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RESUMEN

Los MPNST son sarcomas agresivos, el 50% de los cuales se desarrollan en el contexto de la
neurofibromatosis tipo 1, y para los que actualmente no existe ninguna terapia eficaz. Estos
tumores presentan una firma transcriptomica Unica, distinta a la de las células de Schwann
normales o los neurofibromas. Las RBPs son reguladores criticos de los programas de expresion
génica en numerosos procesos celulares y su disfuncion estd relacionada con varias
enfermedades, incluido el cancer. Esta tesis propone que las RBPs actiian como amplificadores
de mutaciones oncogénicas en MPNSTs coordinando complejas redes moleculares para
impulsar el desarrollo tumoral y la metastasis, y que podrian ser excelentes dianas para el
tratamiento o el diagndstico. Descubri que la RBP LSMS5 estaba altamente expresada en los
MPNST, lo que se relacionaba con un peor pronostico. El silenciamiento de LSM5 condujo a
una regulacion (por ejemplo, de la proliferacion y la supervivencia), y esto estaba relacionado
con su capacidad para regular el splicing y la degradacion del ARNm. Ademads, utilizando la
captura del ARN-interactoma, pude identificar el repertorio de RBPs activas en lineas celulares
de MPNST, entre las que seleccioné y estudi¢ més a fondo el papel funcional de MEX3A.

En conclusion, las RBPs desempefian un papel crucial en la progresion del MPNST vy
representan un area prometedora para el desarrollo de nuevas terapias y estrategias de
diagnostico.

ABSTRACT

MPNSTs are aggressive sarcomas, 50% of which develop in the context of neurofibromatosis
type 1, and for which currently there are no effective therapy. These tumors have a unique
transcriptomic signature that is distinct from normal Schwann cells or neurofibromas. RBPs are
are critical regulators of gene expression programs in numerous cellular processes and their
dysfunction are linked to various diseases, including cancer. This thesis proposes that RBPs act
as amplifiers of oncogenic driver mutations in MPNSTs by coordinating complex molecular
networks to drive tumor development and metastasis, and that they could be excellent targets
for treatment or diagnosis. I found that the RBP LSMS5 was highly expressed in MPNSTs, which
was linked to a worse prognosis. LSMS3 silencing led to a regulation (e.g. proliferation, survival),
and that this was linked to its capacity to regulate splicing and mRNA decay. Furthermore, using
RNA-interactome capture, [ was able to identify the repertoire of active RBPs in MPNST cell
lines, among which I selected and further studied the functional role of MEX3A.

In conclusion, RBPs play a crucial role in MPNST progression and represent a promising area
for the development of new therapies and diagnostic strategies.



RESUMEN

Las células de Schwann son células que recubren los axones de las neuronas del sistema
nervioso periférico, y juegan un papel fundamental para el mantenimiento de la homeostasis
neuronal en condiciones fisioldgicas normales. La pérdida de funcionalidad de estas células se
ha relacionado con enfermedades neurodegenerativas, neuropatias y cancer. En este ultimo
caso, destacamos la neurofibromatosis, un grupo heterogéneo de enfermedades con
predisposicion a desarrollar tumores. La mas frecuente es la neurofibromatosis de tipo 1, que
afecta a 1 de cada 2.500-3.000 nifios nacidos en el mundo. Esta enfermedad se produce por una
mutacion autosémica dominante en el gen NFI que provoca la pérdida funcional de la proteina
neurofibromina, impidiendo la inactivacion de la proteina Ras, lo que conduce a una activacion
constitutiva de las rutas de sefializacion celular controladas por esta. Los principales sintomas
de esta enfermedad asociados a las células de Schwann son los neurofibromas, lesiones
benignas que pueden ser cutaneas o plexiformes.

Ademas de la neurofibromina, entre el 8 y el 13% de los neurofibromas pueden adquirir
una mutacion en otro gen y transformarse en tumores malignos de la vaina del nervio periférico
(MPNSTs, por sus siglas en inglés). Estos tumores son sarcomas agresivos y los pacientes que
los desarrollan tienen una baja probabilidad de supervivencia a los 5 afios. Los MPNSTSs tienen
una firma transcriptomica tnica que es distinta a la de las células de Schwann normales o a la
de los neurofibromas, por lo que atacar los programas de expresion génica es uno de los
mecanismos que estd emergiendo como terapia en el contexto tumoral. Las proteinas de union
al ARN (RBPs, por sus siglas en inglés) son reguladores esenciales de la expresion génica,
regulando todos los aspectos de la vida del ARN mensajero (ARNm).

En primer lugar, en esta tesis se realizaron analisis bioinformaticos con el fin de
encontrar RBPs candidatas que pudieran estar implicadas en el proceso de desarrollo de
MPNST. El analisis de las bases de datos con muestras de pacientes de MPNST y
neurofibromatosis, confirmaron que 59 RBPs estaban enriquecidas en MPNST. Una criba
manual y unos analisis preliminares permitieron seleccionar finalmente LSM5 como candidato
principal. Se realizaron analisis bioinformaticos complementarios como una curva de
supervivencia, donde se pudo comprobar que los pacientes con mayor expresion de LSMS5
tienen peor prondstico, y un analisis de single cell que permitié confirmar que LSMS5 se expresa
en un mayor niumero de células de MPNST que de neurofibroma.

Se confirmaron los resultados de los anélisis bioinforméticos realizando un analisis a
nivel de proteina y ARN en lineas celulares y en muestras humanas, pudiendo concluir que
LSMS se expresa mas en MPNST que en neurofibromas y células de Schwann normales. Para
comprobar que LSMS5 tiene un papel relevante en el desarrollo tumoral, se realizd el
silenciamiento de LSM3J en lineas celulares de MPNST y se llevaron a cabo diferentes ensayos
funcionales in vitro, y se confirmé que el silenciamiento de LSM5 reduce las siguientes
propiedades tumorales: proliferacion, viabilidad, crecimiento en colonia y crecimiento
independiente de anclaje en células de MPNST. Ademads, se comprob6 mediante un ensayo de
viabilidad que el silenciamiento afecta en mayor medida a células de MPNST que a células de
Schwann normales inmortalizadas. Esto condujo a la conclusion de que LSMS tiene un papel
relevante en el crecimiento tumoral en células MPNST. Dado que los datos obtenidos in vitro
confirmaron que el silenciamiento de LSMS5 reduce las propiedades tumorales de las células de



MPNST, se realiz6é un ensayo in vivo de xenotrasplante. Las células MPNST silenciadas no
fueron capaces de formar tumores en ratones Nude, a diferencia de las células MPNST
controles.

Con el fin de conocer los mecanismos moleculares afectados por el silenciamiento de
LSM35, se realiz6 una secuenciacion de ARN (RNAseq, por sus siglas en inglés) En este estudio,
se encontraron 6.127 genes que se expresan de forma diferencial entre las células silenciadas
de LSMS5 y células controles. El anélisis de RNAseq permitid conocer que la apoptosis se
desregula al silenciar LSM3, lo cual fue confirmado mediante un analisis de citometria de flujo.
Por lo tanto, se puede concluir que el silenciamiento de LSM5 aumenta la muerte por apoptosis
en células de MPNST. Por otro lado, las células en las que se silencia LSMS5 también mostraron
una desregulacion en la ruta de sefializacion de mTOR. Mediante un experimento de Western
Blot, se analizd la expresion de algunos de los principales reguladores de esta ruta de
sefializacion y se confirmd que existe una disminucion de la activacion de la ruta de mTOR
provocada por el silenciamiento de LSM5.

Con la finalidad de conocer los ARNm directamente regulados por LSMS5, y poder asi
descifrar el mecanismo por el cual LSMS5 regula el proceso tumoral, se realizo un andlisis de
secuenciacion de inmunoprecipitacion de ARN-proteina (RIPseq, por sus siglas en inglés). Los
datos obtenidos evidenciaron que LSMS5 se une a 4.704 moléculas de ARNm. La superposicion
de los datos de RIPseq con los datos obtenidos en el RNAseq indica que 587 genes regulados
por LSM5 aumentan su expresion en las células en las que se ha silenciado el LSM5 respecto a
los controles, mientras que 903 transcritos unidos a LSM5 estdn menos expresados tras el
silenciamiento de LSM5. Ademas, sabiendo que LSM5 esta implicado en el proceso de splicing,
se realiz6 un analisis del splicing con los datos obtenidos en el RNAseq. Se comprobd que la
eliminacion de LSMS5 cambia el patron del splicing, concretamente acumulando eventos de
intron retention. Se seleccionaron varias variantes de splicing de genes que podrian tener una
implicacion en el desarrollo tumoral: CDK2, CCNT1, CEACAM1 y AXINI.

Por ultimo, sabiendo que la degradacion del ARNm y la traduccion son dos mecanismos
muy relacionados, ambos llevados a cabo por proteinas de union al ARN, se decidio realizar un
fraccionamiento de ribosomas con la finalidad de conocer si el silenciamiento de LSM5 produce
cambios en la traduccion. Confirmamos que el perfil de los ribosomas de las células controles
y las células silenciadas con LSMS5 eran diferentes, por lo que concluimos que el silenciamiento
de LSMS5 produce un cambio en la traduccion global.

Tras los resultados prometedores obtenidos con LSM35, se planteo la busqueda de otras
RBPs que pudieran estar implicadas en el desarrollo de MPNST, con el fin de encontrar nuevas
dianas para el diagnostico y/o el tratamiento de estos tumores. Con el fin de encontrar la huella
de RBPs que parecen exclusivamente unidas a ARNm en MPNST, se realiz6 un andlisis de la
captura de interactoma (RNA interactome capture; RIC, por sus siglas en inglés). Esta técnica
permitié conocer las RBPs que se unen al ARNm en diferentes lineas celulares: células de
Schwann normales inmortalizas (iHSCA1, iHSCA2), de neurofibroma (CRL3388) y MPNST
(S462 y T265). Se seleccionaron cuatro candidatos que podrian estar implicados en el desarrollo
de MPNST: DDX56, RBM28, UBAP2L y MEX3A. La expresion de estas RBPs candidatas en
MPNST fue confirmada en una base de datos con muestras de tejidos de nervios, neurofibroma



y MPNST. Ademas, se comprob6 su expresion en las lineas de células de Schwann, de
neurofibroma y MPNST en su estado basal.

Se selecciond MEX3A como principal candidato y se confirm6 la mayor expresion de
esta RBP en MPNST respecto a neurofibromatosis. Estos analisis se realizaron en una base de
datos de RNAseq de muestras de pacientes, asi como por qPCR en muestras humanas de tejido
sano, neurofibroma y MPNST. Ademas, se realizaron diferentes estudios funcionales in vitro y
se confirmé que el silenciamiento de MEX3A reduce ligeramente algunas de las propiedades
tumorales de las células de MPNST.

En resumen, los datos obtenidos en esta tesis parecen indicar que:
1) LSMS5 podria ser un buen marcador de diagnostico y pronostico de pacientes con MPNST.

2) El silenciamiento de LSMS5 reduce las propiedades tumorales de las células de MPNST in
vitro. Este efecto es menos pronunciado en las células de Schwann humanas inmortalizadas.

3) El silenciamiento de LSM5 en células MPNST previene la formacion de tumores en modelos
de xenotrasplante in vivo.

4) LSM5 regula directamente miles de ARNm y, como consecuencia, su silenciamiento conduce
a una modificacion del transcriptoma.

5) El mecanismo molecular por el que LSM5 regula los procesos tumorales es complejo. La
ruta mTOR y la ruta Wnt podrian ser dos mecanismos importantes.

6) El silenciamiento de LSMS5 cambia el patron del splicing de genes como CDK2, CCNTI y
CEACAM!I, los cuales podrian tener una implicacion en la reduccion de la progresion tumoral.

7) El silenciamiento de LSMS5 produce un cambio en la traduccion global.

8) DDX56, RBM28, UBAP2L y MEX3A pueden tener una implicacion en el desarrollo de
MPNST.

9) El silenciamiento de MEX34 reduce las propiedades tumorales de las células de MPNST.

10) MEX3A aumenta en gran medida su expresion en MPNST respecto a neurofibroma, por lo
que podria ser un buen marcador diagndstico de esta transicion.
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1. INTRODUCCION

1.1. SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO Y CELULAS DE SCHWANN

El sistema nervioso se divide en el sistema nervioso central (SNC), compuesto por el
cerebro, el tronco del encéfalo, el cerebelo y la médula espinal, y el sistema nervioso periférico
(SNP), compuesto por nervios espinales y ganglios (1). Las principales células que componen
este sistema son las neuronas, células polarizadas provistas de largos axones y cortas dendritas,
cuya principal funcidn es transmitir el impulso eléctrico. Las células que dan soporte a las
neuronas son las de la glia. En el SNP las células de la glia incluyen las células satélites, situadas
en los ganglios, y las células de Schwann (SC, por sus siglas en inglés), que se disponen
rodeando los nervios (2).

Las SCs deben su nombre al fisiologo aleman Theodor Schwann (1810-1882), que
describi6 por primera vez que los nervios periféricos son morfolégicamente complejos y estan
formados por varios tipos celulares, no solo por neuronas. Las SCs se pueden clasificar en dos
tipos: células de Schwann no mielinizantes y células de Schwann mielinizantes (3) (Figura 1).

Las SC no mielinizantes se disponen rodeando varios axones de pequefio calibre formando
los haces de Remak, que son indispensables para el correcto desarrollo y funcién del SNP,
ademas de tener un papel clave en la regeneracion nerviosa después del dafio en el nervio (4).
Las SC mielinizantes envuelven los axones de mayor didmetro (>1 pum) estableciendo una
relacion 1:1, formando la vaina de mielina. La funcion principal de la vaina de mielina es
promover la rapida y eficiente transmision del impulso nervioso mediante la conduccion
saltatoria (5).

Figura 1. Imagen de microscopia electrénica de un corte transversal de un nervio tibial de rata. (A) Podemos
distinguir un grupo de axones rodeados de células de Schwann no mielinizantes y (B) una célula de Schwann
mielinizante rodeando un axén. (Elaboracion propia)
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1.1.1. Desarrollo de las células de Schwann

Las células de la cresta neural son células embrionarias multipotentes. Dependiendo del
ambiente local, pueden diferenciarse en: células neurales de los sistemas sensorial, autonomo y
entérico; y en células no neurales, como células musculares lisas, melanocitos pigmentados,
huesos craneofaciales, cartilago y tejido conjuntivo (7).

Las células de Schwann derivan de la cresta neural, concretamente de una poblacion neural
transitoria de células que migra lejos de la cara dorsal del tubo neural a medida que esta se
cierra (6). Durante este proceso expresan los factores de transcripcion SOX10 y FOXD3 y los
factores epigenéticos HDAC1/2, dando lugar a los precursores de las células de Schwann (PCS)
(Figura 2). Esto permite la expresion de los marcadores de linaje glial [p0, DHH, PLP,
Cadherinal9 (exclusivo de PCS)] (8). Los PCSs estan presentes Unicamente en nervios
embrionarios, formando una estructura compacta junto a los axones (9). La transiciéon de PCSs
a células de Schwann inmaduras viene marcada por la expresion de los marcadores moleculares
S100b, GFAP y el antigeno glicolipido 04, asi como la reduccion del factor de transcripcion
AP2a y de la cadherina 19 (10). Las SCs inmaduras pueden diferenciarse de forma reversible
en SCs mielinizantes y en SCs no mielinizantes.

La diferenciacion a SCs mielinizantes viene marcada por la expresion de Krox20,
glicoproteina asociada a mielina (MAG), periaxina (PRX), proteina de mielina 0 (P0), proteina
basica de mielina (MBP), proteina 22 de mielina periférica (PMP22), plasmolipina y
galactocerebrosido (GAIC) y por la pérdida de expresion de moléculas caracteristicas de las
células de Schwann inmaduras como L1, NCAM y el receptor de neurotrofina P75 (10) (11).

Las SCs no mielinizantes mantienen la expresion de muchos marcadores de células de
Schwann inmaduras (no presentes en células mielinizantes). GALC se expresa igual que en las
SC mielinizantes y, en cambio, la integrina a1B1 esta regulada al alza inicamente en las SC no
mielinizantes (10) (12).
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Figura 2. Representacion esquematica del desarrollo de las células de Schwann desde las células de la cresta
neural. Durante el desarrollo de las células de Schwann desde la cresta neural se van expresando diferentes
moléculas que propician la transicion a células precursoras de las células de Schwann, posteriormente a células
de Schwann inmaduras. En este paso las células pueden diferenciarse en células de Schwann mielinizantes y
expresar marcadores de mielina o diferenciarse en células de Schwann no mielinizantes, expresando otro
conjunto de marcadores. (Elaboracion propia)

1.1.2. Rutas de seializacion implicadas en el desarrollo de las células de Schwann

Es necesario enfatizar que las sefiales axonales juegan un papel fundamental en el
desarrollo del linaje de las células de Schwann. En especial, destacamos la neuregulina 1
(NRGT1), molécula crucial para la supervivencia de PCS, la diferenciacion de las células gliales,
asi como en el proceso de mielinizacion (13) (14).

Otras de las sefiales externas que influyen en este proceso es el TGF-f, que durante el
desarrollo de las SC puede funcionar como inhibidor de la proliferacion y de la mielinizacion.
El otro papel de TGF-J en las células de Schwann est4 relacionado con la regeneracion nerviosa
después del dafio, ya que puede estar asociado con la transicion a células de Schwann
proliferantes con fenotipo no mielinizante (15) (16).

Adicionalmente a las moléculas nombradas, hay algunas vias de sefalizacién celular
importantes en este proceso como son (17) (18):

e Via de sefalizacion Notch. Tiene un papel critico en la diferenciacion de células de la
cresta neural en células de linaje de Schwann. Durante el desarrollo actia aumentando
la proliferacion de SCs inmaduras e inhibiendo la mielinizacion. En el contexto de una
lesion acttia acelerando la desdiferenciacion (10) (19).

e Via de senalizacion MAPK/ERK. Es esencial en el desarrollo del SNP, para favorecer
la diferenciacion temprana de las SCs y en la mielinizacion (20).

e Via de senalizacion HIPPO-YAP/TAZ. Juega un papel importante en el desarrollo de
las SCs, como punto de equilibrio entre la proliferacion de SCs inmaduras y la
progresion del linaje de las SCs. Ademas, tiene un papel relevante en la respuesta a una
lesion y en la progresion tumoral (21).

e Via de sefializaciéon adenosin monofosfato-3°, 5’ ciclico (¢cAMP por sus siglas en
inglés). La elevacion del cAMP esta relacionada con el receptor acoplado a la proteina
G (GPR)126, y su principal funciéon es el control de la proliferacion. Ademas, es
importante para la mielinizacion de las SCs mediante la activacion de genes implicados
en este proceso (22).

e Via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR. Tiene un papel importante como regulador
positivo de los de proliferacion y supervivencia, asi como el componente mTORCI1 es
importante en el cambio metabdlico necesario para la mielinizacion, regula
positivamente la formacion de la mielina y tiene un papel crucial en los estadios previos
a la mielinizacion (23) (24) (25).

1.1.3. Enfermedades asociadas al sistema nervioso periférico

Las SCs son importantes en el mantenimiento de la homeostasis neuronal en condiciones
fisioldgicas. Por lo tanto, la pérdida de funcionalidad de las células de Schwann esté relacionada
con enfermedades neurodegenerativas, neuropatias y cancer (26) (27).
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Algunas enfermedades neurodegenerativas, como la Esclerosis Lateral Amiotréfica
(ELA), la Atrofia Muscular Espinal (AME) o el modelo murino de distrofia muscular de
Duchenne se han relacionado con alteraciones en la funcionalidad de las SC perisinapticas
(PSC), unas células asociadas a terminales axonicos motores en la uniéon neuromuscular (NMJ)
(28).

Respecto a las neuropatias asociadas a las SC se pueden destacar: Charcot—Marie—Tooth
(CMT), el sindrome de Guillain—Barré, la polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica
(CIDP) y la neuropatia diabética (29).

e Charcot-Marie-Tooth es la neuropatia hereditaria mas comun. Es una enfermedad
heterogénea con diferentes mutaciones en genes especificos de neurona o de células de
Schwann. Las mutaciones en estos genes se traducen en dafio axonal, normalmente
consecuencia de alteraciones en las células de Schwann mielinizantes (30).

e El sindrome de Guillain—Barré y la polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica
se producen por la pérdida de la mielinizacion de los nervios periféricos causada por
una reaccion autoinmune que afecta a las células de Schwann (31) (32).

e Laneuropatia diabética se caracteriza por el dafio en axones, células de Schwann y vasos
sanguineos a consecuencia de la diabetes (33).

e Infeccion de Mycobacterium leprae en SC puede causar neuropatia a lo largo del tiempo
(34).

Por otro lado, existe un grupo heterogéneo de trastornos genéticos conocidos como
neurofibromatosis que predisponen a la formacion de tumores, Podemos distinguir 3 tipos (35)
(36):

e Neurofibromatosis de tipo 1 (NF1). Es la méas comun (96% de los casos), se ve afectado
el gen NF'1 y destaca por el desarrollo de neurofibromas.

e Neurofibromatosis de tipo 2 (NF2). Comprende el 3% de los casos y se produce por una
mutacion del gen NF2. Destaca por el desarrollo de schwannomas, tumores
encapsulados formados tnicamente por células de Schwann neoplasicas.

e Schwannomatosis (SWN). Su frecuencia es baja y muchas veces dificil de diagnosticar
por su similitud a NF2. Al igual que en la NF2 destaca el desarrollo de schwannomas.

e Los tumores malignos de la vaina del nervio periférico (MPNST) son, también, tumores
cuyas células principales son las células de Schwann. A diferencia de los schwannomas
y neurofibromas, son tumores agresivos. Pueden desarrollarse en el contexto de la
neurofibromatosis o ser esporadicos.

Dentro de este abanico de enfermedades relacionadas con las SC, se selecciond la
neurofibromatosis de tipo 1 y su progresion a MPNST como objeto de estudio de esta tesis.

1.2. NEUROFIBROMATOSIS TIPO 1

La neurofibromatosis tipo 1, también conocida como enfermedad de Von Recklinghausen
(38), afecta en la actualidad a 1 de cada 3.000 nifios nacidos en el mundo, independientemente
del sexo o etnia. Es una de las enfermedades mendelianas mas comunes, es autosomica
dominante y de penetrancia completa.

La neurofibromatosis de tipo 1 se produce por una mutacioén del gen NF1, situado en el
cromosoma 17 (17q11.2) (39). Esta mutacion produce una pérdida funcional en una proteina
llamada Neurofibromina (NF1), compuesta por 2.818 aminoécidos y situada en la membrana
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plasmatica. A pesar de que su expresion es ubicua, es mayor en células del sistema nervioso,
incluyendo neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y células de Schwann. Es una proteina
activadora de la GTPasa de RAS (GAP), su funcion consiste en eliminar un fosfato del GTP
unido a RAS. De esta forma, RAS queda unida a GDP, su forma inactiva. RAS necesita estar
unida a GTP para poder activar el resto de la cascada de sefializacion (40) (Figura 3).

La pérdida funcional de la Neurofibromina se traduce en la activacion constitutiva de la
proteina RAS y, por consecuente, de las vias de sefializacion celular que activa RAS. La via de
sefializacion que se ve principalmente afectada es RAF/MEK/ERK, la cual promueve la
progresion y supervivencia celular. En resumen, la pérdida de Neurofibromina se traduce en un
aumento de la progresion y supervivencia celular (41).

®
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Figura 3. Fisiopatologia de la neurofibromatosis de tipo I. Implicacion de la pérdida funcional de la proteina
Neurofibromina en la proliferacion y supervivencia. (Elaboracion propia)

1.2.1. Sintomas y tipos de neurofibromas

La neurofibromatosis se puede presentar clinicamente de forma muy variable. Las
manifestaciones clinicas de esta enfermedad engloban complicaciones de tipo dermatolédgico,
oftalmoldgico, neurologico, cardiovascular, 6seo, endocrino, tumoral y psicologico (42).

Entre los principales sintomas destacamos los neurofibromas, lesiones tumorales
formadas por células de Schwann, fibroblastos, mastocitos, elementos vasculares, macréfagos,
células dendriticas y células perineurales. No obstante, los elementos neoplasicos primarios
derivan del linaje de las células de Schwann. Se pueden clasificar de diferentes formas, la mas
extendida es en dos clases: neurofibromas cutaneos y neurofibromas plexiformes.

Los neurofibromas cutaneos (NFc) son tumores benignos que afectan casi al 100% de las
personas diagnosticadas con NF1. No obstante, no tienen capacidad de convertirse en tumores
malignos. Al inicio de su desarrollo proliferan con rapidez, pero rapidamente se vuelven
quiescentes. Se localizan principalmente en los nervios terminales de la dermis y, aunque
principalmente se desarrollan en los foliculos pilosos, se pueden desarrollar en otras zonas del
cuerpo como la palma de la mano o la planta del pie. El tamafio y el nimero de NFc puede
variar en funcion del individuo y dentro de €l. Estas lesiones se caracterizan por tener forma de
ctpula, ser suaves y ser del color de la piel o ligeramente hiperpigmentado. Pueden causar picor,
dolor y una carga estética que a menudo, provoca problemas de autoestima (43) (44).
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Los neurofibromas plexioformes (NFp) afectan aproximadamente al 40% de los pacientes
diagnosticados de neurofibromatosis. La mayoria son congénitos o se desarrollan en los
primeros cinco afios de vida del individuo. Se localizan principalmente rodeando los nervios
largos y los plexos, en la mayor parte de los casos en las extremidades. Estas lesiones pueden
causar dolor, deformidades y disfuncion motora. En algunos casos pueden causar, ademas,
complicaciones derivadas, como: disfuncién respiratoria, estomacal o de la vejiga o
discapacidad visual. Hay algunos NFp que son asintomaticos, una misma persona puede tener
neurofibromas asintomaticos y sintomaticos. Estas lesiones pueden malignizarse y convertirse
en tumores malignos de la vaina del nervio periférico (45) (46).

1.2.2. Criterios de diagndstico

Los criterios para el diagnodstico de la neurofibromatosis tipo 1 fueron descritos y
revisados por el National Institutes of Health (NIH) (47). Para que una persona que no tiene un
progenitor diagnosticado con NF1 sea diagnosticada de la enfermedad, debe presentar dos o
mas de los siguientes rasgos:

e Seis 0 mas maculas denominadas “café au lait” de méas de 5 mm de didmetro maximo

en individuos preptuberes y de més de 15 mm de didmetro méximo en individuos

pospuberes.

Pecas en la region axilar o inguinal.

Dos o mas neurofibromas de cualquier tipo o un neurofibroma plexiforme.

Glioma de la via optica.

Dos 0 mas nodulos de Lisch en los iris identificados mediante un examen con lampara

de hendidura, o dos 0 mas anomalias coroideas (CA), definidas como nodulos brillantes

e irregulares identificados mediante tomografia de coherencia Optica (OCT)/reflectancia

del infrarrojo cercano (NIR).

e Una lesion 6sea distintiva, como la displasia esfenoidal, arqueamiento anterolateral de
la tibia o la pseudoartrosis de un hueso largo.

e Variante patogénica heterocigota de NF1 con una fraccion alélica de la variante del 50%
en tejidos aparentemente normales, como los globulos blancos.

Sin embargo, una persona que tiene un progenitor diagnosticado de NFI1, se debe
diagnosticar de NF1 si cumple al menos uno de los rasgos especificados.

1.2.3. Relacion genotipo-fenotipo

En los ultimos afios, la importancia de la heterogeneidad de los sintomas estd siendo
relevante en el estudio de la NF1. La relacion genotipo-fenotipo podria ser clave en el desarrollo
y tratamiento de la neurofibromatosis. Se han identificado mas de 2.600 mutaciones inherentes
al gen NF1 en pacientes con esta enfermedad. La mayor parte de las mutaciones causantes de
NF1 son intragénicas (90-95%), mientras que menos del 10% son deleciones que afectan a todo
el gen o afectan a la regién gendmica flanqueante (48).

