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Glutation S-transferasa

Proteina Human Double minute 2

Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano

Ribonucleoproteina heterogénea nuclear
Isoelectroenfoque

Interleuquina

loduro de propidio

Sitio interno de entrada al ribosoma

Lactato deshidrogenasa

Proteina quinasa activada por mitégenos
Proteina de células de leucemia mieloide 1
Proteina quinasa activada por MAPK
Fibroblastos embrionarios de ratén
Metaloproteinasa

Proteina quinasa de interaccién con MAPK
Regién especifica de MNK1b

RNA mensajero

Proteina quinasa activada por mitégenos y estrés
Proteina quinasa diana de rapamicina en mamiferos
Complejo 1 de mTOR

Metiltiazol tetrazolio

Proteina N-Myc Downstream Regulated 1
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Abreviaturas

NES Sefial de exportacién nuclear

NGS Secuenciacion de nueva generacion

NLS Sefial de localizacion nuclear

OoDC Ornitina descarboxilasa

PARP Polimerasa de poli ADP-ribosa

PBS Tampon fosfato salino

PCNA Antigeno nuclear de proliferacion nuclear

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDK1 Quinasa dependiente de 3’fosfoinositol 1

PI3K Fosdfatidil inositol 3 quinasa

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PR Receptor de progesterona

PSF Proteina de unién al tramo de polipirimidina

PTEN Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa

gqPCR PCR cuantitativa a tiempo real

RAPTOR Proteina reguladora asociada a mTOR

RMN Resonancia magnética nuclear

RNAsa Ribonucleasa

RSK p90S6 quinasa

RTV Relative tumor volumen (volumen relativo del tumor)

S6K Proteina quinasa de la proteina ribosomal S6

SDS Dodecil sulfato sodico

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS

SELEX Enriguecimiento exponencial por evolucidon sistematica de
ligandos

Spry Proteina sprouty
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Abreviaturas

ssDNA

TELO2

TEM

TME

TN

TNFa

U.A.

UTR

VEGF

XIAP

ZEB1

DNA de cadena sencilla

Proteina de mantenimiento de la telomerasa 2
Transicion epitelio-mesénquima

Transicion meséngquimo-epitelial
Triple-negativo

Factor de necrosis tumoral alfa

Unidades arbitrarias

Regién no codificante del mRNA

Factor de crecimiento del endotelio vascular
Proteina inhibidora de apoptosis ligada a X

Proteina Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1
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INTRODUCCION

1. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea que afecta con mayor incidencia
a las mujeres, siendo el quinto tipo de tumor con mayor mortalidad en la poblacién mundial
(Bray et al. 2018). La complejidad de esta patologia hace que sea necesario un estudio
pluridisciplinar donde se analicen, no solo las caracteristicas clinicas, sino también las
morfoldgicas y moleculares. Durante muchos afios la clasificacion de esta enfermedad se
hacia de acuerdo a criterios histopatol6gicos como el tamafio del tumor, el estado ganglionar
y la presencia o no de metastasis, asi como del estudio de biomarcadores como los receptores
de estrégeno (ER), de progesterona (PR) y la sobreexpresion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) mediante inmunohistoquimica (De Abreu et al.
2014). La investigacion y los avances tecnoldgicos en biologia molecular permiten conocer
mejor la biologia del cancer de mama, identificando nuevos marcadores relacionados con
distintas vias de sefalizacion celular y poniendo de manifiesto la importancia del
microambiente celular en la fisiopatologia y respuesta al tratamiento. Este enfoque
multidisciplinar aumenta las probabilidades de éxito en terapia puesto que el hecho de que se
tengan en cuenta para el tratamiento, no sélo las caracteristicas clinicas, sino también las
caracteristicas moleculares y las distintas mutaciones que daran lugar a la transformacion
tumoral de las células, permite una medicina mas personalizada. Al mismo tiempo se puede
reducir la toxicidad e inespecificidad de determinados tratamientos debido a que el
conocimiento del perfil genético de los pacientes permite predecir la aparicion de resistencias

a determinados farmacos (De Abreu et al. 2014).

Dada la heterogeneidad del cancer de mama, en el afio 2000 el grupo de investigacion
de Perou (Perou et al. 2000) analizé tejido procedente de pacientes junto con lineas celulares
y elabor6 perfiles de expresion génica que permitieron hacer la primera clasificaciéon molecular
de los distintos subtipos de cancer de mama, que se englobaron en cuatro grandes grupos:
Luminal, enriquecido en HER2, basal-like y normal-like. En 2001 la clasificacion se hizo un
poco mas precisa y se dividio al subtipo Luminal en Ay B (Sorlie et al. 2001) y en 2007 surgi6
un nuevo subtipo molecular: el bajo en claudina (Claudin-low) (Herschkowitz et al. 2007,

Badowska-Kozakiewicz et al. 2016).

La clasificacién obtenida a partir de estos perfiles de expresion génica, junto con la
expresion diferencial de determinadas proteinas analizada por inmunohistoquimica, como por
ejemplo el marcador de proliferacion celular Ki67 (un antigeno nuclear expresado en las

células en las fases proliferativas del ciclo celular), permiten predecir la supervivencia y la
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respuesta a terapia de forma que se tienda a una medicina més personalizada que permita
una mejor gestion del manejo de la enfermedad en los pacientes, evitando posibles

resistencias a tratamientos y futuras recidivas y/o metastasis (De Abreu et al. 2014).

Entre las clasificaciones de tumores de mama, la mas reciente los divide en 5 subtipos

moleculares (Tabla I):

1. Subtipo Luminal A: Es el subtipo mas frecuente y representa el 40% del total. Se
caracteriza por expresar receptor de estrogenos (ER) y de progesterona (PR) y no
sobreexpresar HER2. Ademas, tiene bajo indice de proliferacién (medido por Ki67)
y bajo grado histolégico. El prondstico de los pacientes con este subtipo es bueno.

2. Subtipo Luminal B: Este tipo supone el 20% de todos los tumores de mama.
Expresan ER y/o PR, puede estar o no sobreexpresado HER2 (HER2+) y tienen
mayor grado histolégico e indice proliferativo Ki67 que el subtipo Luminal A, por lo
que el pronéstico es peor.

3. Subtipo HER2+: Constituyen el 10-15% de todos los canceres de mama y se
caracterizan por ausencia de ER y PR, y ser HER2+. Presentan mal prondstico,
con alto grado histolégico y alto Ki67.

4. Subtipo basal: Representa el 15-20% todos los tumores de mama y se caracterizan
por no expresar receptores hormonales ni HER2 y si genes relacionados con
proliferacién. Estos tumores son de crecimiento rapido y su prondstico es
desfavorable.

