuras de fase densa que se forman en las células
eucariotas cuando se produce una disminucion de los ratios de traduccion durante una
respuesta a estrés. Un gran numero de proteinas y mRNAs forman parte de los GS.

El nucleo de los GS estd compuesto por el complejo de preiniciacién 48 S silenciado, el cual
incluye la subunidad pequeina ribosomal y los factores de inicio de la traduccion elF4E, elF2,
elF4A, elFAG, PABP, elF3 y elF2 (Kedersha and Anderson 2002). También incluyen proteinas de
unién a RNA que regulan la traduccién (TIA, TTP, PABP, HuR, FXR1, CPEB) y degradacién de
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ciertos mRNA, asi como proteinas envueltas en ciertos aspectos del metabolismo de mRNAs
(G3BP, p54/rck, SMN) (Figura 12). La sobreexpresién de alguna de estas proteinas, como por
ejemplo G3BP, TIA-1 o TTP es suficiente para la formacidon de los GS en ausencia de estrés
(Kedersha, Gupta et al. 1999; Buchan and Parker 2009).

La formacién de los GS es normalmente iniciada por la fosforilacion del factor de iniciacion
elF2a, un componente del complejo ternario elF2-GTP-tRNAY®" (Kedersha, Gupta et al. 1999).
Diferentes tipos de estrés activan diferentes quinasas de elF2a (PKR, PERK, HRI y CGN2) que
inician la formacién de los GS. La fosforilacidon de elF2a reduce la disponibilidad del complejo
ternario elF2-GTP-tRNAM®" previniendo la formacién del complejo de preiniciacion 48 S, esto
provoca que no se pueda dar el inicio de la traduccidn y se permita la formacién de los GS
(Kedersha and Anderson 2002). Cuando el estrés desaparece los GS se desmontan.
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Figura 11: Modelo hipotético entre la relacién de GS y PBs. Las flechas discontinuas indican un posible
destino de os transcritos nacientes exportados des de el nucleo al citoplasma en una situacién de estrés.
Las lineas onduladas representan los microtubulos y su posible contribucion en el movimiento de los
granulos permitiendo que puedan agregarse y/o el movimiento de las mRNPs que forman parte de estos y
pueden encontrarse en diferentes estados (Buchan and Parker 2009).
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1.6.2 Processing bodies (PBs)

Los PBs son cuerpos dindmicos envueltos en diferentes vias de degradacion de mRNAs.
Contienen diferentes componentes de la maquinaria de degradacion de 5 a 3’ (Xrni,
DCP1/DCP2, Hedls/Ge-1, LSm1; proteinas de la via de degradacion NMD (nonsense-mediated
decay), degradacion de mRNAs que contienen codones prematuros de terminaciéon (GW182,
microRNAs, Ago2; y activadores de las vias de degradacion (4E-T, p54/RCK, CBEP) entre otras.
4E-T es exclusiva de PBs (Figura 12) (Buchan and Parker 2009).

Depl Pabp
Popl 405 subunits
Lsm1-7 TIA-1/R
Hedls HuR
GW182 G3-BP
Cerd slFdG
Popl elF 44
Panz Staufen
alF4E-T FMRF
Mex3A FXR1/2
Pati ZBP1
Ede1-3 R&SK2
RACK]
TRAF2
Mexay

Figura 12: Componentes de los PBs y GS. En amarillo estan sefialados los componentes que comparten
ambos tipos de granulos (adaptado de Buchan and Parker 2009).

En condiciones normales los mRNAs pueden ser reclutados en los PBs donde seran
destinados a degradacién o a un silenciamiento de su traduccién. Poco se conoce de los
estimulos necesarios y del mecanismo que afectan a la formacién de los PBs. Se conoce que el
tratamiento con arsénico incrementa la formacion de PBs, pero otros tipos de estrés que
incrementan la formacion de GS, como choque térmico, la falta de nutrientes como glucosa no
inducen la formacidn de PBs. Se sugiere que la quinasa Jnk puede participar en la formacién de
los PBs, se ha visto que fosforila Dcpl, un componente de PBs, asi como 4E-T. El estrés oxidativo
activa Jnk la cual media la fosforilacion de 4E-T; al ser fosforilado 4E-T incrementa su
acumulacidn en los PBs permitiendo el crecimiento en tamano de estos (Figura 13). Se cree que
los PBs se forman por la agregacion de las diferentes ribonucleoproteinas que forman parte del
complejo, siendo esta agregacidon de forma movil y por etapas, dando diferentes estadios de
maduracién a los PBs (Kulkarni, Ozgur et al. 2010).

A parte del rol de los PBs en la degradaciéon de mRNAs, también se ha sugerido una funcién de
almacenamiento de mRNAs, recientes estudios indican que puede haber una correlacién entre
los PBs (degradaciéon mRNAs) y los granulos de estrés (almacenan mRNAs para su posterior
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traduccion) (Sheth and Parker 2003; Coller and Parker 2004). Es posible que bajo ciertas
condiciones, la presencia de elF4E en los PBs pueda permitir la transicion de un estado de
represion/almacenamiento de mRNAs a un estado de traduccidén (von Roretz, Di Marco et al.
2011).

1.6.2.1 HUR (ELAV like RNA binding protein 1)

HuR forma parte de la familia de proteinas ELAV/Hu que poseen un motivo de
reconocimiento de RNA, mediante el que se unen con elevada afinidad y especificidad a mRNAs
con secuencias ricas en AU o U, modificando su expresién al alterar su estabilidad, traduccién o
ambas; la estabilizacién de mRNAs por HuR puede estar unida a un incremento de los niveles
citoplasmaticos de proteina. HuR se expresa de forma mas predominante en el nucleo (>90 %),
pero puede translocarse al citoplasma (Lopez de Silanes, Zhan et al. 2004).

Los mRNAs con secuencias ricas en AU (elementos ARE) en su regidon 3’ UTR, pueden ser
divididos en tres categorias diferentes. La clase | y la clase Il contienen copias del motivo
pentamérico AUUUA; la clase | contiene de una a tres copias, como por ejemplo c-fos; la clase Il
puede contener multiples pentdmeros, como por ejemplo TNF-a y COX-2; por ultimo, la clase Ill,
como por ejemplo c-Jun, no contiene el pentdmero AUUUA pero contiene regiones ricas en U
(Shaw and Kamen 1986).

Se ha visto que incrementa la divisién celular al aumentar la estabilidad de mRNAs implicados en
el control del ciclo celular y asociados a la proliferacion, como por ejemplo la Ciclina A, Ciclina B1
y c-fos (Wang, Caldwell et al. 2000) y se ha visto también relacionada con la carcinogénesis,
debido a su capacidad de regular la expresion de proteinas como VEGF, TNFa, B-catenina, c-myc
y cyclooxigenasa-1 (Nabors, Gillespie et al. 2001; Nabors, Suswam et al. 2003). También esta
implicada en la regulacién de la diferenciacidon de las células musculares, en la senescencia
replicativa y en la activaciéon de las células inmunitarias. A parte de estas funciones se ha visto su
habilidad para aumentar la estabilidad de ciertos mRNAs y su traduccién en respuesta a varios
tipos de estrés, como por ejemplo choque térmico, hipoxia, estrés oxidativo y UV (Gallouzi,
Brennan et al. 2000; Mazan-Mamczarz, Galban et al. 2003).

HuR ha sido principalmente descrita como componente de los GS, pero se ha visto que también
puede formar parte de los PBs.

1.6.2.2 Ago2

Ago?2 forma parte de la familia de proteinas Argonaute, las cuales estan relacionadas con
el silenciamiento de ciertos RNAs. En humanos la familia Argonaute pude ser dividida en dos
categorias, la subfamilia Ago y la Piwi. La subfamilia Ago estd formada por 4 proteinas
diferentes, denominadas de 1 a 4. Ago2 es uno de los componentes principales del complejo
silenciador inducido por el RNA (RISC, RNA-induced silencing complex). También parece estar
envuelta en distintas etapas de la maduracién de RNAs pequefios. Necesita interaccionar con
diversas proteinas y complejos para realizar su funcién. Recientes estudios han visto que
muchas de estas proteinas estdn envueltas en diferentes etapas del procesamiento de RNAs,
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maduracidn, transporte y regulacion de la estabilidad y traduccion de ciertos mRNAs (Hock,
Weinmann et al. 2007).

Su localizacién puede ser tanto citoplasmatica como nuclear. Se conoce que se asocia tanto con
los GS como los PBs. No se conoce muy bien qué papel juega en estos granulos, su relocalizacion
en PBs parece que estd altamente regulada por diferentes vias de sealizacion y parece ser que
juega un papel de mediar la regulacion de ciertos RNAs; por otro lado su papel en GS estd menos
entendido, se ha visto que su acumulacidn en estos granulos puede ser debida a estrés oxidativo
o traduccional (Detzer, Engel et al. 2011).

Estrés

Estado estacionario Crecimiento PBs
Nucleacion PBs devido a estrés

Figura 13: Esquema representativo del role de la fosforilacion de 4E-T en PBs. Tras el estrés oxidativo se
activa JNK, la cual media la fosforilacion de 4E-T y incrementa su acumulacién en PBs y el crecimiento de
estos. JNK pude regular la formacion de PBs mediante la fosforilacion de 4E-T (Cargnello, Tcherkezian et
al. 2012).

1.6.3 eIF4E en estrés

Como hemos comentado anteriormente elFAE forma parte tanto de los GS como de los
PBs. El papel de elFAE en estos cuerpos es poco conocido. En GS, donde se almacenan mRNAs
para una posterior traduccion, elF4E se encuentra unido a ciertos mRNAs junto a otros factores
de inicio de la traduccién, pudiéndose activar el inicio de la traduccidon una vez pasado el estrés.
elF4E juega un papel importante en la formacién de los GS. La formacion de los GS ocurre bajo
condiciones donde la traduccion cap-dependiente se encuentra inhibida, esto sugiere que la
inhibicidn de esta es suficiente para promover la formacién de los GS, pero algunos estudios han
demostrado que solo la inhibicién o inactivacion de proteinas de union a elF4E, que por lo tanto
inhiben la traduccién cap-dependiente, no es suficiente para inducir la formacién de GS (Mokas,
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Mills et al. 2009); se ha visto que eFI4E es necesario para la formacién de GS, asi como su union
a elF4G; estudios realizados por Marie-Josée Fournier et al. han demostrado que la inhibicidn
mediante siRNA de elF4E en la linea celular Hela inhibe la formacién de GS tras el tratamiento
con arsénico; mTOR especialmente promueve la formacién de GS por la interaccién de elF4E con
elF4G al fosforilar 4E-BP; la sobreexpresion de 4E-BP1 hipofosforilado suprime la formacién de
los GS (Mokas, Mills et al. 2009; Fournier, Coudert et al. 2013); en un estudio reciente se ha
demostrado que el tratamiento de las células con selenito induce el secuestro de elF4E por 4E-
BP1 y promueve la formacién de un tipo de GS diferentes a los cominmente conocidos, los
cuales los denominan como tipo 2 de GS, estos tienen un tamafio menor y no contienen elF4E ni
otros factores de inicio de la traduccion (Fujimura, Sasaki et al. 2012). Esto nos indica que el
papel de elFAE en situaciones de estrés depende segun el tipo de estrés promovido.

Los PBs son estructuras dinamicas que interaccionan con GS en situaciones de estrés, pudiendo
permitir que ciertos factores, como elF4E se encuentren en los dos tipos de granulos
citoplasmaticos. Se conoce que 4E-T y otras proteinas que forman parte de los PBs, como la
Dcpla, reclutan elF4E hacia estos cuerpos (Lee, Cho et al. 2008). El papel de elF4E en PBs no es
conocido, pero su presencia es un indicador que, ademas de participar en el inicio de la
traduccion, también juega un papel importante en la remodelacién de mRNPs que dirigen a
ciertos mRNAs a su degradacidén o almacenamiento en PBs, al estar elFAE unido a la estructura 5’
del mRNA evita su degradacion 5’- 3’, por lo tanto los mRNAs en PBs seran almacenados en
forma de mRNPs hasta una posterior remodelacién. La presencia de mRNA poliadenilados en
PBs y la falta de PABP también sugiere que ciertos mRNAs podrias ser almacenados de forma
reversible (Andrei, Ingelfinger et al. 2005); a pesar de todo es necesario la realizacién de mas
estudios para conocer el papel exacto de elF4E en los PBs.

En resumen elF4E bajo ciertas situaciones de estrés es desplazado tanto a PBs como a GS
pudiendo participar en el almacenamiento de ciertos mRNAs para su posterior traduccidn tras
pasar la situacidn de estrés.

Por otro lado también juega un papel importante la fosforilacion de elF4E bajo
situaciones de estrés. Como se ha comentado anteriormente Mnk es activada via p38, la cual se
activa en ciertas situaciones de estrés. El papel de la fosforilacidon en situaciones de estrés no
estd claro. Por un lado se ha visto que la fosforilacion de elF4E también se ve afectada en
respuesta a ciertos estimulos de estrés; se ha visto un incremento en la fosforilacion de elF4E en
respuesta a diferentes tipos de estrés, incluyendo la exposicidon a anisomicina, arsénico, TNF e
interleukina, observandose una reduccion del ratio de traduccion proteica en estas situaciones
(Morley and McKendrick 1997). Por el contrario, otros tipos de estrés como el choque térmico,
sorbitol, H,0, o la infeccién con ciertos tipos de virus disminuyen la fosforialcion de elF4E
(Raught and Gingras 1999). Los diferentes tipos de estrés activan la via p38 y por lo tanto la
activacion de las Mnks, las cuales fosforilan elF4E, se cree que el hecho que algunos tipos de
estrés no incrementen la fosforilacion de elF4E es debido a que incrementan la unidn de elF4E
con 4E-BP1 impidiendo, por lo tanto, que las Mnks puedan fosforilar elF4E (Wang, Flynn et al.
1998). El papel del incremento o disminucién de la fosforilacién en respuesta a los diferentes
estimulos de estrés no es conocido. Se ha visto que el incremento de la fosforilacién de elF4E
producido por un estrés oxidativo no produce un incremento global de la sintesis proteica, si no
un incremento selectivo de ciertos mRNAs implicados en la supervivencia celular (Rao 2000). Por
otro lado mediante el tratamiento de estrés hiperténico de células de riiidn, se observd una
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rapida inhibicion de la sintesis proteica y la disgregacién de los polisomas, esto se correlaciona
con una desfosforilacion de elF4E y 4E-BPs (Morley and Naegele 2002).

Es necesario un mayor estudio del papel de elF4E y su fosforilacidon en diferentes situaciones de
estrés, asi como su funcién al formar parte de los granulos citoplasmdaticos GS y PBs.

1.6.3.1 eIF4E y 4E-T en estrés

Como hemos comentado anteriormente 4E-T forma parte de los PBs pero no se ha
descrito en los GS. Poco es conocido del papel de 4E-T en situaciones de estrés, se ha visto que
tras el tratamiento con arsénico incrementa su fosforilacidn via la activacién de la quinasa c-jun,
esto implica una mayor formacién y tamafio de PBs (Cargnello, Tcherkezian et al. 2012). 4E-T
juega un papel importante en el proceso de formacién de PBs, la inhibicion de 4E-T inhibe la
acumulacién de proteinas que forman parte de estos cuerpos, como es el caso de elF4E, LSM1,
rck/p54 y Ccré4, esto sugiere que 4E-T es importante para la acumulacion de mRNAs y factores de
degradacion en PBs (Andrei, Ingelfinger et al. 2005).

Se cree que bajo situaciones de estrés 4E-T secuestra elF4E en los PBs inhibiendo asi la
traduccion cap-dependiente, impide la interaccion de elF4E con elF4G interrumpiendo la
comunicacién entre el extremo 5’ del RNA y la cola polyA, de ese modo facilita la inactivacién
del complejo de la traduccién (Cargnello, Tcherkezian et al. 2012).

Teniendo en cuenta que los PBs contienen proteinas de degradacion de mRNAs y 4E-T es
necesario para su formacion, se podria pensar que 4E-T estd implicado en la degradacion de
ciertos mRNAs, tal y como afirman ciertos autores (Ferraiuolo, Basak et al. 2005), por otro lado
4E-T es necesario para la acumulacion de elF4E en PBs, y elF4E evita la degradacién de mRNAs
de 5’ a 3’ al proteger el extremo 5’ del mRNA al unirse a él. El papel que juega la unién de estas
dos proteinas bajo situaciones de estrés y su acumulacion en PBs es controvertido y es necesario
un mayor estudio.
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2. HIPOTESIS DEL TRABAJO

El control del proceso de la sintesis de proteinas es un proceso bioquimico complejo,

gue todavia no estd definido en su totalidad. Se conocen unos factores que constituyen la
denominada traduccidn candnica (cap-dependent) y también otras vias alternativas de la sintesis
proteica, poco definidas, y agrupadas como cap-independent o no-candnicas.
El estudio y el conocimiento de los mecanismos y vias que regulan la sintesis de proteinas en
situaciones es de gran interés en el cancer. En muchos tumores se han encontrado elevados
niveles de diversos factores implicados en el inicio o regulacién de la sintesis proteica, tales
como elF4E, elF4G, 4E-BP1, entre otros (Clemens 2004; Mamane, Petroulakis et al. 2004). En
nuestro laboratorio se han estudiado durante los ultimos 10 afios la expresion de muchos de
dichos factores asociados con la sintesis proteica y las vias que con mas frecuencia estan
implicadas en la transmisidn de sefales celulares. En los trabajos previos se constatd que altos
niveles de 4E-BP1 fosforilados se asociaban a peor prondstico clinico; dicho factor, cuando esta
fosforilado, no se une a elF4E y, por tanto, favorece la traduccidn candnica de proteinas; se
observd que la sobreexpresién de un mutante de 4E-BP1 que estd permanentemente unido a
elF4E, y bloquea la traduccién cap-dependiente, no produce la muerte celular ni una
disminucién en la proliferacion de un elevado numero de lineas celulares, las cuales
sobreexpresaban altos niveles de elF4E fosforilado (Castellvi, Garcia et al. 2006; Armengol, Rojo
et al. 2007; Castellvi, Garcia et al. 2009; Pons, Peg et al. 2011).

Basado en los resultados preliminares obtenidos por nuestro grupo, donde se correlaciond la
expresién de algunos de dichos factores con prondstico y supervivencia, y con objeto de
profundizar en los mecanismos bioquimicos y moleculares que puedan estar asociados a
prondstico y respuesta al tratamiento, nos planteamos estudiar con mds detalle la regulacion
bioquimica de elF4E y su fosforilacidon; asi como su relacién en situaciones de estrés celular
como falta de nutrientes, estrés oxidativo y resistencia a agentes que dafian el DNA. También
realizamos el estudio de su proteina de unién 4E-T.

Postulamos que elF4E fosforilado puede ser importante para que las células puedan sobrevivir
en situaciones de alto stress celular y su interaccién con 4E-T puede ser importante; por otro
lado 4E-T por si solo o en combinacidn con elF4E puede jugar un papel importante en la
carcinogénesis; por lo tanto, elF4E y 4E-T pueden ser una diana terapéutica.
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3. OBJETIVOS

El objetivo central del trabajo es estudiar la relevancia de los niveles totales del factor de
inicio de la traduccién elF4E y de su forma fosforilada en situaciones de estrés celular, asi como
el estudio de su proteina transportador 4E-T en lineas de cancer de mama y en una serie clinica
de tumores de mama.

1. Estudio del papel de la fosforilacion del elF4E in vitro en diferentes lineas celulares y
tras diversas situaciones de estrés celular, mediante la sobreexpresiéon de diferentes
mutantes del elF4E (no fosforilado y fosfomimético), valorando:

a. Estudio del papel de la sobreexpresion de los diferentes mutantes de elF4E in
vitro:

i. Efecto en la proliferacion, viabilidad celular y sobre la capacidad
formadora de colonias.

ii. Efecto en la resistencia a diferentes tipos de estrés celular, falta de
nutrientes, estrés oxidativo y dafio gendmico tras la adicion del agente
guimioterdpico cisplatino. Asi como su efecto en la activaciéon de la
apoptosis

b. Estudio del efecto de la inhibicion de la fosforilacidon de elFAE en situaciones de
estrés celular:

i. Tras la adicion del inhibidor de las quinasas Mnks CGP 57380.

ii. Tras el estudio de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) con
ausencia de las quinasas Mnk1/2.

c. Estudio de la interaccién de diferentes proteinas de uniéon a elF4E y su
asociacion diferencial a otras proteinas/complejos ribonucleoproteicos en
funcién de la fosforilacion.

d. Estudio del efecto de la inhibicidon de la expresidon de 4E-T y la resistencia al
estrés celular inducida por pelF4E.
2. Estudio de la funcién del factor transportador 4E-T in vitro tras su sobreexpresién y/o
downregulacion en lineas celulares de mama:
a. Estudio del efecto de la sobreexpresion de 4E-T, del mutante 4E-T Y30A (el cual
no puede unirse a elF4E) y de la inhibicion de la expresion de 4E-T en la

proliferacién y viabilidad celular.

b. Efecto de 4E-T y su asociaciéon con factores relacionados con la transicion
epitelio-mesénquima y en la invasion y migracién celular.
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c. Efecto de 4E-T en la invasidn y migracién celular tras inhibir la unién a elF4E y la
fosforilacidn de elF4E.

Estudio in vivo de la funcion de pelF4E en diferentes tumores de mama.

a. Estudio de la correlacién de los niveles de pelF4E con las caracteristicas
histolégicas de los tumores, tales como grado histoldgico, tipo histoldgico y con
las caracteristicas clinicas.

b. Estudio de la correlacion de pelF4E nuclear y citoplasmatico con diferentes
proteinas de sefalizacién celular.

Estudio in vivo de la funcion de 4E-T en diferentes tumores de mama.
a. Estudio de la correlacion de 4E-T con caracteristicas histoldgicas del tumor.

b. Estudio de la correlacién de 4E-T con su proteina de unién elF4E y pelF4E.

c. Estudio de la correlacion de 4E-T con marcadores de transicion epitelio-
mesénquima.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cultivos celulares

Para la realizacion del estudio se escogieron lineas celulares con caracteristicas fenotipicas
diferentes, las lineas celulares utilizadas fueron:

e MDA-MB-468: Linea celular de carcinoma de mama (American Type Culture Collection
ATCC, Manassas, VA; numero HTB-132). Responden a quimioterapia, moderadamente
invasora, tumorigénica.

e MDA-MB-231: Linea celular de carcinoma de mama (ATCC, numero CRM-HTB-26).
Respuesta a quimioterdpicos intermedia, altamente invasora, tumorigénica.

e Hela: Linea celular de carcinoma de cérvix uterino (ATCC, nimero CCL-2), tumorigénica.

e HacCarT: Linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados no tumorigénicos.

e MEF: Células primarias de fibroblastos murinos embrionarios. Cedida por el Dr. N.
Sonenberg (McGill Univeristy, Montreal, Canada).

e MCF10A: Linea celular epitelial de mama humana. Células no tumorigénicas (ATCC, numero
CRL-10317).

e HEK 293T: Linea celular de rindn embrionario con expresién del antigeno T del adenovirus
SV40 (ATCC, numero CRL-11238). Productora de lentivirus.

e GP2: Derivadas de la linea celular HEK 293T. Linea celular de rifidn embrionario con
expresion estable de los genes GAG y pol del virus de la leucémica murina Moloney
(Clontech, Heidelberg, Alemania). Productora de retrovirus.

e PHOENIX: Linea celular derivada de las HEK 293T con expresion estable de los genes GAG y
Pol y Env del virus de la leucemia murina de Moloney. Productora de retrovirus (ATCC,
numero CRL-3215).

Todas las lineas fueron cultivadas con medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium 4,5
g/l de glucosa; 30 mg/l L-Glutamina Chambre, Barcelona, Espafia) suplementado con un 10 % de
suero fetal bovino (Labclinics, Barcelona, Espafia), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina (Cambrex, Verviers, Bélgica); con excepcién de la linea celular MCF10A, las
cuales fueron cultivadas con medio DMEMF/12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient
Mixture F-12) suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml
de estreptomicina, 10 % L-Glutamina (Cambrex), 10 ng/ml de toxina colérica (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany), 0.005 mg/ml de insulina (Sigma), 100 ng/ml hidrocortisona (Sigma) y 20
ng/ml de EGF (Sigma). El cultivo de las lineas celulares se realizé en condiciones de esterilidad en
una campana de flujo laminar vertical (Bio Il, Telstar, Life Science solutions), las células fueron
crecidas en un incubador de aire al 5 % de CO, a 37 2C (AutoFlow UN-5510 incubator, Nuaire).

El mantenimiento de cada una de las lineas se realizo tres dias a la semana, las células fueron
tripsinizadas (Tripsina 0,25 % en PBS sin Calcio, magnesio y phenol red, Labclincis) y plantadas en
una nueva placa de cultivo. Para la tripsinizacion de las células se aspird el medio de la placay se

-51-



realizd un lavado con PBS estéril para quitar los restos de suero (inhiben la tripsina);
posteriormente se afiadid 1 ml de tripsina en cada placa de cultivos de 10 cm de didmetro y se
dejo durante tres minutos en el incubador a 37 2C para que la tripsina hiciese efecto y las células
perdiesen su adherencia, para asi poder pasarlas a una nueva placa de cultivo. Segun la linea
celular la dilucién de siembra variaba.

Se realizaron stocks de las diferentes lineas celulares y fueron congelados en nitrégeno liquido.
Para la realizacion del stock las células fueron tripsinizadas y diluidas con 9 ml del medio
correspondiente en falcons de 15 ml. Posteriormente fueron centrifugadas durante 5 minutos a
500 g. Se aspird el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 1 ml de suero con DMSO al 10
%. Los viales fueron congelados en un contenedor con 2-propanol a -80 2C durante tres dias,
posteriormente se pasaron al nitrégeno liquido.

Para descongelar las células, los viales fueron descongelados a 37 2C en el bafio de cultivos. Los
viales se pasaron a falcons de 15 ml con 9 ml de medio de cultivo, se centrifugaron durante 5
minutos a 500 g. El pellet se resuspendié con 10 ml de medio y se pasd a una placa de 100 cm.
Se dejaron en el incubador para que las células se pegasen a la placa, y al cabo de un dia se
cambid el medio de cultivo.

Periddicamente se obtuvieron sobrenadantes de cultivos celulares para detectar la presencia de
micoplasma utilizando el test EZ-PCR Mycoplasma Test Kit, (Biological Industries, Haemek,
Israel). Se obtuvo de cada muestra a analizar un mililitro del sobrenadante, el medio ha de estar
de dos a tres dias en la placa. Este fue centrifugado durante un minuto a 250 g para descartar
los restos celulares. El sobrenadante recuperado fue centrifugado durante 10 minutos a
velocidad maxima. Se recupero el pellet, el cual fue resuspendido con 10 pl del buffer
proporcionado por el kit. Se realizo un choque térmico de 95 2C durante 3 minutos.

Para cada muestra se realizd6 una mix con 7 ul de agua destilada y 2 pl de la mix de reaccion
proporcionada por el kit, en la mix se afiadié 1 ul de la muestra a analizar; se afiadié un control
positivo proporcionado por el kit y como control negativo agua.

Con el termociclador se realizé la siguiente PCR:

942 - 30" desnaturalizacion inicial
94¢ - 30"

609 - 120"

729 -60" 35 ciclos

94¢ - 30"

609 - 120"

72°-5 } Ciclo final

40

El resultado de la PCR fue analizado mediante un gel de agarosa al 2 %.

4.2. Recuento de células

Para realizar el recuento de las diferentes lineas celulares para poder plantar el mismo
numero de células en cada uno de los experimentos, utilizamos el método de la cdmara de
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Neubauer, es un método utilizado para realizar el recuento en un medio liquido. Para ello se
tripsinizaron las células y se diluyeron en 10 ml de medio; posteriormente fueron centrifugadas
5 minutos a 1200 rpf y el pellet fue resuspendido en 10 ml de medio. 10 pl de la resuspensién
fueron introducidos en la cdmara de Neubauer (Figura 14A) cubierta con un cubreobjetos que se
adhiere por tension superficial. Por capilaridad el liquido entra entre la cdmara de Neubauer y el
cubreobjetos. El recuento se realizé mediante un microscopio de campo claro, para ello se
contaron los 4 cuadrantes grandes de la cdmara de Neubauer siguiendo el orden indicado en la
figura 14B.

Contados los 4 cuadrantes se realizd el siguiente calculo a partir del nimero de células
obtenidas:

Concentracién de células por mililitro = (Total células contadas *10000)/ nimero de cuadrados

Dénde 10000 corresponde a la superficie recontada (1 mm * 1 mm) * la profundidad de la
camara de Neubauer (0.1 mm).

Una vez obtenido el nimero de células se realizd la dilucién necesaria para plantar el numero
determinado de células de interés.

Figura 14: Cdmara de Neubauer. A) Imagen de los cuadrantes de la cdmara de Neubauer. B) Direccion de
contaje de las células dentro de un cuadrante de la cdmara de Neubauer (Technical Note - Neubauer
Chamber Cell Counting, Celeromics).

4.3. Construccion de los plasmidos

Para inducir la sobreexpresion de los mutantes de elF4E pLPCX-S209A, pLPCX-S209D,
pLPCX-W73A, pLPCX-W73AS209D y del mutante de 4E-T pBABE-Y30A y su sobreexpresiéon WT,
se utilizaron dos vectores retrovirales: pLPCX y pBABE.