Las correlaciones genotipo-fenotipo se han asociado en un limitado nimero de casos a
alteraciones especificas de la linea germinal NF1(49) (50) (51). Destacamos las siguientes:
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e Microdeleciones NF1. En general estos pacientes presentan sintomatologia mas severa
que el resto de los pacientes con NF1. Estos pacientes pueden presentar mas de 1.000
neurofibromas y tienen un mayor riesgo de desarrollar MPNST. Ademas, presentan
rasgos dismorficos, retraso en el desarrollo y discapacidad intelectual.

e Mutaciones con cambio de sentido en los codones 844848 de la proteina NF1 (Leu844,
Cys845, Ala846, Leu847, and Gly848). Estos pacientes presentan también un fenotipo
severo, un gran numero de NFp, neurofibromas espinales sintomaticos, gliomas opticos
y anomalias esqueléticas. Ademas, presentan un mayor riesgo de desarrollar MPNST.

e Mutaciones con cambio de sentido como pMetl149, pArgl276 y pLys1423. Estos
pacientes tienen un fenotipo mas leve, desarrollan un bajo numero de neurofibromas.

e Mutaciones de delecion en p.Met992del, la sustitucion pArgl809 o la mutacién con
cambio de sentido Argl038Gly. Estos pacientes tienen un fenotipo leve, no presentan
neurofibromas plexiformes.

Es necesario seguir estudiando estas relaciones que podrian ayudar con el pronodstico y
tratamiento de estos pacientes. El seguimiento de pacientes con mayor riesgo de desarrollar
MPNST podria ser fundamental.

1.2.4. Terapias actuales

La neurofibromatosis, como se ha indicado previamente, afecta a gran variedad de
organos. Por ello, el manejo de pacientes con esta enfermedad es también multidisciplinar (52).

Respecto a las terapias actuales para el tratamiento de los neurofibromas:

e Los neurofibromas cutdneos no suelen recibir tratamiento, si se presenta prurito como
sintomatologia se suele dar antihistamiticos o gabapertina (42).

e Los neurofibromas plexioformes se tratan generalmente mediante eliminaciéon con
cirugia, lo que puede suponer un desafio importante en aquellos pacientes con un gran
nimero de estas lesiones.

En 2020 la agencia americana del medicamento (FDA, por sus siglas en inglés) y en
2021 la agencia europea del medicamento (EMA, por sus siglas en inglés) aprobaron el
uso de Koselugo (selumetinib), un bloqueante de las enzimas MEKI1/2. Este
medicamento se utiliza para tratar los neurofibromas plexiformes cuando presentan
sintomas y no pueden extirparse mediante cirugia en pacientes pediatricos de 3 afios en
adelante con neurofibromatosis de tipo 1 (53) (54) (55).

Actualmente, se estan llevando a cabo varios ensayos clinicos para el tratamiento de
pacientes con neurofibromatosis, entre ellos destacan los inhibidores de MEK1/2 y de
tirosina quinasa.

1.3. TUMORES DE LA VAINA DEL NERVIO PERIFERICO (MPNST)

Los MPNSTs son sarcomas raros y agresivos de tejido blando cuya incidencia es de un
0.001% en la poblacion general. Tienen gran capacidad de producir metastasis (56). Mas del
50% de MPNSTs se producen en el contexto de la neurofibromatosis de tipo 1. Entre el 8-12%
de personas con NF1 desarrollan este tipo de tumor a lo largo de su vida. Debido al alto
porcentaje de desarrollo de MPNST y la agresividad de este tumor, es una de las principales
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causas de muerte de las personas con neurofibromatosis. La supervivencia a los 5 afios de los
pacientes con MPNST es del 34% (57). No obstante, el 45% de los MPNSTSs ocurren de forma
esporadica, y el 5% como consecuencia de radioterapia. Los MPNSTs de tipo esporadico suelen
aparecer en edades mas tardias, son mas pequefios y tienen mejor pronostico (58) (59).

Las células que forman este tipo de tumor son, principalmente, las células de Schwann
(Figura 4). Estas cé¢lulas, como se ha explicado previamente, pueden evolucionar a células de
neurofibromatosis con la pérdida funcional de la proteina NF1. La mutacion inactivadora del
componente del ciclo celular CDKN2A favorece la progresion de NFp a neoplasia
neurofibromatosa atipica de potencial bioldgico desconocido (ANNUBP). Este estadio se
caracteriza por atipia nuclear, hipercelularidad y aumento de la actividad mitética y su potencial
maligno es incierto.

La pérdida del complejo PRC2, encargado de la metilacion de la lisina 27 de la histona 3
(H3K27Me3), lleva a la progresion en MPNST. Otras mutaciones que se han descrito en el
contexto de MPNST son mutaciones en los genes EGFR, PTEN 'y TP53 (60) (61).

Célula de Schwann Neurofibroma ANNUBP MPNST

-NF1 -CDKN2A -PRC2

Figura 4. Progresion de las células de Schwann a MPNST. La célula de Schwann normal puede tener una pérdida
funcional de NF1 y convertirse en neurofibroma. La pérdida adicional de CDKN2A propicia la progresion a ANNUBP
que, sumado a la mutacion de PCR2 permite la progresion a MPNST. (Elaboracion propia)

1.3.1. Criterios diagnosticos de MPNST

El diagnostico de MPNST puede ser complejo, algunos de estos tumores no presentan
sintomas en una primera instancia. No obstante, hay algunos criterios que ayudan al diagndstico
de los pacientes con esta enfermedad (59) (62) (63):

e Criterios clinicos.
Un paciente que presenta nuevos sintomas neurologicos (p. €j., hipoestesia o disestesia),
dolor y/o agrandamiento asociado a un NFp previamente conocido, normalmente debe
ser diagnosticado de MPNST.

e C(riterios radiolégicos.
La imagen por resonancia magnética es, principalmente, el método de imagen mas
utilizado en el diagnostico de sarcoma. Esta técnica ayuda a discernir entre NFp y
MPNST cuando se analizan ciertas caracteristicas del tumor como un edema
peritumoral circundante, margenes irregulares y/o localmente invasivos. Por otro lado,
en los ultimos afios la tomografia por emision de positrones/tomografia computarizada
(PET/CT) est4 empezando a utilizarse como criterio diagnéstico en MPNST.

e C(riterios histopatologicos.
En primer lugar, se tienen en cuenta los criterios morfologicos, como la presencia de
células fusiformes con margenes citoplasmaticos indistintos y nicleos en forma de S.
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Los MPNSTs carecen de marcadores moleculares distintivos para su diagnostico. No
obstante, algunos marcadores pueden ser utiles en el diagndstico, como la expresion -
de S100 o SOX10, la inactivacion de PRC2 o el perfil de metilacion de MPNST
(H3K27me3). Ademas, los marcadores K167, TP53, CD34, P16 también son utilizados
para el diagndstico histopatoldgico.

1.3.2. Rutas de seiializacion importantes en el desarrollo de MPNST

Es importante estudiar cudles son las vias de sefializacion claves en el desarrollo tumoral,

esta informacion puede ser clave en la busqueda de tratamientos efectivos para esta enfermedad,
asi como para poder comprenderla. Entre las rutas mas relevantes en el desarrollo de MPNST,
destacamos (Figura 5) (64) (65):

e Ruta RAS-MEK-ERK y Ruta PI3K-AKT-mTOR. Los pacientes con MPNST, al igual

que los pacientes con NF1, tienen una mutacion inactivadora en NFI. La pérdida de
funcionalidad de la neurofibromina se traduce en una proteina RAS, que no se inactiva.
La forma activa de RAS recluta la proteina RAF y activa de forma constitutiva la ruta
de sefializacion RAS-MEK-ERK. La proteina RAS activada, es capaz también de
activar PI3K, lo que permite el accionamiento de diferentes componentes de la ruta de
sefalizacion PI3K-AKT-mTOR.

La activacion constitutiva de estas dos rutas de sefializacion celular se traduce en un
aumento de la proliferacion celular y de la supervivencia (66).

Ruta Wnt. Componentes de la via de sefializacion Wnt se han visto desregulados en
pacientes con MPNST y parecen tener un papel relevante en el desarrollo tumoral. Se
ha identificado una proteina en concreto, WNTS5A, que actlia como supresor tumoral
regulando el microambiente tumoral. Otros componentes como CXCR4 y CXCL12
estabilizan la B-catenina y esta a su vez, permite la progresion del ciclo celular y
aumenta el crecimiento del tumor estimulando la ciclina D1(67) (68).
HIPPO-YAP/TAZ. Se ha registrado un aumento de la expresion de esta via de
sefializacion en pacientes con MPNST. Normalmente se asocia a los genes LATSI,
LATS2, MSTI1, y MST2. La hiperactivacion de esta via de sefializacion lleva a un
aumento de la proliferacion celular (69).

Ruta de sefializacion JAK-STAT. La sobreexpresion del receptor EGFR, o de los
componentes JAK3 y STAT3 se ha relacionado con la activacion de la ruta de
sefnalizacion JAK-STAT y con el aumento del desarrollo de MPNST (70).

Ademas, la mayor parte de los MPNSTSs se han asociado con mutaciones funcionalmente

inactivadoras en las cascadas de sefializaciéon pl19 — MDM2 — p53 y pl6 — ciclina D —
retinoblastoma (Rb) (71).
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Figura 5. Vias de sefializacion implicadas en el desarrollo de tumores de la vaina del nervio periférico
(MPNST). Representacion grafica de las vias de sefalizacion que han sido relacionadas con la regulacion del ciclo
celular, proliferacion y supervivencia celular en el desarrollo de MPNST. (Elaboracion propia)

1.3.3. Terapias actuales para MPNST

Actualmente los principales tratamientos para el MPNST son:

e C(Cirugia. La reseccion de los tumores dejando margenes negativos es la terapia mas
eficaz actualmente. La reseccion total de los tumores disminuye la recurrencia y
aumenta la supervivencia a los 5 afios (65) (72).

e (Quimioterapia. En pacientes con tumores no extirpables, avanzados o metastasicos se
utiliza terapia basada en antraciclinas, utilizadas normalmente para el tratamiento de
sarcomas de tejido blando. Otros tratamientos como el alquilante ifosfamida y el

inhibidor de la topoisomerasa II etopdsido también son utilizados para el tratamiento de
MPNST (73).
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e Radioterapia. La radioterapia se realiza normalmente como adyuvante en el tratamiento
de tumores de alto grado con un tamafio mayor a 5 centimetros o en pacientes con
tumores de bajo grado después de la escision marginal del tumor (74).

e Terapias diana. Actualmente, no existen terapias aprobadas por las dos principales
agencias del medicamento del mundo para el tratamiento de MPNST. Varios ensayos
clinicos se estan realizando en la actualidad para solventar el problema del tratamiento
de estos tumores. Estas terapias tienen como diana las vias de sefializacion desreguladas
en estos tumores que hemos mencionado en el apartado anterior.

Actualmente, aproximadamente 60 ensayos clinicos se estan realizando en el mundo para
encontrar un tratamiento para los MPNST. Entre los ensayos clinicos consistentes en terapias
dirigidas, destacamos los siguientes (Tabla 1) (75):

Farmaco Tipo Fase
Selumetinib+Sirolimus Inhibidor MEK + Inhibidor mTOR Fase II
Erlotinib hydrochloride Inhibidor del receptor EGFR Fase II
Everolimus+Bevacizumab Inhibidor mMTOR+ Inhibidor angiogénesis Fase 11
Selinexor Inhibidor de la exportina 1 Fase |
Dasatinib Inhibidor de la tirosina quinasa Fase II
Imatinib mesylate Inhibidor de la tirosina quinasa Fase II
Sorafenib Inhibidor de la tirosina quinasa Fase II

Tabla 1.Ensayos clinicos basados en terapias dirigidas.

e Inmunoterapia. La inmunoterapia en los Gltimos afios estd adquiriendo gran importancia
en el tratamiento de muchos tipos de cancer. Estudios recientes han descrito una
infiltracion de células T citotoxicas y reguladoras en MPNST, esto podria sugerir que
los inhibidores de los puntos de control inmunitario podrian ser un buen tratamiento.
No obstante, la heterogeneidad de estos tumores hace complejo el estudio de
tratamientos de inmunoterapia. A pesar de esto, se estan llevando a cabo varios ensayos
clinicos de este tipo de terapia, como la tecnologia MASCT-I, células CART B7H3 o
células CAR T EGFR806 (76).

e Virus oncolititos. En los tltimos afios, este tipo de terapia ha emergido como tratamiento
prometedor para MPNST. Actualmente, se esta realizando la fase I de un ensayo clinico
con vacunas de virus modificados que pueden expresar el gen NF1 sin afectar a células
normales y pueden ayudar al cuerpo a desarrollar una respuesta inmune efectiva (75).

Como se ha descrito anteriormente, los MPNST presentan una firma transcriptdémica unica
que se distingue de las células de Schwann normales y de los neurofibromas. Atacar los
programas transcriptomicos desregulados en el cdncer ha emergido en los tltimos afios como
una estrategia terapéutica prometedora. Es por ello que, en esta tesis, decidimos estudiar el
papel de las proteinas reguladoras del ARN, reguladores cruciales de los programas de
regulacion génica.
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1.4. PROTEINAS DE UNION AL ARN

Las proteinas de unidon al ARN son un grupo de proteinas que, como su propio nombre
indica, se unen al ARN regulando los procesos transcripcionales y postranscripcionales como
el empalme (splicing), exportacion nucleo-citosol, localizacion, traduccion y degradacion (76).

Las RBPs junto con el ARN pueden formar estructuras complejas denominadas particulas
ribonucleicas (RNPs, por sus siglas en inglés), que son dindmicas por naturaleza y pueden
cambiar en funcion de la maduracion y estado funcional del ARN, asi como del contexto celular.
Aproximadamente el 7.5 % de los genes del genoma humano codifican para proteinas que
regulan el metabolismo del ARN, uniéndose a este o formando parte de los RNPs (77).
Generalmente las RBPs se expresan de forma ubicua en el organismo, aunque alrededor del 2
% de ellas pueden ser especificas de un tejido.

Las RBPs se unen al ARN mediante dominios de union al ARN (RBDs, por sus siglas en
inglés) (78), atendiendo a esta caracteristica podemos clasificar las RBPs en:

e RBPs clasicas. Se caracterizan por la presencia de uno o mas RBDs. Estos dominios
pueden ser el motivo de reconocimiento del ARN (RRM), homdlogo K (KH), helicasa
DEAD-DEAH, y otros dominios con menor presencia.

e RBPs no clésicas. Se caracterizan por tener RBD no candnicos. Es el caso de los
ribosomas y los componentes del spliceosoma. Destacan en esta categoria los dominios
GTP EFTU, GTP, EFTU D2, SAP, zf-CCHC, LSM, R3H.

e Otras. La mayor parte de las proteinas consideradas RBPs no presentan RBDs
conocidos. Las proteinas de esta clase han sido identificadas como RBPs mediante
alguno de los métodos de identificacion de este tipo de proteinas, pero el dominio por
el cual se unen al ARN se desconoce.

1.4.1. Mecanismo de accion — union al ARN

La forma en que las RBPs se comunican con sus efectores podria implicar una red de
interconexiones mas compleja de lo que se pensaba previamente (79).

Las RBPs pueden unirse al ARN de diferentes modos, la forma en la que se produce esta
union puede ser determinante para su funcion. Se conocen los siguientes modos de union:

e Unidn de alta especificidad por el ARN. Las RBPs con RBDs clasicos reconocen y se
unen a secuencias de ARN especificas.

e Unidén de baja especificidad por el ARN. Las RBPs que no tienen especificidad por el
ARN como son las RBPs implicadas en la traduccion que se unen a miles de ARNm
distintos.

e Unién de ARN a través de la interaccion proteina-proteina. La union de las RBPs a otros
factores unidos previamente al ARN permite su interaccion con el ARN. Es el ejemplo
del complejo de unidn a exones (ECJ, por sus siglas en inglés).

e Unién de ARN por regiones desordenadas de proteinas: co-plegamiento. El motivo de
repeticion (RRM, por sus siglas en inglés) formado por una arginina (Arg) y varias
glicinas (Gly) produce un cambio conformacional que permite la union al ARN.

e Interacciones mediadas por la complementariedad de formas. Algunos ARNs tienen
formas complementarias a proteinas, permitiendo su union por complementariedad. Es
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el caso de algunas proteinas virales cuya conformacion es complementaria a las
subunidades ribosomales.

Complejo scaffold. Algunos ARNs son capaces de secuestrar varias RBPs con la
finalidad de producir estructuras complejas. Esta funcion se ha descrito en algunos
IncRNAs.

Modulacion de la actividad proteica. Ciertos ARNs pueden unirse a RBPs y regular su
funcién favoreciendo, por ejemplo, la dimerizacion de estas.

Las enzimas metabdlicas trabajan en la unién al ARN. Algunas enzimas metabdlicas se
han identificado como RBPs. La union del ARN a estas enzimas podria modular la
localizaciéon o la actividad de una enzima, por ejemplo, afectando a una reaccion
enzimatica secundaria, por control alostérico o proporcionando un scaffold que organice
complejos multienzimaticos e incluso vias de sefializacion.

La regulacion de los sitios de union RBP-ARN y de sus funciones también puede verse
afectada por modificaciones postraduccionales (PTMs) de residuos de RBPs. Entre estas
modificaciones destacamos la fosforilacion, la acetilacion y la metilacion de argininas. Estas
modificaciones introducen cargas electrostaticas que pueden afectar a la estabilidad estructural
de los sitios de union con el ARN, asi como de la capacidad de union con otras proteinas (80).
El complejo RBP-ARN opera de manera cooperativa, donde ambos componentes afectan la
funcién del otro. Mediante esta union, las RBPs pueden regular diferentes procesos del ARN
(Figura 6):
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Transcripcion de genes. Algunas RBPs pueden regular ARNs que interaccionan con la
cromatina y que regulan los estados epigenéticos y transcripcionales. SRSF2 se une a
los promotores de los genes, reclutando una serie de proteinas claves en la elongacion,
y, por tanto, activando la transcripcion (79) (81).

Poliadenilacion. La incorporacion de los 200 nucleodtidos de adeninas tiene un efecto
importante para el transporte, la traduccion y la estabilidad del ARNm. Es dependiente
de algunas RBPs, como por ejemplo CPSF, que actiia junto con PABPN1 para estimular
la actividad de la polimerasa poliA (82).

Modificaciones del ARN. La edicion de ARN mas frecuente es el cambio de adenosina
por inosina, como consecuencia se produce una molécula de ARN diferente al producto
inicial lo cual puede generar productos distintos. Las RBPs encargadas de realizar estas
modificaciones son las ADAR. Otras modificaciones importantes, como N6-
metiladenosina (m6A), ribosemetilacion (2'-O-Me), 8-oxo-dihidroguanosina (8-0x0G),
pseudouridina (¥), 5-metilcitidina (m5C) y N4-acetilcitidina (ac4C), pueden afectar a
la estabilidad y traduccién del ARNm (83).

Localizacion de ARNm. Es critica para la expresion génica. Las secuencias de
localizacion de accidn cis dentro de los ARNm maduros son reconocidas por las RBPs
citoplasmaticas, estas pueden reclutar proteinas motoras y represoras de la traduccion.
Entre este tipo de RBPs podemos destacar IGF2BP (84).

Estabilizacion del ARNm. Este mecanismo esta muy relacionado con la traduccion. Es
el caso de HuR estabiliza algunos ARNm permitiendo la formacion de mayor nimero
de proteinas implicadas en procesos de, por ejemplo, proliferacion (85).

Traduccion. Es un mecanismo rapido de control de la expresion génica. Entre otros,
ZBP1 actia bloqueando el inicio de la traduccion del ARNm de la beta actina (83).



e Biosintesis y regulacion de la funcion de los miARNs. Las RBPs tienen un papel
crucial en la biogénesis de miARNs en diferentes fases del proceso. Ademas, la uniéon
de RBPs al complejo RISC permite también su regulacion (86).

Una misma RBP puede realizar varias de las funciones descritas, y esto suele depender del
compartimento celular en el que se localice.

El splicing y el ARN decay son procesos importantes en la regulacion del ARN, y, por
el contexto de la presente tesis es necesario un desarrollo mas completo en la explicacion de
estos dos mecanismos.
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Figura 6. Mecanismos de accion de las proteinas de union al ARN. Las RBPs regulan diferentes procesos en la
vida del ARN desde el comienzo regulando la transcripcion, el splicing y la poliadenilacion hasta modificaciones
de ARN, exportacion nicleo citosol, estabilizacion, traduccion y degradacion. También es capaz de regular
procesos que afectan los miARNs, como la biogénesis. (Elaboracién propia)

1.4.1.1. Splicing

El splicing es un proceso esencial en la regulacion génica y puede regular aspectos de la
proliferacion celular, supervivencia y diferenciacion.

La mayoria de los genes en humanos estdn compuestos por exones (regiones codificantes)
e intrones (regiones no codificantes). La eliminacion de los intrones y el empalme de los exones
se produce en el espliceosoma en un proceso conocido como splicing. En la regulacion del
splicing intervienen varios elementos: en primer lugar, los sitios de splicing, en segundo lugar,
los elementos de accidn cis, unas secuencias cortas del pre-ARNm que modulan la unién de
proteinas reguladoras que estimulan o reprimen el ensamblaje de complejos del espliceosoma,
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y, en tercer lugar, los elementos de accion trans, que consisten en RBPs y factores de splicing
que forman el espliceosoma. El espliceosoma es un complejo formado por cinco
ribonucleoproteinas nucleares pequenas (snRNP, por sus siglas en inglés) que se asocian con el
ARN nuclear pequefio (snRNA, por sus siglas en inglés) posicionadas espacialmente para la
catalisis (91). La conformacion y la composicion del espliceosoma es altamente dindmica, mas
de 300 proteinas se asocian con el espliceosoma para su regulacion, lo que le confiere
flexibilidad y precision.

El splicing alternativo ocurre cuando se incluyen algunos exones, intrones o regiones de
estos de forma diferencial, produciendo a partir de un mismo pre-ARNm diferentes moléculas
ARNm. El 95% de los genes multiexones humanos se empalman alternativamente para
codificar multiples proteinas diferentes con la finalidad de mantener la especiacion y
complejidad fenotipica. Existen cinco principales tipos de splicing alternativo (AS, por sus
siglas en inglés):

e Exon skipping (AIREX) - —
[ |

Y

e Intron retention (IR)

e Exclusion mutua de exones

o Alternative 3 'splice site (Alt3)

AR

/o
WM ]

| s m——
o Alternative 5 'splice site (AltS) e a——

El proceso de exon skipping implica la eliminacion de un exon especifico. El proceso
de intron retention consiste en un intron que pasa a formar parte del ARNm. La exclusion mutua
de exones produce dos exones que aparecen de forma alternativa en el ARNm final. Los sitios
de AS incluyen uniones alternativas de espliceosoma para el sitio 3' (sitio aceptor) y 5' (sitio
donante), denominados alternative 5 'splice site y alternative 3 'splice site (88).

La distribucién de las variantes de splicing es dependiente del tejido, es por ello por lo
que cada tejido tiene sus propias células con diferentes funcionalidades. Se estima que el 50%
de los genes presentan splicing alternativo dependiendo del tejido (89).

Un correcto splicing alternativo depende de varios elementos, como de la presencia de los
elementos cis apropiados, del ensamblaje del espliceosoma, de interacciones especificas ARN-
proteina y de numerosos factores de splicing presentes en el tejido especifico. Una modificacion
en uno de estos elementos puede modificar la funcion de las proteinas generadas por un pre-
mRNA lo cual, puede interferir en diferentes procesos celulares (88).

1.4.1.2. mRNA decay

El ARNm después de la transcripcion es protegido por dos estructuras: la capucha 7 metil-
guanosina (cap 57) y la cola 3'poliA. Estas estructuras ayudan al ARN a protegerse de las
exonucleasas y a iniciar su traduccion. La ratio de degradacion depende de cada ARNm. En las
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células humanas, los transcritos pueden tener una vida media que puede variar entre 30 minutos
y varias horas. Para mantener una correcta funcion celular, es necesario encontrar un equilibrio
entre la transcripcion y la degradacion del ARNm. Esto se debe a que ayuda a mantener los
niveles de ARN en un estado estacionario y regula la expresion génica (89) (90). Ademas, la
existencia de diferentes enzimas con la misma funcidén, degradar el ARNm, refuerza la
importancia de este mecanismo en la homeostasis celular (91).

La degradacion del ARNm depende de elementos cis, secuencias especificas en el ARNm,
y de elementos trans, que comprenden un amplio nimero de factores reguladores que reclutan
las enzimas de degradacion. Los tres principales modos de degradacion del ARNm son:

e Degradacion del ARNm dependiente de deadenilacion. Es la ruta mas frecuente. Las
enzimas deadenilasas retiran la cola de poliA. Una vez eliminada pueden optar, a su vez,
por dos vias:

o Degradacion 5'— 3°. Requiere la eliminacion de la capucha 5'para que la
enzima XRN1 pueda actuar degradando el ARNm.

o Degradacion 3'— 5°. No requiere la eliminacioén de la caperuza, es eliminado
por la accion del exosoma empezando por el extremo 3°.

e Degradacion de ARNm independiente de deadenilacion. Se requiere la maquinaria de
eliminacion de la caperuza por un mecanismo diferente al anterior. La degradacion se
produce en la direccion 5'— 3.

e Degradacion mediada por endonucleasas. Una endonucleasa divide el ARNm en dos
fragmentos que son degradados por las enzimas encargadas de la eliminacion en las
direcciones 5'— 3"y 3'— 5",

Algunos datos sugieren que la via que mayor nimero de ARNm degrada es la via 5'— 3".
La ruta 3°- 5’esta especializada en ARNm concretos (92).

La degradacion del ARNm es un proceso interconectado la transcripcion y la traduccion.
La degradacion del ARNm compite con la traduccion por los transcritos. La eliminacion de la
caperuza 5’es fundamental para la inhibicion de la traduccién. Se ha demostrado que la
disfuncion de la degradacion del ARNm, en particular en la via de descaperuzamiento, es crucial
en la proliferacion celular, la apoptosis y la propagacion viral (93).

1.4.2. Enfermedades asociadas a proteinas de union al ARN

La regulacién génica mediada por las proteinas de union al ARN es importante en la
homeostasis y en la enfermedad. Las RBPs regulan la expresion de multiples genes por lo que,
cualquier cambio en sus niveles de expresion, puede contribuir con el desarrollo de diferentes
patologias. Las patologias que se han asociado con RBPs son: cancer, enfermedades de rifion,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades metabdlicas, enfermedades neuromusculares
e infecciones (94) (95) (96).

Las enfermedades asociadas a estas proteinas se producen por su desregulacién o por
mutaciones somaticas o mendelianas. No obstante, la patogénesis de las enfermedades
asociadas a proteinas de union al ARN se desconoce en muchos de los casos. Las mutaciones
asociadas a RBPs pueden afectar a la funcion de estas de diversas formas (78):

31



e Mutaciones en genes que codifican para RBPs pueden alterar el nivel de expresion de
la proteina o la ratio entre diferentes isoformas que no realicen la misma funcion.

e Mutaciones que trunquen la proteina o que impidan la correcta interaccion de esta con
cofactores.

e Mutaciones que afectan a la actividad enzimatica en proteinas que poseen ese rol.

e Mutaciones en sitios de union a ARN, que pueden afectar a la funcidon de estas proteinas
como RBPs.

Aproximadamente en un tercio de las RBPs, se han encontrado mutaciones asociadas con
enfermedades. Esto respalda la importancia de esta clase de proteinas en la homeostasis celular.

1.4.3. RBPsy cancer.

Los mecanismos de control postranscripcional estdn desregulados en muchos tipos de
cancer. Como se ha mencionado previamente, las proteinas de unién al ARN son unas de las
principales reguladoras de este proceso. Las RBPs pueden tener una expresion diferencial o una
actividad desregulada en el proceso tumoral (97).

Segun EuRBPdb, una base de datos que recoge informacion sobre este tipo de proteinas,
951 RBPs tienen una expresion diferencial en cancer respecto al tejido normal, de las cuales,
96 se expresan diferencialmente en mas de 10 tipos de cancer (Figura 7) (98).