5. Subtipo baja claudina (Claudin-low). Es el subtipo mas infrecuente. Se caracteriza
por expresar genes relacionados con la transicion epitelio-mesénquima como las
claudinas 3, 4 y 7 y E-cadherina, y también de células madre CD44+/CD24-. A
pesar de englobarse dentro de los tumores Triple-negativo como el subtipo basal

y tener mal prondéstico, estos tumores tienen un crecimiento mas lento.

El subtipo basal y el subtipo de baja-claudina se engloban dentro del grupo Triple-
negativo. Es un grupo muy heterogéneo en el que los tumores de mama se caracterizan por
aparecer a edad temprana, con alto grado histolégico y alta frecuencia de alteracién de los
ganglios linfaticos, asi como por estar asociados significativamente con mutaciones
germinales de BRCA1 (Pareja et al. 2016). Sin embargo, su caracteristica fundamental es la
ausencia de expresion de los receptores ER, PR y HER2, lo que hace de este subtipo de
cancer de mama el de peor prondstico, puesto que estd mas limitado en el diagnostico y en

posibles tratamientos (Shao et al. 2017).

Esta clasificacion no es estatica, sino que se va adaptando y sufre modificaciones

segun se va profundizando mas en el conocimiento de esta enfermedad.
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Tabla I. Clasificacion molecular de los tumores de mamay sus caracteristicas

Clasificacion Receptores Otras caracteristicas
. Ki67 bajo, respuesta endocrina, respuesta a
Luminal A ER+, PR+/-, HER2- o ]
quimioterapia frecuente
. Ki67 alto, respuesta endocrina normalmente y variable
Luminal B ER+, PR+/-, HER2+ o .
a la quimioterapia. Responde a trastuzumab (HER2+)
Ki67 alto, respuesta a trastuzumab, respuesta a
HER2+ ER-, PR-, HER2+ o _
quimioterapia
EGFR+, y/o citoqueratinas 5/6+, Ki67 alto, sin
Basal ER-, PR-, HER2- _ o _
respuesta endocrina, a veces a quimioterapia
) _ Ki67, E-Cadherina, claudinas 3, 4 y 7 bajas. Respuesta
Baja claudina ER-, PR-, HER2- } ) o )
intermedia a quimioterapia.
Normal

Tabla tomada de Holliday et al., 2011 (Holliday et al. 2011).

Los tratamientos son variables en funcién de cada subtipo. Los pacientes con subtipo
Luminal A suelen requerir sélo terapia endocrina que también puede formar parte del
tratamiento de los Luminal B. La quimioterapia se recomienda para la mayoria de los Luminal
B, HER2 y Triple-negativo, teniendo en cuenta que a los que expresan HER2 se les suele

tratar también con Trastuzumab (Goldhirsch et al. 2011).

2. MNKs: PROTEINAS QUINASAS QUE INTERACCIONAN CON MAPK
2.1 Familia de MNKs

Las MNKs (MNK1 y MNK2) son proteinas quinasas que interaccionan con MAP
quinasas y fueron descritas por primera vez en el afio 1997 por dos grupos de investigacion
independientes. Waskiewicz y colaboradores (Waskiewicz et al. 1997) identificaron dos
nuevas proteinas serina/treonina quinasas de raton, Mnk1l y Mnk2, utilizando ensayos de
doble hibrido en levaduras. Estas proteinas se fosforilaban y activaban por Erk1/2 y por p38
quinasa (proteina quinasa activada por mitégenos 8), tanto in vitro como in vivo, pero no por
Jnk/SAPK (Jun amino-terminal quinasas/proteinas quinasas activadas por estrés). Mediante
ensayos de actividad quinasa, observaron que la fosforilacién y activacion de Mnk1 y Mnk2 in
vitro estimulaban la actividad intrinseca de Mnk por su sustrato, el factor de iniciacién
eucariotico 4E (elF4E), por lo que identificaron a Mnk como la quinasa responsable de la

fosforilacion de elF4E in vivo (Waskiewicz et al. 1997).
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Por otro lado, Fukunaga y colaboradores (Fukunaga et al. 1997) identificaron la MNK1
humana en un estudio que pretendia hallar sustratos de la quinasa ERK1 mediante ensayos
de expresion de cDNAs en bacterias utilizando el fago AGEX5. En este estudio se establecid
que la MNK1 humana se fosforilaba por ERK y por p38 MAP, pero no por INK/SAPK. También
demostraron que MNK1 se activaba por estimulos que activaban a ERK (ésteres de forbol,
suero) y a p38 (hiperosmolaridad, radiacion UV-C, citoquinas pro-inflamatorias como IL-1B8 y
TNF-a) (Fukunaga et al. 1997).

Las proteinas MNKs estan codificadas por dos genes, MNK1 y MNK2. Cada uno de
los genes da lugar a una proteina en raton, Mnk1 y Mnk2, mientras que en humanos da lugar
a cuatro: dos isoformas largas (MNKla y MNK2a) y dos cortas (MNK1b y MNK2b). Estas
cuatro variantes se producen porque, de la expresion de cada uno de los dos genes, se
obtienen dos MRNAs mediante splicing o procesamiento alternativo (Slentz-Kesler et al. 2000,
O'Loghlen et al. 2004). El extremo N-terminal entre cada una de las dos isoformas de MNK1
o de MNK2 es idéntico, lo que no ocurre con la regién C-terminal, que es completamente
distinta (Figura 1). En el extremo N-terminal se encuentra una secuencia de localizacion
nuclear (NLS) que media la unién con a-importina, proteina que se encarga del transporte de
proteinas al nacleo celular. Asimismo, también contiene la zona de unién al factor de iniciacion
eucariético 4G (elF4G), una proteina que forma parte del factor de iniciacién eucariético 4F
(elF4F) y que sirve de anclaje a las MNKSs, las cuales se unen para fosforilar de forma eficiente
al elF4E (Shveygert et al. 2010).