Los mutantes de elF4E fueron cedidos por el Dr. Nahum Sonenberg (McGill University, Montreal,
Canada) en el vector pCS3MT. Se introdujeron dentro del vector pLPCX (Figura 15). Para realizar
este clonaje se realizd una digestion del vector pCS3MT-elF4E mediante los enzimas Hindll y
EcoRl. Se afiadieron 2 ug de DNA del vector, 0,5 pl de cada uno de los encimas, 2 ul del buffer
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correspondiente segun la tabla proporcionada por promega (Restriction Enzyme Activity in
Promega 10X Buffers, Reaction Temperature and Heat Inactivation), en nuestro caso el buffer E,
con una actividad de digestion del 100 % para los dos enzimas, y por ultimo 16 ul de H,0, para
obtener un volumen final de 20 pul. La digestion se realizé durante 1 hora a 37 ¢C.

El producto de la digestidn se corrid en un gel de agarosa, la banda de interés se corté y fue
purificado el DNA mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de promega
siguiendo el siguiente protocolo:

El fragmento de gel con el DNA de interés se introdujo en un eppendorf y se afiadieron
10 ul de la solucién de lavado de membrada proporcionada por el kit. Se vorted y se incubd a
50-65 °C hasta que el gel quedd completamente disuelto. Se transfirié la muestra a una mini
columna proporcionada por el kit y se incubd 1 minuto a temperatura ambiente. La muestra fue
centrifugada 1 minuto a 16000 g, se descartd el fluido y se reinsertd la mini columna en un tubo
colector nuevo. Se afadieron 700 ul de la solucién de limpieza de membrana con etanol
afiadido. Se centrifugd 1 minuto a 16000 g, se descarto el fluido. Se repitié el mismo paso
anadiendo 500 pl de la solucién de limpieza. Para acabar de limpiar la columna y descartar
cualquier resto de etanol, se volvié a centrifugar durante 1 minuto. Posteriormente se paso a la
recuperacion del DNA pegado en la columna; esta se transfirio a un eppendorf de 1,5 y se
anadieron 30 pl de agua libre de nucleasas. Se incubd 1 minuto a temperatura ambiente y se
centrifugd a 16000 g durante un minuto. Se descartd la mini columna y el DNA obtenido se
cuantifico mediante el nanodrop (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific).

Con el DNA extraido se paso a la realizacion de la ligacion dentro del vector pLPCX, el
cual previamente habia sido digerido con Hindll y EcoRI. Para introducir el DNA de interés en
este vector, se realizd la siguiente mix: 20-100 ng del vector lineal de DNA, un ratio 1:1 a 5:1 del
inserto de DNA respecto al vector, 2 ul del buffer 10X de la ligasa de DNA T4 (fermentas), 1 pl de
la ligasa de DNA T4 (fermentas), y H,O hasta un volumen final de 20 pl. La mix se incubd durante
3 horas a temperatura ambiente. Se comprobd que el producto de la digestidon fuese correcto
mediante un gel de agarosa.

Los vectores con los diferentes mutantes de elF4E estdn marcados con el epitopo Myc
(EQKLISEEDL) en el extremo N-terminal; como control se utilizo la sobreexpresién de estos
vectores marcados con GFP.

En el caso del mutante de 4E-T y su sobreexpresién, se introdujeron dentro del pBABE
entre BamHI y EcoRlI (Figura 16), estos vectores fueron cedidos por la Dr. Maritza Jaramillo del
laboratorio del Dr. Nahum Sonenberg (McGill Uiversity, Montreal, Canadd). La construccion de
los plasmidos se realizo segiin como describen Dostie et al. (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000). Los
dos plasmidos tenian seleccion con puromicina. Los vectores que contienen 4E-T estan
marcados con el péptido Flag (DYKDDDDK) en el extremo N-terminal.
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Figura 15: Mapa de restriccion vector pCS3MT y pLPCX. A) Se extrajo elF4E con el Myc-tag mediante la
digestion Hindll y EcoRIl. B) elF4E-Myc-tag se clono dentro del vector retroviral pLPCX mediante la

digestion Hindll y EcoRI.
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Figura 16: Mapa de restriccion del vector pBABE para realizar la downregulacion de 4E-T. Se utilizaron
dos short hairpin RNA contra 4E-T. Un short hairpin RNA (shRNA) es un plasmido que contiene una
horquilla que expresa el siRNA (RNA interferente con una longitud de 20 a 25 nucledtidos altamente
especifico para la secuencia de nucledtidos diana), los shRNA son proseados por el encima Dicer para
generar siRNAs funcionales contra el gen de interés. Los siRNAs, conocido también como RNA de
silenciamiento, es un tipo de RNA interferente con una longitud de unos 20-25 nucleétidos, altamente
especificos para una secuencia de RNA mensajero diana interfiriendo con ello la expresién del gen
respectivo.

Para la introduccién del shRNA utilizamos un pldsmido lentiviral: pLKO.1 (Figura 17). La
clonacién de este vector fue realizado por la Dra. Maritza Jaramillo en el laboratorio del Dr.
Nahum Sonsenberg (McGill Uiversity, Montreal, Canada).

4.4. Transformacion

Para la obtencién de una concentracion suficiente de los plasmidos para poder

posteriormente transfectar o infectar las diferentes lineas celulares, se realizd una amplificacion
en el nimero de copias del plasmido utilizando las bacterias DH5a, cepa de E. coli que se utiliza
con mayor frecuencia para las aplicaciones de clonacion de rutina. 1 ul del plasmido de interés
se mezclaron con 50 ul de las bacterias. Se incubo durante 30 minutos en hielo, posteriormente
se realizd un choque a 42 2C durante 1:15 minutos y posteriormente 5 minutos en hielo. Se le
afiadié 250 pl de medio LB (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) y se dejé una hora a 37 2C en
agitacion.
Del cultivo obtenido se plantaron 20 pl en plazas de LB Agar con ampicilina (Applichem GmbH).
Las placas se dejaron crecer toda la noche a 37 2C. Las colonias obtenidas al dia siguiente
contienen el vector de interés. El siguiente paso es la obtencion del vector, separar el DNA
plasmidico del DNA bacteriano y restos celulares, para ello realizamos el aislamiento del DNA.
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Figura 17: Mapa de restriccion del vector sh4E-T-pLKO.1-puro.

4.5. Aislamiento del DNA

Para extraer el DNA plasmidico se picdé una de las colonias obtenidas de la
transformacion celular y se dejo crecer toda la noche en 3 ml de LB con ampicilina. Una vez
realizado el cultivo se pasd a la purificacién del DNA plasmidico mediante el kit de minipreps
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) siguiendo el protocolo siguiente:

A partir de 1 ml del cultivo crecido se realizé un centrifugado durante 5 minutos a 10000
g. Se resuspendio el pellet con 250 pl de la solucidn de resuspension proporcionada por el kit. Se
afiadieron 250 pl de la solucién de lisado celular y se invirtid 4 veces para mezclarlo bien, se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afadieron 350 pl de la solucién
neutralizante, se invirtié 4 veces, se centrifugd a mdaxima velocidad durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante se introdujo en una mini columna proporcionada por el
kit y se centrifugd a maxima velocidad durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para lavar
la columna se afiadieron 750 pl de solucién de limpiado (con etanol afiadido) y se centrifugd 1
minuto a maxima temperatura; se repitié el mismo paso pero afadiendo 250 pl de la solucién
de limpiado. Para acabar de descartar cualquier resto que no fuese DNA plasmidico se
centrifugo 2 minutos a maxima velocidad. Para eludir el DNA se transfirid la columna a un
eppendorf de 1,5 ml y se afadieron 100 pl de H,0 libre de nucleasas y se centrifugd 1 minuto a
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temperatura ambiente a maxima velocidad. Se descartd la columna y el DNA obtenido fue
cuantificado mediante el nanodrop.

Para confirmar que el DNA obtenido fuese el de interés se realizé una digestion para linealizar el
plasmido; mediante un gel de agarosa se comprobd que el plasmido linealizado tuviese las pares
de bases correctas.

Tras comprobar que el DNA plasmidico obtenido de la miniprep era el de interés, se
crecié parte de la alicuota de la miniprep en 250 ml de medio LB con ampicilina, para asi obtener
mas concentracion de DNA, para extraerlo utilizamos el kit de maxipreps (Cultek) siguiendo el
siguiente protocolo:

El cultivo fue centrifugado a 6000 g durante 15 minutos a 4 2C. Se descarto el sobrenadante y se
resuspendio el pellet con el buffer de lisado proporcionado por el kit. Posteriormente se separd
el DNA bacteriano del DNA del vector mediante un segundo buffer realizando el mezclado por
inversién y manteniendo de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Para acabar de separar los
restos celulares y el DNA bacteriano se centrifugo durante 15 minutos a 4 2C a 12000 g. Para
obtener el DNA del vector se paso el lisado por una columna previamente activada, el DNA de
interés se queda retenido en la membrana de la columna. Para eludir y obtener el DNA se
afiadié el buffer de elucidon proporcionado por el kit, obteniendo asi el DNA plasmidico. Se
precipito el DNA anadiendo isopropanol y centrifugando a 15000 g durante 30 minutos a 4 °C,
tras descartar el sobrenadante al pellet se le afadié etanol al 70 % para acabar de limpiar el
DNA, se centrifugo a 1500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y se descarto el
sobrenadante. Una vez secado el pellet se diluyo con agua y se paso a la cuantificacion de este.

4.6 Generacion de retrovirus e infeccion

Para la generacion de virus es necesario que las células productoras contengan el
genoma virico. Las lineas celulares productoras han de contener, o en su caso se ha de
introducir los siguientes vectores: Gag, necesario para el procesamiento de proteinas de matriz y
del ntcleo del retrovirus; Pol, gen que incluye la transcriptasa reversa, Rnasa H y la integrasa; y
Env, responsable de las glicoproteinas de la superficie viral y de proteinas transmembrana que
median la unién de receptores celulares y la fusion de membranas.

Para la produccién de retrovirus se utilizaron dos lineas celulares empaquetadoras
indistintamente, GP2 y Phoenix. Son derivadas de la linea celular HEK-293T. La linea celular GP2
fue cotransfectada con el vector de expresién viral pVSV-G (Clontech), el cual contiene el gen
que codifica para la proteina viral Env, y el vector de interés. En el caso de las Phoenix tan solo
es necesario transfectarlas con el vector de interés. Tanto con las GP2 como con las Phoenix se
plantaron 1x10° células por placa de 60 mm, a las 24 horas utilizando el agente de transfeccion
JetPei (Genycell Biotech, Granada, Espafia) fueron trasnfectadas; siguiendo las instrucciones del
fabricante se utilizaron 2,5 ug de cada vector en el caso de las GP2 y 5 ug del vector de interés
en el caso de las Phoenix. Para la realizacidn de la transfeccidn se siguio el siguiente protocolo:

Mix 1: 5 ug de DNA+ 250 pl NaCl 150mM
Mix 2: 250 ul NaCl 150mM + 10 pl Jet Pei
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Tras vortear cada una de las mix se aifadié la mix 2 sobre la mix 1, se vorted y se dejo 15 minutos
a temperatura ambiente. Una vez transcurridos los 15 minutos se cambio el medio de las células
productoras y se afiadié 5ml por p60 de medio nuevo, gota a gota se afiadid la mix final.

A las 24 y 48 horas se recogio el sobrenadante que contenia los retrovirus y se filtré con un filtro
de 0,45 pm (Sarstedt, Numbrecht, Alemafia), el cual permite que tan solo los virus contenidos en
el medio puedan atravesar la membrana, quedando los restos celulares o células enteras
adheridas al filtro. El sobrenadante se suplementé con 4 pg/ml de polibreno (Sigma-Aldrich).
Para realizar la infeccién se remplazé el medio de cultivo de las células diana por el
sobrenadante + polibreno + retrovirus. Las células diana se plantaron el dia anterior, segun la
linea celular el nimero de células a plantar es diferente: 5.5x10° MDA-MB-468, HaCaT vy
MCF10A, 4x10°> MDA-MB-231 y Hela. Tras 24 horas de infeccién el medio fue remplazado por
medio normal y las células infectadas fueron seleccionadas durante 3 dias con la dosis apropiada
del antibiético puromicina (Sigma- Aldrich) (Tabla 3). La dosis de seleccion de los diferentes
modelos celulares se escogid tras la realizacién de curvas de resistencia a puromicina. Por
western blot se comprobé la sobreexpresion de la proteina de interés o del mutante de estudio.

Linea celular Puromicina (pug/ml)
MDA-MB-231 0,7
MDA-MB-468 0,7
Hela 1
HaCaT 1,25
MCF10A 1,25

Tabla 3. Dosis del antibiético puromicina utilizadas para la seleccion de las lineas celulares infectadas.

4.7 Generacion de lentivirus e infeccion

Para realizar la inhibicién de 4E-T en las diferentes lineas celulares se utilizé la tecnologia
de short hairpin RNAs (shRNAs), introduccion en las células de un plasmido que contiene una
horquilla que exprese el shRNA de interés procesado por la enzima Dicer para generar siRNAs
funcionales.

La generacién de lentivirus se realizd a partir de la linea celular HEK 293T, linea celular especifica
derivada de células embrionarias de rifién humano inmortalizadas con el antigeno T del virus
SV40. Son faciles de transfectar y se utilizan como células productoras de lentivirus, no
contienen ni el Gag, ni el Pol, ni el Env, por ello es necesario introducirselo junto al DNA de
interés. Utilizando el mismo protocolo de transfeccién para retrovirus con JetPei, se
transfectaron 2 pg del vector de interés, 2 pg del vector de expresiéon Gag-pol y 2 ug del vector
Env. Al dia siguiente se realizd una dilucidn 1:4 del sobrenadante conteniente de los lentivirus
con medio normal y se realizd la infeccion de las células diana siguiendo el mismo protocolo que
para la infeccion retroviral. Las células fueron seleccionadas con la dosis correspondiente de
puromicina. Por western blot se comprobé la inhibicidn de la proteina de interés.
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4.8 Transfeccion con siRNAS

Se realizd la transfeccidn con siRNAs para inhibir la expresién temporal de determinados
genes.
Se realizé la transfeccién de la linea celular de interés con los siRNAs de HuR, Ago2 y 4E-T:

e Hs_ELAVL1_1 (HuR): AAGTAGCAGGACACAGCTTGG
e Hs_ELAVL1_11 (HuR): ACCAGTTTCAATGGTCATAAA
e Hs_EIF2C2_1 (Ago2): ATACGGGTCTGTGGTGATAAA
e Hs_EIFAENIF1_5 (4E-T): GACCTTGAGTGCCGTAACCAA
e Hs_EIF4ENIF1_2 (4E-T): CCCGCCAAAGTTATCAGTGTA

Obtenidos de la casa comercial Quiagen®.

El siRNA utilizado como control fue Negative Control siRNA (1022076, Qiagen, Valencia, CA,
USA). Se plantaron 18x10” células diana (MDA-MB-231) en placas de 6 pocillos. A las 24 horas se
transfectaron con 30 nM de cada siRNA con lipofectaina 2000 (Invitrogen). Para ello se realizo
una mix: 500 ul de optimem (Gibco, life techonologies) + 2 pl lipofectamina (Invitrogen). La mix
fue incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se aifiadid 30 nM del
siRNA de interés, se dejo incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Las células a transfectar
fueron lavadas con optimem para quitar todos los restos de suero restantes del medio anterior.
Para proceder a la transfeccion se anadié 500 pl de la mezcla conteniente del siRNA a cada uno
de los pocillos. Durante toda la noche se dejé a 37 2C, al dia siguiente se cambio el medio a
DMEM. El pico de transfeccidon lo encontramos entre las 48 y 72 horas. Por western blot se
analizd la inhibicién de la proteina de interés.

4.9 Estrés celular

Para observar el efecto de la inhibicion de la fosforilacion de elF4E se trataron las
diferentes lineas celulares con el inhibidor de las Mnks, CGP 57380, (Tocris Bioscience, Ellisville,
Mo), a una concentracion de 40 uM durante 18 horas. El efecto de la inhibicion de la
fosforilacion de elF4E fue comprobado por western blot.

Se realizaron diferentes tipos de estrés celular a las diferentes lineas estudiadas. Estrés
oxidativo mediante arsénico a 250 puM durante 90 minutos (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Germany); estrés citotoxico mediante cisplatino a 33 uM en la lineas celulares MDA-MB-231,
MDA-MB-468, HaCaT y HelLa y 10 uM en la linea celular MEF durante 3 horas; y estrés debido a
la falta de nutrientes, sin glucosa ni glutamina, durante 3 horas. Tras el tratamiento de estrés los
medios fueron cambiados a medio normal para poder estudiar tanto la recuperacién celular,
mediante el ensayo de MTT, la expresidon de diferentes proteinas mediante western blot o el
efecto en la formacidn de colonias mediante el ensayo clonogénico.
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4.10 Ensayo clonogénico

Este ensayo se realizé para evaluar la capacidad de una célula para dividirse y formar
una colonia tanto en condiciones normales como en situaciones de estrés.
Para realizar el ensayo clonogénico se plantaron diez mil células en placas de 100 mm y fueron
cultivadas durante 12 dias, cada tres dias se realizaba un cambio de medio. Posteriormente
fueron fijadas con 4 % de paraformaldeido (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany). Después de
la fijacion las células fueron lavadas con PBS y teflidas con 0,1 % de cristal violeta (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany) durante 30 minutos, una vez tefiidas fueron lavadas con agua y dejadas
secar. Posteriormente se cuantificd la formacién de colonias mediante la disolucién del cristal
violeta con 5 ml acido acético al 5 %, 200 ul de la disoluciéon fueron tomados para medir la
absorbancia a 590 nm usando el espectrofotometro Synergy (Biotek).

4.11 Ensayo de migracion celular

Este ensayo se realizé para ver la capacidad migratoria de cada una de las lineas
celulares.
Para el estudio de la migracién se realizé el ensayo de la “herida” sobre una monocapa celular
confluente. En placas de 24 pocillos, por triplicado, se planté un 100 % de confluencia; a las 24
horas se realizé una linea (herida) en cada pocillo con una punta de 0,5-10 pl; se realizaron dos
lavados con PBS para descartar los restos celulares generados; se reemplazé el medio con medio
con mitomicina C (Santa cruz biotechnologies) a una concentraciéon de 10 pg/ml durante 3 horas
para inhibir la division celular. La mitomicina C es un crosslinker de DNA utilizado como
guimioterapéutico, a dosis bajas en cultivos celulares se utiliza para inhibir la proliferacion
celular.

A las 0 y 24 horas se capturaron dos imdagenes en cada una de las lineas; las imagenes en cada
tiempo fueron capturadas en la misma zona, para ello se marco con boligrafo una linea
horizontal a la “herida” y se capturé la imagen siempre encima de la linea marcada. Se célculo el
area de la herida mediante el programa Imagel en cada uno de los tiempos y se realizd una
media de las dos areas calculadas. Para determinar el tanto por ciento de migracion se
considero el drea de cierre de la herida a las 24 horas con respecto al tiempo 0; el tiempo 0
corresponde a un 0 % de migracion, el avance de las células en la herida (disminucién del area)
correspondera al tanto por ciento de migracién.

4.12 Ensayo de invasion celular

Para el estudio de la invasién celular se realizé un ensayo con la cdmara de Boyden
recubierta con matrigel (Geltex, Invitrogen, USA) en una dilucién 1:6 en medio sin suero. Las
placas con el matrigel se dejaron toda la noche a 37 2C para permitir la solidificacidon de este. Se
plantaron 50000 células en la parte superior la cdmara de Boyden en medio sin suero, en un
volumen final de 200 pl. En la parte inferior se afiadié 700 pl se medio con suero. A las 24 horas
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las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4 % durante 30 minutos tras un lavado con
PBS. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS.
Para el contaje de las células se utilizé el siguiente método:

e Tincién Hoescht: Se afladié Hoescht diluido 1:200 en PBS, 600 ul en la parte inferior de
la cdmara de Boyden y 100 pl en la parte superior, se incubé durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizé un lavado con PBS. Se realizaron fotos
en cuatro campos diferentes en el microscopio de fluorescencia, posteriormente se pasé
al contaje del nimero de células mediante el programa Imagel. Para evaluar el tanto por
ciento de invasion se considero la linea parental infectada con GFP como 100 % de
invasion, a partir de aqui se evalud el incremento o disminucidn de la invasion de cada
uno de los mutantes o shRNA comparado con el control. Ejemplo:

Si con el mutante A contamos un total de X células en los 4 campos, él % de invasion

corresponde a= n2 células contadas *100/ n2 células contadas en la muestra control:
(X *100)

=

0

4.13 Ensayo MTT

Se utilizoé el ensayo de MTT para determinar el efecto de las diferentes situaciones de

estrés en los diferentes mutantes de estudio, asi como para determinar la proliferacién de cada
uno de ellos en situaciones normales.
El ensayo MTT es un método colorimétrico que mide la actividad de los encimas que reducen el
MTT (Sigma-aldrich, Taufkirchen, Germany), es decir, se basa en la reduccion metabdlica del
bromuro de 3-(4,5-dimethythiazol-25-ilo)-2,5-difeniltetrazol) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan,
producto producido al reducirse las sales de tetrazolium), permitiendo determinar Ia
funcionalidad mitocondrial de las células. La cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazan producido.

Para este ensayo se plantaron 5000 células de cada linea celular en placas de 96 pocillos. Tras
los diferentes tratamientos se afiadi6 MTT en cada pocillo a una concentracién final de 0,5
mg/ml y fue incubado durante 4 horas a 37 C. El medio fue extraido de cada pocillo y se afiadio
200 pul de DMSO (Sigma-aldrich, Taufkirchen, Germany). Se midié la absorbancia a 590 nm
usando el espectrofotémetro Synergy (Biotek). Las diferentes medidas fueron realizadas a las O,
24,48, 72 y 96 horas después del tratamiento celular. Los resultados se representaron mediante
graficas indicando él tanto por ciento de proliferacién celular, para ello el punto cero se
consideré como 100 %, a partir de aqui cada una de las absorbancias se transformo a tanto por
ciento con respecto a su control, observando una disminuciéon de la proliferacion o muerte
celular en el caso de tratamientos de estrés y un incremento en los casos que las células no se
veian afectadas por el estrés o crecian en condiciones normales.
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4.14 Deteccion de apoptosis

Para medir la apoptosis se utilizé el kit Caspasa—GIo® Assay (Promega Biotech Ibérica). Es

un ensayo luminiscente que mide la actividad de las caspasas -3 y -7. Estas proteinas son
miembros de la familia cistein-aspartato-proteasas, caracterizada por presentar un residuo de
cisteina que media la ruptura de otras proteinas, en el caso de las caspasas el corte se produce a
nivel de un residuo aspartato. Las caspasas son mediadores esenciales de los procesos de
apoptosis, muerte celular programada. Este ensayo proporciona un substrato lumindgeno
(contiene luciferasa) de las caspasas -3 y -7, el cual contiene la secuencia de tetrapeptidos Asp-
Glu-Val-Asp. Afiadiendo el reactivo proporcionado por el kit se produce un lisado de las células
seguido del corte producido por las caspasas en el substrato del kit, esto produce una sefal
luminiscente. La luminiscencia es proporcional a la cantidad de actividad caspasa presente.
Para realizar el ensayo se plantaron cinco mil células en 200 ul de medio en placas de 96
pocillos. Tras el tratamiento de estrés correspondiente 100 ul del reactivo Caspase—GIo® se
anadié en cada pocillo; las células se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente la luminiscencia fue medida con el lector Synergy Mx Monochromator-Based Multi-
Mode Microplete.

4.15 Extraccion de proteinas

Las células plantadas en placas de cultivos fueron lavadas con PBS. Una vez lavadas
fueron lisadas con el tampdn de lisis: HEPES 50 M pH 7,5; NaCl 50 mM; 1% Triton X-100; EDTA 1
mM; Glicerol 10 %, en presencia de inhibidores de proteasas (aprotinina 1 pg/ml; leupeptina 1
pg/ml; DTT 1 mM) y inhibidores de fosfatasas (NaF 20 mM; NaPPi 0,1 M; NazVO, 2 mM; PMSF en
etanol 1 mM; B-Glicerofosfato 20 mM). En hielo se afiadieron 100 pl del buffer de lisis en placas
de 100 mm y 50 pl en placas de 60 mm. El lisado celular fue recogido en un eppendorf, se
dejaron 30 minutos en hielo y fueron vorteadas cada 10 minutos. Para separar los restos
celulares de las proteinas se centrifugd el lisado a 15000 g durante 20 minutos a 4 2C. Se
descarto el pellet y el sobrenadante fue recogido en un eppendorf nuevo. A partir de aqui se
paso a determinar la concentracion de proteinas obtenida.

4.16 Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar la concentracion de proteinas obtenida se utilizd el reactivo Bio-Rad
Protein Assay (BioRad, Munich, Alemafia). Este ensayo estd basado en el método Bradford,
método para determinar la concentraciéon de proteinas solubilizadas; implica la adicidon de un
colorante acido a la solucién de proteinas y la posterior medida a una longitud de onda de 595
nm con un espectrofotdmetro. El resultado se compara con una curva estandar que permite
determinar la concentracion relativa de proteinas. El principio del reactivo es la unién del
colorante acido (comassie) a aminoacidos bdsicos y aromaticos, especialmente arginina,
sufriendo un cambio de absorvancia.
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Para determinar la concentracion de proteinas a partir de 1 ml del buffer a 1 X se afiade 1 ul del
lisado para cada una de las muestras, tras vortear 200 pl de la disolucidn se afiadieron a una
placa de 96 pocillos que posteriormente fue leida en el espectrofotémetro. Para determinar la
concentracién realizamos la siguiente curva con BSA (Sigma-aldrich, Taufkirchen, Germany)
diluido en el mismo buffer de lisis: 0 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 ug/mly 4 pg/ml. A partir de la
recta obtenida extrapolamos la concentracion de cada una de las muestras.

Para realizar el analisis por western blot se igualaron las muestras a una misma concentracion,
diluyéndolas con el buffer de lisis correspondiente y afiadiendo el tampdn de carga a 1 X
(tampon Laemli 1 X: 0,0626 M Tris HCl pH 6,8; 2 % SDS; 0,01 % azul de bromofenol; 10 %
glicerol), posteriormente fueron desnaturalizadas durante 5 minutos a 95 2C.

4.17 Western blot

Para la deteccién de los niveles de proteina se utilizé la técnica de western blot. Las
proteinas fueron cargadas en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato (SDS-PAGE), el SDS
reviste las proteinas con carga negativa para asi poder separarlas segin su peso molecular
mediante electroforesis.

Los geles de poliacrilamida estdn formados por dos partes, el gel concentrador, el cual permite
que las proteinas de diferente peso molecular queden retenidas a un mismo nivel para que
puedan ser separadas correctamente por el denominado gel separador, donde las proteinas se
separan segln su peso molecular. El gel concentrador estd compuesto por: agua, 30 % de
acrilamida, 1,5 M de Tris (pH 6.8), 10 % SDS, 10 % persulfato de amonio y TEMED (Tabla 4). Y el
gel separador estd compuesto por: agua, 30 % de acrilamida, 1.5 M Tris (pH 8.8), 10 % SDS, 10 %
persulfato de amonio y temed (Tabla 5). Para proteinas de bajo peso molecular realizamos geles
entre un 12 y un 15 % y para alto peso molecular entre 6 y 10 %. La electroforesis se corre en
cubetas con un tampdn que contiene un 0,1 % de SDS, 25 mM Tris y 190 mM glicina a un voltaje
de 120. Como marcador de peso molecular utilizamos el marcador Precision Plus Protein
Standards dual color de Biorad.

Una vez realizada la electroforesis y separadas las proteinas por peso molecular se transfirieron
a una membrana de PDVF, aplicando un amperaje constante de 400 mA durante 1 hora y 15
minutos para proteinas de bajo peso molecular y de 350 mA durante 2 horas para proteinas de
alto peso molecular, como tampdn se utilizé 25 mM trizma, 190 mM glicina y metanol a una
concentracion final del 20 %. Las membranas de PVDF fueron activadas previamente durante 1
minuto con metanol.

Una vez finalizada la transferencia las membranas fueron bloqueadas con un 5 % de
leche desnatada en T-BST (Tris-HCI 50 mM pH 7,4; NaCl 150 mM y 0,1 % de Tween-20) durante
lhora. Tras el bloqueo se incubdé cada membrana con el anticuerpo primario correspondiente
(Tabla 6) en 5 % de leche desnatada en T-BST (0 5 % de BSA en T-BST en el caso de
fosfoanticuerpos) durante toda la noche a 4 2C o 2 horas a temperatura ambiente. Se realizaron
tres lavados de 10 minutos con T-TBS y se afiadié el anticuerpo secundario (Tabla 6) diluido con
5 % de leche desnatada en T-TBS. Para extraer el exceso de anticuerpo secundario se realizaron
tres lavados de 10 minutos con T-TBS y se pasé a revelar la sefial utilizando el sistema de
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emision de quimioluminiscencia ECL (Amersham Pharma-Biotech, Dreieich, Almenaya). Como
control de carga se utilizé la expresiéon de la proteina B-actina o GAPDH.