== Expresados diferencialmente en 1 o 2 tipos de cancer

= Expresados diferencialmente de 2 a 9 tipos de cancer
= Expresados diferencialmente de 10 a 16 tipos de cancer

Total=3051

Figura 7. RBPs distribuidas en funcién del numero de tipos de cancer a los que afecta. (Elaboracion propia)

Se ha estudiado la expresion de estas proteinas en varios tipos de cancer. Un estudio
defiende que las RBPs estan sobrereguladas en cancer respecto al tejido sano (99) mientras que
otro estudio defiende que las RBPs se expresan mayoritariamente menos en cancer que en
tejidos sanos (100). La alteracion de la expresion de estas proteinas puede contribuir a la
regulacion de oncogenes o de genes supresores de tumores.

Las células tumorales utilizan los mecanismos postranscripcionales para modular rapida y
eficazmente los niveles de expresion de las proteinas, y para facilitar la adaptacion rapida a
sefales internas y externas. Se han identificado multiples RBPs relacionadas con diferentes
procesos del desarrollo tumoral como la proliferacion, la apoptosis, senescencia, transicion
epitelio-mesénquima, metastasis o quimioresistencia. La regulacion de estos procesos se da por
diferentes mecanismos (101) (102):

e Splicing alternativo. Este proceso es realizado principalmente por RBPs. Se ha visto un
cambio en el patron de las variantes alternativas de splicing en céncer respecto a los
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tejidos sanos. Las variantes de splicing contribuyen a la diversidad de las proteinas en
cancer. Estas alteraciones pueden modular oncogenes o genes supresores de tumores
teniendo un efecto en la apoptosis, proliferacion y ciclo celular.

e Regulacion de microRNAs. La alteracion de la expresion de las RBPs esta relacionada
con el deterioro del procesamiento de algunos miARNSs, lo que puede modular los
ARNm diana relacionados con la progresion y el desarrollo del cancer.

e Poliadenilacion alternativa. Ha demostrado ser un importante contribuyente a la
diversidad del transcriptoma. Es un proceso critico para generar transcriptos de ARN
maduro, llevado a cabo por proteinas que han sido reclutadas por RBPs. Este proceso
se relaciona de forma directa con la estabilidad, localizacion nucleocitoplasmatica y
traduccion del ARN, pudiendo traducirse en mayor medida proteinas implicadas en
procesos de ciclo celular, proliferacion y otros procesos del desarrollo tumoral.

e Localizacion del ARN. La localizacion de ARNm y IncRNA es regulada por RBPs. Esta
puede verse afectada en cancer. Los cambios de localizacion del ARNm pueden afectar
a los niveles de expresion de oncogenes y de genes supresores de tumores.

e Estabilidad del ARN. Es un proceso clave para la proteccion de las moléculas de ARNm
frente al ARNm decay y para la traduccion de estas. Algunas RBPs estabilizan algunos
ARN mensajeros importantes en procesos tumorales.

e ARNmdecay. Las RBPs pueden desestabilizar algunas moléculas de ARNm acelerando
su degradacion. Estos ARN mensajeros pueden provenir tanto de genes supresores de
tumores como de genes anti-apoptdticos.

e Regulacion de la traduccion. Las RBPs forman parte de diferentes pasos en el proceso
de traduccion y pueden regular la eficiencia de la misma. El control de la traduccion
estd regulado en el cancer, la sobreexpresion de algunas RBPs puede mejorar la
eficiencia de traduccion de proteinas implicadas en la supervivencia, proliferacion y
otros procesos del desarrollo tumoral.

1.4.4. Terapias actuales para proteinas de union al ARN

En los tltimos afios, las terapias que tienen como diana molecular las proteinas de union al
ARN estan siendo muy relevantes. El descubrimiento de nuevas moléculas ha sido esencial para
el desarrollo de estas terapias. Podemos dividir estas terapias en dos tipos (77) (79) (101):

e Directa sobre las proteinas de unién al ARN.
o Sobreexpresion de RBPs.
o Silenciamiento o reducciéon de proteinas que se expresan mas en una
enfermedad.
o Bloqueo de las modificaciones postraduccionales de las RBPs necesarias para el
cambio de conformacion que permite la union al ARN.
e Indirecta. Este tipo de moléculas se han creado con el fin de bloquear la interaccion
entre RBP y ARN, con el objetivo de tener un efecto en la proliferacion o supervivencia.
o Moléculas pequefias. De los compuestos que tienen RBPs como diana
terapéutica, es el tipo mas utilizado en la actualidad. Se utilizan para inhibir la
funcion de las RBPs por diferentes vias como, por ejemplo, uniéndose al
dominio RBD e impidiendo asi la union RBP-ARN.
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o Nanoparticulas de ARN interferente (siRNAs por sus siglas en inglés). Son
utilizadas como terapias dirigidas y han demostrado ser clinicamente seguras y
eficaces. Se pueden utilizar este tipo de moléculas contra una RBP diana.

o Péptidos sintéticos. Son moléculas pequefias con alta especificidad, selectividad,
facilidad de modificacion y biocompatibilidad.

o Oligonucledtidos. Son analogos de ADN monocatenario disefiados para unirse
al ARN mediante el apareamiento de bases Watson-Crick. Se unen al ARN
impidiendo la produccion de la proteina.

o Aptameros. Son pequenas moléculas de ADN o ARN o de naturaleza proteica
con alta especificidad y afinidad para unirse a las dianas. Funcionan de forma
similar a los anticuerpos, se unen a secuencias especificas e impiden la uniéon
RBP-ARN.

o ARN circular. Son moléculas de ARN que se pliegan formando un circulo y
pueden regular la funcién de las RBPs actuando como esponja o sefiuelo,
inhibiendo de esta forma su union al ARN.

o CRISPR-Cas9. Esta tecnologia innovadora se puede usar para editar el sitio de
union RBP-ARN o corregir mutaciones de RBPs.

1.4.5. Métodos de identificacion de RBPs

En los ultimos afios, el numero de RBPs conocidas ha aumentado de forma exponencial.
Actualmente, 4.280 proteinas se han identificado como parte de esta familia. El aumento de la
cantidad de RBPs conocidas se debe al desarrollo de multiples técnicas innovadoras para su
identificacion:

e M¢étodos basados en la captura con oligod(T).

o Captura del interactoma del ARN (RIC, por sus siglas en inglés). Este método
consiste en la union covalente de proteina y ARN mediante UV y la posterior
precipitacion mediante beads con oligod(T). Tiene diferentes variaciones para
la mejora de la captura del interactoma como el eRIC. (103) (104).

o Mapa de los dominios de union al ARN (RBDmap, por sus siglas en inglés). El
flujo de trabajo de este método es similar al del protocolo RIC. No obstante,
después de la union covalente de proteina y ARN mediante UV y la posterior
precipitacion mediante beads con oligod(T), se realiza una digestion con LysC
y ArgC. Esto permite la identificacion de los sitios de union de las RBPs al ARN
(105).

o Purificacion por afinidad de péptidos con crosslinking (pCLAP, por sus siglas
en inglés). Es un método muy similar al descrito anteriormente, el RBDmap. Se
realizan los pasos de union proteina y ARN mediante luz UV y de precipitacion
con oligod(T). No obstante, la preparacion de la muestra no requiere el
intercambio de tampones y la espectrometria de masas es de un solo tiro, por lo
que el método es mas rapido (106).

e M:¢étodos basados en quimica click.
o Quimica asistida RIC (CARIC, por sus siglas en inglés). Este método combina
la unién covalente de proteina y ARN mediante UV con el marcaje metabdlico
con dos analogos del nucleotido uridina (5-etinilurrina [EU] y 4-tiouridina
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[4SU]). Se realiza una reaccidon click con azida-biotina con posterior
enriquecimiento mediante la precipitacion con beads. Las proteinas precipitadas
son identificadas mediante protedmica. Este método permite identificar RBPs
independientemente del estado de poliadenilacion del ARN (107) (108) (109).
o Interactoma del ARN usando el método click (RICK, por sus siglas en inglés).
Al igual que el método CARIC, se realiza un marcaje metabdlico con EU. Se
realiza la unidn covalente de proteina y ARN mediante UV, una reaccion click
con biotina y el enriquecimiento mediante la precipitacion con beads (110).

e Me¢étodos basados en la diferencia de solubilidad.

o Separacion de fases organicas ortogonales (OOPS, por sus siglas en inglés). Este
método consiste en la generacion de uniones covalentes de proteina y ARN y en
la posterior separacion de fases con la utilizacioén de acido guanidinio-tiocinato-
fenol-cloroformo. Las propiedades fisicoquimicas de las moléculas de ARN les
permiten migrar a la fase acuosa, las proteinas, por otro lado, migran a la fase
organica. En la fase intermedia, se disponen las proteinas unidas al ARN. Estas
ultimas son purificadas e identificadas. Este método nos permite con una baja
cantidad de muestra de partida identificar ARN largos no codificantes
(IncARN:Ss, por sus siglas en inglés) y RBPs (111).

o Extraccion fenol Toluol (PTex, por sus siglas en inglés). El principio de esta
técnica es similar a OOPS. Se generan uniones covalentes de proteinay ARN y
se realiza una separacion de fases con la utilizacion fenol-tolueno. Las fases
generadas son las mismas que en la técnica OOPS (112).

o Extraccion de ARN de proteinas con crosslinking. (XRNAX, por sus siglas en
inglés) El principio de esta técnica es similar a OOPS. Se generan uniones
covalentes de proteina y ARN y se realiza una separacion de fases con la
utilizacion de TRIzol (113).

e M¢étodos de identificacion de dominios de union al ARN.

o Foto-crosslinking y MS de alta resolucion para la asignacion de RBDs en RBPs
(RNPx1). Es una técnica que combina la unién covalente de proteina y RNA con
UV, la espectrometria de masas de alta resolucion y un anélisis automatizado.
Este permite la identificacion de RBPs, de sus sitios de union al ARN y de los
motivos de unidén del ARN a las proteinas (114).

o Purificacion de proteinas asociadas a ARN total (iTRAPP, por sus siglas en
inglés) Combina la union covalente de los complejos proteina-ARN mediante
UV y el marcaje con 4-tiouridina (4SU). Ademas, se realiza la captura con silica
beads de los complejos con el enriquecimiento con columnas de dioxido de
titanio. La espectrometria de masas de esta técnica nos permite reconocer los
sitios de unidn de las proteinas de unién al ARN (115).

En esta tesis, como se describe en el apartado de resultados, se han escogido dos RBPs
(LSMS y MEX3A) como principales candidatos en el desarrollo de MPNST. Por ello, en los
siguientes apartados se profundiza en la caracteristicas y funciones de estos.
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1.5. LSMS

LSMS5 también conocido como YER146W, es una proteina codificada por un gen situado
en el cromosoma 7 (p14.3). El tamafio de la proteina es de 91 aminoacidos y posee una masa
molecular de 9937 Da. El gen LSM5 puede codificar para
10 variantes de transcritos de splicing (116).

Forma parte de la familia LSM, unas proteinas de
union al ARN que han sido encontradas en los tres
dominios de vida: archaea, bacteria y eukarya. Estas
proteinas comparten un "pliegue Sm" conservado que
consiste en una hélice alfa amino-terminal seguida de
cinco hebras beta antiparalelas que forman pequefios
barriles beta y que se ensamblan en hexameros o
heptameros en forma de anillo (Figura 8).

Figura 8. Representacion tridimensional
de la proteina LSM5. (2017, GeneCards)

LSMS se expresa en la mayoria de los tejidos del ser humano en un nivel similar, tiene
baja especificidad tisular. En la mayoria de los tejidos, se puede localizar en la célula tanto en
nucleo como en el citosol (117).

1.5.1. Funcion

La funcidn principal de LSMS5 es la de proteina de unién al ARN. Forma parte de dos
complejos diferentes con funciones distintas: el complejo LSM1-7 situado en el citoplasma y
el complejo LSM2-8 situado en el nucleo.

El complejo LSM1-7 estd formado por siete proteinas formando un anillo. Se sitha
normalmente en los cuerpos de procesamiento (o cuerpos P), unas regiones del citoplasma
donde se concentran las proteinas de degradacion del ARN 5°- 3"y donde quedan secuestradas
moléculas de ARNm estables o inestables que no son traducidas.

El complejo LSM1-7 tiene como funcion principal participar en la degradacion del ARNm
en su via 5'- 3’, conectando los pasos de deadenilacion con la eliminacion de la caperuza 5°.
En un primer lugar, puede impedir que las nucleasas accedan al extremo 3', y después, sirve de
anclaje para el complejo enzimético de DCP1-DCP2 y la exonucleasa 5'- 3" XRN1 (118).
Ademas, el complejo LSM1-7 también participa en la degradacion de ARNm de histonas
durante el ciclo celular, el descaperuzamiento dependiente de uridilacion y la biogénesis de
miRNAs (119).

En levaduras se ha descrito que, mediante su union a otras proteinas formando el complejo
Lsm1p—7p/Patlp/Dhhlp podria estar involucrado en el movimiento de ARNm fuera del grupo
de polisomas de traduccion a los cuerpos P, donde se degradaran o se almacenaran (120). De
hecho, la pérdida de la funcion de LSM1-7 da como resultado el recorte de los extremos 3'de
los ARNm y la degradacion de este por la accion del exosoma en esta region (121).

El complejo LSM2-8 est4a formado también por siete proteinas formando un anillo, de la
misma manera que LSM1-7, cambiando la subunidad LSM1 por LSM8. Se sittia en el ntcleo
y es un componente esencial para el proceso de splicing. Actiia estabilizando la proteina U6
snRNA, lo cual permite la formacién del complejo U6 snRNP (122). Ademas, el complejo
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LSM2-8, al igual que el complejo LSM1-7 en el citoplasma, estd implicado en el proceso de
degradacion de ARNm en el nacleo (123) (124).

Los complejos LSM se han relacionado también con la inhibicion de la degradacion del
ARN. LSM estan implicadas en la estabilizacion de los extremos 3" de los intermediarios en las
vias de procesamiento de ARNr y snoARN (ARN nucleolar pequefio) (125).

1.5.2. Relacion con enfermedades

Se ha descrito en levaduras que, el complejo Lsm1-7-Patl, tiene un papel importante en
la infeccion viral promoviendo la traduccion y el reclutamiento para la replicacion viral. Los
ARNmMm que contienen un elemento rico en AU (ARE) en la region 3' no traducida (UTR) sufren
una rapida degradacion del ARNm mediada por ARE (AMD) en el citoplasma (126).

LSMS5 se ha descrito como marcador de la cardiopatia hipertrofica y de mortalidad por
sepsis (127) (128). Ademas, algunos estudios revelan la posibilidad de que LSMS5 pudiera ser
un buen marcador de prognosis en diferentes tipos de cdncer como en hepatocarcinoma o
glioma y en la resistencia a quimioterapia en cancer gastrico y colorrectal (129) (130) (131)
(132).

1.6. MEX3A

MEX3A, también conocido como RKHD4 o RNF162, es una proteina codificada por un
gen situado en el cromosoma 1 (q22). El tamafio de la proteina es de 520 aminoacidos y su peso
molecular es de aproximadamente 54000 Da (133).

Pertenece, junto a MEX3B, MEX3C y MEX3D, a una N

familia de cuatro miembros denominada MEX3. En humanos, 7, 5 \

esta familia de proteinas se caracteriza por tener un dominio T D <
C-terminal RING y dos dominios homologos HNRNPK (KH) w,';J«—’f‘ 5 ) J
(Figura 9). {;4 i —/

MEX3A se localiza a nivel subcelular principalmente en
el citoplasma, asociada normalmente a los cuerpos P. Su papel
principal es el de proteina de union al ARN (134).

\(\J;Z

Figura 9. Representacion tridimensional
de la proteina MEX3A. (2017, GeneCards)

1.6.1. Funcion

La familia MEX3 tiene como funcidn principal la regulacion de la expresion
postranscripcional de los genes por su actuacion como E3 ligasa a través del dominio RING
(135). Ademas, MEX3A regula varios mecanismos de expresion génica mediante los dominios
de union al ARN KH1 y KH2 como el proceso de degradacion del ARNm mediante la union a
las regiones 3" no traducidas (UTR) (136).

MEX3A estd implicada también en el proceso de transporte entre el nucleo y
el citoplasma de algunos miRNAs. También se ha descrito que MEX3A podria estar implicada
en el splicing alternativo, en concreto en el splicing de TIMELESS (137).
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1.6.2. Relacion con enfermedades

Las proteinas MEX estan implicadas en diferentes procesos bioldgicos como
el desarrollo embrionario, la homeostasis epitelial, las respuestas inmunes y el cancer. MEX3A
es esencial para la proliferacion, la migracion celular y la apoptosis. Asimismo, MEX3A puede
también inhibir la respuesta inmune innata (138) (139).

Se ha descrito su relacion con diferentes tipos de cancer como el de: ovario,
cervical, pulmén, mama, colorrectal, hepatocarcinoma, glioblastoma y de tiroides. Por ello, en
algunos de estos tumores podria ser un buen marcador de prondstico, un marcador de resistencia
a terapias y una buena proteina diana para su tratamiento. (140) (141) (142) (143) (144) (145)
(146) (147).
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO 1I: Seleccion de RBPs candidatas.
Objetivo 1.1: Validacion y seleccion de RBPs candidatas mediante andlisis bioinformaticos.

Objetivo 1.2: Validacion de RBPs candidatas en muestras humanas y en células de MPNST.

OBJETIVO 2: Analisis funcional de RBPs candidatas en células de MPNST.
Objetivo 2.1: Ensayos funcionales in vitro de RBPs en células de MPNST.

Objetivo 2.2: Ensayos funcionales in vivo de RBPs en el crecimiento de MPNST utilizando
ensayos de xenoinjerto.

OBJETIVO 3: Mecanismo de accion de las RBPs candidatas en células de MPNST.
Objetivo 3.1: Identificacion de dianas de RBPs.

Objetivo 3.2: Validacion del mecanismo de accion de las RBPs candidatas en células de
MPNST.

OBJETIVO 4: Diseccion de la red de RBPs en MPNST.

Caracterizacion del RBPoma de MPNST mediante la captura de interactoma de ARN.
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3. HIPOTESIS

Las proteinas de union al ARN podrian estar implicadas en el desarrollo tumoral de MPNST.
El estudio de las RBPs candidatas podria ayudar al descubrimiento de dianas para el tratamiento
o el diagndstico de los MPNST.
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4. METODOS

4.1. CULTIVO DE LINEAS CELULARES

Los experimentos con células realizados en esta tesis se han llevado a cabo con lineas
celulares establecidas o comercializadas de células de Schwann, de neurofibromatosis y de
MPNST.

4.1.1. Lineas celulares de Schwann humanas inmortalizadas

Se utilizaron dos lineas de células de Schwann humanas inmortalizadas: iHSCA1 e iHSCA2,
obtenidas de Nancy Ratner en el Cincinnati Children s Hospital Medical Center. Ambas derivan
del nervio cidtico de un paciente sano, son wildtype (silvestre) para NF1 y fueron inmortalizadas
por la expresion exdgena de hTERT y CDK4 (53).

Estas lineas celulares se cultivan en Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, por
sus siglas en inglés) de alto contenido en glucosa (4500 mg/L) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS) y con 1% de antibidtico/antimicotico, a 37°C y con un 5% de COa.

4.1.2. Lineas celulares de neurofibromatosis

Se utilizaron dos lineas celulares de neurofibromatosis: CRL3388 y CRL3389, ambas
compradas en ATCC:

- La linea celular CRL3388 proviene de un neurofibroma plexiforme de la mano y fue
inmortalizada por la expresion exodgena de hTERT y CDK4. Estas células presentan una
mutacion germinal de pérdida de heretocigosidad (LOH, seglin sus siglas en inglés) en el gen
NFI1.

- La linea celular CRL3389 proviene de un neurofibroma plexiforme del nervio craneal XII y
fue inmortalizada por la expresion exégena de hTERT y CDK4. Estas células presentan una
mutacion germinal LOH en el gen NF1.

Estas lineas celulares se cultivaron en DMEM de alto contenido en glucosa suplementado
con 10% de FBS y con 1% de antibidtico/antimicético, a 37°C y con un 5% de COo.

4.1.3. Lineas celulares de MPNST

Se utilizaron tres lineas celulares de tumores de la vaina del nervio periférico obtenidas de
Nancy Ratner en el Cincinnati Children’s Hospital Medical Center (148):

- La linea celular S462 proviene de un MPNST de grado IV derivado de neurofibroma y
localizado en el muslo con dos mutaciones germinales LOH, una en el gen NF1 y otra en el gen
pS3.

- La linea celular T265 proviene de un MPNST derivado de neurofibroma localizado en el
retroperitoneo con una mutacion LOH en el gen NF1.
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- La linea celular NF90-8 proviene de un MPNST derivado de neurofibroma localizado en el
antebrazo izquierdo con dos mutaciones LOH, una en el gen NF1 y otra en el gen p53.

Las lineas celulares S462, T265 y 90-8 se cultivaron en DMEM suplementado con 10% de
FBS y con 1% de antibidtico/antimicético, a 37°C y con un 5% de CO».

4.14. Linea celular HEK293T

La linea celular HEK293T se utiliz6 para la produccion de particulas lentivirales. Esta linea
celular fue cultivada en DMEM suplementado con 10% de FBS y con 1% de
antibidtico/antimicoético, a 37°C y con un 5% de COo.

4.2. MUESTRAS HUMANAS

Las muestras humanas utilizadas consisten en una cohorte independiente de nervios sanos
humanos congelados (n = 4), neurofibromas (n = 7) y MPNST (n = 12) obtenidas de Stanmore
Musculoskeletal Biobank (United Kingdom), un satélite de University College London (UCL)/
University College London Hospitals (UCLH) Biobank (Human Tissue Authority License
12055), que fue aprobado por la National Research Ethics Committee (NREC) (referencia
15/YH/0311). Este estudio especifico fue aprobado por el NREC UCL/UCLH Biobank Ethical
Review Committee (reference EC17.14).

4.3. SILENCIAMIENTO DE GENES MEDIANTE PARTICULAS LENTIVIRALES

El silenciamiento de genes en esta tesis se realiz0 mediante infeccion con particulas
lentivirales. La generacion de particulas lentivirales se llevo a cabo mediante transfeccion de la
linea celular HEK293T con una mezcla de pladsmidos de empaquetamiento y el plasmido de
interés.

4.3.1. Crecimiento de plasmidos y aislamiento de ADN plasmidico

En primer lugar, se realizo el aislamiento y seleccion de colonias bacterianas con el
plasmido de interés en el interior (Tabla 2). Para ello, se realiz6 una triple estria del glicerol
comercial en placas Petri con LB agar con 100 mg/ml de ampicilina. Se incub6 a 37°C durante
16 horas.

El crecimiento de las bacterias con el plasmido de interés se llevod a cabo seleccionando
una colonia e inoculandola en un Erlenmeyer con medio LB con 100 mg/ml de ampicilina. Se
crecieron las bacterias en rotacion a 37°C durante 16 horas.

El aislamiento de ADN plasmidico se realiz6 con el Kit Midiprep de plasmidos HiPure
PureLink™ (Thermofisher, K210005) siguiendo el siguiente protocolo comercial:

- Previo a comenzar el protocolo se equilibraron las columnas afiadiendo 10 ml de tampon de
equilibrado (EQ1) a la columna HiPure y se dejo caer el liquido por gravedad.

- Se centrifugo el cultivo de bacterias a 4.000 g durante 10 minutos y se retird el sobrenadante.
El precipitado de bacterias se resuspendié en 4ml de tampdn de resuspension (R3) hasta obtener
un precipitado homogéneo. Se afiadieron 4 ml de tampon de lisis, se invirtid el tubo cinco veces
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y se incubd la mezcla 5 minutos a temperatura ambiente. Se anadidé 4ml del tampén de
precipitacion (N3) y se mezcld hasta obtener una mezcla homogénea. Se centrifugé el lisado a
12.000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

- El sobrenadante se afiadio a la columna previamente equilibrada y se dejo caer por gravedad.
Se hicieron 2 lavados con 10 ml de tampén de lavado (WS), dejando que drenase por gravedad
en ambas ocasiones. Una vez completados los lavados, se cambi6 la columna de tubo y se
afiadieron 5 ml el tampon de elucién a la columna (E4) y, de nuevo, se dejoé drenar por gravedad.
Se afiadieron 3.5 ml de isopropanol al eluido. Se mezcld bien y se centrifugd a 12.000 g durante
30 minutos a 4°C.

- Se retird el sobrenadante y se afiadié etanol 70% al pellet. Se centrifugd 5 minutos a 12.000 g
a 4°C, se retir6 el sobrenadante y se dejo secar el precipitado durante 10 minutos. E1 ADN
plasmidico purificado se resuspendié en tampon TE. El plasmido se cuantifico en el Nanodrop
2000 (ThermoScientific) y se guard6 a -20°C hasta su uso.

Nombre Secuencia Caodigo Casa Comercial
LSM5. 1 GTTGGTACTCTTCTAGGATTT TRCNO0000074456 Sigma-Aldrich
LSM5.2 CATCGTGATGAAGAGTGATAA TRCN0000074455 Sigma-Aldrich

MEX3A.1 CTAGTGAAGACACGTACAAAT TRCN0000218253 Sigma-Aldrich

MEX3A.2 CAAACCAACACATACATTATC TRCN0000230493 Sigma-Aldrich

CTRL Secuencia aleatoria Sigma-Aldrich

Tabla 2. Plasmidos utilizados para el silenciamiento de genes candidatos.

4.3.2. Produccion de particulas lentivirales e infeccion de células

El proceso de produccion de particulas lentivirales e infeccion de células para el
silenciamiento de genes dur6 varios dias (Figura 10):

- Dia 1. Se sembraron 3 millones de cé¢lulas HEK293T en una placa de 100 mm, y 6 horas
después se realiza una mezcla de los siguientes plasmidos en 1ml de medio sin FBS (Tabla 3):

Plasmidos Cantidad

MDL 2.55 g

VSV-G 1.37 ug

REV 0.98 pg
Plasmido de interés 10 pg

Tabla 3. Plasmidos utilizados para la produccion de particulas lentivirales.

A la mezcla se afiadieron 18 pl de TURBOfect (Thermo Scientific, R0531) y se realizé una
incubacion de 20 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié la mezcla a las placas con el medio
fresco y se incubd durante 16 horas en condiciones normales.

- Dia 2. Completadas las 16 horas se retir6 el medio con los plasmidos y el turbofect.

- Dia 3. 24 horas después del cambio de medio, se recogié el medio con las particulas
lentivirales y se filtré con filtros de CA (acetato de celulosa) de 45um de poro para evitar la
contaminacion con células HEK. La mitad del medio se anadi6 a placas de cultivo con 250.000-
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400.000 células de MPNST o iHSCA2, y se completo el medio de estas placas con el medio
DMEM completo.

- Dia 4. Se repiti6 el mismo proceso del dia 3.

- Dia 5. Se realiz6 un cambio de medio a las células de MPNST y se afiadié un tratamiento con
puromicina a una concentracion de 4 pg/ml durante 72 horas, para seleccionar las células
infectadas con los lentivirus. Una vez seleccionadas se utilizaron para realizar una serie de
experimentos.

OO T
) *) %‘:\} i ; puromicina
! i ™ § R
HEK293T uekaosr  MEK293T  MPNSTAHSC HEK203T MPNSTAHSC  \pNsT/iHSC
DIA 1 DIA 2 DIA3 DiA 4 DIA 5
Transfeccion de Cambio de medio Infeccion 24 horas de las Infeccion 48 horas de las Seleccion de células
HEK293T con HEK293T células MPNST/iHSC con células MPNST/iHSC con que han incorporado el
plasmidos las particulas lentivirales las particulas lentivirales plasmido con
producidas por las células producidas por las células

Figura 10. Esquema del proceso de silenciamiento de genes mediante la produccion de particulas
lentivirales. (Elaboracion propia)

4.4. ENSAYOS FUNCIONALES IN VITRO

Con el objetivo de estudiar las posibles implicaciones del silenciamiento de los genes de
nuestras proteinas diana en lineas celulares de MPNST y iHSCs, se realizaron ensayos
funcionales con células silenciadas con el plasmido de interés y con el plasmido control (Figura
11).

Proteina
Adicién Contaje y sembrado  ATP ARN ATP
puromicina de células FOCI Citometria FOCI Fodci Fod FOCI FOCI
| N N A A S
| 72h | 24h | 24 h + 24 h | 48 h | 48h | 48h | 48 h |
| | | | | | | | |
DIAO DiA 1 DIA 2 DIiA 4 DiA 6 DiA 8 DIiA 10

Figura 11. Esquema de la recoleccién de los ensayos funcionales.