En el extremo C-terminal de las isoformas “largas” (MNK1a y MNK2a) existe un
dominio de union a las MAPK de secuencia LARRR y LAQRR, respectivamente, que hace
gue MNK1a se una a las quinasas ERK1/2 y p38, y MNK2a so6lo se asocie con ERK1/2. Sin
embargo, las isoformas “cortas” carecen de este dominio. MNK2b se identificé en el afio 2000
como una proteina de union a ERP (receptor de estrégenos B) (Slentz-Kesler et al. 2000),
mientras que MNK1b se identificé en 2004 a partir del RNA de células HL-60 (O'Loghlen et al.
2004). En MNK1b el procesamiento alternativo hace que se pierda el exén 12 y se produzca
un cambio en el marco de lectura que genera un codon de parada. Asi, MNK1b pierde 89
aminoacidos (336-424) que son reemplazados por 12 aminoacidos distintos (336-347), lo que
se denomina region especifica de MNK1b (MNK1bSR) (O'Loghlen et al. 2007). En el extremo
C-terminal de MNK1a se encuentra una secuencia de exportacion nuclear (NES), por lo que
su localizacion es, principalmente, citoplasmética. MNK1b ha perdido esta secuencia y puede
encontrarse tanto en el citoplasma como en el nucleo. El caso de MNK2 es distinto. MNK2a,
a pesar de que carece de NES, se localiza en el citoplasma, mientras que MNK2b se

encuentra principalmente en el nucleo. Esto podria deberse a una interferencia del extremo
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C-terminal de MNK2a en la unién de la region NLS con la a-importina que impide su entrada
al ndcleo (Buxade et al. 2008b).

NES

|
[ T

MNK1bSR \

i_' C Unién a MAPK

|

i I Jc

6 209
6 214

MNK1a N

E [
6209
6214

MNK1b N

6244
6249

MNK2a N

6 244
6 249

- I

MNK2b N

[ [

Dominio catalitico

Unioén a a-importina (NLS)
y a elF4G

Figura 1. Esquema general de las MNKs humanas. Todas las MNKs presentan una secuencia de
localizacion nuclear (NLS) y las treoninas del dominio catalitico, mientras que s6lo MNK1a tiene la
secuencia de exportacién nuclear (NES) y solamente MNK1a y MNK2a poseen el dominio de unién a
MAPK.

La regién central de MNK1 y MNK2 corresponde al dominio catalitico de la proteina
con una similitud en la secuencia de aminoacidos del 78% entre ellas. Los sitios activos estan
altamente conservados, con dos residuos de treonina (209 y 214 en MNK1 y 244 y 249 en
MNK2) que conforman el bucle de activacién de la actividad quinasa. Estas treoninas del bucle
de activacion van seguidas de prolinas que funcionan como residuos fosforilables, de manera
gue son susceptibles de ser fosforilados por las MAPK, caracteristica que tienen en comun
las MNKs con proteinas quinasas activadas por MAPK (MK2, MK3 (o pK3) y MK5), con la
proteina p90S6 quinasa (RSK) y con la proteina quinasa activada por mitdgenos y estrés
(MSK). Sin embargo, también presentan particularidades en los dominios cataliticos. Las
MNKs presentan un motivo DFD (Asp-Phe-Asp) que marca el principio del bucle de activacion
en lugar de DFG (Asp-Phe-Gly) que presentan otras quinasas. Ademas, los dominios de
MNK1 y MNK2 contienen dos insertos, uno situado entre el motivo DFD y el bucle de
activacion y otro junto al motivo APE (Ala-Pro-Glu) (Cargnello et al. 2011). Los estudios de las
estructuras tridimensionales de MNK1 y MNK2 indican que el bucle de activacion de MNK2
adquiere una inusual conformacion abierta y el motivo DFD interfiere en la unién a ATP (Jauch

et al. 2005). Por otro lado, el bucle de activacion de MNK1 se auto-inhibe, ya que contiene
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una Phe230 que desplaza a la Phel192 del DFD al sitio de unién del ATP, impidiendo la unién
de este (Jauch et al. 2006).

Las variaciones observadas en las distintas isoformas determinan su actividad elF4E
guinasa y su regulacién. MNK1a es una isoforma con baja actividad basal, aunque inducible
tanto por ERK1/2 como por p38 MAPKSs, al contrario que MNK2a que posee alta actividad
basal débilmente alterable por inhibidores de las rutas de ERK o p38 MAPKs. Esta
caracteristica parece estar relacionada con la capacidad de MNK2a para permanecer unida
de forma estable a ERK incluso después de que ERK haya sido activada por fosforilacion
(Buxade et al. 2008b). MNK2b tiene una actividad basal muy baja y aln se desconocen las
condiciones en las cuales se podria incrementar dicha actividad (Scheper et al. 2003). MNK1b
muestra una alta actividad basal que es independiente de la activacién de ERK/p38 MAPK
(O'Loghlen et al. 2004). Sin embargo, hay estudios que muestran que aunque MNK1b no es
activada por ERK, si puede responder a la activacion de otras vias de sefalizacion de las
MAPK, como la de p38 y JNKs, aumentando ligeramente su actividad (Goto et al. 2009). La
presencia de las dos treoninas del bucle de activacion de MNK1b es necesaria para su
actividad, pero dicha actividad no depende del estado de fosforilacion de las mismas. El hecho
de que MNK1b pierda 77 aminoacidos en su extremo C-terminal respecto a MNK1a no justifica
su alta actividad elF4E quinasa, lo que parece indicar que el dominio MNK1bSR podria ser
importante para dicha actividad (O'Loghlen et al. 2007). No obstante, otros autores han
obtenido resultados distintos, sugiriendo que es la falta de estos 77 aminoacidos la
caracteristica responsable de la mayor actividad basal de la isoforma MNK1b (Parra et al.
2005, Goto et al. 2009)

En ratén, Mnk1l y Mnk2 se expresan en todos los tejidos adultos, excepto Mnk2 en el
cerebro en el que los niveles son muy reducidos. En comparacion con el resto de tejidos, la
expresion de ambas proteinas es bastante abundante en masculo esquelético (Waskiewicz et
al. 1997). En humanos MNK1la se expresa mas en higado, pancreas, corazén y placenta.
MNK1b se expresa de forma similar en todos los tejidos estudiados excepto en musculo
esquelético, donde los niveles son bajos (O'Loghlen et al. 2004). En el caso de MNK2a y
MNK2b, ambas isoformas presentan una amplia distribucion en todos los tejidos estudiados
excepto en cerebro y en corazén, donde los niveles de las dos isoformas son muy bajos, e
igualmente muy reducidos para MNK2a en ovario y en el timo. Sin embargo, y coincidiendo
con MNKZ1, los niveles de expresion de ambas isoformas, MNK2a y MNK2b, son mayores en

pancreas (Slentz-Kesler et al. 2000).
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2.2 Sustratos de las MNKs
a) Factor deiniciacion eucariotico 4E (elF4E)