Volimenes para 1 gel (5ml)

H,O 3,4
30 % Acrilamida/bis acrilamida 0,83
(Mix ratio 29:1)

1,0 M Tris (pH 6,8) 0,63
10 % SDS 0,05
10 % PSA 0,05
TEMED 0,005

Tabla 4: Solucion para preparar el gel concentrador.

Volumenes para 1 gel (10ml)

8% 12 %
H,0 4,6 3,3
30 % Acrilamida/bis acrilamida 2,7 4
(Mix ratio 29:1)
1,5 Tris ( pH 8,8) 2,5 2,5
10 SDS 0,1 0,1
10 PSA 0,1 0,1
TEMED 0,006 0,004

Tabla 5: Solucién para preparar el gel separador.

4.18 Inmunoprecipitacion

Mediante la inmunoprecipitacion es precipitado un antigeno proteico especifico de una
solucién usando un anticuerpo que se une especificamente a esa proteina, este anticuerpo
requiere que esté acoplado a un substrato sélido. Para ello se utilizé la proteina G sefarosa (G
sepharose 4 Fast Flow, Amersham Pharma-Biotech), la cual se unira al anticuerpo de interés que
afiadimos a nuestro lisado extraido mediante la utilizacion del siguiente buffer de lisis: 20 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCL, 1 % Triton X-100 y 5 mM EDTA. Los anticuerpos utilizados en cada uno
de los experimentos fueron: Myc-tag (1:2000), Ago 2 (1:100) y 4E-T (1:100).

Para realizar el ensayo se extrajo una concentracién de 100 pg de proteinas de placas de cultivos
de 10 mm. Se afiadio el anticuerpo de interés, segln la dilucidn, durante toda la noche a 4 2C en
rotacion. Antes de afiadir el substrato sélido, en nuestro caso la proteina G sefarosa, el medio
que la contiene fue lavado tres veces con buffer de lisis centrifugando a 12000 g durante 20
segundos, para quitar el 20 % de etanol utilizado para resuspender la proteina G. Una vez
lavadas se realizd una dilucion 1:1 con buffer de lisis con un volumen final de 50 ul para cada
muestra. Se afiadié este volumen a la muestra con el anticuerpo y se dejé 1 hora en rotacién a 4
oC. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 12000 g durante 30 segundos. Se descarto el
sobrenadante y el pellet fue lavado 3 veces con 1 ml de tampdn de lisis a 12000 g durante 3

=65 -



minutos. Posteriormente fue resuspendido en 50 ul de tampdn Laemli 1X + 100 mM DTT, se
procedié a dar un choque térmico durante 5 minutos a 952C, con una posterior centrifugacion a
3000 rpm durante 3 minutos para recoger el sobrenadante y pasar a su posterior andlisis por
western blot.

Anticuerpos Referencia y casa comercial Dilucion
Primarios
anti-Myc-tag #2276 Cell Signaling 1:1000
anti-pelF4E Ser-209 #9741 Cell Signaling 1:1000
anti-Mnk1 C4C1 #2195 Cell Signaling 1:1000
anti-elF4G #2498 Cell Signaling 1:1000
anti-YB1 #4202 Cell Signaling 1:1000
anti-mTOR 7C10 #2983 Cell Signaling 1:1000
anti-a-catenin #9562 Cell Signaling 1:1000
anti-EIF4ENIF1 Sigma 1:500
anti-cyclin D1 M-20 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
anti-MCL1 Y37 Abcam 1:500
anti-Ago2 Abcam 1:500
anti-GAPDH 6C5 Abcam 1:2000
Anti-N-cadherina Abcam 1:1000
and anti-HuR Millipore 1:500
Anti-actin CPO1 Calbiochem 1:500
Secundarios
Donkey anti-rabbit IgG-HRP NA9340 Amersham Pharma- 1:5000
Biotech
Donkey anti-mouse IgG-HRP ~ NA9340 Amersham Pharma- 1:5000
Biotech

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para western blot.

4.19 Ensayo 7-Methyl-GTP-Sepharosa pull-down

Para realizar el ensayo se utilizaron las bolas 7-methyl-GTP-Sepharose (GE Healthcare),
las cuales son una resina de p-aminofenil éster con afinidad a la regién de unién a cap del
mRNA. El protocolo es parecido a la inmunoprecipitacion, con la diferencia que se
inmunoprecipitaran las proteinas unidas a cap.

El lisado celular fue incubado durante toda la noche con el anticuerpo primario anti-Myc
(1:2000) a 4 °C. Al dia siguiente las bolas 7-methyl-GTP-Sepharose fueron lavadas 3 veces y
equilibradas con buffer de lisis; una vez lavadas se afiadié 50 ul de las bolas al lisado celular con
el anticuerpo, durante 1 hora a 4 2°C. Una vez finalizada la incubaciéon el extracto fue
centrifugado a 12000 g durante 3 minutos, se descartd el sobrenadante y el pellet fue lavado 3
veces con 1 ml de buffer de lisis. Finalmente el pellet fue resuspendido en 50 ul de tampdn
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Laemli 1X + 100 mM DTT y se procedié a dar un choque térmico durante 5 minutos a 95 2C para
el posterior andlisis por western blot.

4.20 Inmunocitofluorescencia

Para analizar la localizaciéon de diferentes proteinas dentro de la célula se realizaron
inmunocitofluorescencias, técnica de inmunomarcacion donde se utilizan anticuerpos unidos
guimicamente a una sustancia fluorescente detectables por microscopio de fluorescencia.

Las lineas celulares de interés fueron plantadas en placas de 24 pocillos sobre unos cubreobjetos
redondos de 12 mm (Afora, Barcelona, Espafia) previamente esterilizados; segun la linea celular
el nimero de célula plantadas fue el siguiente: 20000 células para MDA-MB-468 y HaCaT,
150000 células para MDA-MB-231 y Hela.

Una vez plantadas las células el medio fue aspirado al dia siguiente y se lavaron las células dos
veces con PBS. Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4 % en PBS (Panreac
Applichem) durante 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron dos
lavados con PBS. Para bloquear, evitar las uniones inespecificas de los anticuerpos, y
permeabilizar las células, se dejo 1 hora con BSA al 5 %, Triton 0,5 % en PBS 1 X. Tras el bloqueo
se pasd a la incubacién de los anticuerpos primarios correspondientes durante 2 horas a
temperatura ambiente diluidos en la misma solucion de bloqueo; se lavd el exceso de primario
con tres lavados de PBS y se incubd con el anticuerpo secundario conjugados con Alexa Fluor
488 0 594 (1:200; Molecular Probes) durante 1 hora a temperatura ambiente. El Alexa Fluor 488
contiene una longitud maxima de absorcion de 495 nm y una longitud maxima de emision de
519 nm dando una emisién del color verde; el Alexa 594 tiene una longitud maxima de
absorcién de 590 nm y una longitud maxima de emisién de 617 nm dando una emisién de color
rojo. Finalmente las células fueron montadas sobre un porta objetos afiadiendo 7 ul de la
solucion de montaje, 50 % glicerol en PBS, los cristales fueron sellados con esmalte de ufias. Las
imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal, Espectral FV1000 Olympus, configurado
para la adquisicion de imagenes de fluorescencia de multiples canales digitales utilizando una
excitacion laser y un sistema de deteccién espectral.

4.21 Perfil polisomico

El analisis del perfil polisdmico se realizo para el estudio de la eficiencia de la traduccioén.
Para el analisis polisémico a partir de placas de 150 mm se obtuvieron 400 pg de lisado celular
los cuales fueron congelados en nitrégeno liquido y resuspendidos en 1 ml del siguiente buffer
de extraccion: 1,5 mM KCl, 2,5 mM Mg,Cl,; 5 mM Tris, pH 7,4; 1,0 % Triton X-100; 1,0 % Na-
deoxycolato; inhibidores de proteasas; 100 U/mL RNase Out; y 100 pg/ml ciclohexamida.
Los extractos celulares fueron analizados con gradientes de sucrosa 10-50 %:

e Solucién sucrosa 10 %: 10 % de sucrosa
15mM Tris pH 7,4
15 mM Mg,CI2
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0.15 M NaCL
1 mg/ml heparina
Cyclohexamida a una concentracion final 100ug/mi

e Solucidn sucrosa 50 %: 50 % sucrosa
1I5mM TrispH 7,4
15 mM MgCl,
0.15 M NaCl
1 mg/ml heparina
Cyclohexamida a una concentracion final 100 pg/ml

Los gradientes se hicieron mediante la utilizacién de la maquina Gradient Master de Biocomp y
se dejaron media hora a 4 2C para que se estabilizase el gradiente.

Posteriormente se afiadieron 300 ul del extracto al gradiente de sucrosa 10-50 % y fueron
centrifugados durante 2 horas y 30 minutos a 37000 rpm a 4 2C en un rotor SW40 Ti en
ultracentrifuga. Las diferentes fracciones polisémicas fueron extraidas utilizando un detector
ISCP UV de Biocomp, el cual recogid 12 fracciones, separando de la 1 ala 4 el RNA libreydela5
a la 12 el RNA polisémico. De cada fracciéon se obtuvieron 900 ul, las fracciones fueron
congeladas a -80 °C.

4.22 Extraccion RNA polisomas

Para extraer el RNA a cada una de las fracciones se afiadié EDTA a una concentracion
final de 20 mM y SDS a 0,5 % de concentracion final. Posteriormente se afiadié un volumen de
900 pl de acido phenol:cloroformo 1:1, tras vortear se centrifugd cada fraccion a 14000 rpm
durante 30 minutos a 4 2C. Se obtuvieron dos fases, la fase acuosa se pasé a un eppendorf
nuevo donde se afiadié igual volumen de cloroformo, tras vortear se centrifugd 5 minutos a
14000 rpm y se recuperd la fase acuosa. En este punto se juntaron las fracciones separando el
RNA libre, fracciones de la 1 a la 4, del RNA polisdmico, fracciones de la 5 a la 12. Se anadié 0.1
volumen de NaOAc pH 5,2 y un volumen de isopropanol. Se dejé toda la noche a -20 2C para
precipitar el RNA. Al dia siguiente se centrifugd durante 1 hora a 14000 rpm a 4 2C y se descarté
el sobrenadante. Los pellets fueron lavados dos veces con etanol al 70 % y centrifugados
durante 15 minutos, descartando el sobrenadante cada vez. Finalmente el pellet fue
resuspendido con agua libre de RNasa y cuantificado mediante el NanoDrop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer de Thermo Scientific.

4.23 Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA a partir del RNA obtenido se sigui6 el siguiente protocolo: se
afiadié 1,5 ug del RNA, 200 ng de Random Primers, 0,5 mM de dNTPs y H,O destilada hasta 12
ul. Esta reaccién se calenté durante 5 minutos a 65 2C, después fue afiadido el Tampdn de
Reaccidn a 1X, 20 U de Thermo scientific riobolock RNase inhibitor, el cual inhibe la actividad de
las RNases A, By C protegiendo el RNA, y la maxima reverse transcriptasa (Thermo Scientific). La
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mix fue incubada durante 10 minutos a 25 2C seguido de 30 minutos a 50 2C, terminando la
reaccion con un choque de 5 minutos a 85 2C. El cDNA se guardd a -20 oC para su posterior
utilizacion.

4.24 PCR con retrotranscriptasa (RT-PCR) a tiempo real

A partir del RNA extraido de las fracciones polisémicas se realizé una RT-PCR a tiempo
real con el equipo ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City,
CA) de Ciclina D1y Mcl1:

e Ciclina D1-For:5’AGT GGA AAC CAT CCG CCG-3’

e Ciclina D1-Rev: 5’-TCT GTT CCT CGC AGA CCT CCA-3’
e Mcll-For:5’-AAG CCA ATG GGC AGG TCT-3’

e Mocl1-Rev:5'TGT CCA GTT TCC GAA GCAT-3’

Se realizé la cuantificacion relativa de las fracciones polisdmicas respecto al RNA total; se
normalizé respecto a un gen de referencia (genes que no ven su expresion alterada ni por el tipo
de muestra ni por el tipo de tratamiento), en nuestro caso actina.

La RT-PCR a tiempo real se realizé en dos pasos, primeramente se realizo la sintesis de cDNA de
las fracciones de RNA libre, las polisdmicas y los respectivos inputs. La sintesis de cDNA de
cadena sencilla se realizd con SuperScriptii reverse trascriptase Kit (invitrogen, Carisbad, CA) a
partir de 1,5 ug de RNA total.

En un segundo paso se realizé la RT-PCR a tiempo real. Cada muestra se analizé por triplicado. A
partir de 15 ng de cDNA se afiadié 11 ul de cada una de las sondas Tagman de interés, 10 ul de
TagMan Universal PCR Master Mix (20xTagMan Gene Expressiom Assays, Applied Biosystems).
La reaccion de PCR fue de 2 minutos a 50 2C, 10 minutos a 95 2C vy 40 ciclos de 15 segundos a 95
2Cvy 1 minuto a 60 °C.

Para evaluar la expresion relativa de los diferentes genes y del gen de referencia se utilizé el
método comparativo RQ Study. Este método requiere que tanto los genes diana como el gen de
referencia tengan la misma eficiencia de amplificacién. Se utilizan féormulas aritméticas para
calcular el valor de expresién relativa del gen diana (RQ) a la muestra problema, normalizado
con el gen de referencia y relativo a un calibrador (en nuestro caso la muestra control sin
tratamiento ni sobreexpresion de ningun mutante). El valor RQ se calcula segun la férmula: RQ=
25Ty AACT=[Cr (condicién normal, gen diana) = CT (condicién x, gen diana)y dOnde Cr es el ciclo de PCR donde la
amplificacion del gen (diana o de referencia) asume un umbral fijo.

4.25 Obtencion de muestras de tumores

Se seleccionaron al azar muestras de tejido tumoral de mama de 77 pacientes,
procedentes del banco de tumores del Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital de la
Vall d’Hebron de Barcelona. Las muestras fueron recogidas y seccionadas en tres partes, dos
partes fueron congeladas en nitrégeno liquido y la tercera se congeld en un criomolde con OCT.
A partir de este criomolde se realizd un corte con un criostato, el cual fue valorado por un
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patdlogo para confirmar el diagndstico del material congelado. En el caso de haber tejido sano
adyacente, se realiza el mismo procedimiento.

4.26 Inmunohistoquimica de las muestras tumorales

Se realizd una tincidon inmunohistoquimica en las muestras tumorales extraidas para
poder valorar la expresion de los diferentes factores de sefalizacion estudiados. Se cortaron
[dminas de 2-3 um de cada muestra y se colocaron sobre portaobjetos cubiertos con poli-lisina.
Después de cortar los tejidos las preparaciones se hornearon durante al menos 2 horas a 60 eC
para mejorar la adhesion del tejido al portaobjetos y se colocaron en el médulo de tincion para
proceder al protocolo automatizado disefiado para la IHQ.

Los anticuerpos utilizados fueron puestos a punto mediante el mddulo de tincion Benchmark XT,
utilizando el ultraView Universal DAB Detection kit de Ventana Medical Systems, el cual se basa
en un sistema directo desprovisto de biotina, para detectar IgG de ratdén, IgM de ratéon y
anticuerpos de conejo.

El mdédulo de tincién Benchmark XT utiliza un sistema automatizado propio. Cada paso se incuba
durante un tiempo y temperatura determinada. El desparafinado de las muestras se realiza
mediante la solucién EZ prepTM(10 X) y el desenmascaramiento con la solucién Cell
conditioning 1, Pre-diluido pH 8; una vez realizado el desenmascaramiento a pH 8, las muestras
se bloquean con solucién de peréxido de hidrégeno al 3 % (Dako).

Los anticuerpos primarios y las diluciones utilizadas fueron los mostrados en la tabla 7. El tiempo
de incubacion de todos los anticuerpos fue de 60 minutos. Todos los anticuerpos primarios
fueron probados previamente por western blot para evaluar su especificidad.

La deteccidn del anticuerpo primario se realiza mediante la adicidn de un anticuerpo secundario,
el complejo resultante de la unién del anticuerpo primario y secundario se visualiza utilizando
un producto enzimatico que precipita (sustrato de perdxido de hidrégeno y cromdgeno de
tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobencidina DAB), finalmente se realiza una contratincidén con
hematoxilina.

Una vez finalizado el proceso de automatizado, las preparaciones se lavan, se deshidratan y se
procede a su montaje.

4.27 Evaluaciéon inmunohistoquimica de tumores

Todos los casos seleccionados fueron evaluados por dos patdlogos para determinar el
porcentaje de células positivas y la intensidad de tincidn. El Hscore de las diferentes proteinas
fue calculado de la siguiente forma: (1 x % células con tincién débil) + (2 x % células con tincién
moderada) + (3 x % células con tincién fuerte), con un resultado que va en el intervalo de 0 a
300. El tejido de mama adyacente también fue analizado para poder definir el umbral del Hscore
para los casos positivos.
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Anticuerpos Referencia y casa comercial Dilucion

Anti-p-4E-BP1 (Thr70) #9455 Cell Signaling 1:50
Anti-pelF4E Ser-209 Ab76256 Abcam 1:100
Anti-4E-BP1 #9452 Cell Signaling 1:25
Anti-Ki-67 DAKO Pre diluido
Anti-receptor de estrégeno (ER) Novocastra 1:50
Anti-receptor de progesterona (PR) Novocastra Pre diluido
Anti-HER2 DAKO Pre diluido
Anti-YB1 #4202 Cell Signaling 1:40
Anti-p-YB1 #2900 Cell Signaling 1:100
Anti-4E-T #HPA001619 SIGMA 1:100
Anti-Ago2 Ab32381 Abcam 1:5000
Anti-HuUR #07-468 upstate chemicon 1:1000
Anti- N-Cadherina Ab18203 Abcam 1:100
Anti-MMP3 Ab53015 Abcam 1:500

Tabla 7. Anticuerpos primarios utilizados en las inmunohistoquimicas.

4.28 Analisis estadistico de las muestras tumorales

El analisis estadistico se realizé con el software Statistical Package for the Social Scinces
(SPSS, version 13.0; SPSS Inc., Chicago, IL). Mediante el Test de Spearman se realizd la
correlacién entre los diferentes genes de estudio, esta medida de correlacién nos mide la
asociacién entre dos variables aleatorias continuas, oscila entre -1 y +1, indicandonos
correlaciones negativas o positivas.
Se utilizé el test de Anova para buscar la asociacién de los diferentes genes de estudio (variable
dependiente) con las diferentes variables clinicas y patoldgicas de los tumores: grado
histolégico, media del tumor, edad y metastasis (variables categéricas).
En los dos casos la significancia estadistica se fij6 en <0,05, en las figuras los valores de
significacidn estadistica se sefialan segun el siguiente cédigo: *p<0,05; **p<0,01; y ***p<0,005.
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5. RESULTADOS

5.1 Estudio in vitro de la funcion de la fosforilacion de elF4E

Es conocido que la fosforilacion de elF4E en la Ser209 por Mnk1/2 afecta la proliferacion
celular y la malignidad tumoral (Wang, Yue et al. 2007). Para entender el papel de la
fosforilacion de elFAE en este proceso se infectaron diferentes tipos celulares con un vector
retroviral que sobreexpresaba la forma de elFAE incapaz de fosforilarse (elF4E S209A) y la forma
fosfomimética (elF4E S209D), los dos marcados con Myc-tag para poder determinar la correcta
expresion de la forma exdgena; como control se utilizd el mismo vector retroviral con la
expresion de GFP. Se infectaron las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, HaCaT y Hela.
Los niveles de expresién de cada uno de los mutantes y del elF4E fue comprobada en cada una
de las lineas mediante western blot (Figura 18)
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r O X &
SRS L L L
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Myc-tag-[- Myc-tag
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Acting [ S— Actina  |[—
MDA-MB-468 Sl Hela QO
LSS LSS

& & & &
Myc-tag-[- Myc-tag'[-

oIF4E elF4E

Actina _ Actina -

Figura 18: Niveles de la expresion de elF4E y Myc-tag. Por western blot vemos niveles similares de la
expresion de los dos mutantes de elF4E y del elF4E enddgeno (25KDa) en la linea celular HaCaT y MDA-
MB-231; en la linea celular MDA-MB-468 vemos una expresion de los mutantes de elF4E inferior al elFAE
enddgeno, viéndose una menor expresion del mutante S209A; en la linea celular Hela se observa una
menor expresion de los mutantes de elF4E, siendo esta menor en el caso del mutante S209D.

Realizando el western blot contra elF4E observamos una banda sobre unos 35 kDa
correspondiente a la expresidon exdégena, unos 10 kDa superior al elFA4E endégeno debido a la
expresion en el vector de 9 epitopos myc-tag. En las lineas celulares que expresaban los
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mutantes de elF4E observamos la expresion del Myc-tag con niveles similares a la expresidon del
elF4E enddgeno en el caso de las lineas celulares MDA-MB-231 y HaCaT; en el caso de la linea
celular MDA-MB-468 la expresién de los mutantes de elF4E es inferior al elF4E enddgeno,
habiendo mas expresidon del mutante S209D que del S209A; en el caso de la linea celular Hela la
sobreexpresion del mutante S209D es menor que el S209A y estd poco sobreexpresado en

comparacién con el elF4E enddgeno.

Posteriormente se realizaron analisis de proliferacién celular hasta las 72 horas, mediante el
ensayo de MTT en condiciones normales, respecto a los dos mutantes de elF4E y el control (GFP)
(Figura 19). No se observd ninguna diferencia significativa al sobreexpresar los mutantes de
elF4E con respecto al control en ninguna de las cuatro lineas celulares de estudio.
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Figura 19: Ensayo de proliferacion celular mediante MTT. No se observa una diferencia significante en la
proliferacion entre los dos mutantes de elF4E y GFP en ninguna de las cuatro lineas de estudio. Media del

resultado de tres experimentos.

5.1.1 Fosforilacion de eIF4E y resistencia a estrés celular

5.1.1.1 La fosforilacion de elF4E aumenta la capacidad de formacién de colonias

Como hemos comentado anteriormente la fosforilacién de elF4E por las quinasas
Mnk1/2 en respuesta a mitdgenos, promotores tumorales y factores de crecimiento, es critica
para la actividad oncogénica (Flynn and Proud 1995; Joshi, Cai et al. 1995; Fukunaga and Hunter
1997; Waskiewicz, Flynn et al. 1997). Para realizar un estudio del efecto de la fosforilaciéon de
elF4E en diferentes situaciones de estrés, primeramente realizamos un ensayo de formacién de
colonias para evaluar si las células con la sobreexpresidon de los diferentes mutantes eran
capaces de dividirse y formar una colonia tanto en situaciones normales como en situaciones de
estrés. Para ello tratamos las células con arsénico (estrés oxidativo) y evaluamos el efecto de la
sobreexpresion de los dos mutantes. En las diferentes lineas celulares de estudio, MDA-MB-231
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y HaCaT, se observd que la sobreexpresion del mutante S209D incrementaba el nimero y
tamano de las colonias con respecto al GFP, tan solo en el caso de la linea celular MDA-MB-231
vemos un aumento significativo de la formacion de colonias con el mutante S209A en
condiciones normales (Figura 20A). Tras el tratamiento de las células con arsénico durante 90
minutos y realizar el ensayo de formacién de colonias, observamos que el nimero de células se
ve reducido pero el tamafio de estas aumenta tanto en el control como en la sobreexpresion de
los mutantes (Figura 20B); este aumento en el tamafio en las colonias puede ser debido a
diferentes motivos: un incremento de la fosforilacion enddgena de elF4E; competencia de
nutrientes, la cual se ve reducida tras el tratamiento de estrés debido a la disminucién en el
numero celular; o por migraciéon celular y agrupamiento en clisteres de las células que
sobreviven. De nuevo se observa un aumento en el tamafio y nimero de colonias en el mutante
S209D con respecto al GFP y el mutante S209A.
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Figura 20: Tincion con cristal violeta del ensayo de formacion de colonias realizado en las lineas
celulares MDA-MB-231 y HaCaT. Ensayo de formacién de colonias en placas de 10 cm. Colonias tefiidas
con cristal violeta y analizada la absorbancia al diluir el cristal violeta con acido acético. A) En condiciones
normales se observa un incremento significativamente estadistico en el nimero y tamafio de colonias al
sobreexpresar el mutante S209D en las dos lineas celulares. En la linea celular MDA-MB-231 se observa un
incremento significativo de la formacién de colonias al sobreexpresar el mutante S209A, siendo este
incremento menor que en el caso del mutante S209D. B) La supervivencia y la ventaja sobre el
crecimiento al expresar el mutante S209D se ve mas evidente al tratar las células con arsénico durante 90
minutos antes de empezar en ensayo de formacién de colonias. Incremento en el tamario de las colonias
en el control GFP tras el tratamiento con arsénico en las dos lineas celulares de estudio. Se observa un
incremento significativo tanto en nimero como en el tamafio de las colonias al sobreexpresar el mutante
S209D. Significativo si * <0,05, **< 0,01 y ***<0,001.
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5.1.1.2 La fosforilacién de elF4E incrementa la resistencia a diferentes situaciones de
estrés

Para un analisis mds detallado del efecto de la fosforilacion de elF4E en situaciones de
estrés evaluamos la proliferacion y la viabilidad celular tras exponer a las células a diferentes
tipos de estrés. Para ello realizamos un ensayo de MTT en el cual, en cada caso, tratamos las
células con arsénico durante 90 minutos a 250 uM, cisplatino durante 3 horas a 10 uM y con
falta de nutrientes (glucosa y glutamina) durante 24 horas. Tras el tratamiento con cada uno de
los diferentes estreses se realizé un cambio de medio para poder observar la viabilidad de cada
una de las lineas celulares asi como su capacidad de recuperarse tras el estrés celular; el ensayo
se realizd con los diferentes mutantes de elF4E y su respectivo control, a las 24, 48 y 72 horas
(Figura 21).

En las cuatro lineas celulares hay un incremento en la recuperacién al sobreexpresar el mutante
elF4E S209D, no observable con el mutante S209A y el control GFP, al producirle a las células un
estrés oxidativo, de falta de nutrientes (MDA-MB-468, Hela, MDA-MB-231 y HaCaT) y con
cisplatino, (MDA-MB-231 y HaCaT; no analizado en MDA-MB-468 y Hela). La recuperacion
celular, que se observa al infectar las células con el mutante S209D, varia segun la linea celular y
el tratamiento de estrés inducido. En la linea celular MDA-MB-231 al realizar el tratamiento con
arsénico y cisplatino observamos una recuperacién significativa del mutante S209D a las 48
horas, al deprivar las células de nutrientes esta recuperacion se observa a partir de las 72 horas.
En el caso de la linea celular HaCaT el mutante S209D permite una recuperacion significativa del
tratamiento con cisplatino o al deprivar las células de nutrientes a las 72 horas tras el
tratamiento; al tratar las células con arsénico esta recuperacion se observa a las 48 horas. La
linea celular MA-MB-468 se recupera significativamente a las 24 horas tras el tratamiento con
arsénico y a las 48 horas tras la deprivacién de nutrientes. Por ultimo en la linea celular Hela el
mutante S209D se recupera significativamente a las 48 horas tras el tratamiento de arsénicoy a
las 72 horas tras la deprivacion de nutrientes. En las cuatro lineas celulares de estudio el
mutante S209A no muestra diferencias significativas respecto al control GFP en ninguno de los
cuatro tratamientos de estrés realizados.

5.1.1.3 La fosforilacion de elF4E previene la activacion de la apoptosis

Se conoce que el estrés celular, como por ejemplo el estrés oxidativo producido por el
arsénico, induce apoptosis (Chen, Lin-Shiau et al. 1998). Se ha demostrado, en modelos de
ratén, que la fosforilacién de elF4E promueve la tumorigénesis mediante la supresién de la
apoptosis (Ruggero, Montanaro et al. 2004). Para ver el efecto de la fosforilacidon de elF4E en la
activacidon/inhibicion de la apoptosis en situaciones de estrés, tratamos la linea celular MDA-
MB-231 con arsénico durante 90 minutos, mediante el kit Caspase-Glo® 3/7 se midid la
activacion de las caspasas 3y 7. En el control GFP y en el mutante S209A hubo una activacién de
las caspasas 3 y 7 al tratar durante 90 minutos con arsénico, esta activacién se incremento a las
2 horas tras el tratamiento y disminuyé a los niveles basales a las 24 horas de haber inducido el
estrés. Por el contrario, en el mutante S209D no se observd un incremento en la actividad de
estas caspasas; tanto GFP como S209D tienen un incremento significativo de la activacion de las
caspasas 3y 7 con respecto al mutante S209D (Figura 22).
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Figura 21: Efecto en la proliferacidn y resistencia celular de diferentes tipos de estrés. En MDA-MB-231y

HaCaT se observa un incremento de la resistencia con el mutante S209D tras el tratamiento con arsénico

(significativo a las 48 horas en las dos lineas celulares), la falta de nutrientes (significativo a las 72 horas en

las dos lineas celulares) y cisplatino (significativo a las 48 y 72 horas en MDA-MB-231 y a las 72 horas en

HaCaT). En el caso de las MDA-MB-468 y Hela el mutante S209D confiere mas resistencia al tratar las

células con arsénico (significativo a las 24 y 48 horas en las dos lineas celulares) y con falta de nutrientes
(significativo a las 48 y 72 horas en MDA-MB-468 y a las 72 horas en Hela). Significativo si * <0,05, **<

0,01y ***<0,001.
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Figure 22: Actividad apoptética medida con el ensayo de luminiscencia caspasa-3/7. Se observa una
disminucidn significativa en la activacion de la apoptosis al sobreexpresar el mutante S209D con respecto
al mutante S209A vy el control GFP, el cual no muestra una activacion de la apoptosis al tratar con
arsénico. El incremento se da a los 90 minutos tras el tratamiento con arsénico y se ve incrementado a las
2 horas; a las 24 horas tras el tratamiento se restablecen los niveles normales de activacién de las
caspasas 3y 7. Significativo si * <0,05, **< 0,01.