4.4.1. Ensayo de ATP

El ensayo de ATP se utiliza para la medicion de la viabilidad celular, debido a que el ATP
esta presente en células metabdlicamente activas.

Para la realizacion del ensayo se debe cultivar 1000 células por cada pocillo en una placa de 96
pocillos. Cada condicidn se realizd por triplicado y se realizaron dos placas diferentes (dia 0 y
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dia 2). Ambos dias se realiz6 el ensayo de la misma forma, utilizando el kit ATPlite 1step
Luminescence Assay System (PerkinElmer, 6016731).

Se realiz6 una curva de ATP estandar, para ello, se prepararon diluciones en H>O de 100
uM, 10 uM, 1 uM, 0.1 uM, 10 nM y 1 nM. Se afiadieron 10 ul por pocillo de cada dilucidon por
duplicado, incluyendo un blanco con 10 ul de H>O y, ademas, se afiaden 100 pl de medio
completo sin células.

Se afiadio 100 pl de reactivo de la solucidn sustrato a los pocillos con células y a los
pocillos de la curva de ATP. Con el fin de lisar las células y estabilizar el ATP, se agitd 10
minutos en un orbital shaker a 700 rpm. Se transfirieron los 200 ul a una placa blanca de 96
pocillos y se incubaron 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

Se realizé una medicion de la luminiscencia en el lector de placas BertholdTech Mithras,
Driver Version: 1.08 (1.0.8.0). Se midi6 la luminiscencia a 1 segundo por cada pocillo de la
placa.

El analisis de datos se realizo calculando la cantidad de ATP mediante la extrapolacion de
los datos obtenidos de las muestras en la recta patron. Se realiz6 la media de lo triplicados y se
relativizo el dia 2 respecto al dia 0. Los resultados de las células silenciadas se relativizaron
respecto al pladsmido control (shCTRL).

4.4.2. Ensayo de formacion de colonias

El ensayo de formacion de colonias es un ensayo de supervivencia celular in vitro que esta
basado en la capacidad de una sola célula de formar una colonia.

Para su realizacion, se sembraron por triplicado 150 células por pocillo en seis placas de
12 pocillos por cada condicion. Las placas se recogieron a dia 0 (24 horas después de ser
plaqueadas), y en los dias 2, 4, 6, 8 y 10. La recoleccién consistio en retirar el medio a las
placas de cultivo, lavar con PBS 1X y afiadir formalina 10% como fijador. Las placas fueron
almacenadas a 4°C con la formalina hasta completar la recoleccion de todas las placas.

Una vez fijadas todas las placas se retir6 la formalina, se realizaron 2 lavados con PBS 1X
y se afiadi6 una solucion 0.1% Cristal violeta diluido en metanol 20% (Sigma-Aldrich, C6158).
Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Se retiré el cristal violeta y se
realizaron 4 lavados con H>O miliQ. Las placas se escanearon con EpsonScan.

Los cristales se resuspendieron con 250 pl de una solucion de acido acético 10%, se realizo
una incubacion durante 60 minutos a temperatura ambiente, se transfirieron 200 pl a una placa
de 96 pocillos y se midio en el espectrofotometro a ODS595. Se afiadidé un control de acido
acético.

El andlisis de datos se hizo calculando la media de los pocillos de cada condicion del dia
10 y los datos obtenidos se relativizaron respecto al blanco y respecto al shCTRL.

4.4.3. Ensayo de contaje celular

El ensayo de contaje celular permite el estudio de las proliferacion y viabilidad celular.

Se realizo cultivando por cuadruplicado 10.000 células por pocillo en una placa de 24
pocillos. 48 horas después se retird el medio, se realizé un lavado con PBS 1X y se afiadieron
50 pl de 0.05% tripsina-EDTA. Se afiadieron 100 ul de DMEM completo para parar la reaccion.
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Se retiraron 10 pl de las células y se mezclaron con Trypan Blue. Se anadieron 10 pl en la
camara de contaje y se cuantifico el nimero de células en LUNA-II™ Automated Cell Counter
con un protocolo adaptado a la linea celular correspondiente.

El anélisis de datos se realizd relativizando el numero total de células contadas por el
aparato respecto al nimero de células cultivadas (10.000 células), se realizé la media de las
réplicas técnicas y se relativizo respecto a las células shCTRL.

4.4.4. Ensayo de incorporacion de BrDU

El ensayo de incorporacion de BrDU (o 5-bromo-2-desoxiuridina) es una técnica enfocada
en la identificacion de células en proliferacion mediante la incorporacion del compuesto BrDU,
analogo de la timidina, al ADN durante su sintesis.

Para su realizacion, se cultivaron por cuadruplicado 10.000 células en cubreobjetos de
vidrio para microscopios de 40 mm tratados previamente con PDL (Poly-D-lysina) situados en
placas de 24 pocillos. Después de 48 horas, se afiadieron 20 mM de BrDU y se incubaron
durante 2 horas a 37°C y 5% de CO..

Se retir6 el medio de cultivo, se afiadié HCI 2N durante 10 minutos para fijar las células y
se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Se afiadieron 70 pl de una solucion de borato de sodio
para neutralizar durante 7 minutos. Se retir6 el liquido y sin lavar, se afiadieron 50 ul de
anticuerpo primario anti-BrDU (Sigma-Aldrich 11170376001) a una concentracion 1:100 en
PBS con 0,1% Tritén X-100 durante 1 hora. Se retird el anticuerpo primario y se realizaron
cinco lavados con PBS 1X. Se afiadi6 50 pl del anticuerpo secundario contra raton Alexa fluor
488 (Cell Signaling Technology 4408S) (a una concentracién 1:1.000) y el reactivo DAPI, se
dej6 incubar media hora en oscuridad a temperatura ambiente.

Se realizaron imagenes en el Thunder Leica DM4 B Upright Microscopy, el BrDU con un
filtro de excitacion BP 480/40, espejo dicromatico 505, filtro de suspension, y el DAPI con un
filtro de excitacion BP 350/50, espejo dicromatico 400.

El andlisis de datos se realizo contando el nimero de células totales (positivas para DAPI)
y el numero de nticleos positivos en BrDU, ayudandonos del software ImageJ. Las células
positivas en BrDU se relativizaron a los ntcleos totales y se obtuvo el porcentaje de células
positivas. Se realizé el contaje de aproximadamente 16 imagenes por réplica, proveniente de
cuatro réplicas técnicas y se realizo la media.

4.4.5. Ensayo de crecimiento independiente de anclaje

El ensayo de crecimiento independiente de anclaje mide la capacidad de las células de
crecer independientes de una superficie sélida, propiedad que presentan las células tumorales.

El ensayo consistidé en preparar una capa de agar inferior mezclando 10 ml de DMEM
completo 2X con 10 ml del 1.2 % agar noble (SigmaAldrich, A5431). Se anadieron 3ml de la
mezcla por pocillo en una placa de 6 pocillos y se incuba a 4°C durante 30 minutos hasta que
solidifico.

Posteriormente, se prepar6 la capa superior, mezclando 1ml de DMEM completo con
60.000 células, 3 ml 2X DMEM completo frio y 2 ml de agar de bajo punto de fusion a 0.9%
(Pronadisa, 8050.55). Se pipetearon 1.5 ml de esta mezcla a cada pocillo de la placa M6 a la
que previamente se afiadi6 la capa inferior, de tal forma que habia 15.000 células por pocillo y
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se hicieron triplicados de cada condicion. La placa se incub6 a 4°C durante media hora y, pasado
este tiempo, se cultivo a 37°C y con un 5% de CO». Las colonias fueron visibles a las 3 semanas.

El posterior andlisis de los datos en esta tesis se realizd escaneando las placas con
EpsonScan a 300 ppp. Con ImageJ se dibujo un diametro en un pocillo y se establecio la
distancia ya conocida (35mm), se dibujo un cuadrado de 3 cm?y se hizo binaria la imagen. Se
cuantificaron las particulas con un tamafio de 0.01-0.8 mm?. Los datos de las células silenciadas
se relativizaron respecto al ShCTRL.

Las imagenes de microscopio Optico fueron realizadas a 40X y 100X en el microscopio
invertido Olympus 1X73.

4.4.6. Ensayo de apoptosis

El ensayo de apoptosis consiste en cuantificar el porcentaje de células viables y de células
muertas por apoptosis 0 necrosis.

Para este protocolo, se plaquearon 150.000 células por sextuplicado en una placa de 6
pocillos. El ensayo se realiza 48 horas después de sembrar las células. El kit comercial utilizado
para la realizacion del ensayo fue Bd annexin V: PE Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences,
559763). En este Kit la Anexina V esta conjugada con el fluor6foro ficoeritrina (PE, por sus
siglas en inglés) y el 7AAD con isotiocianato de fluoresceina (FICT, por sus siglas en inglés).

Se transfirio el medio de cultivo a un tubo de 15 ml, se lavé con PBS 1X y se pas6 al mismo
tubo. Se afiadieron 150 pl de tripsina 0.05% sin EDTA y sin rojo fenol, y una vez levantadas las
células, se transfirieron al mismo tubo, que se completé con PBS 1X. Se centrifugaron las
células a 1500 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente y se retird el sobrenadante. Se
resuspendid el precipitado en Binding tampon 1X y se transfirio a un tubo de 1.5 ml.

Se realizé una nueva centrifugacion para lavar las células, se afiadid binding tampon 1X'y
se realizo el marcaje de la siguiente forma:

e Controles:

- Células sin ningin marcaje (1 tubo).

- (Células con Anexina V-PE (1 tubo).

- Células con TAAD-FICT (1 tubo).

- C¢lulas con Anexina V-PE (1 tubo) tratadas a 65°C durante 3 minutos.
- C¢élulas con TAAD-FICT (1 tubo) tratadas a 65°C durante 3 minutos.

e Experimental:
- C¢élulas con Anexina V-PE y 7AAD-FICT (3 tubos).
Una vez afiadido el marcaje se realizd una incubacidon en oscuridad a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Terminado este tiempo, se centrifugaron las muestras para retirar
el exceso de marcador y se resuspendio el precipitado en 400 ul de Binding tampon 1X. Se

transfirid el liquido a un tubo de citdémetro y se mantuvieron en hielo hasta su lectura en el
citometro.

Los tubos fueron medidos en el citOmetro Accuri:
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e FL3-> Laser 488 nm vy filtro long pass (LP, por sus siglas en inglés) 670 nm.
e FL1->Laser 488 nm y filtro band pass (BP, por sus siglas en inglés) 575-25 nm.

Los datos fueron analizados con el software FlowJo. Este programa permite calcular una
matriz de compensacion con los controles sin marcaje y marcados con un solo fluoréforo. Esta
matriz de compensacion se aplica de forma automatica a todas las muestras, reduciendo la
pérdida de sensibilidad producida por la superposicion de los espectros de emision de los
fluoroforos. Los datos de porcentaje de células muertas por apoptosis en las células silenciadas
se relativizaron respecto a los datos del shCTRL.

4.5. ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES MEDIANTE RT-QPCR

Los andlisis de la expresion génica se realizaron mediante la extraccion de ARN de las
muestras, la conversion de este en ADNcopia (ADNc) y posterior PCR cuantitativa en tiempo
real.

4.5.1. Extraccion de ARN

En los ensayos de silenciamiento se sembraron 150.000 células por pocillo de M6 y se
recogieron a las 48 horas. En los ensayos de lineas celulares en estado basal se sembraron 1
millon de células en una placa de 100 mm y se recogieron a las 48 horas. El proceso de
extraccion de ARN se realiz6 de la siguiente forma:

e Se retird el medio de cultivo, se realizé un lavado con PBS 1X y se afiadieron 400 pl
(en el caso de las placas M6) o 800 pl (en el caso de las placas de 100 mm) de TRIzol
(Invitrogen, 15596018). Se incubd durante 2-3 minutos a temperatura ambiente y se
traspaso el liquido a un tubo de 1.5 ml libre de ARNsas.

Estas muestras pueden almacenarse durante cortos periodos de tiempo en el congelador
de -80°C antes de proseguir con el protocolo.

e Se afiadieron 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol a la muestra. Se agitd
vigorosamente y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron las
muestras a 12.000 g y 4°C durante 15 minutos.

e Seretird la fase acuosa, donde se encuentra el ARN, en un nuevo tubo libre de ARNasas
y se afiadieron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de TRIzol y 2 pl de glicogeno. Se
agitd y se incubd 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron las muestras a
12.000 g y 4°C durante 10 minutos con el objetivo de precipitar el ARN.

e Seretird el isopropanol, se afladi6 etanol al 75% al precipitado para lavarlo y se incubo
a -20°C durante 16 horas. Se realizd una nueva centrifugacion a 7.500 g durante 5
minutos a 4°C.

e Se descarto el etanol y se dejo secar durante aproximadamente 10 minutos. El pellet se
resuspendid en agua libre de ARNssas.

e Se incubaron las muestras 10 minutos a 60° C.

La cuantificacion de la cantidad de ARN se realizé en el Nanodrop 2000 (ThermoScientific).
La relacion de absorbancia dptima de las muestras debe ser A260/280 > 1.80 y A260/230 > 2.0.

Las muestras fueron almacenadas en el congelador a -80°C hasta su uso.
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4.5.2. Retrotranscripcion

El primer paso del proceso de retrotranscripcion consiste en la eliminacion del ADN que
pueda interferir en futuros pasos. Para ello, se realizé un tratamiento con ADNasa afiadiendo a
un tubo de 0.2 ml libre de ARNasas los siguientes componentes (Tabla 4):

Reactivos Cantidad
ARN 1000ng
Tampon Dnase (10X) con MgCl2 1pl
ADNsa | 1l
H0 libre de ARNsa hasta completar 10 pl

Tabla 4. Reactivos utilizados para el tratamiento con ADNasa.
Una vez anadidos, se realizé una incubacion de 30 minutos a 37°C, temperatura a la que
la enzima ADNasa es activa.

Se anadi6 1 pl de EDTA 50 mM y se incub6 10 minutos a 65°C con el fin de inactivar
la ADNasa.

Una vez terminado el primer paso, se realizo la retrotranscripcion. Para ello se afiadieron
10,3 pl de una mezcla compuesta por los siguientes reactivos (Tabla 5):

Reactivos Cantidad Casa comercial
dNTP mix 10 Mm 1l Thermo Scientific (R0182)
Random primers 250ng/ pl 1 ul Thermo Fisher Scientific (48190011)
Tampén 5X de la MLV 4,3 ul
dTT 0.1M 2l
ARNsa OUT 1ul Thermo Scientific (100000840)
MLV 1 ul Thermo Scientific (28025013)

Tabla 5. Reactivos utilizados en el paso de la retrotranscripcion.

Las muestras se incuban en el termociclador con las siguientes condiciones (Tabla 6):

Temperatura Tiempo
25°C 10 minutos
37°C 3 horas
70 °C 15 minutos

Tabla 6. Temperaturas y tiempos del segundo paso de retrotranscripcion.

El ADNc obtenido en esta reaccion se diluyo en H>O libre de ARNasas en una proporcion
1/5 y se almacend a -20°C hasta su uso.

4.5.3. qPCR

La cuantificacion del ARNm de las muestras se realizo mediante qPCR a tiempo real. Para
ello, se utilizan 1,5 pl de ADNc diluido obtenido en la retrotranscripcion mezclado con los

siguientes componentes (Tabla 7):
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Reactivo Cantidad
SYBR Green 3l
H,0 libre de ARNasas 1.8 pl
PRIMER F 0.1 pl
PRIMER R 0.1 pl

Tabla 7. Mezcla de reactivos utilizados para la qPCR.

Las muestras se anadieron a una placa de 384 pocillos por triplicado y se cuantificaron
mediante QuantStudio5 applied biosystems (Thermofisher) (Tabla 8).

Fases Temperatura (T?) Tiempo
Fase Inicial Desna.tu.rqlizacién 95°C 3 minutos
inicial

Fase de PCR Desnaturalizacion 95°C 5 segundos
(40 ciclos) Hibridacion 60°C 32 segundos
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos

Curva de fusion Hibridacion 60°C 1 minuto
Disociacion 95°C 15 segundos

Tabla 8. Temperaturas y tiempos del proceso de la gPCR.

Se obtuvo el valor Ct (umbral de ciclo), que es la interseccidon entre una curva de
amplificacion y una linea de umbral. Este valor se trata de una medicion relativa de la
concentracion del gen en la reaccion de PCR.

Los datos obtenidos de Ct de un gen en nuestras muestras se relativizaron a los Ct de un
gen de referencia (en nuestro caso GAPDH). Los cebadores de los genes cuantificados en este
trabajo son los siguientes (Tabla 9):

Gen Secuencia (5°-3") Casa comercial
LSS DIRECTO ATCACACCAGAAGGAAGAAGGAT Siema- Aldrich
REVERSO CTCCTCCAGGAACCAGCATTG 18ma- Aldric
DIRECTO CTGAAGGGCAGCAGCAACAC . .
MEX3A REVERSO GGCCTTAATCTTGCAGCCTTGC Sigma- Aldrich
- DIRECTO AAGACCATGTGGACCTGTC Sioma- Aldrich
REVERSO GAAGATCAGCCGGCGTTTG s
DIRECTO CGTGGTGACTGAAAAAGGGAG . .
RBM28 REVERSO GGTGGTAATCTCCTTGAGGGC Sigma- Aldrich
DIRECTO GTGGACGAGAGTTTCGAGGT . .
UBAP2L REVERSO GAAAACCTTCCTCCTCGCCT Sigma- Aldrich
DIRECTO GCTCCATAGGAAGGCGACAG . .
DDX56 REVERSO GACATCCCGAGCACAGTAGG Sigma- Aldrich
DIRECTO ACCCACTCCTCCACCTTTGA . .
GAPDH REVERSO CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT Sigma- Aldrich

Tabla 9. Cebadores utilizados en el proceso de la qPCR
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4.6. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINA MEDIANTE WESTERN BLOT

Las proteinas se extrajeron, se cuantificaron y se analizd su expresion mediante la
realizacion de la técnica de Western Blot.

4.6.1. Extraccion proteina

Las proteinas se extrajeron de cultivos celulares. Para los ensayos de lineas celulares en
estado basal se sembraron 1 millén de células en una placa de 100mm y se recogieron 48 horas
después. En los ensayos de silenciamiento se sembraron 150.000 células y se recogieron
también 48 horas después. Para la recoleccion de la muestra se retird el medio de cultivo, se
realizé un lavado con PBS 1X y se afiadio 150 ul o 600 pl de tampon RIPA (Tabla 10)
dependiendo de la superficie. Nos ayudamos de un scrapper para recoger las células de la placa
y se transfieren a un tubo de 1,5 ml. Se realizaron 3 ciclos de congelacion y descongelacion y
se centrifugaron los tubos a 13.000 rpm durante 30 minutos a 4 grados. Se transfirié el
sobrenadante a un nuevo tubo con el fin de eliminar los restos de membranas celulares.

Reactivos Cantidad Referencia
NaF 0.5M 500 pl Sigma-Aldrich (67414)
Deoxicolato sodico 25 mg Sigma-Aldrich (D6750)
Inhibidor de proteasas 50 pl Sigma-Aldrich (P9599)
PhosphoSTOP 4 pastilla Sigma-Aldrich (04906837001)
RIPA tampodn 5ml

Tabla 10. Reactivos del tampon RIPA.

4.6.2. Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteinas se realiza con Pierce™ Micro BCA™ Protein Assay Kit and
Reagents (ThermoScientific, 23235), un método colorimétrico para medir la concentracion total
de proteinas de soluciones de proteinas diluidas.

Se realizé en una placa de 96 pocillos una recta patron por duplicado de BSA con las
concentraciones 20 pg, 15 ng, 10 pg, 5 pg, 2.5 pg, 1.25 pg, 0.5 pg, 0.25 pg y 0 pug en un volumen
final de 100 pl.

Por otro lado, se anadieron 3 pl de la muestra que queremos cuantificar y 100 pl de H2O,
también por duplicado. Se realizé una mezcla con los tres reactivos diferentes del kit en la
siguiente proporcion (Reactivo A 25/50, Reactivo B 24/50 y Reactivo C 1/50) y se afiadieron
100 pl de la mezcla a los pocillos con muestra y a los pocillos de la recta patréon.

Se incubo la placa 30 minutos a 60°C y se midio la absorbancia de la placa a 562 nm en el
equipo ThermoScientific Multiskan GO. Los datos obtenidos en las muestras se extrapolaron a
la recta patrén con la finalidad de conocer la cantidad de proteina de nuestras muestras.

4.6.3. Preparacion de las muestras

Las muestras de proteinas se prepararon con 5-10 pg de proteina, con tampon RIPA para
igualar el volumen de las muestras y el volumen necesario de loading tampon 5X (Tabla 11)
para llevarlo a una concentracion 1X. Las muestras se desnaturalizaron con un choque térmico
de 95°C durante 5 minutos.
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Reactivos Cantidad
Glicerol 5 ml
Tris-HCIl 1M pH 6.8 2.5 ml
SDS 10% 2.5 ml
B-mercaptoetanol 500 pl

Azul bromofenol 0.0375¢g

Tabla 11. Reactivos loading tampén 5X.

4.6.4. Western Blot

Se prepararon los geles de acrilamida en cristales de 1.5 mm. En la parte inferior se coloco
el gel separador (8-15%) y en la parte superior el gel concentrador (4%) (Tabla 12).

Reactivos 8% 15% 4% Referencia
H,0 4.6 mL 2.3 mL 1.4 mL
Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 2.5mL 2.5mL
Tris-HCl 1 M pH 6.8 1.0 mL
Acrilamida 30% 2.7 mL 5 mL 0.4 mL Bio-Rad (1610158)
SDS 10% 100 pl 100 pl 30 pl
APS 100 pl 100 pl 30 pl Bio-Rad (1610700)
Temed 10 pl 10 pl 3l Avantor (A1148.0025)

Tabla 12. Reactivos de los geles de acrilamida.

Se acoplaron las estructuras con los geles a la cubeta de electroforesis, se completd con
tampon de electroforesis (Tabla 13) y se afiadieron las muestras a los pocillos, seguidas de un
marcador de peso molecular. La fuente de electroforesis se programo6 a 180 voltios durante
aproximadamente 1 hora.

Completado este proceso se procedid a realizar la transferencia en humedo a una
membrana de nitrocelulosa de 0.2 mm de poro. Para ello, se coloco un casete en una fuente de
transferencia completa con tampon de transferencia (Tabla 13) a 4°C durante 16 horas a 25 mA
constantes.

Reactivos

Tampon de electroforesis

Tampon de transferencia

Tris-glicina 10 x 100ml 100 ml
SDS 10% 10 ml

H20 890 ml 700 ml

Metanol 200 ml

Tabla 13. Reactivos del tampon de electroforesis y transferencia.

Completada la transferencia, se extrajo de la cubeta la membrana de nitrocelulosa y se
tifid con rojo Ponceau para comprobar que la técnica se ha realizado de forma correcta. Se
lavaron los restos de reactivo para no contaminar los siguientes pasos y se incubd 1 hora a
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temperatura ambiente con reactivo para bloquear las uniones inespecificas de la proteina (BSA
2% o leche 5%) dependiendo del anticuerpo utilizado.

Se retird el bloqueo y se anadio el anticuerpo primario que correspondia (Tabla 14). Los
anticuerpos se prepararon en leche o BSA al 2% y se diluyeron en una proporcion 1:1.000. Se
incubaron 16 horas a 4°C.

Se retir6 el anticuerpo primario y se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS/Tween
para eliminar los restos de anticuerpo que pudieran dar sefial inespecifica. Se afiadio el
anticuerpo secundario correspondiente, anti-rabbit o anti-mouse HRP (diluido 1:5.000 en leche
2%) dependiendo del anticuerpo primario afiadido previamente. Se incub6 1 hora a temperatura

ambiente.

Nombre del anticuerpo Referencia
Anti-LSM5 Abcam (ab184568)
Anti-Actina Sigma-Aldrich (A5441)
Anti-CDK2 Cell Signaling Technology (2546T)
Anti-PCNA Cell Signaling Technology (13110)
Anti-UBAP2L Cell Signaling Technology (40199S)
Anti-MTOR Cell Signaling Technology (2972S)
Anti-p-MTOR Cell Signaling Technology (2974S)
Anti-AKT Cell Signaling Technology (4691)
Anti-p-AKT Cell Signaling Technology (9271S)
Anti-S6 Cell Signaling Technology (2217)
Anti-p-S6 Cell Signaling Technology (4857S)
Anti-HuR Santa Cruz Biotechnology (sc-5261)
Anti-Mouse HRP Cell Signaling Technology (7076)
Anti-Rabbit HRP Cell Signaling Technology (7074)

Tabla 14. Lista de anticuerpos utilizados.

Se retird el anticuerpo secundario y se realizaron 3 lavados de 5 minutos con
TBS/Tween. Se afiadi6 una mezcla de los reactivos del ECL (Bio-Rad, 1705061) en proporcion
1:1 y se visualizo la sefial con iBright1500 (Invitrogen).

La cuantificacion de proteina en WB se realizd con el software ImageJ, relativizando los
datos al control de carga (Ponceau o actina).

4.7. VALIDACION DE LOS CANDIDATOS DE PCR

La validacion de los candidatos de splicing se realiza mediante PCR. Para ello se mezclan
los siguientes reactivos:

e 0.5 ul del cebador directo.
e 0.5 ul de cebador reverso.
e 5 ulde DreamTaq.

e 4 uldeADNCc.
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El ADNCc utilizado se obtuvo de células MPNST S462 silenciadas y controles, siguiendo los
pasos de silenciamiento, extraccion de ARN vy retrotranscripcion explicados previamente. Las
muestras se pusieron en el termociclador y se program6 con diferentes ciclos de temperatura
(Tabla 15).

Fases PCR Temperatura (T?) Tiempo
Desna'tu'ra'llzamon 95°C 3 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
32 CICLOS Alineamiento Tm cebadores 30 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos

Tabla 15. Temperaturas y tiempos de la PCR de splicing.

La temperatura de fusion (Tm, por sus siglas en inglés) correcta de cada pareja de
cebadores (Tabla 15) fue calculada en la web Tm Calculator | Thermo Fisher Scientific — US.

Nombre Variante Secuencia Tamafo de los fragmentos
CDK2 HsaEX0014297 S o TeCaceToCTeC 243-345
CONTA HsaEX0013676 Conssaacsevilaacasadl 115-279
AXINT HsaEX0007386 T I BTCCCT Tors 254-362
CEACAMI HsaEX0014466 ot lEdlally 300-588

Tabla 16. Cebadores de las variantes de splicing seleccionadas.

4.8. ENSAYOS IN VIVO XENOGRAFTS
4.8.1. Animales de experimentacion.

Los procedimientos experimentales relacionados con animales realizados en esta tesis
fueron aprobados por el comité ético de la Universidad de Santiago de Compostela, bajo la
responsabilidad del Dr Ashwin Woodhoo. El nimero de registro de estos procedimientos es:
15012/2023/003. Estos procedimientos se han realizado bajo el cumplimiento del amparo
legislativo de la Directiva 2100/63/UE del Parlamento y Consejo Europeo del 22 de septiembre
de 2010 transpuesto a la norma espafiola en el RD 53/2013 del 1 de febrero, en el cual se
establecen las normas para el uso y proteccion de animales utilizados en experimentacion y con
otros fines cientificos.

Todos los procedimientos se realizaron en el centro Centro de Biomedicina Experimental
(CEBEGA) de la Universidad de Santiago de Compostela.

La cepa de ratones utilizada para la realizacion de los experimentos in vivo de trasplante
de xenografts fue Nude-FoxnInu/nu mice. Estos ratones estan modificados genéticamente para
ser inmunodeprimidos y se usan tipicamente en estudios biomédicos, en concreto, en oncologia.
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4.8.2. Preparacion de células de MPNST e inyeccion

Se escogid la linea celular de MPNST S462 para los experimentos in vivo debido a que
datos registrados en la bibliografia confirman en varios estudios la capacidad de las células
S462 de formar tumores en ratones Nude mediante la inyeccion de células a través de la via
subcutdnea.