El factor de iniciacion eucariético 4E fue el primer sustrato descrito de las MNKs
mediante ensayos de actividad quinasa in vitro (Waskiewicz et al. 1997) y se corrobor6 mas
adelante in vivo en estudios con ratones doble knock-out para Mnk1 y Mnk2, en los que no se
detectaba la fosforilacién de la Ser209 bajo ningun tipo de activacion (Ueda et al. 2004). El
elFAE forma parte del complejo elF4F y se une especificamente a la 7 metilguanosina
(m7GDP) de la estructura cap que se encuentra en el extremo 5’ terminal de todos los MRNAs
eucariotas, reclutando asi al ribosoma y regulando la iniciacién de la traduccién dependiente
de cap (Karaki et al. 2015, Siddiqui et al. 2015). El complejo elF4F esta formado por tres
factores: elF4E, elF4A, que es una RNA helicasa dependiente de ATP, y elF4G, una proteina
de anclaje. Las MNKs fosforilan al elF4E en la Ser209 cuando ambas proteinas se encuentran
unidas a la proteina de anclaje elF4G, la cual facilita su aproximacion, y esta fosforilacion
responde al tratamiento de las células con factores de crecimiento, hormonas y mitégenos
(Flynn et al. 1995, Joshi et al. 1995, Makkinje et al. 1995, Pyronnet et al. 1999).

La regulacion del elF4E es muy importante por ser un factor que esta presente en la
célula a una concentracion limitante (0.01-0.2 moléculas por ribosoma), comparada con la de
otros factores de iniciaciéon eucariotas (elFs) (0.3-0.5 moléculas por ribosoma) (Duncan et al.
1987). Inicialmente se penso que la fosforilacion de la Ser209 del elF4E por las MNKs, lo que
ocurre normalmente en respuesta a agentes que activan la sintesis de proteinas, aumentaba
su afinidad por el cap de los MRNAs. Sin embargo, en 2002 se llevaron a cabo experimentos
de resonancia de plasmon de superficie (SPR) en los que se sugiere que la fosforilacion de
elF4E produce un cambio conformacional por el que este pierde afinidad por el cap del mRNA
al que se encuentra unido para unirse a otro diferente en polisomas activos(Scheper et al.
2002). Esto podria ser importante especialmente para los mRNAs con largas regiones 5’ UTRs
(regiones no traducidas) entre el cap y el codén de inicio, de manera que el nivel de traduccion
no se veria limitado. Sin embargo, el significado fisioldgico de la fosforilacién del elF4E sigue
sin comprenderse. La disponibilidad del elF4E para unirse al elF4G esta regulada por su
asociacion reversible con las proteinas de union a 4E (4E-BPs, siendo la proteina 4E-BP1 la
més estudiada). Las 4E-BPs y el elF4G se unen al elF4E en sitios solapantes, de tal forma
que la union de uno de los dos impide la union del otro. Las 4E-BPs se hiperfosforilan en
respuesta a un gran numero de estimulos extracelulares y, en consecuencia, se disocian del
elF4E. De forma contraria, las 4E-BPs hipofosforiladas se asocian fuertemente con el elF4E
blogueando el ensamblaje del elF4F porque compiten con el elF4G por el sitio de union al

elF4E que comparten con ellas. La fosforilacién de las 4E-BPs esta catalizada por el complejo
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1 de la proteina quinasa diana de rapamicina en mamiferos (NTORCL1) y su sefializacion a
través de mTORCL1 est4 activada por la ruta de Ras/Raf/MEK/ERK y por PI3K/AKT (Pyronnet
2000, Proud 2015).

b) Factor de iniciacién eucariético 4G (elF4G)

El factor de iniciacién eucarittico 4G es una proteina de anclaje que forma parte del
complejo de iniciacion eucariético 4F (elF4F) y sirve como nexo entre el mMRNA y el ribosoma.
Esta proteina es capaz de interaccionar con PABP por su extremo N-terminal, con elF4E,
elF4A y elF3 por su zona central, y con MNK por su extremo C-terminal. Todas estas
interacciones hacen que elF4G esté implicado en varios procesos como la circularizacion del
MRNA a través de la unién con PABP; facilitar la apertura de la estructura secundaria de las
regiones 5 UTR gracias al elF4A; reclutar la subunidad 40S del ribosoma al extremo 5’ del
MRNA mediante las interacciones con elF4E y elF3; y acercar el sustrato elF4E a la quinasa
MNK1 (Buxade et al. 2008b, Cargnello et al. 2011). Las MNKs no forman un complejo estable
con elF4E, por lo que la asociacion de MNK con el elF4G es esencial para la fosforilacién del
elF4E en la Ser209 (Pyronnet et al. 1999, Shveygert et al. 2010, Dobrikov et al. 2011). El
elF4G y a-importina interaccionan con MNK1 de forma excluyente porgue el sitio de unién de
ambas se encuentra en el extremo N-terminal de MNK1 (Pyronnet 2000). MNK1 puede
fosforilar al elFAG in vitro (Pyronnet et al. 1999), pero no se ha visto que sea relevante in vivo
puesto que el tratamiento con inhibidores de la quinasa no parece afectar a la union de

proteinas que se asocian al elF4G, incluyendo elF3 y elF4A (Raught et al. 2000, Proud 2015).
c) Ribonucleoproteina heterogénea nuclear 1 (hnRNP Al)

La hnRNP Al es una proteina nuclear muy abundante que juega un papel importante
en el metabolismo del MRNA. Aunque es una proteina nuclear, se transporta entre el nlcleo
y el citoplasma a través del motivo M9. Las MNKs fosforilan a hnRNP Al en la Ser 192 y la
Ser 310 en respuesta a la activacion por células T. Se ha demostrado que la inhibicion de la
actividad de MNK con CGP57380 produce una disminucion en la produccion de TNFa por los
macréfagos después de un tratamiento con multiples agonistas de la familia Toll like receptor
(TLR) (Rowlett et al. 2008). Otros estudios comprobaron que la inhibicion de las MNKs con
CGP57380 en cultivos de queratinocitos humanos disminuye la liberacion de TNFa, IL-6 e IL-
1B en respuesta a la estimulacién con anisomicina, que es agonista de la p38 MAPK (Kjellerup
et al. 2008). MNK1 participa en la regulacion de la sintesis de TNFa a través de la fosforilacion
de la proteina hnRNP Al, la cual pierde la capacidad de unirse a regiones ARESs (regiones
3'UTR del mRNA ricas en residuos A y U), lo que conlleva la desrepresion de su traduccion

(Buxade et al. 2008b). Ademés, hnRNP A1l se fosforila en respuesta a estrés osmdético a través
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de p38 MAPK, por lo que las MNKs también regularian asi la traduccion de mRNAs

especificos en situaciones de estrés celular (Buxade et al. 2008b, Cargnello et al. 2011).

d) Factor de splicing asociado a la proteina de union al tramo de polipirimidina
(PSF)