5.1.1.4 La inhibicién de la fosforilacién endégena de elF4E incrementa la sensibilidad a
estrés

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los diferentes mutantes de elF4E,
quisimos corroborar que la fosforilacion de elFAE incrementaba la resistencia a estrés. Para ello
tratamos las células MDA-MB-231 y HaCaT con el inhibidor de Mnks 1/2 CGP 57380, el cual
inhibe la fosforilacidn de elF4E de forma eficiente. El tratamiento con arsénico en las dos lineas
celulares y con cisplatino en el caso de las MDA-MB-231 incrementa la fosforilacién de eFI4E, la
cual se ve disminuida al tratar con el inhibidor de las Mnk1/2 (Figura 23).

A CN NaAsO:Cisplatino B CN NaAsO:
- + - + - + CGP + - + CGP

Figura 23: Western blot de los niveles de elF4E fosforilado (pelF4E) y elF4E. A) MDA-MB-231 en
condiciones normales (CN), con tratamiento de arsénico (NaAsO,) y con tratamiento de cisplatino.

Incremento de la fosforilacién de elF4E con los dos tipos de estrés, disminucidn de la fosforilacién al tratar
con el inhibidor de las Mnk1/2. B) HaCaT en condiciones normales y arsénico. Incremento de pelF4E al
tratar con arsénico. Disminucion de la fosforilacion al tratar con el inhibidor de las Mnk1/2.

Para ver si la inhibicion de la fosforilacidon del elF4AE enddgeno inhibia la capacidad de
recuperacion de las células tras un estrés celular realizamos un ensayo de MTT para medir la
viabilidad celular en respuesta a arsénico y cisplatino al ser tratadas las células con CGP 57380.
Las lineas estudiadas fueron MDA-MB-231 y HaCaT (Figura 24).
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Figura 24: La inhibicion de la fosforilacion de elF4E disminuye la resistencia a estrés. A) MDA-MB-231 en
condiciones normales, arsénico y cisplatino menos/mas CGP 57380. El tratamiento con CGP 57380
disminuye la proliferacion celular de forma significativa a las 96 horas. A partir de las 48 horas las células
no tratadas con el inhibidor de las Mnks 1/2 son mas resistentes al tratamiento con arsénico y cisplatino.
B) HaCaT en condiciones normales y arsénico menos/mas CGP 57380. La proliferacién celular tras el
tratamiento con CGP 57380 disminuye a las 72 horas. Tras el tratamiento con arsénico la linea parental no
tratada con el inhibidor de las Mnks es mas resistente al estrés. Significativo si * <0,05 y **< 0,01.

El tratamiento con CGP 57380 reduce la viabilidad celular en las dos lineas de estudio a
partir de las 72 horas, siendo significativa en el caso de la linea celular MDA-MB-231 a las 96
horas. Al tratar las células con arsénico y cisplatino mas CGP 57380 observamos que la inhibicidn
de la fosforilacién de elF4E disminuye la resistencia a estrés, siendo significativa a partir de las
48 horas en el caso de la linea celular MDA-MB-231. En el caso de la linea celular HaCaT
observamos que la proliferacién celular disminuye a las 72 horas al tratar las células con CGP
57380; al tratar las células con arsénico la linea parental es mds resistente y se recupera de
forma mas rapida que si inhibimos la fosforilacion de elF4E mediante CGP 57380. El hecho de
que el tratamiento con CGP 57380 disminuya la proliferacién celular a partir de las 72 horas,
hace pensar que no es un inhibidor especifico de las Mnk1/2 y a parte de inhibir la fosforilacion
de elF4E pueden verse afectada otras vias que afectarian a una disminucion de la proliferacion al
tratar las células varios dias con CGP 57380. Varios autores han descrito que dicho inhibidor
también afecta a otras proteinas, como por ejemplo la proteina CKI, envuelta en el trafico de
membranas, el procesamiento de RNAs y la progresion del ciclo celular; SGK1, importante en la
activacion de ciertos canales de sodio, potasio y cloro, juega un papel importante en la
respuesta al estrés celular entre otras (Bain, Plater et al. 2007). Por ello decidimos realizar el
mismo experimento en la linea celular MEF, fibroblastos embrionarios primarios de ratén, ya sea
en su forma salvaje (MEF WT) como la forma Mnk1/2 knock out (MEF KO), incapaz de
fosforilarse el elF4E (Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004). Mediante western blot analizamos
los niveles de pelF4E, siendo detectables en el caso de las MEF WT e indetectables en el caso de
las MEF Mnk1/2 KO (Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004). El tratamiento de las MEF WT con
CGP 57380 disminuye la fosforilacion de elF4E significativamente, pero no en de forma total
(Figura 25).
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Figura 25: Niveles de pelF4E en MEF WT y MEF KO. El tratamiento con CGP 57380 reduce los niveles de
pelF4E en las MEF WT pero no de forma tan drdstica como en el caso de las MEF KO, las cuales no
presentan niveles de pelF4E enddgeno.

Mediante el ensayo de MTT observamos una disminucién en la proliferacion de las MEF
KO a las 72 horas y una disminucién en la resistencia celular al estrés con respecto a las MEF WT,
siendo significativa a las 24 horas en el tratamiento con arsénico y a las 48 horas con el
tratamiento de cisplatino (Figura 26A), indicando que la inhibicidn de las Mnks es importante
para la resistencia a ciertos tipos de estrés, posiblemente via la inhibicion de la fosforilacidon de
elFAE.
Para acabar de corroborar dichos resultados se traté la linea celular MEF WT menos/mas CGP
(Figura 26B). En condiciones normales se observé una disminucién en la proliferacion celular a
las 72 horas, siendo esta no significativa. Al provocar estrés oxidativo (arsénico) y dafio en el
DNA (cisplatino) se observa una disminucion considerable de la resistencia al estrés en el caso
de la linea celular tratada con CGP 57380, siendo significativa a las 24 y 48 horas.
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Figura 26: La inhibicion de la fosforilacion de elF4E inhibe la recuperacion tras el tratamiento con
arsénico y cisplatino. A) En condiciones normales a las 72 horas vemos una disminucidn significativa de la
proliferacion en las MEF KO con respecto las MEF WT. Tras tratar con arsénico observamos un incremento
significativo en la viabilidad celular en las MEF WT a partir de las 24 horas, en el caso del tratamiento con
cisplatino las células MEF WT son mas resistentes, siendo significativo a partir de las 48 horas. B) El
tratamiento con CGP 57380 de las MEF WT parece no afectar a la proliferacion celular, viéndose una
disminucidn, no significativa, a las 72 horas; CGP 57380 las hace mas sensibles al tratamiento con arsénico
y cisplatino, en ambos casos significativo a partir de las 24 horas. Significativo si * <0,05, **< 0,01.
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5.1.1.5 El mutante elF4E-S209D forma unos cuerpos citoplasmdticos con elevada
afinidad hacia 4E-T

Es conocido que tanto elF4E como su proteina transportadora 4E-T colocalizan con los
marcadores de los PBs (processing bodies), reguladores importantes de la estabilidad,
degradacion y traduccion de mRNAs durante el estrés (Dostie, Lejbkowicz et al. 2000). Ha sido
descrito que el tratamiento con arsénico incrementa la fosforilacién de elF4E y es translocado a
los PBs inhibiéndose asi la traduccién cap dependiente durante la situacién de estrés. Por otro
lado elF4E también se ha descrito en GS (Granulos de estrés), indicando que puede haber una
relacion entre estos dos tipos de cuerpos citoplasmaticos (Kedersha, Stoecklin et al. 2005).
Quisimos estudiar si habia alguna diferencia en la colocalizacién del mutante S209D con
respecto el mutante S209A. Para ello realizamos inmunofluorescencias en diferentes lineas
celulares sobreexpresando estos mutantes. En condiciones normales la sobreexpresion del
mutante S209D inducia la formacidn de granulos citoplasmaticos, estos granulos colocalizaban
con 4E-T. El mutante S209A no formaba estos cuerpos citoplasmaticos en condiciones normales
(Figura 27).

Para confirmar la directa interaccidon entre elF4E y 4E-T inmunoprecipitamos, el elF4E

exdgeno con el anticuerpo anti-Myc. En condiciones normales observamos que el mutante
S209D, y no el mutante S209A, es capaz de unirse a 4E-T, sugiriendo que la fosforilacién de elF4E
incrementa la afinidad hacia 4E-T (Figura 28A). Para corroborar estos resultados y confirmar que
hay una mayor afinidad entre pelF4E/4E-T que elF4E/4E-T realizamos un estudio de la
interaccion de 4E-T con el elF4E enddgeno en la linea celular MAD-MB-231. Al realizar una
inmunoprecipitacion con el anticuerpo contra pelF4E, observamos que habia union entre pelF4E
y 4E-T. Al tratar las células con arsénico, donde previamente habiamos visto un incremento de la
fosforilacidon de elF4E, vemos que esta interaccion se incrementa. Al inhibir la fosforilacidon de
elFAE con CGP 57380 la interaccidn pelF4E/AE-T disminuye.
Para corroborar que para la formacién de este complejo es necesaria la fosforilacidon de elF4E,
realizamos el mismo experimento pero inmunoprecipitando elF4E total; observamos que tan
solo donde bajamos pelF4E hay unidn con 4E-T, indicandoos la mayor afinidad de 4E-T hacia
pelF4E. El western blot del lisado total muestra el incremento de la fosforilacién de elF4E al
tratar con arsénico, asi como su disminucion al tratar con CGP 57380 tanto en condiciones
normales como con arsénico. Observamos también un cambio en el peso molecular de 4E-T, el
cual se ve incrementado al tratar con arsénico, esto es debido a la fosforilacién de 4E-T debida a
la activacién de Jnk (Figura 28B) (Cargnello, Tcherkezian et al. 2012). Mediante estas
observaciones, podemos concluir que la fosforilacion de elFAE es importante para su unidn con
4E-T.

Para ver si estos cuerpos citoplasmaticos formados por el mutante S209D y 4E-T
correspondian a los PBs o GS formados en situaciones de estrés, tratamos la linea celular MDA-
MB-231 con arsénico, y utilizando el marcador TIA-1 para GS y DCP1A para PBs, realizamos una
inmunofluorescencia para ver la colocacidn con 4E-T(Figura 29). Se observo un incremento en la
formacion de granulos al tratar las células con arsénico tanto en el mutante S209A como en el
mutante S209D. Con ninguno de los mutantes se observd una colocalizacion de 4E-T con el
marcador de GS de TIA-1; en el caso del marcador de PBs DCP1A se observé un 100 % de
colocalizacion con el 4E-T del mutante S209A; el caso del mutante S209D la colocalizacion de 4E-
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T con DCP1A no era del 100 %, se observaba que los cuerpos de 4E-T de tamafio mds grande
colocalizaban con DCP1A, en cambio los de menor tamafio no colocalizaban con DCP1A; no se
realizé un contaje del tanto por ciento de colocalizacién. Este resultado nos correlaciona con
resultados descritos anteriormente, donde describen que 4E-T puede ser una de las proteinas
promotoras de la formacion de PBs; a partir de la fosforilacion de 4E-T debido al tratamiento
con arsénico los PBs van creciendo de tamafo e incorporando otras proteinas como factores de
degradacion como las “decapping proteins” (DCPs) (Sheth and Parker 2003; Coller and Parker
2004).

MDA-MB 231

Myc-tag Combinado + DAPI

S209A

S209D

HaCaT

S209A

$209D

Figura 27: Colocalizacién del mutante S209D en las lineas celulares MDA-MB-231 y HaCaT con 4E-T.
Inmunofluorescencia de la expresion de 4E-T enddgeno (canal rojo) y de la expresion de los dos mutantes
de elF4E marcados con el Myc-tag (canal verde) a un aumento de 60 X. El mutante S209D colocaliza en
unos cuerpos citoplasmaticos con 4E-T en las dos lineas celulares; no observandose esta colocalizacion
con el mutante S209A.
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Figura 28: Inmunoprecipitacion de elF4E y 4E-T. A) El ensayo de inmunoprecipitacién, en MDA-MB-231,
con anticuerpo anti-Myc-tag contra elF4E-S209A y elF4E-S209D demuestra una especifica interaccidn
entre elF4E-S209D y 4E-T (C: input; CB: control negativo, proteina G sefarosa; IP: inmunoprecipitacién).
B) Inmunoprecipitacion de la linea celular MDA-MB-231 con pelF4E y elF4E. A la derecha inputs
correspondientes al 10 % del lisado total. El tratamiento con arsénico incrementa la fosforilacion del elF4E
enddgeno e incrementa su interaccidn con 4E-T, el tratamiento con CGP 57380 reduce esta interaccidn
tanto en condiciones normales como al combinarlo con el tratamiento de arsénico.

5.1.1.6 El complejo pelF4E/4E-T interacciona con las proteinas HuR y Ago2

Teniendo en cuenta que tanto elF4E como 4E-T pueden formar parte de los PBs y
conociéndose que estos cuerpos citoplasmaticos son cuerpos moviles, quisimos estudiar si
algunas de las proteinas que formaban parte del complejo PBs también interaccionaban con
pelFAE/AE-T. Para ello realizamos una inmunoprecipitaciéon con el anticuerpo de Myc-tag y
comparamos el mutante S209D y el S209A. Tan solo en con el mutante S209D se observaba
unién de este con las proteinas Ago2, HuR y 4E-T (Figura 30A).

Para confirmar que es la fosforilacién del elF4E la que permite la formacion de este complejo,
realizamos una inmunoprecipitacion con Ago2 en condiciones normales, con arsénico e
inhibiendo al fosforilacion de elF4E. Observamos que el pelF4E enddgeno también se une a
Ago2 y Ago2 se une tanto a 4E-T como HuR en condiciones normales y en situaciones de estrés
oxidativo; al inhibir la fosforilacion de elF4E mediante el inhibidor CGP 57380 esta unidn es
inhibida (Figura 30B), indicando que la fosforilacion de elF4E es necesaria para que se forme el
complejo.
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S209A

S209D

Figura 29: Inmunofluorescencia en la linea celular MDA-MB-231 con la sobreexpresion de elF4E-S209A y
elF4E-S209D, de 4E-T con los marcadores de GS (TIA-1) y PBs (DCP1A). Tratamiento con NaAsO,.
Observamos el 4E-T enddgeno en el canal rojo y los marcadores de PBs y GS en el canal verde a un
aumento de 60 X. Al sobreexpresar el mutante S209D 4E-T no colocaliza con el marcador de GS TIA-1.
Observamos una colocalizacién parcial con DCP1A, marcador de PBs.
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Figura 30: Inmunoprecipitacion de 4E-T, Ago2 y HuR. En MDA-MB-231. A) Realizamos una
inmunoprecipitaciéon de los mutantes de elF4E mediante el pull down del Myc-tag; se observd que tan
solo el mutante fosfomimético interaccionaba con Ago2 y HuR (C: input; CB: control negativo, proteina G
sefarosa; IP: inmunoprecipitacion) B) Inmunoprecipitacidon anti Ago2, unién con 4E-T, HuR y pelF4E en
condiciones normales y con el tratamiento con arsénico, no se observa unién al tratar las células con el
inhibidor CGP 57380 tanto en condiciones normales como bajo el estrés producido por el arsénico.

5.1.1.7 El complejo peF4E/4E-T juega un papel importante bajo situaciones de estrés

El siguiente paso fue el estudio de la formacién del complejo pelF4E/4E-T, quisimos ver
si juega un papel importante bajo situaciones de estrés. En primer lugar estudiamos el papel que
juega 4E-T en situaciones de estrés. Para ello infectamos la linea celular MDA-MB-231,
previamente infectada de manera estable con los mutantes S209A y S209D de elF4E, con pLKP-
sh 4E-T, para inhibir la expresién enddgena e 4E-T, y como control pLKO-sh-Luc. Por western
blot comprobamos que los niveles enddgenos de 4E-T fueron inhibidos tras infectar las células
con el sh 4E-T (Figura 31A). Mediante MTT miramos la proliferacion celular, no se observé
ninguna diferencia significativa entre los mutantes y el control. Para ver el efecto de 4E-T en
situaciones de estrés realizamos un ensayo de MTT tratando las células con arsénico y
estudiamos la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas. Con el short hairpin control, tal y como
habiamos visto anteriormente observamos el incremento en la resistencia a estrés en el
mutante S209D. Al infectar las células con el sh 4E-T observamos que la recuperacién del
mutante S209D tras el estrés queda inhibida (Figura 31B), indicando que posiblemente la union
pelF4E/AE-T sea necesaria para que la célula pueda recuperarse tras un estrés.

Para confirmar la importancia de la unién de pelF4E/4E-T en situaciones de estrés,
utilizamos dos mutantes de elF4E diferentes, el elF4E W73A, incapaz de unirse a elF4G, 4E-BPs y
4E-T, y el doble mutante elF4E W73A/S209D, incapaz de unirse a elF4G, 4E-BPs y 4E-T y
fosfomimético (S209D). Al realizar el ensayo de MTT tras el tratamiento con estrés observamos
que los dos mutantes tienen una recuperacién similar que el control (Figura 32) indicando que
es tanto necesaria la fosforilaciéon de elF4E como su unién a 4E-T para que se pueda dar una
recuperacion frente a una situacién de estrés celular.
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Por otro lado, utilizando un mutante de 4E-T incapaz de unirse a elF4E, 4E-T Y30A, y
sobreexpresando el 4E-T WT, observamos que no hay un incremento en la resistencia celular
(Figura 33). Esto nos indica que la sobreexpresion de 4E-T por si sola no incrementa la
recuperacion frente a estrés y que es necesaria la uniéon de 4E-T a pelF4E para que haya una

recuperacion celular tras ciertas situaciones de estrés.
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Figura 31: La inhibicion de 4E-T enddgeno disminuye la capacidad de S209D de recuperarse tras un
estrés celular. A) Western blot de 4E-T en los mutantes de elF4E con el sh 4E-T. Observamos una
inhibicidon elevada de la expresién enddégena de 4E-T en el control GFP y el mutante S209D, con el
mutante S209A la inhibicion de 4E-T no resulta tan elevada. B) No observamos diferencias en la
proliferacion celular entre los diferentes mutantes de elF4E y el control al inhibir la expresion del 4E-T
enddgeno. La inhibicion de 4E-T disminuye la capacidad del mutante S209D de recuperarse tras el

tratamiento con arsénico. Significativo si *<0,05 y **<0,01.
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Figura 32: Es necesaria la union de elF4E a 4E-T y que elF4E esté fosforilado para que se dé la
recuperacion tras el estrés celular. El mutante de elF4E incapaz de unirse a 4E-T inhibe la recuperacién
tras el tratamiento con arsénico. El doble mutante incapaz de unirse a 4E-T y fosfomimético también
inhibe la recuperacion tras el estrés.

Proliferacion NaAsOz2
& 600 o —+—Control 120 4
§ 500 —=—4E-TWT A 5 100 |
§ 400 S &0
&8 B
“q:'-, 300 g 60 -
2 200 E 40
= 100 = 20
(o] : T . v . 04 . - — — o =
o 24 48 72 96 ] 90 min 24 48 72 96
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 33: 4E-T por si solo no permite la recuperacion celular tras el tratamiento con arsénico. Tanto la
sobreexpresion de 4E-T como de su mutante incapaz de unirse a elF4E no favorecen la recuperacidn

celular tras el tratamiento con arsénico.

5.1.1.8 Ago2 y HuR juegan un papel importante junto al complejo pelF4E/4E-T en la
recuperacion celular

Para saber si las proteinas Ago2 y HuR, las cuales inmunoprecipitan con el mutante
S209D y con 4E-T juegan un papel importante en la recuperacién celular tras el tratamiento con
arsénico, inhibimos sus niveles enddgenos de expresién en los dos mutantes y tratamos las
células con arsénico (Figura 34). Observamos que tanto al inhibir Ago2 como HuR, el mutante
S209D era incapaz de recuperarse tras el tratamiento con arsénico, indicandonos que estas dos
proteinas que forman parte del complejo pelF4E/4E-T, son importantes para la recuperacion

tras un estrés celular.
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Figura 34: La inhibicion de Ago2 y HuR evita la recuperacion celular del mutante S209D tras el
tratamiento con arsénico. Mediante el ensayo de MTT observamos que la proliferacién de la linea celular
MDA-MD-231 al utilizar un siRNA control no se ve afectada en ninguno de los mutantes de elF4E ni en su
control GFP. Al inhibir Ago2 y HUR mediante su siRNA no se observa una recuperacién del mutante S209D
tras el tratamiento con arsénico. Significativo si **<0,01 y ***<0,001.

5.1.1.9 El mutante S209D de elF4E media la sintesis proteica de ciertas proteinas tras el
estrés.

elFAE es un factor limitante de la regulacion de ciertos mRNAs. Viendo la recuperacién
tras el estrés en las células infectadas con el mutante S209D, quisimos ver si este mutante
favorecia un aumento en la sintesis proteica. Para ello realizamos un perfil polisémico de los dos
mutantes y el control en la linea celular MDA-MB-231. Al realizar el perfil polisémico medimos la
cantidad de mRNA unida a ribosomas, esto nos indica los niveles de traduccién en cada una de
las condiciones. En condiciones normales, los dos mutantes y el control tienen un perfil
polisémico parecido, indicandonos una similitud en los niveles de traduccién, no se ve un
incremento de la traduccion global al sobreexpresar los mutantes de elF4E. Dos horas tras el
tratamiento con arsénico observamos un incremento en el pico 80 S, siendo mas elevado en el
mutante S209D, indicando una rdpida parada de la sintesis proteica. Doce horas después del
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tratamiento con arsénicos, el pico correspondiente al 80 S en las células que expresan el
mutante S209D se mantiene, por el contrario se observa un incremento en el caso del mutante
S209A y GFP en comparacion con el mutante S209D (Figura 35A). Estos resultados pueden
indicar que las células que expresan el mutante S209D de elF4E son capaces de parar la sintesis
proteica global, de forma moderada, posiblemente permitiendo la traduccidon de ciertas
proteinas capaces de permitir la recuperacion tras una situacion de estrés.

Mediante el ensayo m7 GTP pull-down observamos, tanto en la linea celular HaCaT
como en la MDA-MB-231, una mayor recuperacion de la unién del cap-mRNA con elF4E tras el
tratamiento con arsénico en las células que expresaban el mutante S209D de elF4E (Figura 35B).
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Figura 35: elFE-S209D inhibe rapidamente la sintesis proteica tras el tratamiento con arsénico. A)
Anadlisis polisdmico, por triplicado, de la linea celular MDA-MB-231 muestra que el mutante S209D, pero
no el S209A o GFP, induce un incremento en el pico 80 S a las dos horas del tratamiento con arsénico.
Doce horas después del tratamiento el pico 80 S en el mutante S209D se ve mantenido, y mas
incrementado en el mutante S209A y GFP. B) Ensayo m7-GTP pull down en condiciones normales y dos
horas tras el tratamiento con arsénico indica que el mutante S209D se asocia con el cap-mRNA y elF4G.

Para validar si la fosforilacion de elF4E media la sintesis de ciertas proteinas bajo
situaciones de estrés, realizamos un estudio de ciertas proteinas por western blot en
condiciones normales y 2 horas después del tratamiento con arsénico. La sobreexpresion del
mutante S209D, pero no del S209A o el control GFP, causa un incremento en el nivel de ciertas
proteinas dos horas después del tratamiento con arsénico. Algunas de las proteinas estan
implicadas en la resistencia a apoptosis, Mcl-1, o en la progresidn del ciclo celular, Ciclina D1; 4E-
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T, HUR y Ago2, que formarian parte del complejo, también se ven incrementadas. Otras
proteinas como YB-1 o Mnk1 ven disminuidos sus niveles en comparacion con el control GFP o el
mutante S209A después de dos horas del tratamiento con arsénico (Figura 36A). Esto podria
indicar una traduccién selectiva de ciertas proteinas implicadas en la proliferacion celular y la
apoptosis. Para excluir la posibilidad de que el mutante S209D incrementa los niveles proteicos
de ciertas proteinas de forma transcripcional, las células fueron tratadas con actinomicina D
(inhibidor de la transcripcion) durante 6 horas mientras se realizaba el tratamiento con arsénico
y la recuperacion. El mutante S209D previene la perdida de los niveles proteicos de Ciclina D,
Mcl-1 y HuR (Figura 36B), sugiriendo una regulacion post-transcripcional. Para asegurarnos que
este aumento de ciertas proteinas, a las dos horas después del estrés del mutante S209D con
respecto al S209A o el control, no es debido a una estabilidad de los niveles iniciales de las
proteinas, tratamos con ciclohexamida, la cual inhibe la sintesis proteica. Observamos que los
niveles de Ciclina D1 y Mcl-1 no se veian incrementados después del tratamiento con estrés
(Figura 36C), esto nos indica que no hay una estabilizacién proteica, sino que hay un aumento en
la sintesis proteica de estas proteinas o no se produce el bloqueo de su sintesis.
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Figura 36: Se observa un incremento de la sintesis proteica en células que sobreexpresan el mutante
$209D. A) Mediante western blot se observa un incremento de los niveles proteicos de Ago2, Ciclina D1,
Mcl-1, HuR y 4E-T, en el mutante S209D a las dos horas tras el tratamiento con arsénico, por el contrario
hay una disminucidn en los niveles de Mnk1 y YB-1. B) Tratamiento con actinomicina D durante 6 horas en
condiciones normales y dos horas después del tratamiento con arsénico, se observa una ventaja selectiva
del mutante S209D en mantener los niveles proteicos de Ciclina D1, Mcl-1 y HuR tras el tratamiento con
arsénico. C) El tratamiento con ciclohexamida tras el tratamiento con arsénico muestra que los niveles de
proteina de Cilcina D1 y Mcl-1 estdn sujetos a regulacion post-transcripcional.

Para acabar de validar estos datos, realizamos un analisis mediante Q-PCR (Reaccidn en
cadena de la polimerasa cuantitativa) del mRNA extraido de las fracciones polisdmicas antes y
después del tratamiento de estrés. Realizamos el estudio de los niveles de RNA de Ciclina D1y
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de Mcl-1, los cuales habiamos visto aumentado a nivel proteico con el mutante S209D después
de dos horas del estrés con arsénico. Tanto en los niveles de Ciclina D1 como de Mcl-1
observamos que hay un aumento de mRNA en la fraccién polisomal, con respecto al control GFP
en condiciones normales, en el caso del mutante S209D tras la recuperacién después del estrés

celular (Figura 37).
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Figura 37: Q-PCR del mRNA de Ciclina D1 y Mcl-1 de la fraccion polisomal. Analisis por Q-PCR del RNA
polisomal, indica que el mutante S209D permite un incremento de la traduccion de Ciclina D1 y Mcl-1 tras
la recuperacion después del estrés producido por el arsénico. La Q-PCR de la Ciclina D1 ha sido realizada
por triplicado, obteniendo unos resultados significativos. La Q-PCR de Mcl-1 ha sido reproducida tan solo

una vez.

5.2 Estudio in vitro de la funcion de eIF4E-Transporter (4E-T)

Poco es conocido de la funcién del trasportador de elF4E (4E-T). Tras observar una
correlacién positiva en la serie clinica de tumores de mama estudiada con N-cadherina (ver
apartado 5.4 4E-T en cdncer de mama), decidimos realizar un estudio in vitro del efecto de 4E-T
tanto en células tumorales como en células normales inmortalizadas.

Primeramente miramos los niveles de expresién de 4E-T en cada una de las lineas celulares de
estudio, MDA-MB-231, MDA-MB-468, HaCaT y MCF10A (Figura 38). Los niveles mas elevados los
encontramos en la linea celular tumoral MDA-MB-468 y en la linea celular de queratinocitos
inmortalizados HaCaT. En las lineas celulares de mama altos niveles de 4E-T se expresaban en las
lineas mas tumorigénicas (MDA-MB-231 y MDA-MB-468), encontrando niveles mas reducidos en

la linea celular MCF10A, linea no tumorigénica.