Las células S462 se infectaron siguiendo el protocolo explicado previamente en el apartado
4.3 denominado silenciamiento de genes a partir de particulas. En este caso, las secuencias
utilizadas fueron la secuencia shCTRL y la secuencia shLSM5.2. Una vez seleccionadas con la
puromicina se diluyeron 4 millones de células en 100 pl de una mezcla de 1:4 PBS:Matrigel.

Se inyectaron los 100 ul con los 4 millones de las células via subcutanea en ambos flancos
del raton. Unos ratones fueron inyectados con células shCTRL y otros con shLSMS5.2.

4.8.3. Seguimiento y extraccion de tejidos

A partir del dia 14 de inyectar las células a los ratones, los tumores empezaron a crecer. En
ese momento se comenzo a registrar el crecimiento. Las mediciones se llevaron a cabo con un
caliper dos veces por semana, y también se tomaron fotos de los ratones para llevar un
seguimiento mas minucioso.

Los ratones se sacrificaron siete semanas después de ser inyectados con las células
tumorales. Se extrajeron los tumores con ayuda de unas tijeras y unas pinzas previamente
autoclavadas y lavadas con etanol. Se realiz6 una foto de los tumores extraidos y se pes6 en una
bascula. Se dividieron los tumores en una rejilla y en un tubo de 1.5 ml. Ademas, se extrajeron
los pulmones para confirmar si se habia producido metéstasis.

4.9. PERFIL DE RIBOSOMAS

Se llevd a cabo la infeccion de la linea celular S462 siguiendo el protocolo explicado
previamente en el apartado 4.3. En este caso, las secuencias utilizadas fueron la shCTRL y la
shLSM5.2. Se cultivaron 2 placas de 150 mm por condicion y por réplica.

Las células fueron tratadas con ciclohexamida (CHX) durante 5 minutos a 37°C. Se retiro
el medio de cultivo, se realizé un lavado con PBS 1X y se recogieron las 2 placas en 500 pl de
tampon de lisis (Tabla 17).

Reactivos Cantidad Casa Comercial
Tris-HCL Ph 7.4 1M 50 pt Invitrogen (15-567-027)
NP40 50 pl Sigma-Aldrich (74385)
KCl 3M 166 pl Merck (Sigma) P9333
MgCl, 50 pl Sigma-Aldrich (63069)
Pastilla complete-libre de EDTA 2 pastilla Roche (11836170001)
CHX 100mg/ml 5ul Carl Roth (8682)
DTT 1M 5ul Thermo Scientific(R0862)
H20 libre de ARNasas 4540 pl Sigma-Aldrich (W4502)

Tabla 17. Reactivos del tampén de lisis para el perfil de ribosomas.

Se afiadieron 10 uL de TurboDNAsa 2U/ul (Invitrogen, AM2238) por ml de muestra, y
se incub6 10 minutos en hielo. Se lis6 la muestra con ayuda de una jeringa de 23 G, se incubd
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10 minutos en hielo y se centrifugd a 16.100 g durante 10 minutos a 4°C. Se transfiri6 el
sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml.

Se prepararon las soluciones de sacarosa (Tabla 18):

Reactivos Solucion de sacarosa al 10% Solucién de sacarosa al 50%

Sucrosa 5g 25g
Tris-HCL Ph 7.4 1M 750 pl 750 pl

KCl 3M 1335 pl 1335 pl

MgCl, 250 pl 250 pl

CHX 100mg/ml 50 pl 50 pl
DTT 1M 50 pl 50 pl

H0 libre de ARNasas Hasta 50 ml Hasta 50 ml

Tabla 18. Reactivos para la realizacion de los gradientes de sacarosa.

Se afiadio al tubo (Beckman Coulter, 344060) la solucion del 10% y, a continuacion, por
debajo, la solucion del 50% hasta llegar a la mitad del tubo. Se pusieron los tubos en el Gradient
master 108 (Biocomp), para generar los gradientes 10-50% de sacarosa.

Se afiadi6 la muestra al gradiente y se ultracentrifugé a 36000 rpm 2 horas y 45 minutos
a 4°C. Las muestras se fraccionaron con el Piston Gradient Fractionator (Biocomp).

El anélisis de los datos fue realizado midiendo el area bajo la curva de polisomas y
monosomas con /mageJ. Se relativizé el area obtenida de polisomas al area obtenida de los
monosomas y se comparoé la condicion de silenciamiento con la condicion shCTRL.

4.10. CAPTURA DEL INTERACTOMA DEL ARN (RIC)

El ensayo de la captura del interactoma (RIC, por sus siglas en inglés), consiste en la
captura del ARN con cola de poliA mediante la unidén a unas beads magnéticas unidas a una
cola de oligodT (Figura 12).

La realizacion de este protocolo es de varios dias, realizando 3 réplicas biologicas de cada
linea celular por separado. En primer lugar, se deben cultivar 12 placas de 150 mm por
condicion y réplica. Cada réplica tiene dos condiciones:

e Lacondicion de crosslinking (CL). Las células se someten a radiacion ultravioleta a 254
nm con el objetivo de que las uniones entre las RBPs y el ARN se hagan covalentes. De
esta forma serd dificil perder su union.

e Lacondicion de no crosslinking (nCL). Las células son utilizadas en su estado basal, no
se someten a luz ultravioleta. Es el control negativo de la técnica. Las uniones entre el
ARN y las RBPs son débiles y se pierden con los lavados.

Las placas de cultivo se mantienen en el incubador a 37°C y con un 5% de CO: hasta
alcanzar aproximadamente el 80% de confluencia cuando se procede a su recoleccion para el
ensayo. Para su recoleccion, se retira el medio de cultivo, se lavan con 5 ml de PBS 1X
asegurandose de que recubre toda la placa, se retira y se afiade 1 ml de PBS 1X cubriendo la
placa con una capa fina. La placa se posiciona en el interior del CL1000 crosslinker (UVP) y
se programa a 0.12 J/cm? de energia. Se recoge de la misma forma el control, en este caso sin
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usar el crosslinker. Se debe alternar la recoleccion de las placas de la condicion CL y de la
condicion nCL con el objetivo de que las células se recojan en un estado basal similar.

Una vez recogidas todas las placas, se centrifugan las muestras a 2.000 rpm y 4°C durante

10 minutos. Se retira el sobrenadante y se almacena el precipitado a -80°C.
Reactivos Casa comercial TAMPON DE LISIS | TAMPON 1 | TAMPON 2 | TAMPON 3
Tris-HClL pH 7.5 Invitrogen (15-567-027) 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
LICL Sigma-Aldrich (L9650) 500 mM 500 mM 500 mM 200 mM
LIDS Thermoscientific (413301000) 0.5% 0.1%
EDTA Invitrogen (01273874) 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM
IGEPAL Mililpore (1003375764) 0.1% 0.1% 0.01%
DTT 5mM 5mM 5mM 5mM

Tabla 19. Reactivos de los diferentes tipos de tampones utilizados en el RIC.

El dia del ensayo de precipitacion se prepararon los tampoéns de trabajo, anadiendo dTT. Se
afiadieron 7 ml de tampon de lisis al pellet (Tabla 19) y se lis6 con ayuda de una jeringa con
aguja de 26 G. Se recogi6 un 2% del lisado como input en un tubo de 1,5 ml.

ello

Se prepararon las Oligo d(T)25 magnetic beads (NewEnglandBiolabs, S1419S). Para

, se cogieron 700 pl de beads por muestra. Se retir6 el liquido en el que vienen

disueltas con ayuda de una gradilla magnética. Se realizaron 3 lavados con la misma
cantidad de lisis tampdon que de beads cogidas. Se afiadieron 350 ul de beads a tubos

libr

es de ARNasas de 15 ml y se afiadieron las muestras.

Se incubaron las muestras junto a las beads durante 1 hora a 4°C en rotacion.
La muestra se transfiridé a un nuevo tubo de 15ml con otros 350 pl de beads para una

segunda incubacion en las mismas condiciones.

En to
ultim

60

Se realizaron una serie de lavados en las beads de la primera incubacion:

Lavado con 7 ml de lisis tampon, incubacion de 5 minutos en hielo asegurandose de
que las beads se homogeneicen con el liquido.

Lavado con 7 ml de tampén 1 (Tabla 19), incubacién de 5 minutos en hielo
asegurandose de que las beads se homogeneicen con el liquido.

Repeticion de lavado con el tampdén 1, incubacion de 5 minutos en hielo
asegurandose de que las beads se homogeneicen con el liquido.

Lavado con 7 ml de tampén 2 (Tabla 19), incubacién de 5 minutos en hielo
asegurandose de que las beads se homogeneicen con el liquido.

Lavado con 2 ml de tampdn 2, incubacion de 5 minutos en hielo asegurandose de
que las beads se homogeneicen con el liquido y transferencia a tubo de 2 ml.
Lavado con 2 ml de tampén 3 (Tabla 19), incubacién de 5 minutos en hielo
asegurandose de que las beads se homogeneicen con el liquido y transferencia a tubo
de 2 ml.

Lavado con 2 ml de tampodn 3, incubacion de 5 minutos en hielo asegurandose de
que las beads se homogeneicen con el liquido y transferencia a tubo de 2 ml.

dos los lavados se asegurd de que se retir6 todo el liquido, especialmente en los dos
0s para no arrastrar contaminantes.




Se afiadieron 200 pl de tampon de elucion a las beads. Se incubd 5 minutos a 55°C y terminado
este tiempo se retird rapidamente el liquido, que contiene el ARN unido a RBPs en un nuevo
tubo de 1.5 ml libre de ARNasas.

Se realizd este mismo proceso de lavados y elucion con las beads de la segunda
incubacion y se juntaron los eluidos. Se cuantificod la cantidad de ARN en el Nanodrop 2000

(ThermoScientific).

Se retiraron 20 pl de muestra, que no va a ser tratada con ARNsas. El resto de muestra
se trata con ARNasa [ y Ribonucleasa T para eliminar el ARN y quedarnos tnicamente con la
proteina. El tratamiento consistidé en afiadir ambos reactivos a las muestras y realizar una
incubacion de 45 minutos a 37°C y 15 minutos a 55°C. Se utilizaron 40 pl para la realizacion

de los controles de calidad.
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Figura 12. Esquema de flujo de trabajo del RIC. (Elaboracién propia)

4.11. TINCION DE PLATA

CELL LYSIS

El protocolo de la tincion de plata se realizd siguiendo los pasos del kit comercial
SilverQuest TM (invitrogen LC6070).

Se prepararon las muestras afadiendo tampon de carga y se realizo la electroforesis en geles

de acrilamida.

e Una vez completada la electroforesis, se retiraron los geles del cristal y se pusieron
afnadio la solucion de fijacion (Tabla 20) y se incubd durante al menos 20 minutos en
agitacion a temperatura ambiente.
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e Se retird el fijador y se incubd el gel durante 10 minutos en etanol al 30% en
agitacion a temperatura ambiente.

e Se retiro el etanol y se afiadio solucion sensibilizadora (Tabla 20) que se incub6
durante 10 minutos en agitacion a temperatura ambiente.

e Se retird la solucién sensibilizadora y se afiadié de nuevo etanol al 30% que se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.

e Se retird el etanol y se lavd el gel con H>O ultrapura durante 10 minutos en
agitacion a temperatura ambiente. Es importante que el HoO cubra completamente
el gel.

e Seretird el HO y se afiadio solucion de tincion (Tabla 20) durante 15 minutos en
agitacion a temperatura ambiente.

e Se retird la solucion de tincion y se lavo la membrana con H2O ultrapura 20-60
segundos.

e Seretir6 el aguay se afiadi6 solucion de revelado (Tabla 20) o durante 4-8 minutos
en agitacion a temperatura ambiente hasta que aparecieron las bandas. Se anadio
el stopper y se incub6 durante 10 minutos en agitacion a temperatura ambiente.
Se lavo con H>O ultrapura y se realizé una foto en el iBright.

Solucién de fijacion S?@an Solucién de tincion Solucion de revelado
sensibilizadora

10ml Acido acético 10 ml sensibilizador 1ml de tincion de plata 10 ml de revelador

1 gota de potenciador

30 ml etanol 30 ml de etanol 99 ml H,0 ultrapura
de revelado

60 ml H,0 ultrapura 60 ml H,0 ultrapura 89 ml H,0 ultrapura

Tabla 20. Reactivos de la técnica de tincion de plata.

4.12. RNASEQ

El RNA-seq se realizd con células de la linea celular S462 infectadas con particulas
lentivirales con dos secuencias para el silenciamiento de LSM5 y el plasmido control. Se
sembraron 250.000 células por pocillo, realizando 3 replicados bioldgicos. Se recogieron 48
horas después. Se retird el medio, se lavd con PBS 1X y se afiadié TRIzol. Se transfiri6 a un
tubo de 1,5 ml y se procedio a la extraccion de ARN como se ha explicado previamente.

La calidad del ARN se midio6 en el Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen). El valor de RIN de
las muestras para ser Optimas para secuenciar debe ser de mas de 7. Las muestras fueron
enviadas a BGI Genomics, donde se realizo la secuenciacion.

La evaluaciéon de la calidad se realizd con el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Technologies). Las bibliotecas de secuenciacion de ARN se construyeron utilizando el
protocolo de preparacion de bibliotecas de ARNm (BGI) especifico de cadena eucariota
DNBSEQ y se secuenciaron en una plataforma BGISEQ-2000 utilizando lecturas de extremos
emparejados de 150 pb. Los datos sin procesar con secuencias adaptadoras o secuencias de baja
calidad se filtraron con los siguientes parametros de filtro SOAPnuke (v1.6.5, BGI Tech
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Solutions): "-n 0.001 -1 20 -q 0.4 --adaMR 0.25 --polyX 50 —-minReadLen 150". El andlisis de
control de calidad de las lecturas filtradas se realizo6 utilizando FASTQC v0.12.1, FastQ Screen
v0.15.1 y multigc v1.14.

4.13. RIPSEQ

La técnica de inmunoprecipitacion de ARN (RIP, por sus siglas en inglés) consiste en
capturar la proteina de union a ARN diana e identificar qué ARNs se unen a nuestra proteina y
son regulados por ésta. El protocolo se realiza en tres dias:

Dia 1: Preparacion de las beads.

Se preparan 3 tubos por cada muestra y se pipetea la cantidad indicada de beads
(Sepharose A) con una punta cortada con tijera:

o Tubo IgG: 50 pl de beads (anti-rabbit IgG).

o Tubo LSMS5 : 50 ul de beads (anti-LSMS).

o Tubo pre-lavado:25 pul de beads (anti-rabbit IgG).
Se realiza un lavado con 1ml de tampo6n NT2 (Tabla 21). Se centrifugan las muestras 5
min a 5000 G. Se descarta el sobrenadante. Se repite el lavado.
Se preparan los anticuerpos y se afiaden a los tubos con las beads.

o Tubo anti IgG: 300 pl de tampoén NT2 + 15 pg anti-rabbit IgG por tubo.

o Tubo Anti-LSM5: 300 pl de tampon NT2 + 15 pg anti-rabbit anti-LSMS5 por

tubo.

o Tubo pre-lavado: 150 pl de tampon NT2 + 7.5 pg anti-rabbit IgG por tubo.

Se incuba 16 horas en rotacion a 4°C.

Dia 2: Inmunoprecipitacion.

Se prepara el lisado de células. Se realiz6 con la linea celular S462 y se utilizo una placa
de 150 mm por muestras con una confluencia del 80%. Se retira el medio de cultivo, se
realiza un lavado con PBS 1X, se retira y se afiade 1 ml de tampon de trabajo de
polisomas (tampdn de polisomas al que se afiade 1 mM DTT, 2.5 ul/ ml RNasa OUT y
1 pastilla /10 ml de céctel de inhibidores de la proteasa) (Tabla 21). Se recogen las
células de la placa con ayuda de un rascador. Se transfieren las células a un tubo de 1,5
ml y se incuba a 4°C durante 10 minutos.

Se centrifugan las muestras a 14.000g a 4°C durante 30 minutos. Se retira el
sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml y se repite la centrifugacion. Se recogen 50 pl
de Input. La muestra se mantiene en hielo.

Se realiza el prelavado de las muestras. Para ello se centrifugan los tubos de prelavado,
se retira el sobrenadante y se anade el lisado total. Se incuba 30 minutos a 4°C en
rotacion. Se centrifugan las muestras 5 minutos a 10.000g, se recoge el sobrenadante en
un nuevo tubo y se almacena en hielo.

Se realiza la inmunoprecipitacion, para ello se centrifugan 5 minutos a 10.000g los tubos
de la IgG y LSMS5. Se realiza un lavado con 1 ml de tampon NT2, se centrifugan 5
minutos a 10.000 g y se descarta el sobrenadante. Se divide la muestra clarificada entre
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los 2 tubos y se completa con tampén NT2 hasta 1ml. Se incuba en rotacion durante 1
hora a 4°C.

e Se realiza una centrifugacion a 5.000 g durante 5 minutos, se descarta el sobrenadante.

Se afiade 1ml de NT2 y se centrifuga a 10.000g durante 5 minutos. Se retira el
sobrenadante. Este paso de lavado se repite 5 veces.
En el ultimo lavado se recogen 100 pl de beads. Se centrifugan 10.000g durante 5
minutos, se afade tampon de carga y se incuban 5 minutos a 95°C. Se centrifugan de
nuevo, se retira el sobrenadante en un nuevo tubo de 1.5 ml y se realiza un western blot
para confirmar la precipitacion de la proteina.

e Las muestras se tratan con diferentes reactivos para eliminar el ADN y proteinas

contaminantes.

O

Se afiaden 100 pl tampdon NT2 + 5 ul DNase I por muestra, se mezcla invirtiendo
el tubo y se incuba 15 min a 37 °C.

o Seafiaden 1 ml de tampdon NT2 y se centrifuga 5 minutos at 5000g. Se descarta
el sobrenadante.

o Seafiaden 100 pl de tampon NT2 + 1 ul SDS 10% + 5 pl Proteinasa K (por tubo)
y se incuba 15 min a 55 °C en rotacién a 900 rpm.

o Se afiaden 200 ul de tampdén NT2 y se centrifuga 5 min at 5000g. Se recoge el

sobrenadante con el ARN.

e Se realiza la extraccion de ARN.

o Se anaden 300 ul de fenol:cloroformo, se mezcla durante 1 min a méxima
velocidad utilizando un voértex y se realiza un spin a temperatura ambiente.
o Se retira la fase superior en un nuevo tubo y se afiaden 625 pl de etanol 100 %

frio, 25 pl de acetato de sodio 3M, pH 5.5, y 10 ul de glicogeno. Se mezcla y se
incuba 16 horas a -20°C

Dia 3: Finalizacion de la extraccion de ARN.

e Se finaliza la extraccion de ARN.

o Se centrifugan las muestras durante 30 minutos a 14.000 rpm a 4 °C.

o Se lava el precipitado con etanol 70% frio y se centrifugan durante 10 min at
14.000 rpm and 4°C.

o Se retira el sobrenadante y se deja secar durante 5 minutos.

o EI ARN se disuelve en 20 pul de H>O libre de ARNasas.

Las muestras se cuantifican en el Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen).
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Tampon NT2 Tampon de polisomas
50 mM Tris pH 7.4 10 mM Hepes pH 7

150 mM NaCl 150 mM NaCl

1 mM MgCL2 1 mM MgClL2

0.05 % NP40

0.05 % NP40

Hasta 250 pl H20 libre de ARNasas.

Hasta 250 pl H;0 libre de ARNasas.

Tabla 21. Reactivos del RIP.




BGI Tech Solutions prepard bibliotecas especificas de cadena inversa a partir de ARN
aislado en experimentos RIP de LSMS5 de acuerdo con su protocolo de preparacion de
bibliotecas IncRNA-seq. A partir de cada muestra se prepararon tres réplicas biologicas. La
integridad del ARN se evalud utilizando un BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies)
utilizando nanochips de ARN. El ARN ribosomal de las muestras se elimind con RiboZero
(Illumina), este proceso se conoce en inglés como ribodepletion. Las bibliotecas se prepararon
con el kit de preparacion de bibliotecas de ARNm trenzado TruSeq (Illumina). Las bibliotecas
se secuenciaron en un BGISEQ-500 (100 pb, extremo pareado).

4.14. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos en los experimentos se representan como la media de los grupos =+ la
SEM (error estandar de la media). El tamafio medio de las poblaciones de estudio de cada
experimento esté reflejado en los pies de figura de los resultados. Se realiz6 el andlisis one-way
ANOVA y en test de comparacion multiple Tukey en los casos de experimentos con mas de dos
grupos y el analisis t-student en experimentos con andlisis de dos grupos. Se considera una
diferencia estadisticamente significativa a partir de p<0.05.

4.15. ANALISIS BIOINFORMATICOS
4.15.1. Datos publicos

Para la priorizacion de genes candidatos se utilizaron conjuntos de datos publicos de Gene
Expression Omnibus (GEO) de muestras humanas de NF y MPNST:

(1) GSE14038 (149): Microarray de 13 muestras de NFc, 13 muestras de NFp, 6 muestras
de MPNST

(2) GSE66743 (150): Microarray de 8 muestras de NF y 30 muestras de MPNST.

(3) GSE41747 (151) Microarray de 3 muestras de nervio, 26 muestras de NF y 6 muestras
de MPNST.

(4) GSE141438 (152). RNAseq de 7 muestras de nervio, 3 muestras de NF y 7 muestras de
MPNST

En el caso del conjunto de datos RNA-seq GSE141438, se obtuvieron datos brutos y se
realiz6 un analisis de expresion diferencial con DESeq2 1.34.0 (R 4.1.3). Se consideraron genes
expresados diferenciales (DEGs) como aquellos genes con valor p < 0.05 y Fold change > 1.5.
Los genes significativamente regulados al alza en MPNST en relacion con NF se compararon
entre conjuntos de datos para obtener una huella dactilar robusta de genes sobreexpresados en
MPNST. Las RBPs se anotaron de acuerdo con una base de datos de referencia obtenida del
repositorio alfa RBPbase v0.2.1 (https://apps.embl.de/rbpbase/, fecha de acceso 03.08.2023).

Ademas, se utilizaron datos de GEPIA, un servidor web interactivo recientemente
desarrollado para analizar datos de expresion de ARN de 9,736 tumores y 8,587 muestras
normales, provenientes de los proyectos TCGA y GTEx.

4.15.2. Single cell
Se obtuvieron matrices filtradas con 10X CellRanger de un experimento scRNA-seq

(secuenciacion de ARN de célula unica) que contenia muestras humanas de 10 NF y 4 MPNST
de Gene Expression Omnibus (GEO) con el nimero de acceso GSE179033 (153). Para el
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analisis posterior se utilizo el paquete Seurat (v4.3.0) en R (4.1.3). Para el control de calidad,
se eliminaron células con contenido mitocondrial >20%. Se aplicé un punto de corte de 200 a
9.000 genes. Los datos se normalizaron logaritmicamente y se realizd una regresion en el
porcentaje de genes mitocondriales durante el escalado de los datos, utilizando la proporcion
de mitocondrias como argumento para 'vars.to.regress'. Las muestras se corrigieron por lotes
utilizando la funcién FindintegrationAnchors y Reciprocal PCA (RPCA). El andlisis de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) se realizo utilizando los 3.000 genes
mas variables y el analisis UMAP se realizo con los 25 PCA principales. El agrupamiento se
realizé con una resolucion de 0.5. Para la anotacion de celdas, se realizé una puntuacion de los
diferentes marcadores de tipo de celda descritos en el articulo originall utilizando la funcion
AddModuleScore() en el paquete Seurat con pardmetros predeterminados. Para la visualizacion
de los datos también se utilizo SCpubr (v2.0.1). Este analisis fue llevado a cabo por la Dra.
Cristina Riobello.

4.15.3. RNAseq

Para el analisis de expresion diferencial:

Las lecturas filtradas se alinearon con el genoma humano de referencia (GRCh38
Ensembl release 105) y los recuentos brutos se obtuvieron utilizando el alineador STAR
(version 2.7.9a). El andlisis de expresion diferencial se realizdo con DESeq2 1.44.0 (R 4.4.0). El
umbral para determinar si un gen se expresa diferencialmente (DEG) fue p.adj <0.05yun FC
absoluto > de 1.5. En primer lugar, se realizo una comparacion entre cada grupo silenciado y el
grupo WT. Los genes comunes expresados diferencialmente entre ambas comparaciones se
seleccionaron como DEG robustos y se utilizaron para el andlisis posterior. Se realizd un
andlisis de Gene Ontology, GSEA y un andlisis KEGG con los paquetes R clusterProfiler
v4.12.0, msigdbr v7.5.1 y pathview v1.44.0.

Para el analisis de splicing:

Se utiliz6 el conjunto de herramientas de empalme y transcripcion alternativas de
vertebrados (VAST-TOOLS v2.5.1) para la deteccion de eventos de empalme. Las muestras se
compararon con la version hg38 del genoma humano (vastdb.hs2.23.06.20). Para realizar el
analisis diferencial de EA, se aplico el mdédulo “Compare” -para comparar las seis muestras de
ambos silenciamientos respecto al grupo WT. Este modulo utiliza una estrategia no estadistica
que evita que aquellos eventos de genes altamente expresados tengan mas peso en comparacion
con el resto como ocurre con otras herramientas (o el modulo "diff" de VAST-TOOLS). Con
"Compare" se seleccionaron aquellos eventos con una cobertura minima (umbral minimo
VLOW, --min_dPSI (differencial percentage splice in) 15 para obtener solo aquellos eventos
con una diferencia de PSI entre grupos mayor al 15% (APSI>15), y --min_range 5 para
seleccionar solo eventos con al menos un APSI>5 entre las muestras mas estrechamente
emparejadas de los diferentes fenotipos. La salida final del mdédulo “Compare” genera una fila
para cada evento con su identificador, APSI y tipo de evento, entre otra informacion. La
canalizacion de VAST-TOOLS identifica cuatro tipos de eventos de splicing: intron retention

(IR), exon skipping (AREX, including microexons) and alternative donor and acceptor sites
(ATL 5" and Alt3").

4.15.4. RIPseq

Después de la secuenciacion, las lecturas sin procesar se filtraron con los siguientes
parametros de filtro SOAPnuke (v1.6.5, BGI Tech Solutions): "-n 0.001 -1 20 -q 0.4 --adaMR
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0.25 --polyX 50 --minReadLen100". Las lecturas filtradas se alinearon con el genoma de
referencia humano (GRCh38.105) utilizando el alineador STAR (version 2.7.9a) con la opcioén
alignEndsProtrude 3 ConcordantPair, que permite - la protrusion de los extremos de
alineacion, y peOverlapNbasesMin 5, que permite la fusion y el mapeo de lecturas de extremos
emparejados superpuestos para mejorar la precision del mapeo para la superposicion. Los
recuentos de lectura se calcularon mediante HTSEQ-count con la modalidad intersection-strict
(version 2.0.2). Para detectar los ARNms unidos a LSMS5 se realizd un andlisis de expresion
diferencial para la comparacion LSMS5-IP vs Input con DESeq2 1.34.0 (R 4.1.3). Los genes
expresados diferencialmente (DEGs) con valor p < 0.05 y Fold Change > 1.5 se consideraron
como potenciales dianas directas de LSMS5 debido a su enriquecimiento significativo en la
fraccion IP frente al insumo total.

4.15.5. Protedmica

4.15.5.1. Digestion de proteinas:

Con el fin de realizar la identificacion y cuantificacion global de proteinas, se cargd un
volumen igual de todas las muestras en un gel SDS-PAGE al 10%. La carrera se detuvo tan
pronto como la parte delantera penetré 3 mm en el gel de resolucion. La banda proteica fue
detectada por tincion fluorescente Sypro-Ruby (Lonza, Suiza), extirpada y procesada para la
digestion triptica manual en gel, como se describe en otra parte (1-5). Los péptidos se extrajeron
realizando tres incubaciones de 20 min en 40 pL de acetonitrilo al 60% disuelto en HCOOH al
0.5%. Los extractos peptidicos resultantes se agruparon, se concentraron en un SpeedVac y se
almacenaron a -20°C.