El factor de splicing asociado a la proteina de union al tramo de polipirimidina (PSF)
es una proteina nuclear que esté implicada en la transcripcion y el procesamiento del RNA.
Junto con p54", otra proteina de unibn a DNA/RNA, forma un factor de
transcripcién/procesamiento  implicado en procesos nucleares (transcripcion, el
procesamiento nuclear del RNA, la retencion nuclear del RNA editado, la relajacion del DNA,
la union de roturas de la doble hélice del DNA, la terminacion de la transcripcion y el
procesamiento del mRNA) y en tumorogénesis. También regula positivamente la traduccion
de la familia de oncogenes Myc, entre otros procesos (Buxade et al. 2008b). Buxadé y
colaboradores identificaron a PSF como un nuevo sustrato intracelular de MNK in vitro.
Identificaron dos sitios de fosforilacion en PSF, la Ser8 (de forma preferente por MNK2) y la
Ser283. PSF interacciona con mRNAs que contienen AREs y la fosforilacion por MNK
aumenta su unién al mMRNA del TNFa in vivo, aunque no afecta ni a la estabilidad ni a la
localizacién nuclear/citoplasmatica de PSF o del mMRNA de TNFa (Buxade et al. 2008a). Un
estudio mas reciente ha revelado el papel de MNK en la produccion de TNFa controlando la
abundancia de su mRNA (Pashenkov et al. 2017), si bien no se ha determinado la implicaciéon
de PSF y/o hnRNP Al.

e) Fosfolipasa A2 citoplasmaética (cPLA?)

La cPLA: juega un papel clave en la produccion de eicosanoides que participan en
procesos de inmunidad e inflamacion. MNK1 fosforila a cPLA; en la Ser 727 in vitro (Hefner
et al. 2000), lo que se regula mediante la via de sefializacion de p38 MAPK. Esta fosforilacién
produce la activacion de cPLA;, con lo que se libera &cido araquidonico de los
glicerofosfolipidos para la produccion de eicosanoides. Ademas, otras quinasas que se
activan a través de p38 MAPK, MSK1 y MK5 también fosforilan a cPLA, (Buxade et al. 2008b,
Cargnello et al. 2011).

f) Sprouty 2 (Spry2)
Las proteinas Sprouty (Spry) son un grupo de proteinas asociadas a membrana que
suprimen la activacion y/o sefializaciéon de ERK (Bundschu et al. 2006). MNK1 fosforila a Spry2

en los residuos Ser 112 y Ser 121, y el cambio de éstos a Ala produce la desestabilizacién de
Spry2 (DaSilva et al. 2006). El inhibidor de MNK CGP57380 también lleva a la degradacion

23



Introduccién

de Spry2 mediada por proteosoma, sugiriendo que la fosforilacion de Spry2 por MNK1 podria

alargar su vida media y, por tanto, su capacidad de inhibir la sefializacién de ERK.

2.3 MNKs y cancer

La relacion del elF4E con el control del crecimiento celular y la transformacion
neoplasica se publicd por primera vez en 1990 (Lazaris-Karatzas et al. 1990). Estos autores
demostraron que la sobreexpresion del elF4E en la linea celular NIH3T3 da lugar al
crecimiento de colonias en agar y produce tumores cuando se inoculan en ratones. Ademas,
la inhibicién del elF4E reduce el crecimiento de tumores y la malignizacion en modelos
experimentales (Graff et al. 1995, De Benedetti et al. 2004). Distintos trabajos han mostrado
gue el elF4E se encuentra sobreexpresado en una gran variedad de tipos de cancer como en
tumores de mama, cuello y cabeza, colon, préstata, rifién, pulmén, etc. lo que se relaciona
con la progresion de la enfermedad (De Benedetti et al. 2004, Thumma et al. 2007, Culjkovic
et al. 2009, Pinto-Diez et al. 2018).

El elF4E puede modular la expresién génica a dos niveles: participando en el
transporte de algunos mRNAs del nlcleo al citoplasma y aumentando la eficiencia de la
traduccion de algunos mRNAs que ya estan en el citoplasma. El elF4E viaja al nucleo gracias
a la proteina transportadora 4E-T (Dostie et al. 2000) y, una vez alli, la capacidad para regular
la exportacién de los mMRNAs dependera de su estado de fosforilacion y de los elementos
sensibles al elFAE (4E-SE: elF4E sensitivity element) que estan presentes en las regiones
3'UTR de los mRNAs (Culjkovic et al. 2005). En este proceso, el elF4E se asocia con la
proteina transportadora nuclear CRM1, con los mRNAs especificos y con los cofactores

adecuados para facilitar la salida al citoplasma (Topisirovic et al. 2009).

El aumento de la expresion del elF4E estimula de forma preferente la traduccion de
MRNAs que codifican para proteinas implicadas en proliferacién, apoptosis, etc. (Gingras et
al. 1999) puesto que tienen estructuras secundarias complejas en la regién 5’ no traducible
(5’UTR) y son particularmente dependientes de la actividad del elF4E. Algunas de estas
proteinas son el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF) que facilitan la angiogénesis; Bcl-2 que participa en la supervivencia
celular; metaloproteinasas (MMPs) implicadas en la invasion; y c-Myc, ciclina D1, ornitina
descarboxilasa (ODC) y HDM2 que regulan el crecimiento celular (Rousseau et al. 1996,
Topisirovic et al. 2004, Bilanges et al. 2007, Culjkovic et al. 2007, Wendel et al. 2007, Phillips
et al. 2008).
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En los Ultimos afios se han publicado resultados que establecen que la fosforilacion
del elF4E en la Ser 209 por las MNKSs es un requisito indispensable para la accion oncogénica
de éste. Ademas, se ha visto que los niveles de elF4E fosforilado se encuentran aumentados
en tejido tumoral y correlacionan con peor prondstico para el paciente. Asi mismo, MNK1 esta
sobreexpresada en glioblastoma, linfoma, cancer de mama, de préstata, de ovario y
carcinoma hepatocelular y sus altos niveles de expresion se relacionan con peor prondstico
(Wendel et al. 2007, Fan et al. 2009, Wheater et al. 2010, Bell et al. 2016, Hou et al. 2017,
Santag et al. 2017, D'Abronzo et al. 2018, Pinto-Diez et al. 2018).