Figura 38: Niveles basales de 4E-T en las diferentes lineas celulares.
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Para poder estudiar su efecto infectamos las diferentes lineas celulares con retrovirus

gue sobreexpresaban la forma wild type (WT) de 4E-T, asi como su mutante 4E-T Y30A (incapaz
de unirse a elF4E) y su control de transfeccién con el vector vacio. Para ver el efecto de la
inhibicion de 4E-T utilizamos dos short hairpin de 4E-T (sh 4E-T) y como control el vector de
transfeccion vacio.
Tras infectar las lineas celulares con 4E-T, 4E-T Y30A y sh 4E-T corroboramos por western blot la
sobreexpresién y la inhibicién de 4E-T en las cuatro lineas celulares. También se miraron los
niveles de N-cadherina que correlacionaban positivamente con 4E-T en la serie clinica de mama
estudiada (Figura 39). En las cuatro lineas celulares se observa un incremento de los niveles de
4E-T al sobreexpresar el mutante de 4E-T Y30A y su forma WT con respecto a los niveles
enddgenos de la linea parental. La inhibicidn mediante los dos sh 4E-T se observa de forma clara
en la linea celular MDA-MB-231, siendo mas efectivo el sh 4E-T #2; en el caso de la linea celular
HaCaT el sh 4E-T#1 no parece afectar a los niveles enddgenos de 4E-T, con el sh 4E-T#2 si vemos
una disminucion de los niveles endégenos de 4E-T. En el caso de la linea celular MDA-MB-468 no
fue posible la infeccidn con los sh 4E-T, las células no sobrevivian tras inhibir 4E-T. Observamos
qgue en las lineas celulares MDA-MB-468, HaCaT y MCF10A al sobreexpresar 4E-T, tanto su forma
mutante como su forma wild type, hay un incremento de los niveles basales de N-cadherina. En
la linea celular MDA-MB-231 no podemos detectar los niveles de N-cadherina ya que tienen el
promotor metilado y no la expresan.
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Figura 39: La sobreexpresion de 4E-T incrementa los niveles de N-cadherina. En las cuatro lineas
celulares se observa un incremento en la expresion de 4E-T al sobreexpresar su forma WT y su mutante
4E-T Y30A. En MDA-MB-231 observamos la inhibiciéon de 4E-T con los dos sh 4E-T de estudio, siendo mas
eficiente el sh 4E-T#2, en el caso de la linea celular HaCaT tan solo el sh 4E-T #2 inhibe la expresidn
enddgena de 4E-T. La sobreexpresion de 4E-T incrementa los niveles endégenos de N-cadherina de MDA-
MB-468, HaCaT y MCF10A.

-94 -



Debido a que el incremento de N-cadherina esta correlacionado con la transicién
epitelio-mesénquima (EMT) decidimos realizar un estudio de diferentes proteinas implicadas en
este proceso, entre ellas analizamos los niveles de Slug, Twist y Snail, marcadores
mesenquimales, y de E-cadherina y B-catenina, marcadores epiteliales. (Figura 40). Observamos
una disminucion de los niveles de E-cadherina en la linea celular MDA-MB-468, lo cual
corresponde con articulos publicados anteriormente donde describen el switch entre N-
cadherina y E-cadherina (Hazan, Qiao et al. 2004), confiriendo mas capacidad migratoria e
invasora (Buendia, Penafiel-Verdu et al. 2013; Breier, Grosser et al. 2014). El switch visto entre
E-cadherina y N-cadherina se ha descrito que estd implicado en la transicion epitelio
mesénquima (Leopold, Vincent et al. 2012). Con respecto a los otros marcadores de EMT
observamos que no habia ninguna correlacién al sobreexpresar 4E-T con factores
mesenquimales como Slug, Twist o Snail en las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 y
HaCaT, y estos factores no se veian downregulados con el sh 4E-T en MDA-MB-231 y HaCaT,; los
niveles de los diferentes marcadores de EMT estudiados variaban segun linea celular al
sobreexpresar o downregular 4E-T. Por otro lado, B-catenina, un marcador epitelial, no veia
modificada su expresidon ni con la sobreexpresion de 4E-T Y30A, ni 4E-T WT ni con el sh 4E-T#2
(Figura 40). Estos resultados nos indicarian que el incremento de N-cadherina no esta
correlacionado con el proceso de EMT.
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Figura 40: Los marcadores de EMT Slug, Twist y Snail no se ven aumentados por la sobreexpresion de
4E-T. En la linea celular MDA-MB-231 se observa un incremento de Slug tanto al sobreexpresar como al
inhibir 4E-T, por el contrario Twist se encuentra downregulado; no se observa variacion en el caso de
Snail; en el caso de la B-catenina no se ven afectados sus niveles. En MDA-MB-468 se observa una
downregulacién de Slug al sobreexpresar 4E-T, en cambio Twist incrementa al sobreexpresar 4E-T; Snail
no se ve afectado; B-catenina mantiene los mismos niveles de expresion y E-cadherina se ve disminuida al
sobreexpresar WT 4E-T. En la linea celular HaCaT observamos una downregulacién de Twist y Snail tanto
al sobreexpresar 4E-T como al inhibirlo; los niveles de B-catenina y E-cadherina no se ven modificados en
ninguna de las condiciones.

El incremento de N-cadherina se ha descrito que resulta en un incremento de la
migracion y la invasién celular, esto puede ser producido por la interaccién de N-cadherina con
FGF (Factor de crecimiento de fibroblastos), dicha interaccidon incrementa la actividad de
metaloproteinasas que degradan la matriz extracelular y permite la invasidén a otros tejidos
(Gradl, Kuhl et al. 1999; Hulit, Suyama et al. 2007). Para estudiar si el aumento de N-cadherina al
sobreexpresar 4E-T puede estar relacionado con un incremento de la invasién celular via un
incremento de las metaloproteinasas, realizamos un western blot de las diferentes lineas
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celulares para observar los niveles de MMP9 y MMP3 (Figura 41). Observamos que hay una
correlacién positiva entre 4E-T y MMP9, viéndose un aumento significativo al sobreexpresar 4E-
Ty una disminucion al inhibir 4E-T en el caso de las lineas celulares MDA-MB-231 y HaCaT. En el
caso de la MMP3 esta correlacidn se observa en las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468
y MCF10A, en el caso de la linea celular HaCaT no se observa diferencia ni al sobreexpresar ni al
inhibir 4E-T.
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Figura 41: La sobreexpresion de 4E-T incrementa los niveles de MMP9 y MMP3. En las cuatro lineas
celulares de estudio se observa un incremento de MMP9 al sobreexpresar 4E-T, viéndose reducido al
inhibir 4E-T en las lineas celulares MDA-MB-231 y HaCaT. MMP3 se ve incrementado al sobreexpresar 4E-
T en MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF10A; en el caso de la linea celular HaCaT no se ven diferencias ni
al sobreexpresar ni al inhibir 4E-T con respecto al control. Lisados de las lineas celulares MDA-MB-231,
MDA-MB-468 y HaCaT correspondientes al mismo western blot de la figura 39.

Para ver si su sobreexpresién u inhibicion tenia algin efecto en la proliferacién celular,
realizamos ensayos de MTT en condiciones normales, realizando una lectura a las 24, 48 y 72
horas (Figura 42). No se observd ninguna diferencia significativa al sobreexpresar 4E-T o con el
mutante que no se une a elF4E (4E-T Y30A) o al inhibir la expresion de 4E-T con el sh 4E-T con
respecto al control.

5.2.1 La sobreexpresion de 4E-T incrementa la migracion y la invasion celular

Al haber una correlacién positiva en la serie clinica entre N-cadherina y 4E-T, asi como
con otros factores implicados en el aumento de la capacidad invasora o migratoria, como YB-1,
(ver capitulo 5.4 4E-T en cdncer de mama) nos preguntamos qué papel juega 4E-T en este
proceso. Para ello realizamos diferentes estudios de migracion e invasion.

Primeramente comparamos la sobreexpresién de 4E-T con respecto a su control en las cuatro
lineas celulares. El analisis de la migracién fue realizado mediante el ensayo de cierre de
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“herida” (wound healing assay). Inhibiendo la proliferacion con mitomicina C se analizé la
capacidad migratoria de las células a las 24 horas. En las cuatro lineas celulares de estudio se
observé un incremento significativo de la migracién al sobreexpresar el 4E-T, siendo mads
significativa en el caso de las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468, lineas tumorales de
mama; y con una significancia menor en el caso de las lineas HaCaT y MCF10A, lineas celulares
normales inmortalizadas (Figura 43A). El avance de la migracién celular fue observado mediante
un microscopio tomando fotos a las 0 y 24 horas y calculando el avance de la migracion con
respecto a su control a las 0 horas. Visualmente se observa el avance de la migraciéon en todos
los casos a las 24 horas (Figura 43B).
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Figura 42: Ensayo de proliferacion celular mediante MTT del mutante de 4E-T Y30A, 4E-T WT y sh 4E-T.
No revela una diferencia significante entre la sobreexpresién de 4E-T, el mutante 4E-T Y30A, el sh 4E-T y el
control en ninguna de las cuatro lineas de estudio.

Para confirmar que realmente con el tratamiento con mitomicina C no hubiese
proliferacién celular y, por lo tanto, los resultados obtenidos en el ensayo de cierre de la
“herida” fuesen debido a migracion celular y no a proliferacion, realizamos un MTT para ver si
habia una parada de la proliferacidn celular durante las 24 horas del experimento de migracién
(Figura 44). Observamos que en las cuatro lineas celulares de estudio al tratar con mitomicina C
habia una inhibicién de la proliferacion celular.

Para realizar el andlisis de invasion se utilizaron camaras de Boyden cubiertas con
matrigel, a las 24 horas de la siembra de las células fueron contadas el numero de células
invasivas mediante un microscopio de florescencia tras su tincion con Hoetch. Se realizé la
media de cuatro campos en cada uno de los casos. La sobreexpresién de 4E-T confiere mas
capacidad invasiva que respecto al control, siendo estd mas significativa que en el caso de la
migracion (Figura 45). En lineas celulares como HaCaT o MCF10A, en las cuales en condiciones
normales no se observa invasion, al sobreexpresar 4E-T las células se volvian mas invasivas.
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Figura 43: La sobreexpresion de 4E-T confiere mas capacidad migratoria. A) Analisis de la media de tres

ensayos de migracion de la sobreexpresidon de 4E-T con respecto al control en las cuatro lineas celulares,

la sobreexpresién de 4E-T incrementa la invasidn celular en las cuatro lineas de estudio. B) Imagen
capturada del proceso de migracion a las 0 y 24 horas en las lineas celulares MDA-MB-468 y HaCaT.
Significativo si * <0,05 y **< 0,01.
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Figura 44: MTT a las 24 horas con mitomicina C. Se observa una parada de la proliferacion a las 24 horas

después del tratamiento con mitomicina C.
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Para confirmar que la sobreexpresiéon de 4E-T confiere un aumento en la capacidad
invasiva y migratoria, se realizd el mismo ensayo con un short hairpin para inhibir la expresion
de 4E-T. En el caso del ensayo de migracién se observd una disminucion en la migracion tan solo
siendo significativa en el caso de las MCF10A y no en el caso de las lineas celulares MDA-MB-231
y HaCaT (Figura 46A). No se obtuvieron resultados con la linea celular MDA-MB-468 ya que no
pudo ser infectada con el sh 4E-T. En el ensayo de invasion la inhibicién del 4E-T enddgeno se ve
reflejada con una disminucidn en la capacidad invasiva de las células, siendo esta significativa en
las tres lineas celulares de estudio (Figura 46B).
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Figura 45: La sobreexpresion de 4E-T confiere mas capacidad invasiva. Andlisis del ensayo de invasién en
las cuatro lineas celulares de estudio. La sobreexpresion de 4E-T incrementa la capacidad invasiva de las
cuatro lineas celulares de estudio. Significativo si **< 0,01 y ***<0,001.
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Figura 46: La inhibicion del 4E-T enddégeno disminuye la capacidad migratoria e invasiva de las células.
A) Ensayo de migracion, reduccién de la migracién con el sh 4E-T no significativo en el caso de MDA-MB-
231 y HaCaT vy significativo en el caso de las MCF10A. B) Ensayo de invasién, reduccién de la capacidad
invasiva al inhibir 4E-T en las tres lineas celulares mediante el sh 4E-T. Significativo si * <0,05, **< 0,01y
**%<0,001.

5.2.2 Se requiere la union 4E-T /eIF4E para que se produzca un incremento en
invasion y migracion

Como hemos comentado anteriormente la union elF4E/4E-T es conocida, estando
publicado hasta el momento la funcién de 4E-T de transportar elF4E a nucleo y su unién en los
PBs. Es conocida la implicacion de la sobreexpresion de elF4E en el incremento de la migraciény
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la invasion celular (Zimmer, DeBenedetti et al. 2000; Li, Fan et al. 2012) asi como que su
downregulacion disminuye la migracién y la invasién (Zhou, Yan et al.). Por ello quisimos
comprobar si esta unidn era necesaria para la capacidad invasiva y migratoria de 4E-T.

Para ello utilizamos el mutante 4E-T Y30A incapaz de unirse a elF4E. La sobreexpresién de dicho
mutante no incrementa la capacidad migratoria en ninguna de las cuatro lineas celulares de
estudio (Figura 47A), se ve una tendencia a la disminucién de la migracion siendo esta no
significativa. En el caso de la invasion la sobreexpresiéon de 4E-T Y30A no incrementa la
capacidad invasiva (Figura 47A); se observa también una reduccion en la invasion de las cuatro
lineas celulares, siendo significativa en el caso de la linea celular MDA-MB-231 y las HaCaT. Estos
resultados nos confirman que la union 4E-T/elF4E probablemente es necesaria para que se dé
un incremento de la migracidn e invasidn al sobreexpresar 4E-T.
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Figura 47: La unidn de 4E-T y elF4E es necesaria para el incremento en migracidn e invasion debido a 4E-
T. A) Ensayo de migracion, la sobreexpresion del mutante Y30A no incrementa la capacidad migratoria en
ninguna de las cuatro lineas de estudio. B) Ensayo de invasion, la sobreexpresion del mutante Y30A 4E-T
no incrementa la capacidad invasiva, en el caso de las MDA-MB 231 y HaCaT hay una disminucion
significativa en la capacidad invasiva con respecto al control. Significativo si * <0,05, **< 0,01 y ***<0,001.

5.2.3 elF4E tiene que estar fosforilado en el complejo elF4E/4E-T para que se
produzca un aumento en la capacidad migratoria e invasiva de la célula.

En la primera parte de nuestro estudio observamos que la fosforilacion de elF4E
incrementa la afinidad de dicha proteina hacia 4E-T. Tras observar que es necesaria la unidn de
4E-T a elF4E para que haya un incremento en la migracién y la invasién celular al sobreexpresar
4E-T, quisimos mirar si era necesario que elF4E estuviese fosforilado. Para ello utilizamos el
inhibidor CGP 57380, el cual impide la fosforilacion de elF4E por inhibicién de las Mnks. En el
ensayo de migraciéon (Figura 48A) observamos que al tratar las células control con CGP 57380
hay una disminucién significativa de la migracion en el caso de la linea celular HaCaT, siguiendo
una tendencia en las lineas celulares MDA-MB-468 y MCF10A, siendo esta disminucién no
significativa. En el caso de la linea celular MDA-MB-231 no vemos esta reduccién en la migracion
celular al tratar con CGP 57380. Al sobreexpresar 4E-T, en las cuatro lineas celulares vemos una
reduccion significativa al tratar con el inhibidor, se inhibe completamente el incremento de
migracion producido al sobreexpresar 4E-T. En el caso del ensayo de invasion (Figura 48B) al
tratar las diferentes lineas celulares control con el inhibidor de Mnks, observamos una
disminucién significativa de la invasiéon en el caso de las MDA-MB-231, HaCaT y MCF10A,
siguiendo la misma tendencia en las MDA-MB-468 siendo dicha reduccién no significativa. La
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sobreexpresion de 4E-T mas CGP 57380 disminuye la invasidn significativamente comparado con
la sobreexpresion sola de 4E-T, en las cuatro lineas celulares de estudio. Estos resultados nos
indican que, aparte de ser necesaria la unién de 4E-T con elFAE para que se dé un incremento en
la migracion e invasion celular, es necesario que elF4E esté fosforilado.
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Figura 48: La fosforilacién de elF4E es necesaria para que la unién 4E-T/elF4E incremente la migracion y
la invasion celular. A) Ensayo de migracién celular, disminucidn significativa en HaCaT al tratar las células
control con CGP 57380, tendencia en la disminucién de la migracién (no significativa) en el caso de las
MDA-MB-468 y MCF10A, MDA-MB-231 no se ve afectada al tratar las células con CGP 57380. El
tratamiento con CGP 57380 en las lineas que sobreexpresan 4E-T reduce significativamente la migracion
en las cuatro lineas de estudio. B) Ensayo de invasion, disminucion significativa de la invasion al tratar las
células control con CGP 57380, exceptuando en la linea celular MDA-MB-468, donde hay una tendencia a
la diminucién pero no es significativa. El tratamiento con CGP 57380 en las lineas que sobreexpresan 4E-T
reduce significativamente la invasidn. Significativo si * <0,05, **< 0,01 y ***<0,001.

5.3 pelF4E en cancer de mama

Para poder estudiar la expresién de pelF4E en cancer de mama y ver su correlacion con
otros factores de senalizacion y diferentes caracteristicas clinicas, se seleccionaron 77 tumores
de mama de pacientes y se realizé un analisis por inmunohistoquimica y por western blot. Las
caracteristicas de cada uno de los tumores la encontramos en la tabla 8.

En la serie de carcinomas escogidos encontramos un 74 % correspondia a pacientes
mayores de 50 afios; un 83.1 % y un 74 % de receptores de estréogeno (RE) y progesterona (RP)
positivo respectivamente, estos receptores contribuyen en la regulacidon de la proliferaciéon y
diferenciacion celular; un 26 % de HER2/neu positivo, protooncogen que codifica un receptor de
la tirosina quinasa transmembrana (ERB2), esta asociado a un peor prondstico; asi como un 64.9
% con una expresion de Ki67 inferior al 14 %, marcador nuclear de proliferacién celular, es un
marcador prondstico y predictivo de respuesta al tratamiento en cancer de mama, altos niveles
de Ki67 se asocian a un peor prondstico.
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Caracteristicas clinico-patoldgicas en la serie de tumores de mama

Tamaiio del tumor, cm

Edad del paciente, afios

Grado histoldgico

Receptores de estrégeno

Receptores de progesterona

Her-2/neu

Subtipo intrinseco
(St Gallen 2013)

Ki67

Metastasis Ganglionar

pT1l
pT2
pT3
Desconocido

<49
>50

| (bien diferenciado)

Il (moderado o parcialmente diferenciado)
Il (poco diferenciado)

Desconocido

Positivo
Negativo
Desconocido

Positivo
Negativo
Desconocido

Positivo
Negativo
Desconocido

Luminal A

Luminal B1 (Her2 negativo)
Luminal B2 (Her2 positivo)
HER2 positivo (no-luminal)
Triple negativo
Desconocido

<14%
>14 %
Desconocido

pNO
pN1
pN2
pN3
Desconocido

23 (29.9 %)
30 (39 %)
16 (20,8 %)
8 (10,4 %)

20 (26 %)
57 (74 %)

7(9,1 %)
39 (50,6 %)
28 (36,4 %)

3(3,9%)

64 (83,1 %)
10 (13 %)
31(21.7 %)

57 (74 %)
17 (22,1 %)
3(2,31%)

20 (26 %)
55 (71,4 %)
2 (1,54 %)

25 (32,5 %)
22 (28,6 %)
15 (19,5 %)
2(2,6 %)
10 (13 %)
3(2,31%)

50 (64,9 %)
18 (23,4 %)
9 (6,93%)

37 (48,1 %)

19 (24,7 %)

13 (16,9 %)
4 (5,2 %)
4 (5,2 %)

Tabla 8: Caracteristicas de la serie de tumores de mama analizados.

En el caso de elF4E dividimos el analisis de su expresion en elF4E total, pelF4E
citoplasmatico y pelF4E nuclear. Observamos que hay una correlacién negativa de pelF4E
citoplasmatico con la edad del paciente (p=0,037). Una correlacién positiva de la forma
fosforilada de elF4E localizada en citoplasma y en nucleo, y de la forma total de elF4E localizada
en citoplasma, con el tamafio del tumor (p=0,019; p=0,000; p=0,037 respectivamente); y por
ultimo, una correlacidn positiva de pelF4E nuclear con Ki67 (p=0,016). En la serie de estudio no
se observo correlacion entre elFAE y metdstasis ganglionar, expresiéon de Her2, grado del tumor,
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receptores de estrogeno, receptores de progesterona y metastasis ganglionar (Tabla 9). Se ha de
tener en cuenta que la mayoria de los tumores de estudio son Her2 negativo, un 48.1 % de los
casos no presentaban metdstasis ganglionar y la mayoria tienen niveles de expresién de Ki67
bajos. La serie de estudio constaba tan solo de 77 tumores de mama analizados, la mayoria
triple negativo. Encontramos poca variedad en el nimero y tipo de tumor; para un andlisis mas
detallado de la correlaciéon de elFA4E con estos factores seria necesario ampliar la serie de

estudio.
pelF4E elF4E Total
Citoplasmaético pelF4E Nuclear Citoplasmaético
Spearman's  GRADO Coeficiente de 0,009 0,018 0,069
rho correlacion
Sig. (2-tailed) 0,946 0,885 0,568
EDAD Coeficiente de -0,260 -0,240 -0,013
correlacion
Sig. (2-tailed) 0,037 0,054 0,911
TAMARO Coeficiente de 0,302" 0,476~ 0,257
correlacion
Sig. (2-tailed) 0,019 0,000 0,037
HER2 Coeficiente de -0,113 0,061 -0,059
correlacion
Sig. (2-tailed) 0,370 0,630 0,621
RE Coeficiente de 0,027 0,137 0,037
correlacion
Sig. (2-tailed) 0,831 0,278 0,760
RP Coeficiente de 0,100 0,116 0,203
correlacion
Sig. (2-tailed) 0,428 0,357 0,089
Ki67 Coeficiente de 0,205 0,313 -0,231
correlacion
Sig. (2-tailed) 0,119 0,016 0,062
Metéastasis  Coeficiente de -0,081 -0,115 -0,076
ganglionar  correlacion
Sig. (2-tailed) 0,533 0,373 0,536

Tabla 9: Test de coeficiente de correlacion de Spearman de elF4E total y fosforilado (nuclear y
citoplasmatico) con diferentes caracteristicas clinico-patolégicas. Observamos una correlaciéon negativa
de pelF4E citoplasmatico con la edad del paciente, una correlacidn positiva tanto de pelF4E nuclear como
citoplasmatico, como de elF4E total citoplasmatico con el tamafio del tumor y una correlacion positiva de
pelFAE nuclear con Ki67. No se encuentra ninguna correlacion e elF4E con HER2, RE, RP, grado del tumory
metdstasis ganglionar. Significativo si p<0,05. Test de coeficiente de correlacién de Spearman.

Se realizé un estudio de la expresion de los factores pelF4E, 4E-T, HuR y Ago2, de los
cuales vimos su importancia in vitro en situaciones de estrés celular, mediante
inmunohistoquimica; su sobreexpresion se definié con un Hscore donde el punto de corte era
de 100 (positivos con un Hscore superior a 100 y negativos cuando es inferior a 100), en la tabla
10 se muestra el tanto por ciento encontrado de cada una de las proteinas en la serie de
tumores. Observamos unos elevados niveles de expresion de elF4E en un 79 % de los tumores
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de estudio; en el caso de la fosforilacidon de elF4E observamos que los niveles mds elevados se
encuentran en el citoplasma, habiendo un 70 % de los tumores con expresién elevada de pelF4E
citoplasmatico; por el contrario, la mayoria de los tumores presentan niveles de pelF4E nuclear
bajos, tan solo un 8 % de la serie contienen altos niveles. En el caso de HuR el 100 % de los
tumores presentan niveles elevados. Un 83 % de los tumores presentan niveles elevados de
Ago2 y el 53 % de los tumores presentan niveles elevados de 4E-T. Observamos que las cuatro
proteinas localizadas en el complejo estudiado in vitro (Ago2, HuR, pelF4E y 4E-T) se expresan
de forma elevada en la serie de tumores de mama analizada.

Mediante el andlisis inmunohistoquimico se observd una correlacidén negativa de pelF4E
nuclear con HuR (p=0,020) y 4E-T (p=0,001) (Test de coeficiente de correlaciéon de Spearman)
(Tabla 11 y Figura 49) No se encontrd ninguna correlacion en el caso del pelF4E citoplasmatico o
elF4E total.

Numero de casos positivos %

elF4E 79 %

pelF4E citoplasmatico 70 %
pelF4E nuclear 8%

HuR 100 %

Ago2 83 %

4E-T 53 %

Tabla 10: Niveles de expresion de marcadores analizados en la serie clinica de 77 tumores de mama.

pelF4E pelF4E elF4E T
Citoplasmaético Nuclear Citoplasmaético
Hscore Hscore Hscore
Spearman's  4E-T Hscore  Coeficiente de 0,014 -0,393" -0,011
rho correlacion
Sig. (2-tailed) 0,914 0,001 0,924
Ago2 Hscore Coeficiente de 0,064 -0,114 0,228
correlacion
Sig. (2-tailed) 0,612 0,364 0,054
HuR Hscore  Coeficiente de 0,078 0,288 0,188
correlacion
Sig. (2-tailed) 0,538 0,020 0,111

Tabla 11: Test de coeficiente de correlacion de Spearman de elF4E total y fosforilado (nuclear y
citoplasmatico) con 4E-T, Ago2 y HuR. Se observd una correlacion negativa de los niveles de pelF4E
nuclear con 4E-T y HuR. Significativo si p<0,05. Test de coeficiente de correlacién de Spearman.
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Tumor 73

pelF4E nuclear

pelF4E nuclear

Figura 49: Inmunohistoquimica de 4E-T, pelF4E nuclear y HuR. A) Inmunohistoquimica de la expresion de
pelF4E nuclear y HuR, correlacion negativa en su expresion. B) Inmunohistoquimica de la expresion de

peFI4E nuclear y 4E-T, correlacion negativa en su expresion.
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Por western blot se realizé también el andlisis de los niveles proteicos de pelFAE y elF4E,
encontrandose tanto elF4E total como su forma fosforilada incrementada en la mayoria de
tumores con respecto a un tejido sano control (Figura 50).
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Figura 50: Analisis por western blot del grado de expresion de pelF4E y elF4E en diferentes tumores de
la serie clinica de estudio. Observamos un incremento de elFAE total y pelF4E en los diferentes tumores
(T) de estudio con respecto a un control sano (S).

5.4 4E-T en cancer de mama

Ningun estudio se ha realizado hasta el momento sobre el transportador de elF4E (4E-T)
en tumores. Por ello decidimos realizar un estudio de este factor en la serie clinica de cancer de
mama. No se encontrd ninguna correlacién de 4E-T con ninguna de las variables clinico-
patoldgicas de estudio. Se observé una correlacién de 4E-T con diferentes factores (Tabla 12).
Encontramos una correlaciéon positiva entre 4E-T con YB-1 (p=0,044), pYB-1 (p=0,042), Ago2
(p=0,000) y N-cadherina (p=0,0018) asi como una correlacion negativa con pelF4E nuclear
(p=0,001) (Test de coeficiente de correlacién de Spearman) (Figura 51). Los coeficientes de
correlacién obtenidos en todos los casos son de un valor bajo.

4E-T
Sig. (2-tailed) Coeficiente de correlacion
YB-1 0,044 0,234
pYB-1 0,042 0,237
Ago2 0,000 0,436
N-cadherina 0,0018 0,278
pelF4E nuclear 0,001 -0,393

Tabla 12: Significancia y coeficiente de correlaciéon de 4E-T con YB-1, pYB-1, Ago2, N-cadherina y pelF4E
nuclear. 4E-T correlaciona positivamente con YB-1, pYB-1, Ago2 y N-cadherina, y negativamente con
pelF4E nuclear. Estadisticamente significativo si p<0,05. Test de coeficiente de correlacidon de Spearman.
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Tumor 61 Tumor 31

Ago2

N-cadherina

Figura 51: Inmunohistoquimica de la expresion de 4E-T, YB-1, pYB-1, Ago2 y N-cadherina en dos
tumores de la serie clinica de estudio. Niveles altos de 4E-T se correlacionan con niveles elevados de Y-1,
pYB-1, Ago2 y N-cadherina; niveles bajos de 4E-T se correlacionan con niveles bajos de dichas proteinas.
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6. DISCUSION

6.1 Estudio de la fosforilacion de elF4E en situaciones de estrés

El control de la sintesis proteica es un concepto importante en la regulacion del
desarrollo del tumor, en el prondstico y en la respuesta terapéutica (Scheper and Proud 2002;
Castellvi, Garcia et al. 2006; Armengol, Rojo et al. 2007; Bilanges and Stokoe 2007; Rojo, Najera
et al. 2007). elFAE es un factor limitante para la traduccién de mRNAs y un potente oncogén,
elF4E regula el inicio de la traduccidén y se ha visto aumentado en muchos tipos de tumores
humanos incluyendo cancer de colon, mama, vejiga, pulmdn, préstata, tracto gastrointestinal,
cabeza y cuello, linfomas de Hodgkin’s y neuroblastoma (De Benedetti and Harris 1999; Nathan,
Franklin et al. 1999; Rosenwald, Chen et al. 1999). A parte del incremento de elF4E se ha visto
que su fosforilacion en la Ser209 favorece la progresién tumoral y contribuye a la invasion hacia
otros tejidos. Como hemos descrito anteriormente, la fosforilacion de elF4E en la Ser209 es
mediada por las quinasas Mnk1/2, las cuales pueden ser activadas via p38, en situaciones de
estrés (Hou, Lam et al. 2012). El mecanismo mediante el cual la fosforilacién de elF4E regula las
propiedades oncogénicas de elF4E no es conocido; pelF4E promueve la tumorigénesis
primeramente por la supresidon de la apoptosis, por la activacién de proteinas antiapoptodticas
como Mcl-1 o por incremento de proteinas implicadas en la proliferacién, como Ciclina D1, o
encargadas de la degradacion de la matriz extracelular promoviendo invasién, como MMP3
(Wendel, Silva et al. 2007; Wheater, Johnson et al. 2010). En nuestro estudio nos hemos
centrado en el efecto de la fosforilacién de elF4E. Los resultados obtenidos a lo largo de la tesis
doctoral aportan mads informacion de como la fosforilacién de elF4E se ve implicada en la
tumorigénesis asi como a la resistencia a estrés celular in vitro. Algunos tipos de estrés son uno
de los mayores inductores de la fosforilacion de elF4E; por lo tanto los resultados obtenidos
pueden tener un papel importante en el tratamiento del cancer. En las células tumorales
podemos encontrar falta de nutrientes, hipoxia, estrés producido por diferentes tratamientos,
como la quimioterapia o radioterapia. Nuestros resultados indican que la inhibicion de la
fosforilacion de elF4E puede ser una opcidn terapéutica a evaluar.