4.15.5.2. Identificacion de proteinas por LC-MS/MS (adquisicion de DDA) (1-5)

Los péptidos digeridos (més de 4 g de cada muestra) se separaron mediante cromatografia
de fase inversa. Se cre6 un gradiente utilizando un sistema de cromatografia microliquida
(Eksigent Technologies nanoLC 400, Sciex) acoplado a un espectrémetro de masas Triple TOF
6.600 de alta velocidad (Sciex) con una fuente de microflujo. La columna analitica fue una
columna de fase reversa a base de silice Eksigent C18 de 150 % 0.30 mm, tamafio de particula
de 3 mm y tamafio de poro de 120 A (Eksigent, Sciex). La columna trampa fue una YMC-
TRIART C18 (YMC Technologies, Teknokroma) con un tamafio de particula de 3 mm y un
tamafio de poro de 120 A, conmutada en linea con la columna analitica. La bomba de carga
suministrd una solucion de acido formico al 0.1% en agua a 10 pl/min. La microbomba gener6
un caudal de 5 pl/min y fue operada en condiciones de elucion en gradiente, utilizando acido
formico al 0,1% en agua como fase movil A, y acido formico al 0.1% en acetonitrilo como fase
movil B. Los péptidos se separaron utilizando un gradiente de 90 minutos que oscil6 entre el
2% y el 90% de la fase movil B.

La adquisicion de datos se realizd mediante un sistema TripleTOF 6.600 (Sciex, Foster
City, CA) utilizando un flujo de trabajo de andlisis dependiente de datos (DDA). Las
condiciones de la fuente y de la interfaz fueron las siguientes: tension de pulverizacion de iones
flotante (ISVF) 5.500 V, gas de cortina (CUR) 25, energia de colisiéon (CE), 10 y gas de fuente
de iones 1 (GS1) 25. El instrumento fue operado con el software Analyst TF 1.7.1 (Sciex, USA).
Los criterios de conmutacion se establecieron en iones mayores que la relacion masa/carga
(m/z) 350 y menores que m/z 1.400 con un estado de carga de 2-5, tolerancia a la masa de 250
ppm y un umbral de abundancia de més de 200 recuentos por segundo (cps). Los iones
precursores diana anteriores se excluyeron durante 15 s. El instrumento se calibrd
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automaticamente cada 4 horas utilizando péptidos tripticos de PepCalMix como calibrador
externo.

4.15.5.3. Analisis de los datos del PDD

Después del analisis MS/MS (datos MS2), los archivos de datos se procesaron utilizando
el software ProteinPilotTM 5.0.1 de Sciex, que utiliza el algoritmo ParagonTM para la
busqueda en la base de datos y ProgroupTM para la agrupacion de datos. Los datos se buscaron
utilizando una base de datos Uniprot especifica para humanos (https://www.uniprot.org/),
especificando yodoacetamida en la alquilacion de cisteina como modificacion variable y la
oxidacion de metionina como modificacion fija. La tasa de falsos descubrimientos se realizd
utilizando un método de ajuste no lineal, mostrando solo aquellos resultados que informaron
una tasa global de falsos descubrimientos del 1% o mejor. (6)

4.15.5.4. Cuantificacion relativa: Recuento espectral

Se utilizo Scaffold (version Scaffold-5.2.2 Proteome Software Inc., Portland, OR) y
Scaffold DDA (version Scaffold DDA-6.4.1 Proteome Software Inc., Portland, OR) para
realizar un andlisis semicuantitativo mediante conteo espectral (7, 8). Se utilizaron archivos de
andamio que contenian muestras de CL y nCL de cada linea celular para generar un archivo de
informe de muestras con un umbral de proteina del 99%, péptidos minimos = 2 y un umbral
péptido del 95%. Se aplico el paquete DEP R v1.16.0 para obtener los ACP y la Matriz de
Correlacion de los datos. Se aplico el modulo de preprocesamiento APOSTL galaxy toolshed
(http://apostl.moffitt.org/) SAINT para obtener los archivos de entrada de SAINTexpress. Se
realiz6 el analisis de SAINTexpress v3.6.3 para detectar las posibles RBPs. Se seleccionaron
proteinas significativas como aquellas con BFDR < 0.05.

Los analisis bioinformaticos fueron llevados a cabo por la Dra. Cristina Riobello.
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5. RESULTADOS

5.1. PAPELDE LSM5 EN LA PROGRESION Y METASTASIS TUMORAL

Los MPNSTs, como se ha mencionado previamente, no disponen de tratamientos
terapéuticos eficientes. Por esta razén, la blisqueda de nuevas proteinas diana para el
tratamiento de los MPNSTs es fundamental para la mejora de la supervivencia global, asi como

de la calidad de vida de los pacientes.

5.1.1. Seleccion de LSM5 como RBP candidata a través de analisis bioinformaticos

Se realiz6 un andlisis bioinformatico con 4 bases de datos de microarray o RNA-Seq
(GSE14038, GSE41747, GSE66743, GSE141438) que contienen informacion de muestras de
tejido nervioso de pacientes sanos, muestras de tejido de neurofibroma y muestras de tumores
MPNST. Se realiz6 un andlisis de expresion diferencial de las muestras de MPNST respecto a
neurofibroma utilizando como criterio - un p-valor ajustado < 0.05 y fold change > 1.5 (Figura
13A). Realizando un analisis comparativo entre todas las bases de datos, se obtuvo una lista de
127 genes que se mostraron desregulados significativamente en todas ellas.
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Figura 13. LSM5 se expresa mas en MPNST que en neurofibroma. (A, B) Diagramas de Venn de diferentes bases
de datos de microarray/RNA-Seq, (A) comparacion de la expresion de todos los genes. (B) comparacion de la
expresion de genes de proteinas de union al ARN. (C) Grafico de barras de una de las bases de datos
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representativas (GSE41747), demonstrando la expresion de LSM5 en nervio humano (n= 3), neurofibroma (n=26)
y MPNST (n=6). One-way Anova; *** p<0.001, ****p<0.0001. (Elaboracion propia)

Dado que las proteinas de interés en este estudio son las proteinas de union al ARN
(RBPs por sus siglas en inglés: RNA binding proteins), por su papel en la regulacion de la
expresion génica, se aplico el filtro de genes que codifican proteinas de union al ARN conocidas
a los datos obtenidos en el andlisis anterior. De los 127 genes obtenidos inicialmente, 59
constituyen genes que codifican RBPs que se expresan diferencialmente en MPNST respecto a
neurofibroma con p-valor ajustado < 0.05 y fold change > 1.5 (Figura 13B). Se realiz6 una
busqueda manual de los posibles candidatos y se seleccionaron aquellos genes que no se habian
relacionado previamente con cancer. Los datos preliminares (no mostrados en esta tesis) nos
condujeron a seleccionar LSM5 como el principal candidato.

Segun la base de datos GEPIA2, que recoge datos de muestras de pacientes con diferentes tipos
de tumores y de muestras del tejido sano, LSM3 tiene una mayor expresion en la mayoria de los
tumores respecto al tejido sano correspondiente (Figura 14A). Utilizando la misma base de
datos, se realizd un analisis de la supervivencia global en pacientes con sarcoma (MPNST es
un tipo de sarcoma de tejido blando) y se vio que los pacientes con mayor expresion de LSMS
tenian tendencia a tener una menor supervivencia que aquellos pacientes que tenian niveles mas
bajos de LSM5 (Figura 14B). Ademas, se realizé un andlisis de supervivencia global de los
datos de pacientes registrados en la base de datos GSE66743. Los pacientes de MPNST con
mayor expresion de LSMS5 tienen un porcentaje de supervivencia significativamente menor que
aquellos pacientes que tienen una expresion de LSMS5 menor (Figura 14C).

A LSM5

Tumor
W Normal

120

Expression - TPM

'S v O o (B O R a0 QLS O QO L O A DL 5
‘,o%&%@odo 5 Lbovo&éo 0@\*@ L& @Q‘VVV‘ O ¥ OQYVQ S ‘§~C}g} %«v&ob&o/\\p\) VNG
Supervivencia del 75% bajo vs. 25% alto
o | Supervivencia del 75% bajo vs. 25% alto
- - Grupo LSM5 bajo
= GrupoLSM5 alto
p-valor=0,14 1004 = Grupo LSM5 bajo
o 3+ =~ Grupo LSMS5 alto
5 % p-valor<0,0001
g g
2 24 3
c g 50
o a
A
S o 3 1
« =
(] [ S
T o
o
X 0 T + T 1
0 20 40 60
3 , ; Meses
0 50 100 150
Meses

Figura 14. LSM5 podria tener una implicacion en el desarrollo tumoral. (A) Grafico de barras de la expresion
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de LSM5 (Transcripciones por millon de kilobases, TPM) en muestras de varios tumores y su tejido sano
correspondiente. (B) Grafico de supervivencia global de pacientes con sarcoma con alto nivel de expresion de
LSM5 respecto a pacientes con bajo nivel de LSM5. (C) Grafico de supervivencia global de pacientes con MPNST
de la base de datos GSE66743 con alto nivel de expresion de LSM5 respecto a pacientes con bajo nivel de LSM5
(el 25% de pacientes con mayor expresion de LSM5 vs. el 75% con menor expresion). (Elaboracion propia)

Para examinar mas a fondo la expresion de LSMS5 en MPNST, se realiz6 un analisis de
la base de datos GSE179043, la cual contiene datos de single-cell RNA sequencing (scRNA-
seq) de muestras de tumores de MPNST (n=4) y muestras de neurofibroma (n=10). Esta base
de datos nos permitio estudiar los niveles de expresion de LSM5 en diferentes poblaciones
celulares del tumor, incluidas las células de Schwann. Los datos obtenidos revelaron que LSM5
se expresa en un mayor porcentaje de células en MPNST que en NF (Figura 15A, B).

Los datos obtenidos de los analisis bioinformaticos sugieren que LSMJ5 puede tener un
papel relevante en la patogénesis de los MPNST.

log2FC=0,09627400 B
P-val-adj=1,07493e-88
° NF - o
3
w
=S2
w
-l
17 MPNST [ )
0-
& ¢
A &
Groups St
LSM5
[

Avg. Expression Percent Expressed

0 1 2 3 *cw0®00®0®0®n

a4 00 04

Figura 15. LSM5 se expresa en un mayor porcentaje de células en MPNST que en NF en el cluster de
células de Schwann (A) GeyserPlot que representa los counts normalizados en células individuales de los
grupos MPNST y NF. Cada punto representa una célula, y el color indica el niUmero de counts por célula. (B)
Dotplot que muestra la expresion media del gen LSM5 en cada fenotipo; el color representa la expresion
media del gen en ese fenotipo, y el tamafo del circulo indica el porcentaje de células que expresa el gen.
Resultados del analisis de expresion diferencial de LSM5 en la comparacion MPNST vs. NF en células de
Schwann, realizado con un Wilcoxon rank sum test (Seurat 4.3.0). (Elaboracion propia)

5.1.1. Validacion de la expresion de LSM5 en muestras humanas y lineas celulares

Una vez completados los analisis bioinformaticos, valido la expresion diferencial de
LSMS en diferentes lineas celulares. En concreto, en dos lineas celulares de Schwann humanas
inmortalizadas (iHSCA1 e iHSCA2), dos lineas celulares de neurofibroma (CRL3388,
CRL3389) y tres lineas celulares de MPNST (S462, 90-8 y T265). La validacion se realizé a
nivel de ARN y a nivel de proteina. Se pudo confirmar la mayor expresion a nivel de ARN y
proteina de nuestra RBP candidata en muestras de lineas celulares de MPNST respecto a
muestras de lineas celulares de neurofibroma y de células de Schwann inmortalizadas (Figura
16A, B).
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Esta expresion diferencial de LSM5 se confirmd, ademds, en muestras de pacientes de
tejido sano, de tejido de neurofibroma y de tejido de MPNST a nivel de proteina (Figura 16C,
D). No obstante, a nivel de ARN solo pudimos confirmar una tendencia de aumento de la
expresion de LSMS en las muestras de paciente de MPNST derivado de NF, pero no en las
muestras de MPNST esporadico.
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Figura 16. LSM5 esta sobreexpresado en lineas celulares de MPNST y en muestras de tumores de MPNST. (A,
C) Western blot que muestra el aumento de los niveles en de LSM5 en (A) lineas celulares MPNST, y (C) muestras
de pacientes con MPNST, comparado con lineas o muestras sanas o de neurofibroma. Los graficos a la derecha
representan la densitometria de los Western blots. (B, D) gPCR que muestra el aumento de los niveles de LSM5
en (B) lineas celulares MPNST, y (D) muestras de pacientes con MPNST, comparado con lineas o0 muestras sanas o
de neurofibroma (ACt relativo a GAPDH). Los datos se representan como media + SEM. * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, *** p<0.0001. (Elaboracion propia)

5.1.2. Elsilenciamiento de LSMS5 reduce las propiedades tumorales en células de MPNST

A raiz de los resultados positivos obtenidos en las muestras de lineas celulares y humanas,
consideramos que LSMS5 podria tener un papel clave en el proceso de transformacion de
neurofibromatosis a MPNST. Para comprobarlo, decidimos silenciar la expresion de LSM5 para
ver qué implicaciones podria tener en distintos aspectos del desarrollo tumoral. El
silenciamiento se realizd mediante infeccion lentiviral de células de MPNST, usando dos
secuencias de ARN de horquilla corta (shRNA, por sus siglas en inglés). Las células silenciadas
se seleccionaron mediante la adicion de puromicina. Se utilizaron las lineas celulares T265 y

S462 para los ensayos funcionales. Ambas son lineas celulares de MPNST procedente de
neurofibroma.
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En primer lugar, decidimos estudiar el papel de LSM35 en la proliferacion y citotoxicidad
de las células. Para ello, medimos los niveles de ATP en lineas celulares de MPNST,
comparando células control con lineas en las que se silenci6 LSMJ5. Primero, comprobamos
que las 2 secuencias de sARNA que utilizamos fueron efectivas para silenciar la expresion de
LSM5 (Figura 17A). El silenciamiento de LSM35 redujo los niveles de ATP en lineas celulares
tumorales respecto al control, lo cual parece indicar que una disminucién en la expresion de

LSM5 puede provocar una reduccion en la proliferacion o en la viabilidad de las células de
MPNST (Figura 17B).

Para comprobar que los efectos del silenciamiento se producen de manera especifica en
las células malignas, se repitid este mismo ensayo en una linea celular de células de Schwann
inmortalizadas (iIHSCA2). El descenso de los niveles de ATP en células tumorales fue
significativamente mayor que en las células de Schwann inmortalizadas, por lo que se concluy6
que efecto del silenciamiento de LSM5 es mayor en células tumorales que en células
procedentes de tejido sano (Figura 17C).
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Figura 17. Los niveles de ATP se reducen al silenciar LSM5. (A) Comprobacion del silenciamiento de LSM5 en
las diferentes lineas celulares (iHSCA2, T265 y S462) (AACt relativo a GAPDH y shCTRL). (B) Los niveles de ATP se
reducen al silenciar LSM5 en lineas de MPNST. (C) Comparacion de la reduccion de los niveles de ATP en lineas
MPNST respecto a la linea iHSCA2.Los experimentos de ATP se realizaron con una n=3, cada replicado bioldgico
procede de la media de tres replicados técnicos. Los datos se representan como media + SEM. * p<0.05, ** p<0.01,
= pn<0.001, **** p<0.0001. (Elaboracion propia)

Una vez comprobado que el silenciamiento de LSM35 tiene un mayor impacto en células
tumorales se decidi6 estudiar si tenia implicaciones en otros procesos relacionados con la
progresion tumoral. En primer lugar, se comprobo el efecto en la viabilidad celular realizando
un contaje del nimero de células dos dias después de ser seleccionadas con puromicina (Figura
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18A). Se confirmo que el silenciamiento de LSM35 en dos lineas celulares de MPNST reduce el
numero de células viables respecto a las células con silenciamiento control (Figura 18B).

Ademas, realizamos un ensayo de formacion de colonias, basado en la capacidad de una
sola célula de crecer hasta formar una colonia. Comprobamos que la reduccion de la expresion
de LSMS5 en las dos lineas celulares de MPNST disminuye drasticamente la capacidad de las
células tumorales de crecer en forma de colonia, es decir, de crecer de forma ilimitada. De
hecho, no pudimos observar la formacion de colonias después del silenciamiento (Figura 18C).

También estudiamos la propiedad de las células tumorales de crecer independientemente
de tener una superficie de anclaje, mediante el ensayo de formacion de colonias en agar blando.
Comprobamos que el silenciamiento de LSM5 reduce esta propiedad de las células tumorales
en la linea celular S462 (Figura 18D). La linea celular T265 no tiene la capacidad de crecer en
estas condiciones.

Con la finalidad de conocer si la reduccion de las propiedades tumorales se debe a una
disminucion de la proliferacion de estas células, se realizo un ensayo de incorporacion de BrDU.
Confirmamos que las células silenciadas poseen una menor capacidad de proliferacion que las
c€lulas tumorales (Figura 19A, B). Ademas, se utilizo la linea celular S462 para medir los
niveles de proteina de dos componentes indispensables en el ciclo celular, PCNA y CDK2. Se
comprobd que ambos marcadores disminuyen sus niveles de proteina en las células silenciadas,
por lo que la reduccion de la proliferacion podria deberse a una perturbacion del ciclo celular
(Figura 19C). Finalmente, se evaluaron los niveles de ARNm de P2/, un gen implicado en el
bloqueo del ciclo celular (Figura 19D). Se observo un aumento en la expresion de P21 tras el
silenciamiento de LSM5 en comparacion con las condiciones control. Estos resultados parecen
confirmar la importancia de LSM5 para el correcto funcionamiento del ciclo celular.
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Figura 18. Reduccion de las propiedades tumorales en células de MPNST al reducir la expresion de LSM5. (A)
Esquema temporal de los diferentes ensayos funcionales. (B) Representacion grafica de la reduccion del numero
de células en el silenciamiento de LSM5. (C) Representacion grafica y visual del ensayo de formacion de colonias
en células controles y silenciadas. (D) Representacion grafica y visual del ensayo de soft agar en células de MPNST
con reduccion de los niveles de LSM5 respecto a los controles. Estos ensayos estan realizados con n=3, cada
replicado bioldgico se ha obtenido de la media de 3 replicados técnicos. Los datos se representan como media +
SEM. * p<0.05, * p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. (Elaboracion propia)
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Figura 19. El silenciamiento de LSM5 reduce la capacidad proliferativa de las células tumorales. (A, B)
Representacion visual y grafica del ensayo de incorporacion de BrDU en las lineas celulares de MPNST (A) S462 y
(B) T265. (C) Western blot de dos proteinas importantes implicadas en el ciclo celular: PCNA 'y CDK2. (D) Datos
de gPCR del aumento de la expresion de P21 en células silenciadas (AACt relativo a GAPDH y shCTRL). Los ensayos
de BrDU estan realizados con n=3, cada replicado bioldgico se ha obtenido de la media de 3 replicados técnicos.
Los datos se representan como media + SEM. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. (Elaboracién propia)

5.1.2. Las células silenciadas no tienen capacidad de formar un tumor en los trasplantes
de xenoinjertos

Una vez comprobado que el silenciamiento de LSM5 reduce las propiedades tumorales de
las lineas de MPNST in vitro, se decidi6 estudiar si las células silenciadas tenian capacidad de
formar tumores en ratones de tipo Nude, unos ratones utilizados frecuentemente en este tipo de
estudios porque tienen el sistema inmunitario debilitado y la formacioén de tumores se produce
mas facilmente.
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Para la realizacion de este ensayo, se utilizaron células de la linea celular S462, ya que
previamente se habia publicado que son capaces de formar tumores en ratones Nude mediante
inyeccion subcutanea (44). Se inyectaron de forma subcutanea células silenciadas con LSM35 y
células controles a ratones Nude y se llevo a cabo el seguimiento de los ratones, midiendo los
tumores dos semanas después de la inyeccion. Los ratones fueron sacrificados a las 7 semanas
post-inyeccion (Figura 20A). Primero, se comprob6 que efectivamente en las células infectadas
con shLSM5.2 no se expresaba LSM5 (Figura 20B). Se observé que solo los ratones con las
células S462 control fueron capaces de formar tumor. Los ratones inyectados con células con
LSMS5 silenciado no fueron capaces de formar tumor (Figura 20C, D).

A
@ . }:-l\ "
— = N &7
- —_—> N kel — N A
P Yl o
Silenciamiento de la Inyeccién de las células Mediciones de tumores
linea celular S462 en ratones Nude y extraccion de tejidos
B C

— 600

E -o- shCTRL
E *kkk

shCTRL ShLSM5.2 < shLSM5.2
7 — S
o -
LSM5 5 400

<

°

c 200

[

£

2

(<

> o4 F—p-—u-a—a ———a-

0 20 40
Tiempo (dias)
D
shCTRL shLSM5.2

Figura 20. Las células tumorales silenciadas pierden la capacidad de formar tumores mediante trasplante de
xenograft. (A) Representacion grafica del procedimiento. (B) Western blot demostrando el silenciamiento de
LSM5 en células silenciadas a nivel de proteina. (C) Curva de crecimiento del tumor en los ratones Nude (D) Fotos
representativas de los tumores formados en células control (izquierda) y células silenciadas (derecha). Los datos
se representan como media + SEM. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. (Elaboracion propia)

5.1.3. El s silenciamiento de LSM5 modifica el transcriptoma

Para descifrar el mecanismo por el cual LSMS5 podria reducir las propiedades tumorales
de células de MPNST, se realizé un experimento de secuenciacion de ARN (RNA-seq) en
muestras de la linea celular S462 en células silenciadas y en células controles . Se realiz6 con
dos secuencias de silenciamiento de LSM5 diferentes, usadas previamente para los
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experimentos in vitro. El estudio de componentes PCA revela que las réplicas del experimento
se realizaron correctamente (Figura 21A). Hasta 6.127 genes se expresan de forma comun en
las células con LSM) silenciado, independientemente de la secuencia de shRNA, y de forma
diferencial respecto al silenciamiento control (Figura 21B). Los genes expresados
diferencialmente en el silenciamiento de LSM3, se dividen equitativamente en genes regulados
a la alta y genes regulados a la baja (Figura 21C).

Mediante analisis de Gene Ontology, encontramos que el silenciamiento de LSM5 regula
a la baja genes implicados en el desarrollo axonal, como la axonogénesis, el desarrollo de la
proyeccion neuronal o la guia de la proyeccion neuronal. Por otro lado, se desregulan
negativamente genes implicados en el catabolismo de acidos organicos, carboxilicos o de
moléculas pequefias. Destaca también la desregulacion de la ruta de sefializacion celular Wnt,
que, como vimos anteriormente, esta implicada en el desarrollo tumoral de MPNST (Figura
21D). Por el contrario, el silenciamiento de LSMJ5 conlleva a una mayor expresion de genes de
biogénesis ribosomal, de procesamiento de ARNr y ARNnc, de respuesta a proteinas
desplegadas y de respuesta a estrés. También cabe destacar el aumento de genes implicados en
el splicing del ARN via reacciones de transesterificacion (Figura 21E).
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Figura 21. Cambios en el transcriptoma de la linea celular S462 inducidos por el silenciamiento de LSM5. (A)
Analisis de componentes de las muestras, cada punto representa una muestra. (B) Diagrama de Venn los genes
expresados diferencialmente con FC > 1.5 y p-valor<0.05 en shLSM5.1 respecto al control y de shLSM5.2 respecto
al control (C) Volcano Plot de los genes expresados en ambos silenciamientos respecto al control. (D, E). Analisis
de Gene Ontology de procesos biologicos de (D) genes con mayor expresion en el control y de (E) genes con mayor
expresion en el silenciamiento de LSM5. (Elaboracion propia)
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5.1.4. Elssilenciamiento de LSM5 afecta a la ruta mTOR

Varias rutas de sefializacion celular se ven desreguladas a nivel de transcriptoma en el
silenciamiento de LSM} respecto al control, entre ellas la ruta de mTOR (Figura 22A). La ruta
de mTOR es una ruta importante, como se describe en la introduccion, en el desarrollo de
MPNST. La activacion de esta se produce por la activacion constitutiva de la proteina Ras,
consecuencia de la pérdida funcional de la neurofibromina. De hecho, es una de las rutas de
sefalizacion diana para el tratamiento de estos tumores, por lo que prevenir su activacion podria
disminuir la proliferacion de las células tumorales. Validamos los datos obtenidos en el RNA-
seq (Figura 22A) a nivel de proteina. El silenciamiento de LSM5 reduce tanto la expresion,
como la activacion de proteinas clave en esta ruta de sefializacion como mTOR, AKT y la
proteina ribosomal S6 (Figura 22B).

La menor activacion de esta ruta podria implicar una reducciéon de la proliferacion, del
crecimiento y de la supervivencia celular.
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Figura 22. El silenciamiento de LSM5 desregula la ruta de sefalizacion de mTOR. (A) Los datos de RNA-seq
revelan que el silenciamiento de LSM5 desregula genes implicados en la ruta de sefalizacion celular de mTOR.
En rojo se representan los genes que aumentan su expresion al silenciar LSM5 y, en verde, los genes que
disminuyen. (B) Comprobacion por Western blot de la desregulacion de proteinas implicadas en esta ruta de
sefalizacion. (Elaboracion propia)

5.1.5. Elssilenciamiento de LSM5 promueve la apoptosis de las células tumorales
Usando el Gene Set Enrichment Analisis (GSEA), encontramos que los datos de RNA-seq
revelaron que una gran cantidad de genes implicados en apoptosis (Figura 23A) o en especies

reactivas de oxigeno (Figura 23B) tenian una expresion mas elevada en células en las que se
silencio LSM5 que en células con silenciamiento control.
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Se decidid realizar un ensayo de citometria de flujo con Anexina V-PE y 7-
aminoactinomicina D (7-AAD)-FICT. La Anexina V se une a la fosfatidilserina, una molécula
que, en condiciones normales aparece en la cara interna de la membrana, pero que queda
expuesta en células apoptdticas. La 7-AAD es una molécula capaz de intercalarse en el ADN,
por lo que es un indicador de muerte celular. Las células capaces de teflirse con ambos
marcadores moleculares son consideradas células muertas por apoptosis. En nuestro caso,
podemos observar que el numero de células muertas por apoptosis se incrementa en células con
LSM5 silenciado respecto a las células con silenciamiento control (Figura 23C, D). El aumento
de la apoptosis en células silenciadas podria explicar la reduccion de las propiedades tumorales
de MPNST, este aumento podria estar relacionado con el incremento de las especies reactivas
de oxigeno.
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Figura 23. Las células con LSM5 silenciado presentan un mayor porcentaje de células muertas por apoptosis
que las células control. (Ay B) Graficos GSEA que muestran el enriquecimiento de la categoria de apoptosis (A)
y de especies reactivos de oxigeno (B) en células MPNST infectadas con shCTRL en comparacion con las células
MPNST 5462 infectadas con shLSM5 (C). Imagen representativa de citometria de Anexina V'y 7-AAD en células de
MPNST controles y silenciadas con shLSM5.1 y shLSM5.2. (D) Representacion grafica del porcentaje de células
muertas por apoptosis. Los datos se representan como media + SEM. ** p<0.01. (Elaboracion propia)

5.1.6. LSMS regula directamente un gran nimero de ARNms

Con la finalidad de conocer las moléculas de ARNm que son reguladas directamente por
LSMS, se realizd la técnica de inmunoprecipitacion de ARNs unidos a LSM5 con posterior
secuenciacion (RIPseq) (Figura 24A). Comprobamos que la inmunoprecipitacion resulta en la
captura de ARN, mediante andlisis de concentracion de ARN capturado por Qubit, y la
inmunoprecipitaciéon de LSMS5 usando el anticuerpo especifico y no con el anticuerpo control
(IgG). La matriz de correlacion de los datos de secuenciacion muestra una buena correlacion
de las muestras input y de las muestras de inmunoprecipitacion (Figura 24C), y las muestras
de la inmunoprecipitacion de LSMS5 presentan un enriquecimiento de gran cantidad de
transcritos de ARNm respecto al input, estos son considerados los LSMS5 binders (0 ARNm
unidos a LSMS5) (Figura 24D).