En 2004, Topisirovic y colaboradores (Topisirovic et al. 2004) demostraron que la
fosforilacion del elF4E nuclear parece ser importante en el control del transporte del mRNA
de la ciclina D1 y de las propiedades transformantes del elF4E. Otros trabajos mostraron que
la actividad de la quinasa MNK1 es necesaria para la sintesis de HDM2, un regulador de p53
capaz de inducir parada del ciclo celular y activar rutas pro-apoptéticas. El tratamiento de la
linea de cancer de mama T47D con CGP57380 redujo la fosforilacion del elF4E, asi como los
niveles proteicos de HDM2 y de la ciclina D1. Los niveles globales de expresion y los niveles
citoplasméticos del mRNA de HDM2 disminuyeron, indicando la inhibicion de la exportacion
del mMRNA de HDM2. Por lo tanto, la exportacion del mMRNA de HDM2 del nicleo al citoplasma
dependiente del elF4E requiere la activacion de las MAP quinasas y MNK1 (Phillips et al.
2008).

Otros autores han demostrado en varias lineas tumorales de mama que la
sobreexpresién de HER2 se correlaciona con la actividad de las MNKs y su inhibicién con
CGP57380 reduce la formacion de colonias en agar (Chrestensen et al. 2007). Ademas, en
un modelo experimental de ratones, la sobreexpresion de una MNK1 constitutivamente activa
disminuye la apoptosis y acelera la aparicion de tumores, mientras que un mutante inactivo
atenua la aparicion de los mismos (Wendel et al. 2007). En fibroblastos embrionarios de ratén
(MEF) dobles knock-out para MNKs, se observé que la retirada del suero producia apoptosis
con mayor facilidad que en las células MEF WT (wild-type) o a las células knock-out para cada
MNK (MNK1 o MNK2) (Chrestensen et al. 2007). El tratamiento de MEF WT con CGP57380
sensibiliza a las células frente a la apoptosis mas que la retirada de suero, lo que puede ser
debido a la pérdida de funcion de MNK. La reintroduccion de MNK1 o MNK2 en los MEFs
doble knock-out aumenta la fosforilacion del elF4E en niveles similares, pero sélo en el caso
de MNK1 disminuy6 la sensibilidad a la apoptosis. Estos estudios sugieren que las MNKs,
probablemente a través de un sustrato de MNK1, estdn implicadas en cascadas de
sefalizacién anti-apoptéticas. Asi mismo, la tumorogénesis se suprime por la pérdida de
Mnk1/2 en otro modelo de raton con linfoma PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-

fosfatasa) negativo (Ueda et al. 2010).
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Las MNKs también intervienen en la via de sefializacion de -catenina. La ruta Wnt/j-
catenina que regula la traduccion génica es importante en la funcién de las células madre en
leucemia. Lim y colaboradores (Lim et al. 2013) mostraron que elF4E estd sobreexpresado
en la fase blastica de la leucemia mieloide cronica (BC-CML) y sus niveles de fosforilacion
son altos. La sobreexpresion de elF4E o la expresion del mutante elF4E (S209D)
constitutivamente activo, a diferencia de un mutante no fosforilable elF4E (S209A), dio lugar
a la activacion de B-catenina y su translocacién al nucleo. In vivo, CGP57380 previno la
implantacién de células madre de leucemia mieloide crénica en fase blastica, y redujo el
namero de células andmalas en ratones ya implantados. En resumen, las MNKs regulan la
via Wnt/B-catenina tanto produciendo el aumento de la expresion de B-catenina como su
activacion (incluyendo el aumento de su fosforilacién en la Ser552, un sitio catalizado por

AKT), aungue el mecanismo aun se desconoce.

Las rutas de sefializacion de Ras/MAPK y PI3K/AKT/mTORC1 son muy importantes
porque regulan la fosforilacion de proteinas del complejo de traduccion y porque muchos de
Sus componentes son oncogenes y genes supresores de tumores, los cuales se ven
desregulados en cancer. La via de ERK se encuentra activada en muchos tumores debido a
mutaciones activadoras en la proteina Ras y a mutaciones en proteinas supresoras de
tumores como la neurofibromina 1 (NF1), que normalmente inhiben la actividad de Ras a
través de la hidrélisis de Ras-GTP a su estado inactivo Ras-GDP (Hou et al. 2012). Asi, Raf-
1 activa a MEK (MAP quinasa de ERK), también conocida como MAPKK (MAP quinasa
quinasa). Las distintas variantes de las MEK fosforilan a ERK1/2 y a p38 a/B, que fosforilan a
MNK1y MNK2 (Figura 2).

La via de sefalizacion PI3K/PTEN/AKT/mTOR es la més relacionada con la
tumorogénesis y con la sensibilidad y resistencia a las terapias contra el cancer. La
desregulacion de la sefializacién de esta via suele deberse a alteraciones genéticas y/o
mutaciones que ocurren en el 70% de todos los tumores (Wendel et al. 2007, Ueda et al. 2010,
Hou et al. 2012, Joshi et al. 2014, Lineham et al. 2017). Los factores de crecimiento, los
mitégenos y las citoquinas activan a la PI3K que inicia una cascada de eventos en las células.
La quinasa dependiente de 3’ fosfoinositol 1 (PDK1) activa a la proteina quinasa B (PKB o
AKT), mediante la inactivacion del complejo supresor de tumores 1y 2 (TSC1/2), activa a
MTORCL. La activacion de PDK1 y AKT por PI3K esta regulada negativamente por PTEN
(Chappell et al. 2011). PTEN es un gen supresor de tumores que se encuentra habitualmente
mutado o silenciado en canceres humanos (McCubrey et al. 2011). Su pérdida produce una
activacion de AKT y de la sefializacion de mTORCL1 (Figura 2). mTORCL1 regula el ensamblaje
del complejo elF4F ya que fosforila a las 4E-BPs, lo que implica la disociaciéon del elF4E, la

union de éste al elF4G y, en consecuencia, la formacion del complejo elF4F. Ademas,
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MTORC1 también promueve la activacion de la quinasa S6K que fosforila a la proteina
ribosomal S6 y a otros sustratos, incluyendo al factor elF4B (Shahbazian et al. 2006). Debido
a la importancia en el cancer de esta via de sefializacion, las quinasas de esta ruta se han
utilizado como dianas terapéuticas y se han identificado inhibidores farmacolégicos de las
mismas (Brachmann et al. 2009, Meric-Bernstam et al. 2009). Sin embargo, se ha demostrado
que un tratamiento prolongado de lineas celulares tumorales o pacientes con inhibidores de
MTOR produce alta actividad de PI3K, lo que conlleva la supervivencia de las células

cancerosas (Costa et al. 2007).
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Figura 2. Mecanismo de accidén de MNK. La activacion de las MNKs ocurre por la activacion previa
de la via de sefializacion celular Ras/Raf/ERK y por la via de las p38 MAP quinasas. Asimismo, la
activacion de la via PI3K/AKT/mTOR en respuesta a factores de crecimiento entre otros estimulan la
unién de MNK a mTORC1, regulando la formacién del complejo mTORC1/TELO2/DDB1.