6.1.2 La fosforilacion de eIF4E incrementa la resistencia a ciertas situaciones de
estrés

Como hemos comentado, elF4E se encuentra incrementado en un gran nimero de
canceres, asi como su forma fosforilada, la cual estd relacionada con un peor prondstico en
cancer de mama, de pulmadn, gastrico y colorrectal (Fan, Ramalingam et al. 2009; Flowers, Chu
et al. 2009; Hiller, Chu et al. 2009; Yoshizawa, Fukuoka et al. 2010). A partir del estudio de los
dos mutantes de elF4E, fosfomimético y hipofosforilado, en diferentes lineas celulares,
observamos que su sobreexpresién incrementa su capacidad de formacién de colonias,
indicando su capacidad de permitir que una célula Unica sea capaz de dividirse de forma mas
eficiente sin necesidad de sefiales de supervivencia de las células vecinas. Al tratar las células
con estrés, en nuestro caso arsénico, el tamafio y nimero de estas colonias aumenta. En los dos
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casos, tanto en situaciones normales como bajo estrés, el mutante fosfomimético tiene un
mayor numero y tamano de colonias, indicdndonos la ventaja de la forma fosforilada de elF4E
con respecto a su forma no fosforilada. No tan solo se ve reflejado el efecto de la fosforilacidn
de elF4E con los mutantes, en el caso del elF4E enddgeno, al tratar con arsénico, en donde estd
descrito que incrementa la fosforilaciéon de elF4E via activacién de p38 (Wang, Flynn et al. 1998),
se observa un incremento del tamafo de las colonias, este puede ser debido al aumento de la
fosforilacidn de elF4E. Esta fosforilacion da unas ventajas proliferativas frente a un tratamiento
de estrés como el arsénico.

Estas ventajas se ven confirmadas al realizar un ensayo de recuperacién celular tras diferentes
tipos de estrés, como por ejemplo falta de nutrientes o un quimioterapéutico como el cisplatino.
Las células que sobreexpresan el mutante fosfomimético son capaces de recuperarse a las pocas
horas tras una situacion de estrés, de forma mas rapida que las células con el mutante
hipofosforilado o el control.

Por otro lado tenemos que la simple sobreexpresidn de elFAE ya da unas ventajas a la células, ya
sea permitiendo la activacién de la sintesis proteica como por el transporte de ciertos mRNAs de
nucleo a citoplasma. Tras analizar nuestros resultados, observamos que la fosforilacion da una
mayor ventaja frente determinadas situaciones de estrés.

Para corroborar que es debido a la fosforilacion de elF4E, el tratamiento con el inhibidor de las
Mnks CGP 57380, nos permitié ver si al inhibir dicha fosforilacion las células se hacian mas
sensibles al estrés. Los resultados nos confirmaron que era necesario pelF4E para que las células
se recuperasen. La inhibicion de la fosforilacién de elF4E mediante el inhibidor de las Mnks CGP
57380 es suficiente para reducir la resistencia a estrés y a agentes quimioterapéuticos como el
cisplatino. Utilizando las MEF Mnk1/2 KO acabamos de corroborar la necesidad de pel4E para la
supervivencia celular. Hemos de tener en cuenta que el inhibidor de las Mnks CGP 57380 inhibe
otras quinasas como MKK1, CK1 y BRSK2, las cuales afectan a diversas proteinas incluyendo
proteinas implicadas en inhibir la muerte celular programada, regular la segregacién
cromosomica, envueltas en el trafico de membranas, en la activacion de ciertos canales de sodio
(Bain, Plater et al. 2007); y por otro lado, las Mnks no solo afectan a la fosforilacion de elF4E,
también se ha descrito un gran numero de substratos que pueden fosforilar, incluyendo
componentes de la maquinaria traduccional, algunos factores de unién a mRNA y factores de
splicing; algunos de estos targets podrian afectar a la supervivencia celular y el resultado
obtenido no es solo debido al efecto de la fosforilacion de elF4E. A pesar de ello, poniendo en
conjunto todos los resultados obtenidos, parece ser necesaria la fosforilacion de elF4E para la
resistencia a ciertos tipos de estrés.

El estrés medioambiental media la necesidad de las células a adaptarse para poder sobrevivir.
Los mecanismos de adaptacién pueden estar envueltos en la regulaciéon de la estructura de la
cromatina, en la transcripcidn, splicing, estabilidad o traduccion de mRNAs. Se ha visto que
elF4E se ve desfosforilado después de un choque térmico, correlaciondndose con una
disminucién en los niveles globales de traduccion (Raught and Gingras 1999). Pero no siempre la
fosforilacion de elF4E y el incremento de la traduccidn se ven correlacionados; produciendo un
estrés celular como, por ejemplo, arsénico o anisomicina, se ve un aumento de la fosforilacion
de elF4E y una disminucion de la traduccién global de proteinas, pero un incremento selectivo
de ciertas proteinas (Morley and McKendrick 1997; Wang, Flynn et al. 1998). Es posible que la
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fosforilacién de elF4E sea un efecto compensatorio del estrés inducido para que haya un
aumento selectivo en la traduccién de proteinas.

El papel bioldgico de elF4E en tumores y su inhibicion como un target terapéutico ya ha sido
propuesto. Se han desarrollado inhibidores moleculares de la unién de elF4E y elF4G, como por
ejemplo 4EG-1 (Moerke, Aktas et al. 2007). Estudios in vivo y in vitro han demostrado que
inhibiendo elF4E incrementa la sensibilidad a agentes anticancerigenos, incluyendo cisplatino y
la doxorubicina (Dong, Wang et al. 2009; Zhou, Yan et al. 2011). Nosotros hemos visto que este
efecto es mediado por los niveles de fosforilacion de elF4E y no por los niveles totales. En este
estudio mostramos que la fosforilacidon de elFAE estd claramente asociada con la resistencia al
tratamiento con cisplatino, estrés oxidativo y falta de nutrientes.

6.1.3 La fosforilacion de eIF4E previene la activacion de la apoptosis

Poco se conoce del efecto de la fosforilacion de elF4E. Diferentes autores determinan
que dicha fosforilacidn inhibe la unién a cap y por lo tanto la activacion de la traduccién cap-
dependiente (Knauf, Tschopp et al. 2001), otros consideran que dicha fosforilacion no afecta a
los ratios globales de traduccidn pero si a un aumento selectivo de ciertos mRNAs, como Cilcina
D1, Mcl-1 (Wendel, Silva et al. 2007; Li, Yue et al. 2010) debido a un aumento de sintesis o por
un incremento del transporte de estos mMRNAs de citoplasma a nucleo. Estudios realizados con la
sobreexpresion de elF4E y el mutante de elF4E Trp73Ala (W73A), el cual no puede formar un
complejo de inicio de la traduccidn activo (Sonenberg and Gingras 1998) pero si puede realizar
el transporte de mRNAS, como la Ciclina D1, del nucleo al citoplasma (Cohen, Sharma et al.
2001), disminuyen la capacidad oncogénica de elF4E. De forma similar en ratones se inyectaron
células que contenian en mutante de elF4E con la Ser209Ala (S209A) y observaron que la
fosforilaciéon de elFAE era importante para que este mediara la tumorigénesis. Esta capacidad
fue atribuida a la habilidad de elF4E para incrementar la expresién de proteinas anti-apoptéticas
como Mcl-1, se observd que el incremento de fosforilacién de elF4E mediado por Mnk1,
correspondia con un incremento en la expresion de Mcl-1 (Wendel, Silva et al. 2007).

Teniendo en cuenta que las células que sobreexpresaban el mutante fosfomimético eran
capaces de recuperarse tras una situacion de estrés es necesario encontrar el mecanismo por el
cual la fosforilacion de elF4E permite esta ventaja de recuperacién tras ciertas situaciones de
estrés.

Observamos que el mutante fosfomimético es capaz de inhibir la activacidén de la apoptosis, esta
inhibicién podria ser debida a un incremento de proteinas antiapoptoéticas y/o una disminucion
de proteinas proapoptdticas, debido a un incremento selectivo de la sintesis proteica o por la
exportaciéon de ciertos mRNAs a citoplasma donde podrdan ser traducidos.

6.1.4 El mutante fosfomimético forma unos cuerpos citoplasmaticos con elevada
afinidad hacia 4E-T

Tanto el mutante fosfomimético como el pelF4E enddgeno son capaces de colocalizar
con su proteina transportadora 4E-T en citoplasma, formando unos cuerpos citoplasmaticos.
Es conocido que en situaciones de estrés se pueden formar dos tipos de granulos
citoplasmaticos, los granulos de estrés (GS) o los procesing bodies (PBs). El papel de cada uno de

-113 -



ellos es diferente, los GS tienden al almacenamiento de los mMRNAs y tras una situacién de estrés
estos pueden ser traducidos. Contienen muchos factores de inicio de la traduccidn, incluyendo
elF4E, lo cual indicaria que mientras los GS estan formados la traduccion cap-dependiente esta
inhibida; una vez se disocian tras la situacion de estrés, los factores de inicio de la traduccion
pueden volver a formar el complejo elF4F y volverse a dar la traduccidon dependiente de cap. En
cambio los PBs estdn descritos como unos cuerpos moviles los cuales contienen diferentes
proteinas encargadas de la degradacién de mRNAs, como por ejemplo las decapping proteins,
produciéndose la degradacion de los mRNAs y por lo tanto estos no pueden ser traducidos. Se
ha visto que los PBs contienen también el factor de inicio de la eFI4E asi como su proteina
transportadora 4E-T (Buchan and Parker 2009).

En nuestro estudio encontramos que la unién pelF4E/4E-T no formaba parte de los GS, pero si,
aunque no al 100 %, del marcador de PBs DCP1A. Encontramos algin complejo pelF4E/4E-T que
no colocalizaba con el marcador de PBs. Teniendo en cuenta que estos cuerpos son unidades
moviles las cuales van madurando hasta formarse el complejo completo con todos sus factores,
podria ser que el complejo pelF4E/4AE-T fuese una forma inicial de la formacion de los PBs.

Tras un estrés fisiologico se inducen cambios en la localizacién de elFAE y su transportador 4E-T.
Se produce una acumulacién de elF4E en el nucleo de la célula o en los PBs volviéndolo no
disponible para la traduccion en el citoplasma. La relocalizacién de elF4E puede tener otros
papeles a parte de la reduccién de la traduccién cap-dependiente, incluyendo efectos en el
proceso, transporte y degradacion de mRNAs (Koritzinsky, Magagnin et al. 2006).

Observamos que junto al complejo pelFAE/4E-T, en condiciones normales, podiamos observar
presencia de las proteinas HuR y Ago2. HuR se encarga de la estabilizacion de mRNAs con
elementos ARE en su RNA (Lopez de Silanes, Zhan et al. 2004), mayormente se encuentra en los
GS, pero también se ha observado en PBs; teniendo en cuenta que es una proteina
estabilizadora de mRNAs su papel en PBs, los cuales se encargan de la degradacion de mRNAs,
es todavia incierto. El hecho de encontrar proteinas estabilizadoras de mRNAs en el complejo
pelF4E/AE-T, creemos que una de las posibles causas de la recuperacion celular tras una
situacion de estrés es la estabilizacion de mRNAs que posteriormente seran traducidos, cuando
se vuelvan a las condiciones normales; HuR jugaria un papel importante en la estabilizacién de
MRNAs durante la situacion de estrés. HuR y elF4E tienen mRNAs diana comunes, como por
ejemplo c-myc, Ciclina D1 y VEGF. HuR incrementa la estabilidad de estos transcritos y elF4E
puede incrementar la exportacion del mRNA de nucleo a citoplasma, asi como los niveles de
traduccién (Topisirovic, Siddiqui et al. 2009). El complejo pelFAE/4E-T/HuR, podria retener
MRNAs que fuesen almacenados para ser traducidos al pasar la situacién de estrés.

Por otro lado, otra proteina que vimos que formaba parte del complejo es Ago2, es uno de los
componentes principales del complejo silenciador inducido por el RNA, aunque se ha visto que
también puede estar envuelta en diferentes etapas del procesamiento del mRNA, como la
maduracidn, el transporte y la regulacién de la estabilidad (Hock, Weinmann et al. 2007), Ago2
puede formar parte tanto de los GS, cuando estd en forma inactiva al producirse una situacion
de estrés, como en los PBs, en su forma activa en condiciones normales (Detzer, Engel et al.
2011). Su papel en estos dos tipos de granulos no es muy conocido.

Hemos visto que la formacién del complejo pelF4E/4E-T es importante para la supervivencia
celular tras una situacion de estrés como el arsénico. Inhibiendo la expresién de 4E-T enddgena
o utilziando mutantes de elF4E que no pueden unirse a 4E-T o mutantes de 4E-T que no se unen

-114 -



a elF4E, no observamos la recueperacion en la viabilidad celular aunque sobreexpresemos el
mutante fosfomimético.

De la misma manera, si realizamos un ensayo de viabilidad celular inhibiendo la expresion de
Ago2 y HuR, observamos que tampoco se da la recuperacién celular tras el estrés. Por lo tanto la
formacion de este complejo es necesaria para que se produzca la recuperacion tras un estrés
celular.

El hecho que tres de las proteinas, HUR, Ago2 y elF4E, que hemos encontrado en estos granulos
citoplasmaticos, posiblemente complejos proteicos de las primeras etapas de la formacion de
los PBs, puedan formar parte de los PBs como de los GS; y el hecho que los PBs sean unos
cuerpos moviles capaces de desplazarse por el citoplasma, creemos que podria haber una
relacion entre estos dos cuerpos bajo situaciones de estrés, no quedando muy claro el papel
definido de degradacion de los PBS, pudiendo estos interaccionar con GS y permitir el
almacenamientos de ciertos mRNAs que posteriormente seran traducidos (Figura 52).

El estrés oxidativo incrementa la activacién de las proteinas quinasas MAPK, las cuales incluyen
la quinasa c-Jun N-terminal (JNK); también se inhibe la fosfatasa de JNK, que contribuye a una
activacion de JNK en respuesta al tratamiento de estrés y por lo tanto una fosforilacién de 4E-T
(Cavigelli, Li et al. 1996). La fosforilacién de 4E-T permite que otras proteinas que forman parte
del complejo de los PBs se vayan uniendo, haciendo que estos crezcan de tamano y puedan
llegar a interaccionar con los GS. En respuesta a estrés, la formacién de GS, el crecimiento de los
PBs y la fusidn entre estos dos cuerpos, apoya la idea que estos cuerpos juegan un papel
importante en la supervivencia celular.

Tras un estrés celular algunos mRNAs pueden ser traducidos, otros degradados y otros
almacenados para ser usados una vez haya pasado la situacién de estrés. Con el fin de procesar
los mRNAs, la comunicacion entre GS y PBs debe ser muy dindmica e interrelacionada. La fusion
entre estos dos granulos citoplasmaticos no es extraiia, ya que comparten diferentes moléculas
en su estructura, como por ejemplo TTP, BRF1, Xrn1, Ago2, HuR y elF4E. Por otro lado, mientras
gue los GS tienen muchos factores implicados en el inicio de la traduccidn en su estructura, los
PBs contienen el factor de iniciacién elF4E, factor limitante del inicio de la traduccion,
aumentando la posibilidad que los mRNAs que contienen los PBs no necesariamente vayan
directamente a degradacion, ya que al unirse elFAE al extremo 5’ del mRNA los protege y evita la
degradacion de 5’ a 3’, del mismo modo que la unién de HuR. (Andrei, Ingelfinger et al. 2005;
von Roretz, Di Marco et al. 2011). Existe una realacién entre estos dos cuerpos citoplasmaticos,
ya que proteinas que forman parte de los PBs, en situaciones de estrés se desplazan a los GS,
como es el caso de elF4E y Ago2 (Lindsay and McCaffrey 2011). Parker et al propusieron que los
PBs sirven como un punto de clasificacion de mRNAs, los cuales pueden ser almacenados,
degradados o traducidos segun se necesiten para la respuesta al estrés (Sheth and Parker 2006;
Buchan and Parker 2009) .
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estrés

Estabilizacién Degradacion
de mRNAs de mRNAS

Figura 52: Posible relacion entre GS y PBs. En respuesta al estrés los mRNAs pueden ser traslocados a dos
granulos citoplasmaticos, GS y PBs, y pueden ser estabilizados para su posterior traduccion o degradados.
No es conocido de qué forma interaccionan estos dos tipos de granulos para realizar estas dos funciones;
y como pueden influenciar individualmente la estabilizacion o degradacién de estos transcritos (von
Roretz, Di Marco et al. 2011).

6.1.5 El mutante fosfomimético de eIlF4E media la sintesis proteica de ciertas
proteinas tras el estrés.

La asociacién de elF4E o pelF4E con el estrés celular ha sido altamente estudiada. Por
ejemplo, se ha visto que la Ser209 de elF4E es fosforilada en respuesta a diferentes tipos de
estrés (Duncan, Peterson et al. 2003; Dong, Wang et al. 2009). El incremento de la fosforilacién
de elF4E juega un papel importante en la estimulacion selectiva de la traduccidon de ciertos
MRNAs bajo situaciones de estrés, donde generalmente la sintesis proteica es inhibida (Fraser,
Pain et al. 1999; Duncan, Peterson et al. 2003).

Como elF4E regula la resistencia a estrés tiene que ser estudiado en detalle; en nuestro estudio
hemos visto diferentes posibles mecanismos. Por un lado, el mutante fosfomimético causa un
rapido incremento del pico 80 S en el perfil polisémico dos horas después del tratamiento con
arsénico, indicando un bloqueo de la traduccién. Después del estrés, tras un tiempo de 12 horas,
es el mutante fosfomimético el que permite la sintesis de ciertas proteinas ya que no se observa
un blogqueo global de la traduccidn como en el caso del mutante hipofosforilado o el control.
Esto se correlaciona con los resultados obtenidos por western blot, donde tan solo el mutante
fosfomimético permite la recuperacion o previene la perdida de los niveles de ciertas proteinas
como Ciclina D1, Mcl-1 (Scheper and Proud 2002; Zhou, Yan et al. 2011).

Hemos observado que este incremento en los niveles de ciertas proteinas no es producido por
un incremento en la sintesis de mRNAs, ya que al tratar las células con actinomicina D,
inhibiendo la sintesis de mRNA, los niveles de estas proteinas en el mutante fosfomimético se
ven también incrementados. Esto nos indica que dicho incremento es debido a un mecanismo
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post-transcripcional. Estas proteinas pueden estar sintetizadas de novo a partir del mRNA que
haya estado almacenado, o transportado de nucleo a citoplasma, o puede haber una estabilidad
proteica al sobreexpresar el mutante fosfomimético y por ello que no disminuyan los niveles de
ciertas proteinas. El tratamiento con ciclohexamida nos confirmé que no es debido a una
estabilidad proteica, ya que al inhibir la sintesis de proteinas al sobreexpresar el mutante
fosfomimético, tras una situacidon de estrés, no se detectan niveles de dichas proteinas. A de
mas, los analisis del mRNA polisomal mediante Q-PCR indican un incremento de la traduccion de
estos genes.

El incremento de la expresidon de elF4E puede ser un importante marcador tumoral. elF4E puede
ser suficiente no solo para inducir transformacion y tumorigénesis, sino también para permitir la
metastasis. elF4E promueve estos cambios por el incremento selectico de ciertos mRNAs que
codifican proteinas intimamente envueltas en la malignidad. Estas proteinas promueven la
supervivencia celular, la formacién del tumor y el crecimiento (como c-myc y Ciclina D1), la
angiogénesis (VEGF, FGF-2), la invasion y la metdstasis (MMP-9). El incremento de elF4E puede
contribuir a cada uno de los aspectos de la progresion de la malignidad (De Benedetti and Graff
2004). Un gran punto de estudio seria identificar que mRNAs se ven preferentemente
estimulados por el incremento de elF4E y su fosforilacidn. Furic et al. mediante la utilizacién de
ratones Kl donde la serina 209 de elFAE fue remplazada por una alanina realizaron microarrays
donde observaron que los niveles de mRNAs implicados en la progresion tumoral, como Ccl2 y
Ccl7, proteinas implicadas en la invasién como MMP3 y MMP9, y otros mRNAs que inhiben Ila
apoptosis, se veian disminuidos en ratones KI en comparacién con ratones WT, indicando que la
fosforilacion de elF4E se ve implicada en la traduccidn selectiva de ciertos mRNAs.

En resumen, la forma fosforilada de eFI4E puede formar unos cuerpos citoplasmaticos al
interaccionar con su proteina transportadora 4E-T. Este complejo pelF4E/4E-T puede ser la
forma inicial de la formacion de los PBs. Al producirse una situacion de estrés 4E-T es fosforilado
via Jnk, esta fosforilaciéon permite el ensamblaje de otras proteinas al complejo y la formacién de
los PBs maduros. Estos pueden desplazarse por el citoplasma e interaccionar con los GS. Los
resultados del incremento de la traduccién con el mutante fosfomimético, asi como el
incremento de determinados mRNAs en las fracciones polisémicas, nos indica que el complejo
pelF4E/AE-T permite la recuperacion a determinadas situaciones de estrés. El proceso mediante
el cual permite dicha recuperacién debe ser analizado, ya que tenemos dos posibilidades, por un
lado al ser componentes de PBs y poder interaccionar con GS, es posible que este complejo sirva
como almacenamiento de ciertos mMRNAs que seran estabilizados y traducidos una vez pase el
estrés. Por otro lado se ha de tener en cuenta la funcién transportadora de 4E-T de elF4E a
nucleo, el hecho de que se incrementen los niveles de elFAE en ndcleo puede incrementar el
transporte de ciertos mRNAs selectivos de nucleo a citoplasma, incrementando su traduccion. Es
desconocido si es la forma fosforilada o la no fosforilada de elF4E la que se encarga del
transporte de ciertos mRNAs a citoplasma. A pesar de todo, el hecho que proteinas como HuR y
Ago2 jueguen un papel importante en este complejo y su inhibicion no permita la recuperacion
por parte del mutante fosfomimético, hace pensar que la opcidn del almacenamiento de mRNAs
en el complejo pelF4E/4E-T sea la mas factible. El mecanismo mediante el cual se produce esta
traduccion selectiva de ciertos mRNAs tiene que ser estudiado con detalle, asi como otros
factores y mRNAs que puedan estar asociados al complejo pelFAE/4E-T.
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Debido a que la fosforilacion de elFAE esta asociada a la resistencia a estrés, al

desarrollo del tumor en modelos animales de ratén y a peor prognosis en tumores humanos, el
uso de inhibidores especificos de la fosforilacién de elF4E puede ser un enfoque prometedor en
el tratamiento del cancer. Recientes estudios sugieren que Mnk1/2 regulan positivamente la
traduccion de mRNAs y la unidn a polisomas (Bianchini, Loiarro et al. 2008; Zhang, Fu et al.
2008). En ratones deficientes de Mnk1/2, donde no se observa pelF4E, se desarrollan de forma
normal, y las células derivadas de estos animales tienen una traduccién global via cap normal de
proteinas (Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004). Todo esto sugiere que el rol de la
fosforilacion de elFAE no es evidente en condiciones normales, pero puede estar envuelto en
funciones mds especificas, como por ejemplo en respuesta a una activacién oncogénica y en
situaciones de estrés celular. Por lo tanto, la combinacién de la inhibicién de la fosforilacion de
elF4E con otros tratamientos, como cisplatino u otros agentes que producen dafio en el DNA
podria ser eficaz en el tratamiento de diferentes tumores. Es importante el hecho que la perdida
de la fosforilacién de elF4E no estd asociada con anomalias en el desarrollo de los ratones, y
algunos inhibidores de las Mnk1/2, como la cercosporamida, se estdn empleando en diferentes
entornos clinicos para el tratamiento de enfermedades, sin efectos secundarios clinicos.
Por otra parte, la inhibicidn de la unién del complejo pelF4E/4E-T podria ser un punto de estudio
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, ya que es necesaria la unién de pelF4E con
4E-T para que se dé su efecto protector bajo situaciones de estrés. A pesar de todo, la unidn
elFAE/4E-T parece ser necesaria para el transporte de elFAE a nucleo y para que este haga su
funcién de transportar mRNAs de nucleo a citoplasma. El efecto de interferir en la unién
pelF4E/AE-T podrian afectar a ciertas funciones de la célula, ya que ciertos mRNAs no serian
exportados al citoplasma y por lo tanto tampoco traducidos. Por ello creemos que la inhibicién
de la fosforilacion de elFAE seria un tratamiento eficaz para el tratamiento de paciente.

6.2 Estudio in vitro de la funcion de 4E-T

Pocos estudios se han realizado sobre 4E-T y menos en su implicacién cancer.

Los niveles de 4E-T en cada linea celular de estudio varian, lineas celulares tumorales como
MDA-MB-231 o MDA-MB-468 expresan niveles elevados de 4E-T, y la linea epitelial de mama
MCF10A expresa bajos niveles, correlacionandose estos datos con los resultados obtenidos en la
serie clinica de tumores de mama. Por el contrario la linea celular HaCaT presenta elevados
niveles de 4E-T. La expresién de 4E-T varia segun el tipo celular y 6rgano, en el tejido mamario
normal se ha descrito que hay una expresién moderada de dicha proteina y observamos que hay
un incremento en las células tumorales. En la piel se encuentran niveles elevados de 4E-T (Uhlen
M 2010), lo que concordaria con los resultados obtenidos con la linea celular HaCaT.

La correlaciéon de 4E-T con N-cadherina observada en tumores también se observd en las
diferentes lineas de estudio, asi como el switch descrito con E-cadherina. Principalmente este
incremento de N-cadherina y la downregulacién de E-cadherina se ha descrito con el proceso de
EMT por ese motivo se realizé un estudio de factores implicados en este proceso. No se observo
ninguna correlacidon entre la sobreexpresién o downregulacién de 4E-T con respecto a estos
factores. Si el incremento de N-cadherina y la downregulacion de E-cadherina estuviese
correlacionado con EMT, al sobreexpresar 4E-T esperariamos ver un incremento de factores
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como Snail, Slug o Twist, los cuales se ven reactivados en cdncer promoviendo EMT, estos
resultados nos indican que dicho switch no se ve correlacionado con EMT.

No se observd ninguna diferencia en la proliferacién de dichas células al sobreexpresar 4E-T
pero si un incremento en la invasidon y migracién celular viéndose este disminuido al inhibir la
expresion enddgena de 4E-T.

Una caracteristica de las células tumorales es su capacidad de invadir tejidos adyacentes,
diseminarse y dar lugar a focos metastaticos en otros lugares del organismo. La primera etapa
para que se dé lugar la metastasis, consiste en la invasién de los tejidos adyacentes del tumor,
para ello es necesario que se produzca una degradacion de la matriz extracelular subyacente, las
células tumorales son capaces de degradar localmente esta barrera permitiendo la invasién
celular. El potencial invasivo de las células tumorales depende de tres factores principales:
alteraciones en la adhesion celular, degradacién localizada en la matriz extracelular y movilidad
de las células tumorales.

El proceso de invasién tumoral implica diversas alteraciones de los sistemas de adhesién celular,
por un lado las células necesitan debilitar las uniones que estabilizan su localizacién normal y
por otro lado necesitan desarrollar mecanismos de adhesion hacia otros tipos celulares
adyacentes para poder avanzar e invadir otros tejidos. El switch visto entre N-cadherina y E-
cadherina nos muestra la posible alteracidon de las adherencias entre células, la cual puede
promover la invasiéon celular; E-cadherina garantiza la adhesion entre célula y célula mientras
gue N-cadherina se ve implicada en el proceso de mediar uniones menos estables y mas
dindmicas entre células. Hazan et al vieron que las células transfectadas con N-cadherina
seguian manteniendo sus propiedades adherentes, sugiriendo que la reduccién de la adhesién
celular no era el mecanismo de accion de la N-cadherina al inducir invasividad. Parece ser que
promueve un estadio dinamico en la adhesién que incluye tanto la unién como la desunidn con
células individuales del tumor primario, asi como una asociacion selectiva con ciertos tejidos
como el estroma o el endotelio, permitiendo asi la aparicion de metastasis (Hazan, Phillips et al.
2000).