Mediante andlisis de Gene Ontology, encontramos que LSMS5 se une preferentemente a
transcritos con actividad: activadora de la transcripcion, de union al ADN y quinasa o fosfatasa
(Figura 24E). Estos transcritos estan implicados en procesos de morfogénesis, de sefializacion
de la ruta Wnt o de desarrollo (Figura 24F).
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Figura 24. LSM5 interacciona con cientos de moléculas de ARNm. (A) Esquema de realizacion del protocolo de
RIPseq. (B) Parametros obtenidos en las muestras del RIP y Western Blot de confirmacion de la precipitacion de
LSM5. (C) Matriz de correlacion de las muestras de RIPseq. (D) Volcano Plot que representa los ARNs enriquecidos
en el RIP de LSM5 respecto al input. (E, F) Analisis de Gene Ontology de la funcion molecular (E) y de procesos
bioldgicos (F) de los ARN enriquecidos diferencialmente en las muestras de RIP respecto al control. (Elaboracion

propia)

Con la finalidad de conocer como la uniéon de LSMS5 a estos transcritos modifica su
expresion génica, comparamos los datos del RNAseq con los del RIPseq. Observamos que 903
de los 4.704 transcritos unidos a LSM5, estan menos expresados en el silenciamiento de LSM5
respecto al control (Figura 25A). Estos transcritos regulan procesos de axogénesis,
neurogénesis, desarrollo del sistema nervioso y crecimiento celular (Figura 25B).
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Por otro lado, observamos que 587 genes regulados por LSMS5 estan mas expresados en
el silenciamiento de LSM5 que en el control (Figura 25C). Estos transcritos podrian ser
aquellos que no pueden ser eliminados por un fallo en el proceso de degradacion del ARN
producido por la pérdida del complejo LSM1-7, que no puede reclutar las enzimas necesarias
para la eliminacion de la cap5’. Estos transcritos estdn implicados en procesos de respuesta a
estimulos externos y estrés, transporte de aminas y regulacion del crecimiento celular (Figura
25D).
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Figura 25. Relacion entre los transcritos unidos a LSM5 y los datos del RNAseq. (A) Diagrama de Venn de la
relacion entre los transcritos que regula LSM5 y los genes regulados a la baja en shLSM5 en el RNA-seq. (B) Analisis
de enriquecimiento GO de la funcion molecular de estos. (C) Diagrama de Venn de la relacion entre los transcritos
que regula LSM5 y los genes regulados al alza en shLSM5 en el RNAseq. (D) Analisis de enriquecimiento GO de la
funcién molecular de esta relacion. (Elaboracion propia)

5.1.7. Elsilenciamiento de LSM5 cambia el patron del splicing

Con los datos obtenidos del RNA-seq decidimos hacer un estudio de variantes de splicing
alternativo (AS). LSMS5, como se ha descrito previamente, tiene una funcién importante en el
splicing. El silenciamiento de esta proteina podria modificar el patron de splicing.
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Con este analisis, identificamos 3.775 eventos de splicing cuya inclusiéon cambia
significativamente entre condiciones. Un dPSI positivo indica una mayor inclusion de la forma
larga del transcrito en la condicion shLSMS5, mientras que, un dPSI negativo, indica una mayor
expresion de la forma larga en el fenotipo shCTRL. De los 3.775 eventos, 2.124 tienen un dPSI
positivo (hay mayor presencia de la forma larga en las células silenciadas shLSMS), y dichos
eventos se clasifican en los tipos: IR (1673), AItEx (161), MicroEx (14). Alt3 y Alt5 aparecen
representados exclusivamente en la Figura 26A debido a que los eventos de cambio de sitios
aceptores y donadores de splicing son anotados por defecto con un dPSI positivo. Por otro lado,
1.651 eventos tienen un dPSI negativo (hay mayor presencia de la forma larga del transcrito en
las células control), y se clasifican en eventos de tipo IR (72), AltEx (1552), MicroEx (27)
(Figura 26A, B). El silenciamiento de LSM5 lleva a un aumento de la retencion de intrones.

Se realiz6 un estudio de la distribucion del dPSI a lo largo del tamafo de los exones, se
puede ver que el dPSI tiende a ser negativo en todos los tamafios de exones (Figura 26C), por
lo que se observa un mayor porcentaje de exon skipping.

A través de un analisis de enriquecimiento funcional de los genes con eventos de AS
regulados diferencialmente, detectamos varios términos GO y KEGG importantes, siendo la via
de sefializacion de mTOR, la apoptosis y los procesos de reparacion, las principales vias
afectadas. Ademas, se debe destacar la importancia de procesos como la regulacion del ciclo
celular, la organizacion de la cromatina o la reparacion del ADN (Figura 26D).
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Figura 26. Las células en las que se ha silenciado LSM5 presentan un patrén de splicing diferente a las células
control. (A, B) Diagrama de sectores que representa la distribucion de los diferentes eventos de splicing con (A)
dPSI positivo y (B) dPSI negativo. (C) Distribucion del dPSI en funcion de los tamafos de los exones. (D) Grafico
de barras del enriquecimiento GO y KEGG de los genes relativos a los eventos de splicing significativo. (IR=Intron
retention, AItEX= exon skipping, Alt3= alternative 3 'site y Alt5= alternative 5°). (BP= Biological process, CC=
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Celular component, MF= Molecular funtion, KEGG= Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). (Elaboracion
propia)

Analizando en conjunto los datos de enriquecimiento funcional y los ensayos in vitro de
los genes con eventos de AS regulados diferencialmente consideramos la posibilidad de que el
bloqueo del ciclo celular se deba a una modificacion en las variantes de splicing. En nuestros
analisis de splicing, encontramos que la variante HsaEX0014297 de CDK?2 se expresa mas en
células silenciadas que en células controles (Figura 27A). Esta variante, producida por la
pérdida de un exon, no puede generar la proteina CDK2, lo que hace que se produzca una
perturbacion del ciclo celular, ya que controla el ciclo celular en las transiciones G1/S y S/G2
(Figura 27B) (154). Comprobamos mediante RT-PCR, que esta variante funcional de CDK?2 se
expresa menos en células en las que se ha silenciado LSM35, lo que conduce a una bajada en la
expresion de la proteina CDK2 (Figura 27C).

No podemos asegurar que este evento esté siendo regulado directamente por la union de
LSMS5, aunque podemos detectar un cierto, pero no significativo, enriquecimiento del ARN de
CDK?2 en el RIPseq de LSM5 respecto al input (Figura 27D).
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Figura 27. Las células en las que se ha silenciado LSM5 presentan en mayor medida una forma de CDK2 con
pérdida de un exadn. (A) PSI de las muestras control y silenciadas obtenidos del analisis del splicing alternativo.
(B) Representacion grafica de la funcion de las variantes de splicing de CDK2. (C) Validacion por RT-PCR de las
variantes de splicing junto con la representacion grafica de la proporcion y Western blot de la proteina CDK2.
(D) Expresion diferencial de CDK2 de los datos del RIPseq de LSM5. Los datos se representan como media + SEM.
** p<0.01, **** p<0.0001. (Elaboracion propia)
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Con el fin de encontrar una relacion directa entre la regulacion del splicing alternativo
y LSMS5, se superpusieron los datos obtenidos en el analisis del splicing alternativo junto con
los datos de los genes enriquecidos en la inmunoprecipitacion de LSMS5, y se detectaron 574
genes comunes (Figura 28A). Proponemos que estos genes se unen a LSMS5 en su funcion
como scaffold del spliceosome y, por tanto, el silenciamiento de LSMS5 tiene consecuencias
sobre el splicing alternativo de dichos genes.

Aproximadamente el 50% de estas variantes de splicing son eventos de exon skipping,
y poco menos de la otra mitad son eventos de intron retention. Los eventos de alternative donors
y acceptors y microexons son minoritarios (Figura 28B).
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Figura 28. Relacion entre LSM5 y las variantes de splicing alternativo. (A) Diagrama de Venn de los ARNs unidos
a LSM5 y los genes con splicing alternativo diferencialmente expresados en el silenciamiento de LSM5 respecto
al control. (B) Porcentajes de los tipos de eventos de splicing diferenciales entre shLSM5 y shCTRL. (IR = Intron
retention, AltEX= exdn skipping, Alt3= sitio alternativo 3 y Alt5=sitio alternativo 5). (Elaboracion propia)

Con los datos obtenidos de este andlisis, seleccionamos dos candidatos de AS que
podrian estar implicados en el cambio de fenotipo tumoral en el silenciamiento de LSM5
respecto al control: CCNT1y CEACAM].

Se ha descrito previamente que CEACAM I, un gen que codifica una proteina implicada
en adhesion celular tiene ademas funciones relevantes en la regulacion del crecimiento y
metastasis tumoral. Algunas variantes de splicing de CEACAM1I se han relacionado con una
menor metastasis (155). Los datos obtenidos en el R/P-seq confirman la unién de LSMS5 al su
transcrito de ARNm (Figura 29A), y los datos de analisis de splicing alternativo revelan una
menor inclusion del intron en células en las que se ha silenciado LSM5 (Figura 29B).
Comprobamos por RT-PCR que efectivamente el silenciamiento de LSM5 conduce a una bajada
en la expresion de la variante de CEACAM]I que esta relacionada con la metastasis (Figura
29C, D).

En la misma linea, el gen CCNT codifica para una proteina denominada CICLINA T1
que se une a CDK9 para regular la elongacion de la transcripcion. La forma larga de la variante
de splicing tiene una mayor expresion en tejidos tumorales respecto a tejidos sanos (156). Segiin
los resultados obtenidos, LSM5 se une al ARNm de CCNT! (Figura 29E), y la variante larga
se expresa mas en la situacion control que en el silenciamiento de LSM5 seglin nuestros andlisis
de splicing alternativo de los datos de RNAseq (Figura 29F). Confirmamos estos resultados
con analisis de PCR (Figura 29G, H). Es posible que la pérdida del ex6n reduzca su funcion y,
en consecuencia, las propiedades tumorales.
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Figura 29. Las células en las que se ha silenciado LSM5 presentan un enriquecimiento de variantes de exén
skipping de los genes CCNT1 y CEACAM1. (Ay E) Expresion diferencial de CEACAM1 y CCNT1 de los datos del
RIPseq de LSM5. (B y F) PSI de las muestras control y silenciadas obtenidos del analisis del splicing alternativo.
(C y G) Validacion por PCR de las variantes de splicing junto con la representacion grafica de la posible funcion
de estas. (D) Representacion grafica de la cuantificacion de las variantes de splicing. Los datos se representan
como media + SEM. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. (Elaboracién propia)

Los datos obtenidos en el RIPseq y RNAseq parecen indicar que la ruta de sefalizacion
Wnt podria estar regulada por LSMS5 (Figura 21D, 24F). Se decidi6 seleccionar las proteinas
de la ruta de sefializacion Wnt que podria regular LSMS5 mediante el proceso de splicing. Entre
los eventos desregulados destacamos AXIN1. AXIN1 es una proteina de la ruta Wnt, que forma
un complejo junto con APC, GSK3pB, y CKla cuya funcién es la degradacion de la B-
CATENINA (157). Segtn nuestros andlisis de splicing alternativo de los datos de RNAseq ,
LSMS se une al ARNm de AXIN I (Figura 30A), y la variante larga se expresa mas en las
células silenciadas que en las células controles (Figura 30B). Confirmamos estos resultados
con analisis de RT-PCR (Figura 30C, D). En estudios anteriores, se ha relacionado la retencion
del ex6n 9 de AXIN I con una inhibicién de la ruta Wnt (Figura 30E) (158). En nuestro caso,
este podria explicar la inactivacion de esta ruta en células en las que se ha silenciado LSMS5 por
el descenso de los niveles de B-CATENINA a nivel de proteina (Figura 30F).
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pérdida del exon 9. (A) Expresion diferencial de AXIN1 de los datos del RIPseq de LSM5. (B) PSI de las muestras
control y silenciadas obtenidos del analisis del splicing alternativo. (C) Validacion por PCR de las variantes de
splicing junto con la cuantificacion de la proporcion de exon skipping. (D) Representacion grafica de la funcion
de las variantes de splicing de AXIN1. (E) Western Blot representativo de la acumulacion de la B-catenina en la
condicion control. Los datos se representan como media + SEM. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.
(Elaboracion propia)

5.1.8. Elssilenciamiento de LSM5 genera cambios en la traduccion global

La degradacion y la traduccion del ARNm son dos mecanismos muy relacionados, ambos
llevados a cabo por proteinas de unién al ARN. Se ha descrito previamente que las proteinas
LSM son necesarias para la maduracion de los ARN ribosomales (159). Por este motivo,
decidimos comprobar si la traduccion estaba alterada. Para ello realizamos la técnica de
perfilado de ribosomas en células de MPNST S462 shCTRL y shLSM.2 (Figura 31A).

Se comprobé que las células fueran silenciadas correctamente (Figura 31B).
Confirmamos que el perfil de los ribosomas de las células shCTRL y las células shLSMS5.2 eran
diferentes, por lo que al silenciar LSM35 se esta produciendo un cambio en la traduccion global
(Figura 31C). Se llevo a cabo la cuantificacion de los perfiles ribosomales de ambas
condiciones y se concluyé que el silenciamiento de LSM5 en células de MPNST S462 reduce
la ratio de polisomas/monosomas (Figura 31D). Esta ratio se utiliza como medidor de la
actividad traduccional, por lo que la disminucion del mismo, indica una reduccion de la
traduccion global. Este cambio al silenciar LSM5 podria estar asociado con su papel en el
complejo LSM1-7.
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Figura 31. Las células en las que se ha silenciado LSM5 cambian su patrén de traduccion. (A) Representacion
grafica de la técnica de perfilado de ribosomas. (B) Validacion por qPCR del silenciamiento de LSM5. (C) Perfil
de ribosomas en células de MPNST $462 silenciadas y controles. (D) Ratio del area entre polisomas y monosomas.
Los datos se representan como media + SEM. * p<0.05, **** p<0.0001. (Elaboracion propia)

En resumen, en este apartado, hemos demostrado que LSMS5 puede tener un papel clave
en la patogénesis de los MPNSTs, regulando en particular los patrones de splicing en genes
criticos.
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5.2. CARACTERIZACION DEL RBPOMA Y COMPARACION EN DIFERENTES ESTADIOS DE LA
PROGRESION TUMORAL

El RBPoma (conjuntos de RBPs que se expresan en una célula) cambia en funcién de los
procesos fisiologicos y del contexto de enfermedad. Es por ello que el estudio de como varian
estas proteinas de union al ARN en los diferentes procesos, desde las células de Schwann hasta
el desarrollo de MPNST, puede ser importante para entender el desarrollo tumoral. La busqueda
de marcadores tumorales y proteinas diana también puede ser crucial en el tratamiento de
pacientes con esta enfermedad.

Con el fin de profundizar en la identificacion de proteinas de unién al ARN que pueden
tener un papel en la transformacion oncogénica de células de Schwann y en la malignizacion
de los MPNSTs, se realizé la técnica de la captura del interactoma en lineas celulares
representativas de células de Schwann humanas (iHSCAl e iHSCA2), en neurofibroma
(CRL3388) y en MPNSTs (S462 y T265).

Los datos obtenidos en este apartado son datos preliminares, ya que el sistema de
espectrometria de masas utilizado para realizar la técnica no es el optimo para este tipo de
técnicas, es necesario un sistema mas avanzado. Actualmente estamos trabajando para mejorar
el sistema de deteccion de proteinas, con la muestra remanente.

5.2.1. Caracterizacion del RBPoma de diferentes lineas celulares

5.2.1.1. RBPoma iHSCAI

Se realiza en la linea celular iHSCA1 la técnica de la captura del interactoma (RIC, por
sus siglas en inglés), que consiste en uniéon de ARN y proteina mediante la incidencia de luz
UV vy la posterior precipitacion con beads magnéticas unidas a Oligod(T) para capturar los
complejos ARNm-RBP. Se realiza un tratamiento con ARNasa para eliminar el ARN y las RBPs
son identificadas mediante espectrometria de masas (Figura 32A). Previo a la realizacion de la
protedmica se realizan controles de la técnica RIC, comparando las muestras del ensayo (+UV;
Cross-linked - CL) con las muestras control (-UV, ; no cross-linked - nCL) mediante silver
staining y Western Blot (Figura 32B).

Con los datos obtenidos en la protedmica se realizaron dos analisis de control de las
muestras: matriz de correlacion y analisis de componentes (Figura 32C). Comparamos el
proteoma total (input) con el RBPoma y comprobamos que 241 proteinas estan enriquecidas en
el RIC (Figura 32D). De las 140 proteinas detectadas en el set de muestras CL-nCL, tras aplicar
el algoritmo de SAINTexpress, 98 se consideraron RBPs (BFDR < 0.05) (Figura 32E). De
estas 98 proteinas, la mayoria son de dominio de uniéon no conocido, otra gran parte son
proteinas con dominio RBD conocido (agrupamos los dominios cléasicos y no clasicos), y una
pequefia parte son proteinas RBPs no identificadas previamente (Figura 32F).

Las RBPs detectadas en esta linea celular destacan por regular procesos de traduccion,
splicing, estabilizacion y procesamiento del ARN. Se localizan principalmente en los complejos
de ribonucleoproteinas, aunque también en ribosomas citosolicos y en ntcleos. Regulan rutas
de sefializacion relacionadas con el ribosoma, espliceosoma y la supervivencia del ARN
(Figura 32G).
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Figura 32. RBPoma de la linea celular iHSCA1. (A) Representacion grafica del procedimiento del RIC. (B) Silver
staining y Western blot de la RBP conocida HuR y Actina para la validacion del correcto funcionamiento del RIC.
(C) Analisis de matriz de correlacion y PCA de las diferentes réplicas con los datos obtenidos en la proteémica.
(D) Diagrama de Venn en el que se compara el nimero de proteinas obtenidas en el input respecto a las obtenidas
en el RIC. (E) Distribucion de las proteinas detectadas en el set de muestras CL-nCL no significativas, BFDR<0.05
y BFDR<0.01. (F) Clasificacion de las RBPs (BFDR<0.05) en: RBPs con dominio de unién conocido, RBPs sin dominio
de union conocido (otras) y no consideradas RBPs previamente. (G) Analisis de Gene Ontology BP, CC y KEGG de
las RBPs de la linea celular iHSCA1. (Elaboracion propia)
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5.2.1.2. RBPoma ihscA2

Se realizo en la linea celular iHSCA2 la técnica del RIC de igual manera que se ha
descrito con la linea iHSCAl (Figura 33B). Con los datos obtenidos en la protedmica se
realizaron dos andlisis de control de las muestras: matriz de correlacion y andlisis de
componentes (Figura 33C). Comparamos el proteoma total (input) con el RBPoma y
comprobamos que 799 proteinas estan enriquecidas en el RIC (Figura 33D).

De las 569 proteinas detectadas en el set de muestras CL-nCL, tras aplicar el algoritmo
de SAINTexpress, 319 se consideraron RBPs (BFDR < 0.05) (Figura 33E). De estas 319
proteinas, la mayor parte no tienen dominio de unioén conocido, y el resto se distribuyen entre
proteinas con dominio conocido y otras que no han sido previamente descritas como RBPs
(Figura 33F).

Las RBPs detectadas en esta linea celular destacan por regular procesos de traduccion,
splicing, estabilizacion del ARN y biogénesis de la subunidad pequefia del ribosoma. Se
localizan en los complejos de ribonucleoproteinas, en el exosoma extracelular o en el ribosoma
citosolico. Regulan rutas de sefializacion relacionadas con el ribosoma, espliceosoma y el
procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico (Figura 33G).

5.2.1.3. RBPoma CRL-3388.

Se realizo en la linea celular CRL-3388 la técnica del RIC de igual manera que se ha
descrito con la linea iHSCAl (Figura 34B). Con los datos obtenidos en la protedmica se
realizaron dos andlisis de control de las muestras: matriz de correlacion y andlisis de
componentes (Figura 34C). Comparamos el proteoma total (input) con el RBPoma y
comprobamos que 355 proteinas estan enriquecidas en el RIC (Figura 34D).

De las 176 proteinas detectadas en el set de muestras CL-nCL, tras aplicar el algoritmo
de SAINTexpress, 119 se consideraron RBPs (BFDR < 0.05) (Figura 34E). Estas 119 proteinas
se distribuyen entre RBPs que no tienen dominio de uniéon conocido y RBPs con RBD conocido.
Una pequena parte de las RBPs no han sido previamente anotadas como proteinas de union al
ARN (Figura 34F).

Las RBPs detectadas en esta linea celular destacan por regular procesos de
estabilizacion y transporte del ARN, traduccion y splicing. Se localizan principalmente en los
complejos de ribonucleoproteinas, aunque también en los granulos de estrés citoplasmatico y
en el citosol. Regulan rutas de sefializacion relacionadas con el ribosoma, espliceosoma y la
supervivencia del ARN (Figura 34G).
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Figura 33. RBPoma de la linea celular iHSCA2. (A) Representacion grafica del procedimiento del RIC. (B) Silver
staining y Western blot de la RBP conocida HuR y actina para la validacion del correcto funcionamiento del RIC.
(C) Analisis de matriz de correlacion y PCA de las diferentes réplicas con los datos obtenidos en la proteémica.
(D) Diagrama de Venn de las proteinas del proteoma total y las proteinas del RIC. (E) Distribucion de las proteinas
detectadas en el set de muestras CL-nCL no significativas, BFDR<0.05 y BFDR<0.01. (F) Distribucion de las RBPs
n dominio de unién conocido y no consideradas RBPs
de las RBPs de la linea celular iHSCA2. (Elaboracion
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Figura 34. RBPoma de la linea celular CRL3388. (A) Representacion grafica del procedimiento del RIC. (B) Silver
staining y Western blot de la RBP conocida HuR y actina para la validacion del correcto funcionamiento del RIC.
(C) Analisis de matriz de correlacion y PCA de las diferentes réplicas con los datos obtenidos en la protedomica.
(D) Diagrama de Venn de las proteinas del proteoma total y las proteinas del RIC. (E) Distribucion de las proteinas
detectadas en el set de muestras CL-nCL no significativas, BFDR<0.05 y BFDR<0.01. (F) Distribucion de las RBPs
(BFDR<0.05) en RBPs con dominio de unién conocido, RBPs sin dominio de union conocido y no consideradas RBPs
previamente. (G) Analisis de Gene Ontology BP, CC y KEGG de las RBPs de la linea celular CRL3388. (Elaboracion

propia)
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5.2.1.4. RBPoma T265

Se realizo en la linea celular T265 la técnica del RIC de igual manera que se ha descrito
con la linea iHSCA1 (Figura 35B). Con los datos obtenidos en la protedmica, se realizaron dos
analisis de control de las muestras: matriz de correlacion y andlisis de componentes (Figura
35C). Comparamos el proteoma total (input) con el RBPoma y comprobamos que 669 proteinas
estan enriquecidas en el RIC (Figura 35D).

De las 337 proteinas detectadas en el set de muestras CL-nCL, tras aplicar el algoritmo
de SAINTexpress, 105 se consideraron RBPs (BFDR < 0.05) (Figura 35E). Estas 105 proteinas
se distribuyen entre RBPs que no tienen dominio de unidon conocido y RBPs con RBD conocido.
Una pequefia parte de las RBPs no han sido previamente anotadas como proteinas de unién al
ARN (Figura 35F).

Las RBPs detectadas en esta linea celular destacan por regular procesos de traduccion,
splicing y procesamiento de ARNr y ARNm. Se localizan principalmente en los complejos de
ribonucleoproteinas, aunque también en el ribosoma citosolico y en el exosoma. Regulan rutas
de senalizacion relacionadas con el ribosoma, espliceosoma y la supervivencia del ARNm
(Figura 35G).

5.2.1.5. RBPoma 5462

Se realizo en la linea celular S462 la técnica del RIC de igual manera que se ha descrito
con la linea iHSCA1 (Figura 36B). Con los datos obtenidos en la protedmica, se realizaron dos
andlisis de control de las muestras: matriz de correlacion y analisis de componentes (Figura
36C). Comparamos el proteoma total (input) con el RBPoma y comprobamos que 254 proteinas
estan enriquecidas en el RIC

De las 263 proteinas detectadas en el set de muestras CL-nCL, tras aplicar el algoritmo
de SAINTexpress, 203 se consideraron RBPs (BFDR < 0.05) (Figura 36D). Estas 203
proteinas, se distribuyen entre RBPs que no tienen dominio de uniéon conocido y RBPs con
RBD conocido. Una pequena parte de las RBPs no han sido previamente anotadas como
proteinas de union al ARN (Figura 36F).

Las RBPs detectadas en esta linea celular destacan por regular procesos de splicing,
procesamiento del ARN, estabilizacion del ARN y traduccion. Se localizan principalmente en
los complejos de ribonucleoproteinas, aunque también en los granulos de estrés citoplasmatico
y en el nucleoplasma. Regulan rutas de senalizacion relacionadas con el espliceosoma,
ribosoma y la supervivencia del ARN (Figura 36G).

Podemos observar como, en las lineas celulares de cancer, las funciones moleculares
cambian su importancia respecto a las lineas de células de Schwann. El splicing pasa a ser la
funcion molecular con mas importancia, respecto a la traduccion de las células de Schwann
inmortalizadas y la estabilizacion del ARN de las células de neurofibroma, llegando a tener una
mayor importancia en la linea celular de MPNST S462.
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Figura 35. RBPoma de la linea celular T265. (A) Representacion grafica del procedimiento del RIC. (B) Silver
staining y Western blot de la RBP conocida HuR y actina para la validacion del correcto funcionamiento del RIC.
(C) Analisis de matriz de correlacion y PCA de las diferentes réplicas con los datos obtenidos en la proteomica.
(D) Diagrama de Venn de las proteinas del proteoma total y las proteinas del RIC. (E) Distribucion de las proteinas
detectadas en el set de muestras CL-nCL no significativas, BFDR<0.05 y BFDR<0.01. (F) Distribucion de las RBPs
(BFDR<0.05) en RBPs con dominio de unién conocido, RBPs sin dominio de unién conocido y no consideradas RBPs

previamente. (G) Analisis de Gene Ontology BP, CC y KEGG de las RBPs de la linea celular T265. (Elaboracion
propia)
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Figura 36. RBPoma de la linea celular S462. (A) Representacion grafica del procedimiento del RIC. (B) Silver
staining y Western blot de la RBP conocida HuR y actina para la validacion del correcto funcionamiento del RIC.
(C) Analisis de matriz de correlacion y PCA de las diferentes réplicas con los datos obtenidos en la proteémica.
(D) Diagrama de Venn de las proteinas del proteoma total y las proteinas del RIC. (E) Distribucion de las proteinas
detectadas en el set de muestras CL-nCL no significativas, BFDR<0.05 y BFDR<0.01. (F) Distribucion de las RBPs
(BFDR<0.05) en RBPs con dominio de unién conocido, RBPs sin dominio de union conocido y no consideradas RBPs
previamente. (G) Analisis de Gene Ontology BP, CC y KEGG de las RBPs de la linea celular $462. (Elaboracion

propia)
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5.2.2. Comparacion de la actividad de las proteinas de union al ARN en los diferentes
estadios de la progresion tumoral

Con los datos obtenidos en los analisis protedmicos, se realiz6 una comparacion entre
las proteinas detectadas en las diferentes lineas celulares. Se puede observar que hay 9 proteinas
que se han detectado exclusivamente en las lineas celulares de MPNST y no en el resto (Figura
37A). De estas, se escogieron 2 RBPs: DDX56 y RBM28. Ademas, se escogieron 2 RBPs
adicionales, que aparecen en las S462 y no en el resto de las lineas celulares, pero que se
detectan en 2 de las réplicas de las T265: MEX3A y UBAP2L. Se llev6 a cabo un analisis de la
expresion de estas proteinas en una base de datos de microarray con muestras de pacientes con
MPNST. Se observo un aumento de la expresion de todas ellas en pacientes de MPNST respecto
a neurofibroma (Figura 37B).
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Figura 37. Expresion de RBM28, DDX56, UBAP2L y MEX3A en lineas celulares y muestras de nervios sanos,
neurofibromas y MPNSTs. (A) Diagrama de Venn de las proteinas detectadas como RBPs en las diferentes lineas
celulares. (B) Representacion grafica de los niveles de ARNm de RBM28, DDX56, UBAP2L y MEX3A en muestras de
nervio sano, neurofibroma y MPNST. Los valores proceden de la base de datos GSE41747. Los datos se representan
como media + SEM. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. (Elaboracion propia)
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Se validaron los datos en las lineas celulares de células Schwann, neurofibroma y
MPNST por qPCR. Demostramos que estos genes se expresan mas en lineas de MPNSTs que
en células de neurofibroma y que en células de Schwann inmortalizadas, aunque en el caso de
RBM28 y UBAP2L esta diferencia no es significativa (Figura 38).
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Figura 38. RBM28, DDX56, UBAP2L y MEX3A aumentan su expresion en MPSNT. Representacion grafica de los
niveles de ARNm de - RBM28, DDX56, UBAP2L y MEX3A en las diferentes lineas celulares de iHSCs, neurofibroma
y MPNST (A) RBM28, (B)DDX56, (C)UBAP2L, (D)MEX3A. Los datos se representan como media + SEM. * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. (Elaboracion propia)

Se seleccion6 MEX3A como principal candidata a proteina marcadora de progresion
tumoral o como posible proteina diana en el tratamiento tumoral. Como se ha observado en los
datos previos, MEX3A mantiene su expresion basal en las células de Schwann inmortalizadas
y en lineas celulares de neurofibroma, pero su expresion se dispara en MPNSTSs. Esto parece
indicar que MEX3A podria tener un papel importante en el desarrollo tumoral.