Ambas rutas de sefalizacion estan interconectadas y MNK1 parece jugar un papel
importante en esta convergencia. Existen estudios que han identificado a MNK como un
regulador de mTORC1. Un estudio de Shi y colaboradores demuestra que la sensibilidad de
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las células tumorales a los inhibidores de mTOR depende en parte de la actividad de AKT en
modelos de glioblastoma, cancer de préstata y mieloma mdultiple (MM). Estos inhibidores
hacen que el crecimiento de células tumorales dependa de la traduccion cap-independiente
mediada por IRES. Para comprobar si la actividad IRES de c-Myc de las células de MM con
MTOR inhibido estaba relacionada con las MNKs, comprobaron que La rapamicina activa a
MNK y es MNK activada la que estimula la traduccion dependiente de IRES de c-Myc (Shi et
al. 2013). Otros estudios también han descrito que las MNKs estimulan la sefalizacion por
MTORCL1 en el control de la traduccidn viral mediada por IRES (Brown et al. 2014, Kumar et
al. 2018).

La rapamicina y sus derivados son tratamientos inmunosupresores estandar tras el
trasplante de 6rganos, ejerciendo su efecto a través de la inhibicion de mTORC1 en células T
y evitando su proliferacion. El tratamiento combinado de rapamicina con CGP57380 mejora el
efecto de la rapamicina sola en la fosforilacion de 4E-BP1, la sintesis proteica y el crecimiento
tumoral en un modelo de glioma ortotépico en raton (Grzmil et al. 2011). Asi, este doble
tratamiento disminuyd la fosforilacién de ULK1 y 4E-BP1, sustratos de mTORCL1 insensibles
a rapamicina, en MEFs WT pero no en MEFs dobles knock-out para MNKs, indicando que la
inhibicion de mTORCL1 se produce por efecto de la inhibicion de MNK. Hay trabajos que
sugieren que el efecto de MNK se produce por su interaccion con mTOR, desplazando a
DEPTOR de mTORC]1, lo que induciria la unién de TELOZ2 al complejo. Todos estos datos
demuestran el papel de las MNKs en la union de mTORCL1 a su sustrato (Figura 2). De hecho,
MNK cumple esta regulacion de forma independiente de su papel fosforilando a elF4E.
Ademas, MNK se une a mTORC1/TELO2/DDB1 a través de un mecanismo diferente del
elF4G, ya que el hecho de eliminar el sitio de uniéon a elF4G no inhibe la formacién del

complejo (Brown et al. 2017a, Brown et al. 2017b).

2.4 Inhibidores de MNK como agentes antitumorales en cancer

El cancer es una enfermedad heterogénea vy, por tanto, dificil de tratar. Cada tipo
tumoral tiene una composicion genética diferente debido al distinto patrén de oncogenes
activos y supresores de tumores inactivos que presenta, lo que hace que las células utilicen
rutas alternativas para sobrevivir. La complejidad de la sefalizacion celular significa, en
muchos casos, que los tratamientos convencionales o con un solo inhibidor sean poco
efectivos, como es el caso del tratamiento con Trastuzumab. Trastuzumab es un anticuerpo
monoclonal frente al dominio extracelular del receptor de la herceptina 2 (HER2), ampliamente
utilizado en el tratamiento del cancer de mama. Recientemente, se ha demostrado que los

niveles de MNK estaban aumentados en células resistentes a Trastuzumab y que la expresion
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de MNK1 conferia resistencia en células sensibles, mientras que el silenciamiento de la
expresion de MNK1 tuvo el efecto contrario. Estos datos sugieren que MNK1 media la
resistencia a farmacos en células de cancer de mama, las cuales muestran aumento de la
fosforilacion del regulador transcripcional YB1, que a su vez se encuentra por encima de
MNK1 (Astanehe et al. 2012).

El hecho de que las MNKs actien como punto de convergencia entre las rutas de
sefalizacién de PI3K/AKT/mTOR y de MAP quinasas, que normalmente estan alteradas en
cancer, hacen de ellas dianas muy interesantes para terapia. Ademas, como ya se ha indicado
previamente, MNK1 se sobreexpresa en una amplia variedad de tumores, relacionandose con
un peor prondstico y supervivencia, y es la responsable de la fosforilacion del elF4E, pero no
es indispensable para la viabilidad. Incluso se ha demostrado que la inhibicion de MNK con el
inhibidor CGP57380 en combinacion con inhibidores de mTORC1, rapamicina y analogos,
evita la resistencia a la terapia impidiendo que MNK pudiera restaurar el elF4E fosforilado vy,
por tanto, su actividad con mTORCL1 inhibido (Ueda et al. 2004, Wendel et al. 2007, Bianchini
et al. 2008, Silva et al. 2008). Por todo ello, parece interesante y necesario desarrollar
inhibidores de MNK, ya que se postula como una diana terapéutica prometedora para el
tratamiento del cancer, como confirman asimismo numerosos estudios (Dreas et al. 2017,
Kwegyir-Afful et al. 2017, Li et al. 2017, Lineham et al. 2017, Santag et al. 2017, Zhan et al.
2017, Sansook et al. 2018).

Es importante resaltar que hasta la fecha no hay farmacos aprobados por la FDA que
actlen especificamente sobre las quinasas MNKs y se han hecho pocos progresos desde el
descubrimiento del CGP57380, que produce inhibicion de MNK con valores en el rango
micromolar (Teo et al. 2015b). La Cercosporamida, un antifingico natural, se encontré como
un potente inhibidor de MNK1/2 con valores en el rango nanomolar. Sin embargo, sus efectos
de amplio espectro limitan su uso como un tratamiento efectivo ya que también inhibe a otras
quinasas incluyendo JAK3, GSK3pB, ALK4 y PIM1 (Knauf et al. 2001, Konicek et al. 2011, Hou
et al. 2012, Liu et al. 2016, Lineham et al. 2017).

Adicionalmente, el silenciamiento de las MNKs con el inhibidor MNKI-19 atenuta la
fosforilacion de elF4E y reduce la traduccion de mRNAs implicados en metastasis. El elF4E
es el punto de convergencia de las rutas de mTORC1 y de MNK/elF4E, lo que brinda la
oportunidad del tratamiento dual. El grupo de Njar estudio la utilizacibn de agentes
bloqueantes del metabolismo del &cido retinoico que inducen la degradaciéon de MNK1 de
forma que no pueda fosforilar al elF4E en la Ser209, pero no afectan a los niveles totales del
elF4E (Ramalingam et al. 2014). Estos autores observaron que estos derivados del &cido

retinoico son mas potentes inhibiendo la actividad de MNK1 que otros retinoides y que otros
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inhibidores inespecificos de MNK, como el CGP57380 y la Cercosporamida. Esta degradacion
de MNK impide la fosforilacién del elF4E bloqueando la traduccion dependiente de cap,
inhibiendo el crecimiento celular, la migracién y la invasion en células de cancer de mama

Triple-negativo y HER2 positivas.