Se cree que otras vias incrementan la movilidad celular a parte de EMT; Marvin et al vieron que
la transfeccién con N-cadherina en la linea celular de cdncer de mama BT-20, la cual expresa E-
cadherina, no afecta a la morfologia celular, las células no se volvian mds mesenquimales, pero
si se veia afectado su comportamiento, las células se volvian mas invasivas sin darse un fenotipo
de EMT (Nieman, Prudoff et al. 1999). Por otro lado se ha observado que la uniéon de N-
cadherina con FGFR-1 puede incrementar la invasién debido al incremento de
metaloproteinasas, como por ejemplo la MMP9, debido a la activacién de la via MAPK/ERK
(Hulit, Suyama et al. 2007). Esto nos llevaria a uno de los tres factores principales de las células
tumorales para promover la invasion celular, la necesidad de la degradacién de la matriz
extracelular. En nuestro estudio observamos que la sobreexpresiéon de 4E-T, aparte de
incrementar los niveles de N-cadherina, incrementaba los niveles de MMP9 en las cuatro lineas
de estudio y de MMP3 en las tres lineas de mama analizadas, viéndose una disminucion de este
al inhibir la expresion enddégena de 4E-T. Estos resultados nos indican que posiblemente hay una
correlacién entre el incremento de estas proteinas con un posible incremento de la invasion
celular, por ese motivo pasamos a realizar un estudio de la invasiéon y migracion celular al
sobreexpresar 4E-T.
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Se observd que las células que sobreexpresaban 4E-T mostraban caracteristicas mads invasivas y
migratorias que las células control o al inhibir la expresion del 4E-T enddgeno.

El como 4E-T incrementa los niveles de N-cadherina tiene que ser estudiado en detalle,
basandonos en nuestros resultados solo observamos que la sobreexpresién de 4E-T incrementa
los niveles enddgenos de N-cadherina, este incremento se ve correlacionado con una
disminucién de los niveles de E-cadherina y un incremento de los niveles de metaloproteinasas
como MMP3 y MMP9, las cuales promueven la degradacion de la matriz extracelular
permitiendo la invasién celular gracias a la formacién de nuevas uniones mediante,
posiblemente la N-cadherina, con otras células adyacentes.

6.2.1 Se requiere la union 4E-T /pelF4E para que se produzca un incremento en
invasion y migracion

Para poder estudiar con mas detalle la relacion de 4E-T con el incremento de la invasion
y la migracién celular y teniendo en cuenta que 4E-T forma un complejo con elF4E decidimos
estudiar si habia alguna relacién de este complejo con la capacidad invasora y migratoria al
sobreexpresar 4E-T. Para ello utilizamos el mutante de 4E-T incapaz de unirse a elF4E,
observamos que al inhibir la uniéon elFAE/4E-T se veia reducida la capacidad invasora vy
migratoria de las células. Mediante el tratamiento con el inhibidor de las Mnks CGP 57380
observamos que la fosforilacion de elF4E era necesaria, ya que a pesar de sobreexpresar 4E-T, si
inhibiamos la fosforilacion de elF4E, se veia disminuida la invasion y la migracion celular.
La via MAPK/ERK, que activa la sintesis de metalopreoteinasas, también estd implicada en el
incremento de la fosforilaciéon de elF4E, articulos previos han visto una correlacién entre la
fosforilacion de elF4E y el incremento en la invasién y la migracion celular (Ramalingam, Gediya
et al. 2014).
La expresion de elF4E puede jugar un papel importante en la adquisicion de factores de
crecimiento de forma auténoma, un fenotipo critico para que se produzca la metastasis (Graff
and Zimmer 2003). Hay varios estudios que correlacionan niveles altos de elF4E con factores
implicados en la invasidn celular, por ejemplo se ha visto que en células transformadas con
elF4E se ve incrementada la expresion de FGF; se ha observado un incremento de FGF en
carcinoma de mama invasivos, el cual se correlaciona con niveles elevados de elF4E (Nathan, Liu
et al. 1997; De Benedetti and Harris 1999). Por otro lado se ha visto que la disminucién de elF4E
inhibe la expresiéon de MMP9 correlacionandose con una reduccién de la capacidad metastatica
(Graff, Boghaert et al. 1995).

Por un lado la expresidn de elF4E puede incrementar niveles de metaloproteinasas que
degradardn la matriz extracelular y permitiran la invasion (Robichaud, Del Rincon et al. 2014), a
parte incrementa la expresién de FGF (Nathan, Carter et al. 1997). Por otro lado niveles altos de
N-cadherina estimulan la actividad de FGFR1 que regula la activacion de la via MAPK-ERK, lo que
resulta con un incremento de la producciéon de MMP9 (Gradl, Kuhl et al. 1999; Hulit, Suyama et
al. 2007; van Roy 2014).

La activacion de la via MAPK-ERK incrementa la fosforilacion de elF4E via Mnks. Estudios previos
en nuestro laboratorio han demostrado que la inhibicidon de la fosforilacién de elF4E por CGP
57380 produce un incremento de los niveles de B-catenina y E-cadherina, provocando la
aparicion de un fenotipo mas epitelial (Pons, Peg et al. 2011), por lo tanto el incremento de
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pelFAE puede estar implicado en el incremento de N-cadherina (Figura 53). Por otro lado hemos
visto que el incremento de la fosforilaciéon de elF4E permite una mayor interaccién con 4E-T. El
papel que juega 4E-T debe ser analizado con mas detalle, ya que la sobreexpresién del mutante
4E-T Y30A permite un incremento de MMP3 y MMP9 en ciertas lineas celulares, como en las
MDA-MB-468, esto nos indicaria que este incremento no se ve relacionado con la unién de 4E-T
a elF4E. Se ha de determinar si el incremento observado de N-cadherina, MMP9 y MMP3 es
debido de forma transcripcional o traduccional. Tanto los niveles de pelF4E como de 4E-T por si
solos juegan un papel importante en el inicio de la expresién de proteinas implicadas en la
invasion y la migracion celular, pero es la formacion del complejo pelF4E/4E-T el que permite un
incremento en la invasién y migracion celular.

A lo largo de los ultimos 25 afios se han dedicado abundantes recursos y esfuerzos en la
investigacion de las etapas iniciales de la progresidon tumoral. Se ha conseguido acumular una
gran cantidad de informacién acerca de los mecanismos moleculares responsables de este
proceso, sin embargo existe una necesidad de profundizar en la comprensidn de las etapas mas
avanzadas del cancer. Por ello consideramos de gran importancia el estudio de diferentes
factores que puedan estar envueltos en la progresién tumoral y proponemos el complejo
pelF4E/AE-T como una parte clave en el proceso tumoral, podria ser una diana a futuras terapias
contra el cancer.

frGF

N-cadherina

@ 1 MMPs
GO

Invasién

Migracidén

Figura 53: Modelo de la posible via de activacion de la invasion y migracion celular. elF4E incrementa los
niveles de FGF, el cual mediante la interaccion con su receptor activa la via MAPK/ERK, la cual activa la
fosforilacion de elFAE. elF4E fosforilado incrementa su afinidad hacia 4E-T, esto permite un incremento de
la invasién y la migracion celular. Por otro lado, 4E-T incrementa los niveles de N-cadherina de forma
directa o indirecta; N-cadherina se puede asociar al receptor FGFR activando asi la via MAPK/ERK. Por otro
lado la fosforilacion de elF4E incrementa la sintesis de MMPs encargadas de degradar la matriz
extracelular, lo cual permitira un incremento en la invasion y migracion celular.
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6.3 pelF4E en cancer de mama

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en mujeres. A pesar que la
esperanza de vida de las mujeres con cancer de mama ha aumentado en los ultimos afios, un 40
% de las pacientes mueren. Por este motivo continuamente se estan buscando nuevos factores
relevantes para el prondstico de estos tumores. Se ha visto que los niveles de elF4AE mas
elevados y de forma mds reproducible se han encontrado en tumores de mama; los niveles de
elF4E en tejido normal de mama son mas bajos que en otros tejidos, por este motivo la
sobreexpresién anormal de elF4E en carcinomas de mama es mas obvia, se ha visto que elF4E
esta elevada de 3 a 30 veces mas en tumores de mama que en el tejido normal (Kerekatte,
Smiley et al. 1995), esto sugiere que la sobreexpresion de elFAE es una transicidon necesaria en la
progresion de tumores de mama en lugar de una causa directa (De Benedetti and Harris 1999).
Benjamin Li et al. analizaron los datos clinicos de elF4E en relacidon con los parametros de la
enfermedad, y vieron que un aumento igual o superior a 7 veces mas que en tejido normal de la
expresién de elFAE era un indicador de reaparicion y muerte para pacientes con cdncer de
mama (Nathan, Liu et al. 1997). Los tumores comiUnmente muestran un incremento de elF4E
tanto de forma directa como resultado de la activacion de las vias PI3K/Akt/mTOR y Ras-ERK. En
numerosos estudios se ha visto que el bloqueo de la expresidon de elF4E tiene un profundo
efecto en la malignidad. Por este motivo hay un gran nimero de estudios enfocandose en elF4E
como medida terapéutica. La sobreexpresion de elFAE en tumores estad todavia bajo estudio,
viendo los resultados obtenidos in vitro, donde la fosforilacion de elF4E incrementaba la
resistencia a estrés, en principio por la formacién del complejo pelF4E/4E-T, nos centramos en el
estudio de su papel en tumores de mama.

Los resultados del presente estudio muestran que los niveles de elF4E estan correlacionados con
el tamano del tumor. Se ha de mencionar que el nimero de casos de estudio, 77, es bajo,
teniendo un ndmero bajo de casos con metastasis ganglional, la mayoria Her2 positivo y con
receptores de estrégeno y progesterona positivos. Con un mayor nimero de casos se podrian
encontrar correlaciones de los niveles de elF4E y pelF4E con el grado y prondstico del cancer de
mama como se ha descrito anteriormente con niveles elevados de elF4E total (De Benedetti and
Harris 1999; De Benedetti and Graff 2004). Se observo que un 79 % de los tumores de estudio
presentan elevados niveles de elF4E, un 70 % elevados niveles de pelF4E citoplasmatico y un 8 %
de pelF4E nuclear. Los elevados niveles de elF4E en tumores de mama se correlacionan con
estudios previos, donde muestran que elF4E se encuentra elevado en tumores de mama
(Kerekatte, Smiley et al. 1995).

En relacion con el estudio de proteinas implicadas en el complejo pelF4E/4E-T
observamos que el 100 % de los tumores muestran elevados niveles de HuR, un 83 % de Ago2y
un 53 % de 4E-T. Los altos niveles de expresidn de estas proteinas en la serie clinica de estudio
nos hacen pensar de la importancia de su papel en tumores de mama. Se han encontrado que
elevados niveles de HuR en citoplasma de tumores de mama con un tamafio de tumor superior
a 2 cm, con metastasis en linfomas y con un elevado grado histolégico; HuR es un importante
factor prondstico (Heinonen, Fagerholm et al. 2007); HuR se une selectivamente y estabiliza
MRNAs que contienen elementos ARE los cuales codifican para protooncogenes, proteinas
reguladoras del ciclo celular, citoquinas y factores de crecimiento; debido al papel fundamental
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que desempefia HUR en la estabilidad de mRNAs de factores clave o citoquinas que participan
en la carcinogénesis y la progresion tumoral, su implicacion y su potencial terapéutico en cancer
es una fuente de estudio (Yuan, Sanders et al. 2010). En el caso de Ago2 se ha visto que esta
implicada en los tumores mas agresivos de cancer de mama, pero su papel en la tumorigénesis
sigue siendo un punto de estudio (Adams, Claffey et al. 2009; Kwon, Lee et al. 2014).

Hay una correlacidon positiva entre Ago2 y 4E-T, los dos componentes de PBs; asi como una
correlacién negativa entre pelF4E nuclear con HuR y 4E-T. Teniendo en cuenta que la interaccién
pelF4E/AE-T que observamos in vitro se localiza en el citoplasma, en los PBs, es de esperar que
cuanto mas 4E-T haya en citoplasma menos pelF4E habra en nucleo, si pelF4E queda retenido en
citoplasma por 4E-T en lugar de ser transportado, a pesar de ello no observamos ninguna
correlacién positiva entre los niveles de pelF4E citoplasmatico y 4E-T. Es necesario el estudio de
una serie clinica mas elevada para poder determinar bien las correlaciones entre estos factores.
A pesar de ello el tanto por ciento de pelF4E localizado en los cuerpos citoplasmaticos con 4E-T
es bajo en comparacién con los niveles de pelF4E total, teniendo en cuenta que 4E-T se encarga
del transporte de elFAE de citoplasma a ndcleo y una vez en nucleo 4E-T vuelve a citoplasma,
podria ser que tan solo una parte pequefia del pelF4E se encontrase retenido en estos cuerpos
citoplasmaticos y que la mayoria de pelF4E estuviese en nucleo, obteniendo asi esta correlacién
negativa entre el pelF4E nuclear y 4E-T. La fosforilacién de elFAE y 4E-T producido por el estrés
ambiental en las células tumorales puede afectar la localizacién de estas dos proteinas.

El estudio de elF4E es relevante para el tratamiento de cancer de mama, asi como el estudio de
proteinas implicadas en su regulacién o que interaccionan con él incrementando o colaborando
en su actividad tumorigénica.

6.4 4E-T en cancer de mama

Poco se conoce de la proteina transportadora de elF4E (4E-T) y hasta el momento no se
ha realizado ningun estudio en series clinicas en ningun tipo de tumor. Los pocos estudios que
han abordado de esta proteina, se centran en su funcionamiento como transportador de elF4E o
como componente de los PBs.

Se ha descrito que se encuentra expresado de forma elevada a nivel proteico en el pancreas, el
intestino, la mucosa oral, en el sistema reproductivo tanto masculino como femenino (testiculos
y ovarios), en la piel y en el cerebelo. En el tejido mamario se encuentra expresado de forma
moderada segun los datos de “The human protein atlas” (Uhlen M 2010).

Debido a los resultados in vitro obtenidos durante nuestro estudio, donde veiamos que
la interaccidn pelF4E/AE-T incrementaba la resistencia a estrés, decidimos estudiar el papel de
esta proteina en la serie clinica de mama.

No se observo ninguna correlacién con ninguna de las variables clinico-patoldgicas de estudio, y
4E-T se encontraba expresado en un 53 % de los tumores de estudio. Como hemos comentado
anteriormente 4E-T tiene una correlacidn positiva con Ago2, y una correlacién negativa con
pelF4E nuclear.

Realizamos un screening de algunos marcadores que se encuentran elevados en cancer de
mama, observamos una correlacién positiva con YB-1 y su forma fosforilada, y con N-cadherina.
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La correlacidn positiva encontrada con N-cadherina se correlaciona con los resultados obtenidos
con pelF4E nuclear, el cual se correlaciona negativamente con N-cadherina.

No hay resultados previos de la relacién de 4E-T con N-cadherina o YB-1. YB-1 se considera un
factor de transcripcidon encargado de la transcripcion de muchos genes, regulados de forma
directa o indirecta por YB-1; regula la traduccion y estabilizacién de ciertos mRNAs, algunos
implicados en la transicion epitelio mesénquima; participa en la reparacién de DNA y en el
splicing de pre-mRNAs; asi como puede ser excretado por las células para realizar funciones
extracelulares. YB-1 es un marcador de la transformacidon de células malignas y la progresién
tumoral, es considerado un target en la terapia contra el cancer y la inflamacién (Lyabin,
Eliseeva et al. 2014). Debido a las numerosas funciones de YB-1 y los pocos datos obtenidos con
YB-1, tan solo podemos afirmar que observamos una correlacién positiva entre estas dos
proteinas, sin poder explicar una posible relacion entre ellas, seria necesario un estudio mas
detallado de la relacién in vitro de estas dos proteinas, para saber si la correlacién positiva de
estas dos proteinas es el resultado de una interaccién directa o indirecta entre ellas.

En el caso de la N-cadherina tampoco hay estudios previos de la correlaciéon de esta proteina
con 4E-T. N-cadherina se ve elevada en muchos tipos de tumores, se conoce como una
cadherina mesenquimal, la cual reemplaza la E-cadherina durante la transicién epitelio
mesénquima, se produce una disminuciéon de E-cadherina y un incremento de N-cadherina
(Hazan, Qiao et al. 2004). No se observd ninguna correlacion con otros factores implicados en la
transicion epitelio mesénquima en las series clinicas, como es el caso de Snail o Slug; esto nos
indicaria que el incremento de N-cadherina no estd relacionado con otros factores implicados
con la transicién epitelio-mesénquima.
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7. CONCLUSIONES

A) En el estudio in vitro del efecto de la fosforilacion de elFAE se ha observado que:

1. La sobreexpresion del mutante fosfomimético de elF4E aumenta la resistencia celular
a diversas situaciones de estrés, tales como la capacidad de formar colonias en
situaciones de baja densidad celular, al tratamiento con cisplatino, a la falta de
nutrientes y al estrés oxidativo.

2. La inhibicion de la fosforilacion de elFAE disminuye la resistencia celular al estrés
oxidativo, falta de nutrientes y al tratamiento con cisplatino.

3. La sobreexpresion del mutante fosfomimético de elF4E disminuye la activaciéon de
apoptosis en situaciones de estrés oxidativo. Se asocia con el aumento de los niveles
de proteinas asociadas con proliferacidon, como Ciclina D1, y resistencia a apoptosis,
como Mcl-1. Dichos incrementos se observan asimismo tras la inhibicién de la
sintesis de mRNAs tras la adicion de actinomicina D, indicando que este incremento
es debido a un mecanismo post-transcripcional.

4. El mutante fosfomimético colocaliza con la proteina transportadora 4E-T en
citoplasma, formando unos cuerpos citoplasmaticos en condiciones normales. Este
complejo interacciona con las proteinas HuR y Ago2. El pelF4E enddgeno interacciona
con 4E-T asi como con HuR y Ago2.

5. La inhibicién de 4E-T, Ago2 y HuR disminuye la resistencia celular al estrés oxidativo
producida por la sobreexpresion del mutante fosfomimético, indicando que la
formacion de dicho complejo es importante para la supervivencia celular tras una
situacion de estrés oxidativo.

6. El mutante fosfomimético de elF4E se asocia con un incremento precoz de la fraccién
80 S en el perfil polisdmico tras 2 horas de la adicién de estrés oxidativo en las
células, indicando un bloqueo precoz de la sintesis proteica global. A las 12 horas tras
el tratamiento con arsénico este bloqueo es mantenido e incrementado en el caso
del mutante hipofosforilado y el control. El mutante fosfomimético permite la
sintesis selectiva de ciertas proteinas.

B) En el estudio in vitro del efecto de la proteina transportadora de elFAE (4E-T) se ha observado
que:

1. Un incremento de los niveles de N-cadherina al sobreexpresar 4E-T en las diferentes
lineas de estudio, asi como una disminucion en los niveles de N-cadherina al inhibir la
expresion enddgena de 4E-T. Este incremento no se correlacionaba con un aumento
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en la expresion de factores implicados en la transicién epitelio mesénquima, como
seria el caso de Snail, Slug o Twist. Se observd un incremento de los niveles de MMP9
en las cuatro lineas de estudio y de MMP3 en las tres lineas de mama analizadas,
viéndose una disminucién de éste al inhibir la expresién endégena de 4E-T.

2. No se observé ninguna diferencia en los niveles de proliferacion al sobreexpresar o
inhibir 4E-T. Se observd un incremento de la invasién y la migracién celular en las
lineas que sobreexpresaban 4E-T y no en aquellas que tenian inhibido el 4E-T
endogeno.

3. La inhibicion de la unién elF4E/AE-T mediante la sobreexpresion del mutante 4E-T
Y30A reduce la capacidad invasora y migratoria de las células.

4. Mediante el tratamiento con el inhibidor de las Mnks CGP 57380 observamos que la
fosforilacion de elF4E es necesaria para la induccion del efecto proinvasor y
promigratorio de las células. El incremento de la migracion e invasién al
sobreexpresar 4E-T se ve reducido al inhibir la fosforilacion de elF4E.

C) En el estudio clinico-patolégico de la serie de tumores de mama estudiados se ha observado
que los niveles de elF4E:

1. Se correlacionan positivamente con el tamafio del tumor.

2. Altos niveles de pelF4E nuclear, se correlacionan con tumores con alto indice
proliferativo (Ki 67)

3. Se observo correlacion negativa entre los niveles del pelF4E nuclear con HuR y 4E-T.

D) En el estudio clinico-patoldgico de la serie de tumores de mama estudiado se ha observado
que los niveles de 4E-T:

1. Se encontraba sobreexpresado, con patrén granular predominante en mas del 50 %
de los tumores.

2. En la serie estudiada no se observé correlacion clinico-patoldgica con ninguna de las
variables estudiadas, grado, tamafio y metastasis linfaticas.

3. Se observd una correlacion positiva con los niveles de N-Cadherina, YB1 y pYB1.

4. Se observd una correlacién positiva entre los niveles del factor 4E-T con Ago2 y una
correlacién negativa con los niveles de pelF4E nuclear.
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Como conclusién final decir que del estudio realizado se destaca que el factor elF4E
fosforilado induce una clara resistencia a multiples situaciones de estrés celular, y en dicho
efecto es indispensable la unién con el factor 4E-T. La formacién del complejo, asi como el
estudio de otras proteinas y mRNAs asociados tales como HuR, Ago2 y otros, abren la puerta a la
deteccién de proteinas y mRNAs que pueden ser traducidos de forma mads selectiva tras
situacion de estrés celular en células con sobreexpresion del factor fosforilado elF4E.

Por otro lado observamos que la sobreexpresiéon de 4E-T incrementa la invasion y la migracién
celular, abriendo un nuevo campo de estudio y pudiendo ser una nueva diana terapéutica.
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Abstract

Phosphorylation of the eukaryotic translation initiation factor elF4E is associated with malignant
progression and poor cancer prognosis. Accordingly, here we have analyzed the association
between elF4E phosphorylation and cellular resistance to oxidative stress, starvation, and DNA-
damaging agents in vitro. Using immortalized and cancer cell lines, retroviral expression of a
phosphomimetic (S209D) form of elF4E, but not phospho-dead (S209A) elF4E or GFP control,
significantly increased cellular resistance to stress induced by DNA-damaging agents (cisplatin),
starvation (glucose+glutamine withdrawal), and oxidative stress (arsenite). De novo
accumulation of elF4E-containing cytoplasmic bodies colocalizing with the elF4E-binding protein
4E-T was observed after expression of phosphomimetic S209D, but not S209A or wild-type
elF4E. Increased resistance to cellular stress induced by elF4E-S209D was lost upon knockdown
of endogenous 4E-T or use of an elF4E-W73A-5209D mutant unable to bind 4E-T. Cancer cells
treated with the Mnk1/2 inhibitor CGP57380 to prevent elF4E phosphorylation and mouse
embryonic fibroblasts derived from Mnk1/2 knockout mice were also more sensitive to arsenite
and cisplatin treatment. Polysome analysis revealed an 80S peak 2 hours after arsenite
treatment in cells overexpressing phosphomimetic elF4E, indicating translational stalling.
Nonetheless, a selective increase was observed in the translation of some proteins (cyclin D,
HuR, and Mcl-1). We conclude that phosphorylation of elF4E confers resistance to various cell
stressors and that a direct interaction or regulation of 4E-T by elF4E is required. Further
delineation of this process may identify novel therapeutic avenues for cancer treatment, and
these results support the use of modern Mnk1/2 inhibitors in conjunction with standard

therapy.
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Introduction

Regulation of protein translation has recently been linked to a central role in cancer
development and malignant progression. The eukaryotic translation initiation factor (elF) 4E
mediates association of the elF4F complex (consisting of elFAE, elF4A, and elF4G) with the 5'-
methylated guanosine cap structure of mRNA and is an essential and rate-limiting factor of
canonical protein translation initiation [1, 2]. elFAE also contributes to nuclear-cytoplasmic
export of certain mRNAs by binding a 50-nt element in the 3’"UTR known as the elF4E-sensitivity
element (4E-SE) [3, 4]. Nuclear import of elF4E is mediated by the transporter protein 4E-T,
which binds to elF4E through a conserved binding motif (YXXXXL®) that is also found in elF4G
and in the family of translational suppressors known as elF4E-binding proteins (4E-BPs) [5].

elF4E is an oncogene with prognostic value in various human cancers, including head and
neck squamous cell carcinoma and breast cancer [6-8]. In vitro, elFAE induces malignant
transformation through the regulation of multiple cell features, such as by increasing cell
proliferation, cell survival, and anchorage-independence [9] [6, 9, 10]. This is at least partly due
to elF4E enhancing the translation of mRNAs with long and highly structured 5' untranslated
regions (UTRs), such as C-MYC, BCL2, FGF2, and BIRC5 (survivin), referred to as elF4E-sensitive
mMRNAs [11]. However, the exact molecular mechanisms of how elF4E contributes to malignancy
and, in particular, the role of elFAE phosphorylation remain unclear.

Phosphorylation of elF4E at Ser-209 by the kinases Mnkl and Mnk2 in response to
mitogens, tumor promoters, and growth factors [12-15] is critical for its oncogenic activity [16].
Phosphorylation of elF4E appears to selectively control the translation of a subset of mRNAs
that encode proliferation and pro-survival proteins (such as BIRC2 and Mcl-1), several paracrine
factors involved in inflammation (Smad2, the chemokines CCL2, CCL7, and CCL9), extracellular
matrix proteins (MMP3, MMP9), and proteins related to angiogenesis (VEGFC) [17]. Moreover,
phosphorylated elFAE seems to be involved in export of a set of RNAs from the nucleus to the
cytoplasm (including cyclin D1, HDM2, and ODC) and has been related with a weak affinity for
capped RNA. This lower affinity probably allows mRNA release and confers a faster turnover of
certain RNAs [18, 19].

The oncogenic features mediated through elFAE phosphorylation have also been analyzed
in in vivo models. In the Eu-myc mouse lymphoma model [16, 20, 21], expression of wild-type
elF4E, the phosphomimetic elF4E-S209D mutant, or activation of the elF4E kinase Mnk1 all
accelerated tumor development. In contrast, the phospho-null mutant S209A or dominant
negative Mnk1/2 suppressed lymphomagenesis [16]. In PTEN-null mouse lymphoma and

prostate cancer models, disruption of elF4E phosphorylation abrogates tumor development.
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Similar results were observed in mice harboring knockout (KO) Mnk1/2 genes. Curiously,
Mnk1/2 KO mice do not exhibit any conspicuous phenotype, indicating that phosphorylation of
elF4E is not required for normal tissue function or development [17].

Various cytoplasmic bodies are formed when cells are stressed, such as stress granules
(SGs) and processing bodies (also known as P-bodies; PBs). Although elF4E and 4E-T have been
described as components of both SGs and PBs, the role of elF4E phosphorylation in the
formation of these intracellular structures has not been sufficiently studied. Curiously, arsenite
treatment induces both phosphorylation of elF4E and assembly of PBs and SGs, and results in
physically associated SG-PB structures [22]. SGs sequester mRNAs in a protein complex that
includes preinitiation and translation-related factors and mRNA-binding proteins and which can
act as a site for mRNA storage and subsequent re-entry to translation. On the other hand,
mammalian PBs contain components of the 5’ to 3’ decay machinery, nonsense-mediated decay
pathways, RNA-induced silencing machinery, and activators of mRNA decay pathways [23].
However, some protein components of PBs are also implicated in translational repression, and
MRNASs that are associated with PBs may re-enter translation either directly or through SGs [24,
25].

The relationship between the phosphorylation of elF4E and cellular stress, survival, and
malignant progression remains to be studied in detail. Here, we demonstrate that
phosphorylation of elF4E at Ser-209 increases resistance to cellular stress, including oxidative
stress (arsenite), starvation (glucose/glutamine), and cytotoxic stress (cisplatin), leading to
enhanced cell survival and subsequent cell recovery, proliferation, and tumor progression. This
process appears to act through an interaction with 4E-T and a qualitative regulation of
translation, processes that could potentially be exploited therapeutically to target certain

cancers.

Results

Phosphorylation of elF4AE augments clonogenic formation ability and resistance to oxidative
stress, nutrient starvation, and DNA-damaging chemotherapeutic drugs

Phosphorylation of elF4E Ser-209 by Mnk1/2 is known to affect cell proliferation and
tumor malignancy [26]. To further understand the role of elF4E phosphorylation in these
processes, we infected immortalized and malignant cell lines with retrovirus to overexpress GFP
(control) or Myc-tagged phosphomimetic (S209D) or phospho-dead (S209A) versions of elF4E.

The levels of protein expression between the two mutants were similar, and were
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approximately the same as that of endogenous elF4E in MDA-MB-231 and HaCaT cells,
indicating a physiologically relevant expression system (Fig. 1A). Analysis of cell proliferation did
not reveal any statistically significant differences between the three expression constructs (Fig.
1B).

In an anchorage-dependent clonogenic assay, however, expression of S209D (and to a
lesser extent S209A) clearly increased both colony size and number in MDA-MB-231 malignant
breast cancer cells as well as in non-tumorigenic HaCaT keratinocytes (Fig. 1C), consistent with
previous reports [16]. Similar results were observed in other cell lines, including MDA-MB-468
breast cancer cells (Supplementary Fig. 1).