5.2.3. Papel de MEX3A en la progresion tumoral

Se decidié hacer un estudio en profundidad de MEX3A. En Gepia2, podemos observar
que casi en la totalidad de los tipos de cancer, MEX34 tiene una mayor expresion que en los
tejidos sanos correspondientes (Figura 39).
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Figura 39. MEX3A se expresa mas en tumores que en tejidos sanos. Diagrama de barras que representa la
expresion de MEX3A en 31 tipos de tumores y en sus respectivos tejidos sanos. (Elaboracion propia)

Las curvas de supervivencia en sarcoma y en el resto de los tumores, confirman que los
pacientes con altos niveles de MEX3A tienen peor supervivencia global que los pacientes con
baja expresion. Cabe destacar que es mas pronunciado en sarcoma que en el dato global de
todos los tumores (Figura 40A, B).

A SARCOMA B TODOS LOS TUMORES

Supervivencia del 75% bajo vs. 25% alto Supervivencia del 75% bajo vs. 25% alto

1.0
1.0

= Grupo MEX3A bajo = Grupo MEX3A bajo

= Grupo MEX3Aalto ~  GrupoMEX3Aalto
p-valor=0,0037 p-valor=1,6e-06
HR=1,3

HR=2,4

0.8
|
0.8
!

0.6

04
04

% de supervivencia
% de supervivencia

0.2
0.2

0.0
0.0

0 50 100 150 0 100 200 300
Meses Meses
Figura 40. Los pacientes con mayor expresion de MEX3A tienen una tasa de supervivencia mas baja. Grafico

de supervivencia con alto nivel de expresion de MEX3A respecto a pacientes con bajo nivel de MEX3A de pacientes
con (A) sarcoma y (B) con cualquier tipo de tumor. (Elaboracion propia)

Los datos de scRNA-Seq revelan que la expresion de MEX3A4 es mas elevada en las
células de Schwann que en el resto de las células que conforman estos tumores (Figura 41A).
Ademas, MEX3A4 se expresa en mayor numero de células de Schwann en MPNSTs que en
neurofibromas (Figura 41B, C).
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Figura 41. MEX3A se expresa en un mayor porcentaje de células en MPNST que en NF. (A) GeyserPlot de que
representa los counts normalizados en las células Unicas de los grupos MPNST y NF todos los tipos celulares que
comprenden un MPNST. Cada punto representa una célula y el color, el nUmero de counts por célula. (B)
GeyserPlot que representa los counts normalizados en las células Unicas de los grupos MPNST y NF en las células
de Schwann. (C) Dotplot que representa la expresion media del gen MEX3A por cada fenotipo, el color hace
referencia a la expresion media del gen en ese fenotipo, mientras que el tamafio del circulo refiere al porcentaje
de células que expresa ese gen. Resultado del analisis de expresion diferencial del gen MEX3A en la comparativa
MPNST vs. NF, realizado con un Wilcoxon rank sum test (Seurat 4.3.0). (Elaboracion propia)

Se realizo otra validacion de la expresion de MEX3A en una base de datos de RNAseq
con datos de pacientes (GSE141438) (146). Se confirm6 que los niveles de ARNm de MEX3A4
en MPNSTs aumentan respecto al tejido sano y al tejido de neurofibromas (Figura 42A).
Validamos estos resultados por qPCR en muestras de pacientes y se confirmé el aumento de los
niveles de ARNm en MPNST respecto a nervio sano y neurofibromatosis, aunque en este caso,
la dispersion de los datos en muestras de MPNST impidié demostrar la significancia estadistica
de esta diferencia (Figura 42B).

104



MEX3A Muestras humanas
10004 —** g 4004
* % ;2 . °
800 w.e
= 'S 3004
Q QO
@ 600- .=
§ £ S 200-
- x .z
o 400 <E
® 3 100
200- SE
>
-~ . Z
e e | 0= =9
e) 2> A © L FLP
® Lo & E W S
& o 8 SIS
O & el R
0\) < Q\ \"‘/\Q'
\ ST @
\&gé

Figura 42. Los niveles de ARNm de MEX3A tienden a aumentar en MPNST. (A) Grafico con representacion de
los datos de RNAseq de la base de datos GSE141438. (B) Grafico de barras con los resultados de la qPCR de
muestras humanas relativizados a GAPDH. Los datos se representan como media + SEM. ** p<0.01, ** p<0.001.
(Elaboracion propia)

5.2.3.1. El silenciamiento de MEX3A reduce las propiedades tumorales de las células
de MPNST.

Para ver el papel funcional de MEX3A en MPNST, silenciamos MEX34 en las lineas
célulares de MPNSTs T265 y S462 y examinamos el crecimiento celular mediante el analisis
de niveles de ATP y el ensayo de colonias (Foci). El silenciamiento de MEX3A fue efectivo
(Figura 43A) y tiende a reducir los niveles de ATP de las células de MPNSTs en las que se ha
silenciado MEX3A respecto al shCTRL, lo que se traduce en una disminucion de la viabilidad
de estas células (Figura 43B). Ademas, también se vio una reduccion en la capacidad de las
células de crecer en colonias cuando se silencié6 MEX34 (Figura 43C).
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Figura 43. El silenciamiento de MEX3A reduce ligeramente las propiedades tumorales de las células de
MPNST. (A) Datos de gPCR de los niveles de MEX3A tras su silenciamiento. (B) Representacion grafica de los
niveles de ATP del silenciamiento de MEX3A respecto al control. (C) Representacion grafica y visual del ensayo
de formacion de colonias en células controles y silenciadas. Los datos se representan como media + SEM. * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. (Elaboracién propia)
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6. DISCUSION

La neurofibromatosis de tipo I es una enfermedad autosémica dominante que afecta a 1
de cada 3.000 nifios nacidos en el mundo. Su signo (importante distinguir entre sintoma y
signo) mas caracteristico son los neurofibromas, pudiendo ser dérmicos o plexiformes, que son
tumores benignos producidos principalmente por una mutacion en el gen NF/ en las células de
Schwann. La mutacion de NF'I produce la pérdida funcional de la neurofibromina, una proteina
inactivadora de RAS y, como consecuencia, la activacion de rutas de sefializacion celular
implicadas en procesos de proliferacion y supervivencia. La esperanza de vida de estos
pacientes es 15 anos menor que la de la poblacion general (160). Una de las principales causas
de muerte es el desarrollo de tumores malignos; entre el 8-13% de los pacientes con esta
enfermedad desarrollan tumores malignos de la vaina del nervio periférico como progresion de
neurofibromas plexiformes.

Los MPNSTs son un tipo de sarcoma raro y agresivo que afecta al 0.001% de la
poblacion general. La supervivencia de los pacientes con MPNST a los 5 afios es muy baja,
cerca del 35%. Mas del 50% de los MPNSTs se producen en el contexto de la neurofibromatosis
de tipo I, el resto, se producen de forma esporadica o como consecuencia de la radioterapia. Los
NF necesitan mutaciones adicionales para poder malignificarse, normalmente estas se producen
en PRC2, SUZI2 o TP53. Estos tumores pueden producir facilmente metéstasis y no hay
tratamientos eficaces para su reduccion. La busqueda de nuevos tratamientos y marcadores de
diagnostico puede ayudar al manejo de los pacientes, asi como a una deteccion temprana de
MPNST en el desarrollo de la neurofibromatosis. Como consecuencia, se podria mejorar la
calidad de vida y la supervivencia global de las personas con esta enfermedad.

La desregulacion genética es un sello distintivo de las células cancerosas. Las
alteraciones genéticas en estas células conducen invariablemente a una remodelacion global de
su transcriptoma, que les permite adquirir capacidades funcionales avanzadas para la
supervivencia, proliferacion y diseminacion. Los MPNSTs tienen una firma transcriptomica
unica, que es distinta a la de las células de Schwann sanas y la de los neurofibromas. Una
estrategia terapéutica prometedora, es manipular los programas transcriptomicos desregulados
en cancer, enfocandose en la identificacion de los reguladores moleculares clave que gobiernan
estos programas.

Las proteinas de union al ARN son reguladores transcripcionales y postranscripcionales
capaces de regular cientos de transcritos. Esto las convierte en los principales reguladores del
transcriptoma. Pueden regular todos los aspectos de la vida del ARN: transcripcion,
modificacion del ARN, splicing, transporte nucleo-citosol, localizacion, estabilizacion y
degradacion. Las RBPs desempefan un papel central en la regulacion de la expresion génica,
su desregulacion se ha relacionado con varias patologias humanas como enfermedades
metabdlicas, neuroldgicas, inmunoldgicas y cancer. Estas proteinas pueden regular miles de
genes relacionados funcionalmente, con lo que podrian controlar el sello genomico de las
células tumorales.

En los tltimos afos, se han identificados varias RBPs como potenciales biomarcadores
o proteinas diana en el tratamiento de diferentes tipos de cancer (161) (162). En un estudio
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anterior del grupo, se demostré que la RBP HuR tiene un papel fundamental en el crecimiento
tumoral y la capacidad metastatica de los MPNSTs (163). En esta tesis, hemos identificado otras
RBPs que podrian tener un papel igual de importante en los MPNSTs. Los datos obtenidos del
analisis de datos de bases de datos de microarray parecen indicar que las RBPs juegan un papel
importante en los MPNSTs. De los 127 genes desregulados en MPNST respecto al
neurofibroma, 59 codifican para RBPs.

La familia LSM se ha relacionado previamente con el crecimiento tumoral. LSM1 se ha
relacionado con varios tipos de cancer como el de pancreas, mama o prostata (164) (165) (166).
LSM3 se ha relacionado con cancer cervical (167) y LSM7 con cancer de tiroides (168). Otros
miembros como LSM4 se ha relacionado con carcinoma hepatocelular (169). Estudios
computacionales en glioma, sostienen que LSMS5 podria ser un buen marcador de valor
pronostico y terapéutico (130). La informacion obtenida de los analisis bioinformaticos de 4
bases de datos de microarray revela la posibilidad de que LSMS5 sea una buena RBP candidata
para el tratamiento y diagnostico del MPNST. Esto es debido a que en los datos de las muestras
de pacientes con MPNST respecto a las muestras de pacientes con neurofibromas, LSM)5 se
expresa de forma diferencial.

Los pacientes de MPNST que presentan una mayor expresion de LSMS5 tienden a tener
un prondstico mas desfavorable, su curva de supervivencia es inferior respecto a aquellos
pacientes que presentan una menor expresion de este gen (los datos son de microarrays, no
necesariamente una sobreexpresion del gen se traduce en una sobrexpresion de proteina).
Ademas, los datos de scRNA-Seq evidencian que LSM5 se expresa en un mayor niumero de
cé¢lulas de MPNST que de neurofibromatosis. Estos datos se confirmaron mediante el analisis
del ARNm y proteina de lineas celulares representativas de células de Schwann, neurofibromas
y MPNST. También se realizé una confirmacion en muestras humanas a nivel de ARN y
proteina.

En este estudio, se presentan datos que demuestran que las células de MPNST dependen
de manera critica de LSMS5 para mejorar su capacidad de supervivencia y proliferacion.
Realizando un ensayo de viabilidad celular, se comprobo que el silenciamiento de LSMS5 afecta
en mayor medida a las células tumorales de MPNST que a las células de Schwann sanas
inmortalizadas. Esto es importante a la hora de escoger una proteina diana para hacer un
tratamiento: el silenciamiento de LSM5 podria no ser toxico para las células sanas. También se
confirmé que el silenciamiento de LSM5 reduce diferentes propiedades tumorales como la
proliferacion, el crecimiento en colonia y el crecimiento independiente de anclaje. Ademas, se
realizd un ensayo in vivo de trasplante de xenograft que validé los datos obtenidos en los
ensayos funcionales in vitro. Las células tumorales que tienen silenciada LSM35 no son capaces
de producir tumores en ratones Nude. Se puede concluir, por tanto, que el silenciamiento de
LSM35 tiene un papel clave en la reduccion de las propiedades tumorales en células de MPNST.

Cabe destacar que la amplia variedad de mecanismos moleculares en los que esta
implicado LSM35 son desregulados como consecuencia del silenciamiento de esta proteina. Las
terapias actuales con las RBPs tienen como objetivo la interaccion ARN-RBP. Por tanto,
identificar los ARNm a los que se unen, asi como conocer los diferentes mecanismos
moleculares, podria mejorar el tratamiento, aplicindolo a interacciones con ARNm mas
concretas y efectivas. LSM5 es una RBP con dos funciones principales: la regulacion del
proceso de splicing como parte del complejo LSM2-8, y la degradacion del ARN como parte
del complejo LSM1-7. Estos dos procesos son muy importantes en la progresion tumoral. Se
ha descrito que se produce una desregulacion de las variantes de splicing en el tejido tumoral

109



respecto al tejido sano. Ademas, la degradacion del ARN, que es crucial para el recambio y la
vigilancia del ARNm, también esta desregulada en cancer.

El silenciamiento de LSMJ5 tiene como consecuencia la disminuciéon de genes
implicados en el desarrollo axonal, como la axonogénesis, el desarrollo de la proyeccion
neuronal o la guia de la proyeccion neuronal. Por otro lado, se desregulan genes implicados en
el catabolismo de acidos organicos, carboxilicos o de moléculas pequefias, que podria influir
en el crecimiento de las células MPNST, ya que se sabe que el metabolismo es uno de los
procesos clave en el proceso tumoral. Ademas, el silenciamiento de LSM5 aumenta la expresion
de genes implicados en la biogénesis ribosomal, asi como en el procesamiento de ARN
ribosdmico, que esta en linea con estudios anteriores que demuestran que las proteinas LSM
son necesarias para la maduracion de los ARN ribosomales (159).

En la firma transcriptomica de las células en las que se ha silenciado LSM5 destaca la
desregulacion de genes implicados en apoptosis, la cual se confirm6 mediante un ensayo de
citometria de flujo con Anexina V. Este fendmeno se habia descrito previamente en levaduras,
donde la mutacion en algunos de los componentes del complejo implicado en la degradacion
del ARN (LSM1-7), mostraba una acumulacion de intermediarios de degradacion de ARNm y
un aumento intracelular de las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés
Reactive Oxygen Species) (170). Los datos de RNA-seq revelan que el silenciamiento de LSM5
produce un enriquecimiento en genes implicados en vias de sefalizacion de ROS, el cual podria
ser un componente importante para la supervivencia de las células MPNST.

La desregulacion del splicing en el ARN desempena un papel oncogénico en ciertos
tipos de cancer. Las células cancerosas expresan selectivamente las variantes de splicing
potencialmente oncogénicas de los genes afectados para obtener ventajas en la progresion
tumoral, metastasis, resistencia a terapia y otros procesos oncogénicos. En los tltimos afios,
han emergido nuevos enfoques terapéuticos con diana molecular en componentes de este
proceso, para el tratamiento de diferentes tipos de tumores (171). El silenciamiento de LSMS5
produce una desregulacion de los procesos de splicing. La falta de LSMS5 favorece la retencion
de intrones, evento que ya se habia descrito previamente que ocurria en mutantes del complejo
LSM2-8 en plantas (172). El incorrecto funcionamiento de este sistema podria explicar el
aumento de genes implicados en respuesta a proteinas desplegadas, que vemos en el RNA-seq
al silenciar LSM35.

Algunos eventos de splicing interesantes, que podrian ayudarnos a describir el
mecanismo molecular que lleva al fenotipo no tumoral, son las variantes de exon skipping de
CDK2, CCNTI y CEACAM1. CDK2 es una proteina implicada en el proceso del ciclo celular
y favorece las transiciones G1/S y S/G2. Estd descrito que la pérdida del exén 5 de CDK2
impide la correcta formacion de la proteina, lo que produce una perturbacion del ciclo celular
(154). En este trabajo se demuestra que el silenciamiento de LSM5 induce una mayor pérdida
del exén 5 de CDK2, lo que produce una disminucién de los niveles de la proteina. Esta
reduccion podria estar relacionada con la disminucion de la proliferacion de las células de
MPNST silenciadas.

Por otro lado, el gen CCNT codifica para una proteina denominada CICLINA T1 que
se une a CDK9 para regular la elongacion de la transcripcion. La base de datos The cancer
genoma atlas (TCGA) confirma que la variante con mayor PSI (variante larga) se expresa mas
en tejidos tumorales que en tejidos sanos (156). Esto podria indicar que esta variante de AS
podria estar implicada en procesos tumorales mediante la elongacion de la transcripcion. De
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hecho, la variante larga se ha relacionado previamente con un aumento del crecimiento celular.
Ya que, se ha visto que aumentan sus niveles por la expresion de sefiales de crecimiento,
mientras que la pérdida del exén 7 se ha relacionado con una forma no activa de la proteina que
se produce en un estado no patolédgico (173).

Finalmente, otra diana interesante es CEACAM]I, un gen que codifica una proteina
implicada en adhesion celular, que tiene ademas funciones relevantes en la regulacion del
crecimiento y metastasis tumoral. Algunas variantes de splicing de CEACAMI (como la
eliminacion del exén 7), se han relacionado con una menor metastasis. El silenciamiento de
LSM5 produce la eliminacioén del exén 5, y aunque no hay informacion registrada sobre la
eliminacion del exdn 5 en este proceso, es posible que pueda tener una funcion similar (155).
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Figura 44. Figura representativa de los posibles mecanismos moleculares que se producen al silenciar LSM5
en células tumorales. (Elaboracion propia)
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Los datos obtenidos en este trabajo de RIP-seq y transcriptomica mostraron una
desregulacion global de varias vias de senalizacion, de las que destacan las rutas
PI3BK/AKT/mTOR y Wnt/B-catenina. Andlisis centrados en estas vias de sefializacion
concluyeron con alta probabilidad, que la regulacion por LSMS5 origin6 el incorrecto
funcionamiento de la sefializacion.

La ruta de sefializaciéon Wnt/B-catenina es esencial para muchos procesos celulares y de
desarrollo, ademds, y se sabe que la via Wnt desempefia un papel fundamental en la
oncogénesis. En MPNST se ha visto que esta ruta esta sobreexpresada por la regulacion a la
baja de componentes del complejo de destruccion de la B-catenina como APC y GSK3B (71).
En esta tesis, se propone otro mecanismo complementario: el splicing alternativo del gen AXINI
podria jugar un papel en el desarrollo de MPNST a través de la estabilizacion de la B-catenina.
Se ha demostrado que una variante de splicing de AXINI (retencién del exon 9), que induce la
estabilizacion de [-catenina, estd presente en las células tumorales, mientras que el
silenciamiento de LSM5 reduce la expresion de esta variante respecto a otra que no estabiliza a
la B-catenina, y que produce una bajada de los niveles globales de esta respecto al control sin
silenciar (158).

Los datos de RNA-seq demuestran que algunas proteinas clave en la ruta de sefializacion
de mTOR estan desreguladas en el silenciamiento de LSM5 en MPNST respecto al control.
Estos datos fueron confirmados a nivel de proteina, lo que parece indicar que el silenciamiento
de LSM5 puede ayudar a inactivar esta ruta de sefializacion que estd sobreactivada en MPNST.
Esta ruta es clave en el desarrollo de este tipo de tumores, y, de hecho, muchos de los firmacos
que se encuentran en proceso de desarrollo actualmente tienen como diana componentes de la
misma. La inhibicidn de la ruta de mTOR podria explicar el fenotipo antitumoral de las células
silenciadas.

La capacidad de LSMS5 para controlar simultdneamente varios reguladores moleculares
esenciales de estas c€lulas tumorales podria explicar en gran parte los efectos tan profundos de
la inhibiciéon de LSMS5 en las células de MPNST. Se ha demostrado que todas estas vias de
sefializacion contribuyen a la patogénesis de MPNST (66)(67)(68). Sin embargo, la inhibicion
genética o farmacologica de estas dianas individualmente ha sido, en general, modestamente
eficaz y en gran medida citostatica (73). Por el contrario, se ha demostrado que la inhibicion
simultdnea de diferentes vias es mucho mas potente. Asi, la inhibicién conjunta de las vias de
sefializacion mTOR y Wnt/B-catenina podria tener un efecto sinérgico en la inhibicion del
crecimiento tumoral, y podria incluso inducir la apoptosis.

Al margen del papel de LSMS5 en el splicing, su funcion como parte del complejo LSM1-
7, podria ser crucial, ya que se ha demostrado en levaduras, que en este complejo Lsm5 expone
unos dominios clave para la union directa con el ARNm (119). La eliminacion de la proteina
LSMS en este complejo, podria impedir el correcto funcionamiento mismo, lo cual deberia
conducir a un aumento de los transcritos de ARNm. La superposicion de los datos obtenidos en
el RIP-seq y RNA-seq indican que hay una mayor cantidad de genes diana de LSMS5 regulados
a la baja en la condicion de silenciamiento respecto al control. Esto es lo contrario a lo que
esperariamos observar, no obstante, este fenotipo se ha observado en un estudio anterior al
silenciar Lsm/ en levaduras (174). Este estudio defiende que en algunos casos la pérdida de
funcionalidad del complejo LSM1-7 podria proteger y estabilizar los ARNm de la degradacion
dependiente de exosomas, junto con una represion de la traduccion. Los cambios producidos
en la traduccion global al silenciar LSM5 en este trabajo podrian confirmar esta hipotesis. No
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obstante, la relacién entre LSM5 como parte del complejo LSM1-7 debe ser estudiada con
mayor detenimiento.

La funciéon de LSMS5 como regulador de diferentes procesos complejos en los MPNSTs
que coordinan multiples rasgos caracteristicos del proceso tumoral apoya una funcidon
reguladora clave de LSM5 en los MPNSTs. Asi, al aumentar los niveles de LSMS5, las células
de MPNST han elaborado un mecanismo adaptativo para amplificar y regular sefiales
oncogénicas clave y modular programas transcripcionales que confieren una ventaja
competitiva a estas células tumorales, promoviendo el crecimiento y progresion de los
MPNSTs.

Por otro lado, cabe destacar que la busqueda de nuevos candidatos diana para el
tratamiento de MPNST es esencial para mejorar la vida de los pacientes e, incluso, aumentar su
supervivencia global a los cinco afos. Debemos anticipar que sera necesario descubrir un gran
nimero de dianas bioldgicas para lograr un tnico fdrmaco nuevo. Es por ello, que, abrir el
marco de posibilidades en el tratamiento de enfermedades complejas, es de vital importancia
para el descubrimiento de terapias efectivas (175). En los ultimos afos, se han descrito varias
técnicas que permiten identificar conjuntos de RBPs presentes en una célula y como cambian
sus niveles y sus interacciones con sus ARNm dianas en respuestas a sefales intrinsecas o
extrinsecas y en su transformacion patoldgica. Por otra parte, los criterios de diagnostico de
MPNST también necesitan ser mejorados para un diagndstico precoz. A los pacientes con
neurofibromas plexiformes se les puede realizar un seguimiento para un diagndstico precoz que
mejora su calidad de vida. Para ello, se necesitan biomarcadores relevantes para poder distinguir
entre neurofibromas plexiformes y MPNST (46) (178) (177).

Englobado en esta busqueda de nuevos tratamientos y biomarcadores, el objetivo de este
trabajo consistia en identificar el RBPoma de las células de MPNST y compararlo con el
RBPoma de células de Schwann sanas o del tumor benigno de neurofibroma. Aunque el analisis
es preliminar, hemos encontrado una huella de RBPs que parecen estar exclusivamente unidas
a ARNm en MPNST. Esta huella puede ser potencialmente interesante como biomarcador.

En este trabajo se pone el foco sobre MEX34 como posible diana terapéutica y/o
biomarcador en MPNST. El analisis funcional de MEX3A en estudios preliminares demuestra
que puede tener un papel importante en el crecimiento tumoral y el desarrollo de diferentes
tumores como el de higado, mama y ovario (137) (142) (144) (146). Ademas, los datos
recogidos en GEPIA2 muestran una sobreexpresion de esta proteina en casi la totalidad de los
tumores respecto al tejido sano. Finalmente, MEX3A también ha sido previamente estudiado
como posible biomarcador. Varios estudios sustentan el valor prondstico de MEX3A en
carcinoma hepatocelular, cancer de ovario, adenocarcinoma pancreatico ductal y gliomas (140)
(144) (145) (146) (178).
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7. CONCLUSIONES

1. LSMS5 podria ser un buen marcador de diagndstico y pronodstico de pacientes con
MPNST.

2. El silenciamiento de LSM5 reduce las propiedades tumorales de las células de MPNST
in vitro. Este efecto es menos pronunciado en las células de Schwann humanas
inmortalizadas.

3. El silenciamiento de LSM5 en células MPNST previene la formacion de tumores en
modelos de xenografts in vivo.

4. LSMS se une a cientos de ARNms y, como consecuencia, su silenciamiento conduce a
la modificacion del transcriptoma.

5. EIl mecanismo molecular por el que LSMS5 regula los procesos tumorales es complejo.
La ruta mTOR y la ruta Wnt podrian ser dos dianas importantes de esta regulacion.

6. El silenciamiento de LSMS5 cambia el patron del splicing. Cambios en splicing de los
genes CDK2, CCNT1 y CEACAM1 podrian tener una implicacion en la reduccion de la
progresion tumoral.

7. Elsilenciamiento de LSMS5 produce un cambio en la traduccion global.

8. DDXS56, RBM2§, UBAP2L y MEX3A pueden tener una implicacion en el desarrollo de
MPNST.

9. EI silenciamiento de MEX3A4 reduce las propiedades tumorales de las células de
MPNST.

10. MEX3A aumenta en gran medida su expresion en MPNST respecto a neurofibroma, por
lo que podria ser un buen marcador diagndstico de esta transicion.
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Figura 45. Representacion grafica de las técnicas utilizadas y resultados obtenidos de las posibles
implicaciones de LSM5 en la progresion tumoral. (Elaboracién propia)
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9. ANEXO -
PERMISOS EDITORIALES DE LAS FIGURAS

Todas las figuras representadas en la presente tesis doctoral son de elaboracién propia, a
excepcion de las siguientes:

Figuras 8 y 9, referencias 116 y 123, respectivamente.

(116) LSMS. https://www.genecards.org. https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=LSM5

(133) MEX3A. https://www.genecards.org. https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=MEX3A
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Esta tesis propone que las RBPs actiian como amplificadores de
mutaciones oncogénicas en MPNSTs coordinando

complejas redes moleculares para impulsar el desarrollo
tumoral y la metdstasis, y que podrian ser excelentes dianas
para el tratamiento o el diagnostico. Descubri que la RBP LSM5
estaba altamente expresada en los MPNST, lo que se
relacionaba con un peor pronostico. El silenciamiento de LSM5
condujo a una regulacion de la proliferacion y la

supervivencia, y esto estaba relacionado con su capacidad para

regular el splicing y la degradacion del ARNm. Ademas,
utilizando la captura del ARN-interactoma, pude identificar el
repertorio de RBPs activas en lineas celulares de MPNST,
entre las que seleccioné y estudié mas a fondo el papel
funcional de MEX3A.En conclusion, las RBPs desempefian un
papel crucial en el MPNST.
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