Since clonogenic assays subject cells to stress conditions, we reasoned that
phosphorylation of elF4E confers a positive survival advantage during and/or after stress
situations. We therefore treated the cells with arsenite, a well-known inducer of oxidative stress
[27]. As expected, the overall number of colonies was reduced, but we still observed a
statistically significant increase in colony formation in cells expressing phosphomimetic S209D.
Curiously, the surviving colonies were bigger compared to untreated conditions (Fig. 1D), which
may be due to both endogenous phosphorylation of elF4E and reduced nutrient competition
due to fewer surviving colonies following arsenite treatment.

For a more detailed analysis, we assessed proliferation and viability after exposing cells to
a variety of stress signals: arsenite (250 uM NaAsO, for 90 minutes); cisplatin (33 uM CDDP for 3
hours), a DNA-damaging chemotherapeutic agent; and nutrient starvation (lack of glucose and
glutamate for 24 hours). Cell viability and recovery after restoration to normal culture conditions
was measured at 24, 48, and 72 hours. As seen in Figure 2A, both MDA-MB-231 and HaCaT cells
overexpressing S209D clearly showed increased resistance and recovery to oxidative, nutrient,
and DNA damage stress conditions compared with control cells. Similar results were observed in
various other cancer cell lines, including MDA-MB-468 and Hela cells (Supplementary Fig. 2).

Cellular stress, including oxidative stress from arsenite, is known to induce apoptosis [28].
In addition, it has been demonstrated in mouse models that phosphorylated elF4E mainly
promotes tumorigenesis by suppressing apoptosis [20]. In accordance with the previous results,
expression of S209D—but not S209A or GFP—completely prevented arsenite-induced apoptosis
in MDA-MB-231 cells, as measured by caspase-3/-7 activation (Fig. 2B). These results suggest
that the presence of phosphorylated elF4E at a time of stress provides an additional survival

advantage.

Prevention of endogenous elF4E phosphorylation increases the sensitivity of cells to stress in

vitro
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To corroborate these data, we treated cells with the Mnk inhibitor CGP 57380, which
effectively blocks phosphorylation of endogenous elF4E (Fig. 3A) [29]. MDA-MB-231 cells
express phosphorylated elF4E under normal conditions (Fig. 3A) and blocking Mnk1/2-mediated
elF4E phosphorylation with CGP 57380 indeed reduce proliferation slightly, reaching significance
at 96h. Blocking Mnk1/2 significantly reduces cell viability already after 48 hours upon
treatment with cell stressors such as arsenite and cisplatin however (Fig. 3B). We performed a
similar analysis in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) isolated from wild-type, as well as from
Mnk1/2 KO mice that are unable to phosphorylate elFAE (Fig. 3C). Althought having a very slight
reduced growth rate under normal conditions, Mnk1/2 KO MEFs were significantly less resistant
to both arsenite and cisplatin treatment compared to wild-type MEFs (Fig. 3D). Concordantly, a
significant reduction in viability was observed in wild-type MEFs when blocking elF4E
phosphorylation with CGP 57380 treatment (Fig. 3E).

Thus, from these observations, in conjunction with our phosphomimetic overexpression
data, we conclude that phosphorylated elF4E by Mnk1/2 likely enhances cellular resistance to

stress and subsequently increases cell recovery after stress removal.

Phosphomimetic elF4E forms de novo cytoplasmic bodies and shows high affinity for 4E-T

elF4E, as well as the elF4E transporter 4E-T, has been shown to colocalize with markers of
PBs, important regulators of mRNA stability and translation during stress [30]. Surprisingly,
expression of phosphomimetic elF4E-S209D, but not the control wild-type or S209A mutant,
caused de novo formation of cytoplasmic bodies in MDA-MB-231 cells—even in the absence of
external stress. These de novo formed bodies partially colocalized with the elF4E-binding protein
4E-T (Fig. 4A). These de novo forming bodies colocalizing to 4E-T were consistently observed in
other cell line tested including HaCaT cells (Supplementary Fig. 3). To determine whether these
de novo formed bodies are PBs or SGs, we examined the interaction between 4E-T and markers
of PBs (DCP1A) and SGs (TIA-1). In cells overexpressing the S209D mutant, endogenous 4E-T
formed novel cytoplasmic bodies that colocalized with the PB marker DCP1A, but not the SG
marker TIA-1, confirming previous results that 4E-T can localize to PBs (Fig. 4B and data not
shown).

To confirm the direct elF4E/AE-T interaction, we immunoprecipitated exogenous elF4E
with an anti-Myc antibody in MDA-MB-231 cells. Strikingly, elF4E-S209D, but not -S209A, was
able to pull down 4E-T under normal conditions, suggesting that phosphorylation of elF4E
increases its affinity for or proximity to 4E-T (Fig. 4C). To corroborate these data with
endogenous elF4E, we treated the MDA-MB-231 cell line with arsenite (inducing elF4E

phosphorylation) with or without CGP 57380 treatment (to prevent elF4E phosphorylation).
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Arsenite-induced phosphorylation increased the interaction between elF4E and 4E-T (as shown
by increased pull-down with the phospho-specific antibody of elF4E and total elF4E), whereas
CGP 57380 reduced this interaction (Fig. 4D), confirming our results obtained with the
phosphomimetic overexpression studies. Total inputs also indicate that arsenite induces
phosphorylation of elF4E, which is prevented by CGP 57380, as expected, with no change in
total elFAE (Fig. 4E). From these observations, we conclude that phosphorylation of elF4E is
important for its binding with 4E-T and that this complex is required for the formation of de

novo cytoplasmic bodies.

Interplay between 4E-T and phospho-elF4E confers resistance to cellular stress

We speculated that the association between 4E-T and phosphorylated elF4E might regulate
resistance to stress. We therefore analyzed the role of the elF4E/4E-T complex in MDA-MB-231
cells by knocking down 4E-T and by using elF4E mutants unable to bind 4E-T. 4E-T protein levels
were downregulated by over 80% following transfection with shRNA plasmids targeting 4E-T
(Supplementary Fig. 4). Knockdown of 4E-T in MDA-MB-231 cells did not affect proliferation (Fig.
5A). However, it completely abolished the resistance to arsenite mediated by elF4E-S209D (Fig.
5A). It thus appears that 4E-T is crucial for the protection against cellular stress conferred by
phosphorylated elF4E. To confirm that a specific interplay between phospho-elF4E and 4E-T is
required for stress resistance, we used the elF4E-S209D-W73A mutant that does not bind 4E-
T([4]and Supplementary Fig 5). The inability of elF4E to interact with 4E-T completely abolished
the increased resistance to stress mediated by the S209D mutant (Fig. 5B). Overall, the results
from our 4E-T knockdown experiments and the elF4E-W73A mutants unable to bind 4E-T
strongly support the theory that an association between 4E-T and the elF4E protein is crucial for

stress resistance.

Phosphomimetic elF4E mediates a rapid and dynamic regulation of protein synthesis after
stress

As elF4E is a rate-limiting regulator of mRNA translation, we sought to analyze changes in
MRNA translation and protein synthesis in response to stress. We thus performed polysome
profiling to assess overall mRNA translation in MDA-MB-231 cells. Under normal conditions,
both phosphomimetic and phospho-dead forms of elF4E, as well as control GFP-expressing cells,
displayed the same polysome profile. Two hours after arsenite treatment, however, the S209D-
expressing cells, in comparison to those expressing S209A and GFP, showed an increase in the
80S peak, indicating a rapid impediment to translation. Twelve hours after stress, the 80S peak

in S209D-expressing cells was maintained, whereas the S209A- and GFP-expressing cells now
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displayed an even higher 80S peak (Fig. 6A). These results may indicate that cells expressing the
phosphomimetic form of elFAE are able to halt protein synthesis more quickly after a stress
situation—but in a moderate manner—thus allowing a more selective translation of proteins
important to survival to continue. m7 GTP pull-down assays, in both MDA-MB-231 and HaCaT
cells, clearly showed a more rapid recovery of cap-mRNA binding and association with elF4G
after arsenite stress in cells expressing phosphomimetic elF4E (Fig. 6B).

To validate whether phosphorylation of elF4AE mediates a selective synthesis of proteins
under stress (as shown under normal conditions by other researchers [31]), we screened a
number of proteins by western blot under normal conditions and after arsenite treatment.
Indeed, S209D expression, but not that of S209A or GFP, caused an increase in the level of some
proteins 2 hours after arsenite stress, including proteins associated with resistance to apoptosis
(Mcl-1) and cell cycle progression (cyclin D1) whereas other proteins were either maintained or
decreased (Fig. 7A). To exclude the possibility that S209D works through transcriptional
pathways, we treated cells with actinomycin D before and after arsenite stress to block de novo
transcription. As seen in Figure 7B, S209D prevented the loss of HuR, Mcl-1, and cyclin D1 also in
the presence of actinomycin D, strongly suggesting post-transcriptional regulation, possibly by
maintenance of mRNA translation. After cycloheximide treatment, blocking protein synthesis,
the levels of some proteins, like cyclin D1, Mcl1, and HuR, was significantly reduced after 2 hours
of recovery from arsenite treatment (Fig. 7C), indicating that phosphomimetic elF4E indeed acts
by maintaining mRNA translation rather than stabilizing these proteins through an alternative
mechanism.

To validate this further, we performed Q-PCR analysis of mRNA isolated from polysomal
mRNA isolated before or after arsenite treatment. As seen in Figure 7D, cyclin D1 expression
clearly increases (relative to total mRNA) after stress specifically in cells overexpressing S209D
(Fig. 7D). A plausible explanation for these results is that phosphorylation of elFAE allows for a

more rapid re-initiation of protein translation following stress.

Discussion

Recently, control of protein synthesis has emerged as an important concept in the
regulation of cancer development, cancer prognosis, and therapeutic response [18, 32-36].
elF4E, a rate-limiting factor for mRNA translation and a potent oncoprotein, plays a central role
in this process. Phosphorylation of the elF4E residue Ser-209 is mediated by the Mnk1/2 kinases,
and, although phosphorylation of elF4E does not appear to be important for normal

development (as shown in various mouse models), it appears to control many of features
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related to malignancy. The underlying mechanism by which phosphorylation regulates the
oncogenic properties of elF4E is unclear, although several studies have reported increased
translation of various proteins involved in tumorigenesis, such as Mcl-1 (anti-apoptotic), MMP3
(matrix degradation and invasion), and cyclin D1 (proliferation). The present results shed further
light on this process, demonstrating that phosphorylation of elFAE augments resistance to in
vitro cellular stress, including oxidative stress, DNA-damaging agents, and nutrient starvation.
Indeed, stress appears to be one of the major inducers of elF4E phosphorylation. This result has
profound implications for cancer therapy. Cellular stress is frequently encountered by tumor
cells during cancer progression, with sources of stress that include lack of nutrients, cellular
crowding, and hypoxia, as well as that encountered during therapeutic interventions, such as
during chemo- and radiotherapy. Our results indicate that inhibiting elF4E phosphorylation is
therefore a therapeutic option worth evaluating. Indeed, there are already safe and orally
available drugs, such as cercosporamide, that inhibit elF4E phosphorylation via Mnk1/2 kinases.
Our in vitro data indicate that blocking elF4E phosphorylation with CGP 57380 is indeed
sufficient to reduce cellular resistance to stress and chemotherapeutic reagents such as
cisplatin.

How elF4E regulates stress resistance remains to be studied in detail, although we have
uncovered several possible mechanisms. S209D appears to cause a rapid translational block in
the 80S complex (polysomal profiles) after stress, followed by a qualitative regulation of
translation of certain proteins involved in resistance to apoptosis and proliferation, such as
cyclin D1, Mcl-1, and MMP3, in line with previous reports [18, 34, 37]. Q-PCR analysis of
polysomal mRNA indicate increased translation of these genes. Furthermore, we have
demonstrated that resistance to stress requires a direct interaction with the elF4E-binding
protein 4E-T, because knockdown of 4E-T or the use of elF4E mutants unable to bind 4E-T
prevents the stress-protective effect of elF4E. The factors and mRNA associated with these
complexes of phospho-elF4E and 4E-T remain to be determined.

The association of elF4E and phospho-elF4E with stress resistance has been described in
several biochemical settings in the literature. For example, Ser-209 of elF4E is phosphorylated in
response to different types of cyto- or genotoxic stresses [38], as well as after treatment with
cisplatin [39]. Increased phosphorylation of elF4E may play a positive role in selectively
stimulating mRNA translation of low efficiency proteins under stress conditions where general
protein synthesis is inhibited [38, 40]. In fact, phospho-elF4E has been associated with enhanced
replication of some viruses [41], with playing a significant role in anisomycin-induced translation
of CHOP under stress [42], and with exerting a key role in the antiviral host defense [43].

Moreover, in previous work, we showed that high levels of phospho-elF4E in malignant cells
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were associated with resistance to an unphosphorylated 4E-BP1 mutant [33]. This mutant binds
to elF4E and exerts a suppressor effect in cell lines [44], but many malignant cell lines with high
levels of phospho-elF4AE could escape this inhibition [33].

Finally, the biological role of elF4E in tumors and its inhibition as a therapeutic target have
already been proposed. A phase | clinical trial recently reported mild side-effects, without
clinical response, probably due to inefficient in vivo knockdown of elF4E [45]. Other approaches
have been developed, including those that use small molecular inhibitors of the binding of elF4E
and elF4G, such as 4EG-1 [46]. In addition, in vitro and in vivo studies have shown that knocking
down elF4E enhances sensitivity to anticancer agents, including cisplatin and doxorubicin [37,
39]. Importantly, we show that this effect is mediated by the level of phosphorylated elF4E and
not the total level of elF4E. Regarding inhibition of the Mnks, data with the inhibitor CGP 57380
have shown a decrease in the cell growth of breast cell lines and BCR-ABL—dependent cell lines
[47]. Interestingly, other inhibitors, such as cercosporamide, have been shown to exert
antitumor effects in vivo and prevent lung metastasis in a melanoma model [48]. In this paper,
we show that phospho-elF4E is clearly associated with resistance to treatment with cisplatin and
arsenite and that inhibition of Mnk1/2 significantly increases sensitivity to cisplatin and
oxidative stress. Moreover, it is important to realize that treatment with cisplatin and other
genotoxic agents increases elF4E phosphorylation through Mnks and p38. Similarly, treatment
with rapamycin enhances elFAE phosphorylation by activating MNK2a [49].

In summary, because phosphorylation of elF4E is associated with resistance to cellular
stress, with tumor development in mice models, and worse prognosis in human tumors, the use
of specific inhibitors of elF4E phosphorylation may be a promising approach in cancer
treatment. We propose combining elF4E phosphorylation inhibition with other therapeutic
approaches, with our data supporting the rationale for combining inhibitors of elF4E
phosphorylation with cisplatin or other DNA-damaging agents. Importantly, lack of elF4E
phosphorylation is not associated with anomalies in mice development and some inhibitors of
Mnk1/2, such as cercosporamide, are already employed in several clinical settings to treat
diseases, without major clinical side-effects. Moreover, inhibition of this phospho-elFAE/4E-T

complex could be a valuable approach for the development of novel therapeutic strategies.

Material and Methods

Cell culture
Immortalized keratinocytes, Hela cells (ATCC® CCL-2™, American Type Culture Collection,

Middlesex, UK, Ref ), the breast carcinoma cell lines MDA-MB-231 (ATCC® CRM-HTB-26™) and
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MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132™) [33], and mouse embryonic fibroblasts (MEFs) and MEFs
derived from Mnk1/2 KO [50] mice were grown in standard DMEM (Dulbecco's modified Eagle’s
medium) growth medium supplemented with 10% fetal calf serum and 1%
penicillin/streptomycin. Approved by the Vall d’Hebron Institut de Recerca ethical committee
(PR(SC)92/2011). MDA-MB-231 cells were treated overnight with 40 uM of MNK inhibitor (CGP

57380; Tocris Bioscience).

Cellular stress

Either 2,000 (MEF WT and MEF KO) or 5,000 cells/well (HaCaT and MDA-MB-231) were
seeded in 96-well plates and exposed to different types of stress: 250 uM NaAsO, for 90
minutes, 33 uM cisplatin (CDDP) for 3 hours, or nutrient starvation (glucose and glutamine
deprivation) for 24 hours. After stress was induced, the medium was changed to normal

medium.

Plasmid constructs
pLPCX-S209A-elF4E, pLPCX-S209D-elF4E, pLPCx-W73A, pLPCX-W73AS209D, and pLPKo-
sh4E-T constructs were kindly provided by Dr. N. Sonenberg (McGill University, Montreal,

Canada). Both elF4E mutants contain one Myc tag.

Cell transfection and retroviral transduction

Retroviral production and infection were essentially performed as previously described
[51] except that Phoenix packaging cells were transfected with JetPEl according to the
manufacturer’s protocol. Viral production and infection were performed at 37°C. Twenty-four
hours after the second infection, cells were selected with puromycin (0.7 pg/mL for MDA-MB-

231 and 1.5 pg/mL for HaCaT cells) for 3 days to eliminate uninfected cells.

Anchorage-dependent clonogenic assay

Ten thousand cells were plated in 100-mm plates and cultured for 12 days prior to fixation
with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany). After fixation, cells were
washed with phosphate-buffered saline (PBS) and stained with 0.1% crystal violet (Sigma) for 30
minutes, rinsed thoroughly, and dried. Each cell type was plated in duplicate for each

experiment.

MTT assay
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-25-yl]-2.5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma) was added to
the medium to a final concentration of 0.5 mg/mL and incubated for 4 hours at 37°C. The

medium was then removed and 0.2 mL DMSO was added. Absorbance was measured at 590 nm
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by using a Synergy spectrophotometer (Biotek). Readings were taken 0, 24, 48, 72, and 96 hours

after cell treatment.

Caspase assay

To measure caspase-3 and -7 activity, the Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega) was used.
Five thousand cells in 200 uL were seeded in white-walled 96-well plates and treated with 250
UM NaAsO, for 90 minutes. Then 100 uL Caspase-Glo® 3/7 reagent was added to each well and
the cells were incubated at room temperature for 1 hour. Luminescence was measured in the

Synergy Mx Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader.

Immunofluorescence

Cells were plated in 24-well plates, fixed for 30 minutes with 4% formaldehyde in PBS,
blocked with 5% bovine serum albumin (BSA)/PBS, and permeabilized with 0.5% Triton X-100 in
PBS for 1 hour. Cells were incubated with primary antibodies for 2 hours at room temperature
and washed three times with PBS both before and after incubation with Alexa Fluor 488- or 594-
conjugated secondary antibodies (1:200; Molecular Probes) for 1 hour at room temperature.
Cells were mounted in 50% glycerol in PBS. Images were taken with an Espectral FV1000

Olympus confocal microscope.

Western blot analysis

Western blotting was performed as previously described [33]. The primary antibodies
used were as follows: anti-Myc-tag antibody (#2276; 1:1000), anti-pelF4E Ser-209 (#9741,
1:1000), anti-Mnk1 C4C1 (#2195; 1:1000), anti-elF4G (#2498; 1:1000), anti-YB1 (#4202; 1:1000),
anti-mTOR 7C10 (#2983; 1:1000), anti-B-catenin (#9562; 1:1000; all from Cell Signaling); anti-
EIFAENIF1 (1:500; Sigma); anti-cyclin D1 M-20 (1:1000; Santa Cruz Biotechnology); anti-MCL1
Y37 (1:500), anti-Ago2 (1:500), anti-GAPDH 6C5 (1:2000; all from Abcam); and anti-HuR (1:500;
Millipore). Anti-actin CPO1 (1:500; Calbiochem, Darmstadt, Germany) was used as a loading
control. The secondary antibodies used were donkey anti-rabbit IgG-HRP (NA9340; 1:2000) and
donkey anti-mouse IgG-HRP (NA9340; 1:2000; both from Amersham Pharma-Biotech, Uppsala,
Sweden). Bound antibodies were visualized with an enhanced chemiluminescence detection kit

(Amersham Pharma-Biotech).

Immunoprecipitation

Cells were harvested in lysis buffer (250 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, and
5 mM EDTA). Lysed cells were incubated with anti-Myc tag antibody (diluted 1:2000), elF4E
antibody (diluted 1:500), or 4E-T antibody (diluted 1:500) overnight at 4°C. The following day
Protein G Sepharose 4 Fast Flow (17-0618-01; Amersham Pharma-Biotech) was added and the
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solution was gently mixed for 1 hour at 4°C. Samples were centrifuged at 3000 rpm for 3
minutes. The pellet was washed 3 times with 1 mL lysis buffer and resuspended in 50 pL sample
buffer (1% SDS, 100 mM DTT, 50 mM Tris, pH7.5). The suspension was heated to 95°C for 5

minutes and centrifuged at 3000 rpm for 3 minutes to remove the beads.

7-methyl-GTP-Sepharose pull-down assays

Cells were lysed in lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1
mM EDTA, 10% glycerol). Cell extracts were incubated overnight with anti-Myc tag primary
antibody (diluted 1:2000). 7-methyl-GTP-Sepharose or control Sepharose (GE Healthcare) was
added for 1 hour at 4°C under constant shaking. Beads were washed three times with lysis

buffer and absorbed proteins were eluted in SDS-PAGE sample buffer.

Polysome profiling

For polysome analysis, 400 mg of cell lysate was frozen in liquid nitrogen and then
resuspended in 1 mL of polysome extraction lysis buffer (1.5 mM KCl, 2.5 mM MgCl,, 5.0 mM
Tris, pH 7.4, 1.0% Triton X-100, 1.0% Na-deoxycholate, a protease inhibitor mix, 100 U/mL RNase
OUT, and 100 pg/mL cycloheximide). Cell extracts were analyzed in a 10%—50% sucrose gradient
(200 mM HEPES, 1 M KCl, 50 mM MgCl,, 100 pg/mL cycloheximide, a protease inhibitor mix, and
200 U/mL RNase OUT). Extracts were centrifuged in an SW41Ti rotor for 2 hours and 30 minutes

at 37000 rpm at 4°C. Gradients were sampled by using an ISCO UV detector.
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Figure Legends

Figure 1. Overexpression of phosphomimetic elF4E-S209D does not affect proliferation but
increases clonogenic cell survival. A, Western blot analysis showed similar, moderate levels of
Myc-tagged exogenous elF4E-S209D or -S209A and endogenous elFAE expression in MDA-MB-
231 and HaCaT cell lines. B, MTT cell proliferation assays revealed no significant difference in cell
growth between GFP— or elF4E-mutant—expressing cells under normal conditions. C, Crystal
violet staining of clonogenic colony formation assays demonstrated a dramatic and statistically
significant increase in both colony number and size upon elF4E-S209D expression compared
with GFP control cells. A moderate but not statistically significant increase in elF4E-S209A-
expressing cells was noted. Graphs depict the overall cell growth as measured in a crystal violet
absorption assay. D, The survival and growth advantage after expression of elF4E-S209D was
even more noticeable in both HaCaT and MDA-MB-231 cells treated with arsenite for 90
minutes to induce oxidative stress before being plated. * = P<0.05, ** = P<0.01 and *** =
P<0.001, compared to control, n=3.

Figure 2. MDA-MB-231 and HaCaT cells show increased resistance to stress after overexpression
of phosphomimetic elF4E. A, MDA-MB-231 and HaCaT cells were subjected to either arsenite
(NaAsO,), nutrient starvation, or cisplatin (CDDP) treatment, and cell viability was measured by
an MTT assay after 24, 48, and 72 hours. In all cases, elF4E-S5209D significantly increased cell
viability. B, Apoptotic activity measured by a caspase-3/-7 luminescence assay. Significant
activation of caspase-3/-7 activity was observed following arsenite treatment in elF4E-S209A—
and GFP—expressing cells, which was completely prevented by elF4E-S209D. * = P<0.05, **
P<0.01 and *** = P<0.001 compared to control, n=3.

Figure 3. Phosphorylation of endogenous elF4E increases cellular resistance to stress. A,
Expression of phospho-elF4E with and without CGP57380 treatment and with arsenite or
cisplatin treatment in MDA-MB-231 cells. B, MDA-MB-231 cells treated with CGP57380 to inhibit
Mnk1/2-mediated phosphorylation of elF4E displayed slightly decreased cell proliferation under
normal conditions, whereas cell recovery after oxidative stress by arsenite (and to less extent
cisplatin) was dramatically reduced. C, Western blotting showed a lack of phospho-elF4E in
MEFs from Mnk1/2 null mice and significantly reduced phospho-elF4E in wild-type MEFs treated
with CGP57380. D, MTT growth assays demonstrated a slight decrease in the proliferation of
MEFs from Mnk1/2 null mice compared to wild-type MEFs and a significant reduction in cell
recovery following either arsenite or cisplatin treatment. E, Inhibiting Mnk1/2 in wild-type MEFs
with CGP 57380 significantly reduced cellular recovery from arsenite or cisplatin treatment. * =
P<0.05, ** = P<0.01 and *** P = <0.001 compared to control, n=3.

Figure 4. Phospho-elF4E interacts with 4E-T and induces de novo cytoplasmic bodies. A, Confocal
immunofluorescence analysis of MDA-MB-231 cells demonstrated de novo formation of
cytoplasmic 4E-T bodies after overexpression of elF4E-S209D, with partial colocalization.
Formation of cytoplasmic 4E-T bodies was not observed upon overexpression of elF4E-S209A. B,
The 4E-T bodies in the elF4E-S209D—expressing cells colocalized with a marker of P-bodies
(DCP1A) in normal conditions. C, Immunoprecipitation assays with anti-Myc-tag antibodies
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against elF4E-S209A or -S209D demonstrated a specific interaction between phosphomimetic
elF4E-S209D and 4E-T. D, Arsenite treatment increased the phosphorylation of endogenous
elF4E and dramatically increased the interaction between elF4E and 4E-T, whereas treatment
with CGP57380 reduced phospho-elF4E and significantly diminished the amount of 4E-T
interacting with elF4E. 10% inputs used in the immunoprecipitations is shown on the side.

Figure 5. Phospho-elF4E/4E-T binding is necessary for recovery after stress. A, Cells stably
expressing elF4E-S209D or -S209A were transfected with scramble or specific short hairpins to
knockdown 4E-T expression. elF4E-S209D significantly enhanced cell recovery from arsenite
stress in scramble-transfected cells, whereas knockdown of 4E-T completely abolished any
protective effect of elF4E-S209D. B, Expression of the elF4E mutants W73A and W73A/S209D,
both unable to bind 4E-T, did not confer any resistance to arsenite treatment. * = P<0.05 and **
= P<0.01 compared to control, n=3.

Figure 6. elF4E-S209D rapidly modulates protein translation after arsenite treatment. Polysome
analysis of MDA-MB-231 cells showed that cells expressing elF4E-S209D, but not -S209A or GFP,
induced a peak in the 80S fraction 2 hours after arsenite treatment, indicating translational
stalling. Twelve hours after recovery from arsenite treatment, the 80S peak in S209D-expressing
cells was more moderate compared with that of S209A- or GFP-expressing cells, indicating a
slightly higher level of protein synthesis. B, m7-GTP pull-down assays in normal conditions and 2
hours after arsenite treatment indicate that elF4E-S209D strongly associates with the mRNA cap
in a complex with elF4G in the recovery period after arsenite treatment, which may allow re-
initiation of protein synthesis.

Figure 7. Selective increase in protein synthesis in cells expressing elF4E-S209D. A, Western
blotting analysis showed that elF4E-S209D was able to maintain the expression levels of some
proteins, such as cyclin D, after stress caused by arsenite treatment (compared to S209A- or
GFP-expressing cells). Other proteins showed reduced levels or no changes. B, Treatment with
actinomycin D for 6 hours in normal conditions and 2 hours after stress indicated that the
selective advantage of elF4E-S209D in maintaining protein expression was due to post-
transcriptional events. C, Treatment with cycloheximide after arsenite treatment showed that
cyclin D and Mcl-1 are subjected to translational regulation by elF4E-S209D, rather than
modulation of protein stability. D, Quantitative PCR analysis of polysomal RNA indicated that
elF4E-S209D after stress permits a dramatic increase in actively translated cyclin D1 (expressed
as a fraction of total mRNA).

Supplementary figure 1: MDA-MB-468 cells expressing elF4E-S209D showed greater clonogenic
colony formation ability under normal conditions than -S209A— or GFP—expressing cells.

Supplementary figure 2: MTT assays in MDA-MB-468 and Hela cell lines after arsenite
treatment and nutrient starvation indicated significantly faster recovery after stress in cells
expressing elF4E-S209D than in those expressing -S209A or GFP. * = P<0.05 and ** =P<0.01
compared to control, n=3.
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Supplementary figure 3: Immunofluorescence analysis of HaCaT cells expressing either S209A or
S209D mutants of elF4E under normal conditions indicated the specific spontaneous formation
of cytoplasmic bodies in S209D-expressing cells. These bodies partially colocalized with 4E-T.

Supplementary figure 4: 4E-T depletion in normal conditions in elF4E mutants. MDA-MB-231
stably expressing either GFP or S209A or S209D mutants of elF4E were cotransfected with sh4E-
T. Endogenous 4E-T levels were reduced in all three cases.

Supplementary figure 5: Immunoprecipitation assays with anti-Myc-tag antibodies against

elFAE-W73A and “W73A/S209D confirmed previous findings that the W73A mutations prevents
the direct interaction with 4E-T.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7
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Supplementary figure 1
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Supplementary figure 3
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