Recientemente, el grupo de investigacion de Santag (Santag et al. 2017) ha descrito
un inhibidor de MNK1, BAY 1143269 de Bayer, con efecto anti-tumoral in vivo que disminuye
la resistencia al tratamiento con el agente quimioterdpico Docetaxel en carcinoma de pulmén
no microcitico y se encuentra en fase | en ensayos clinicos. Asimismo, se ha publicado un
trabajo en el que identifican un nuevo inhibidor frente a MNK1 y MNK2, el eFT508 de
eFFECTOR, un inhibidor oral disefiado especificamente para unirse al sitio activo de la
quinasa (Dreas et al. 2017). Es capaz de inhibir la fosforilacion del elF4E y desestabilizar
selectivamente el mMRNA de citoquinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-8 y el TNF-a. Se
ha demostrado in vivo como un potente inhibidor de la accién tumoral en modelos de linfoma
difuso de células B grandes. Actualmente se encuentra en fase Il en ensayos clinicos para el
tratamiento tanto de tumores sélidos como hematolégicos (Dreas et al. 2017, Reich et al.
2018).

3. APTAMEROS COMO HERRAMIENTAS TERAPEUTICAS

Los aptameros son moléculas de RNA o de DNA de cadena sencilla (ssDNA) capaces
de reconocer a una molécula diana de forma estable, especifica y con alta afinidad gracias a
la estructura terciaria que son capaces de adoptar bajo determinadas condiciones de
temperatura, pH y salinidad. Fueron descubiertos hace 28 afios por tres grupos de
investigacion independientes (Ellington et al. 1990, Robertson et al. 1990, Tuerk et al. 1990)
gracias a la introduccion de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en el afio 1987
(Saiki et al. 1985, Mullis et al. 1992). Este hito en la biologia molecular permitié que los tres
grupos anteriormente mencionados describieran un método de seleccion molecular in vitro
gue permitiria el aislamiento de pequefios acidos nucleicos capaces de interaccionar de forma

especifica con sus moléculas diana: los aptameros.

El proceso por el que se seleccionan los aptameros se denomina método SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) (Tuerk et al. 1990). Es un
sistema reiterativo en el que se identifican los aptdmeros de mayor afinidad y especificidad
por su molécula diana a partir de un conjunto de oligonucleétidos de secuencias aleatorias
obtenidos por sintesis quimica. Esta poblacion inicial esta formada por oligonucleétidos de
RNA o ssDNA disefiados con una region central de 20 a 80 nucledtidos dispuestos de forma

aleatoria y dos regiones anexas de secuencia conocida, de 18-20 nucleétidos de longitud, a
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las que se uniran los cebadores en la amplificacién por PCR. Los aptameros que conforman
esa poblacion inicial adoptaran diferentes estructuras terciarias en funciéon de su secuencia,

lo que les permitira interaccionar con la molécula diana (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la tecnologia SELEX. Proceso de seleccion de aptameros in vitro a partir de
una poblacién inicial de oligonucledtidos de ssDNA o RNA con secuencias aleatorias. El método SELEX
se caracteriza por la repeticion de las etapas sucesivas de seleccion, amplificacion y pasos intermedios
gue conforman la ronda. El conjunto de aptameros seleccionados en una ronda servira de poblacion
en la siguiente, con una media general de 6-20 rondas de seleccion. La ultima ronda SELEX finalizara
tras la amplificacion. Por ultimo, la poblacion enriquecida de aptameros especificos se clona o
secuencia para caracterizar a los aptameros individuales.

En la primera ronda se incuba la biblioteca de oligonucle6tidos con la molécula diana,
aunque solo unos pocos se unirdn especificamente a la misma. Esos aptameros seran
aislados del resto mediante técnicas fisicas de separacion y seran amplificados por PCR para
obtener una poblacion enriquecida que sera utilizada en la siguiente ronda o ciclo de
seleccién. Tras la PCR, puesto que el DNA que se obtiene es de doble cadena, se utilizara
alguna de las técnicas establecidas para separarlas y obtener ssDNA. Existen distintos
métodos para separar la secuencia de un aptamero de su cadena complementaria, como son:
desnaturalizacion térmica a 90°C para que se separe la doble hebra y posterior
renaturalizacion a 4°C para que cada aptamero se estructure; electroforesis y posterior elucion
de la banda correspondiente; PCR asimétrica para favorecer la obtencién de cadena sencilla;
digestion enzimatica de la cadena complementaria con exonucleasa y el marcaje de una de
las cadenas con biotina para separarlas utilizando una resina conjugada con estreptavidina
(Cruz-Aguado et al. 2008, Svobodova et al. 2012).
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Con el fin de aumentar la eficacia del enriquecimiento de la poblacion de aptdmeros
que interaccionan con alta afinidad, se hacen variaciones mas restrictivas en las condiciones
de la seleccion en cada ronda. El nimero de rondas de seleccion-amplificacion depende de
gran variedad de pardmetros como las caracteristicas y concentracion de la diana, el disefio
de la poblacion inicial, las condiciones de seleccion, la proporcion de moléculas diana respecto
a oligonucledtidos o la eficiencia del método de separacion de las secuencias no unidas
(Stoltenburg et al. 2007). Para comprobar si se produce el enriguecimiento de la poblacién se
realizan pruebas a lo largo del proceso de seleccion como ensayos enzimaticos en placa con
aptameros (ELONA), Slot-blot u otras. Una vez que se comprueba que es asi, el proceso
SELEX se da por terminado y es entonces cuando se identifican aptameros individuales

mediante clonaje y secuenciacion o NGS (Next-gen Sequencing) para caracterizarlos.

Los aptameros son moléculas capaces de formar estructuras secundarias complejas
al estructurarse como tallos, horquillas, pseudoknots, G-quadruplex, etc. y esa estructura es
la que determina su union a la diana. Estas estructuras se producen como resultado de fuerzas
de complementariedad de bases, interacciones electrostaticas, fuerzas de van der Waals y
puentes de hidrogeno (Hermann et al. 2000). Existen programas informaticos capaces de
predecir las posibles estructuras secundarias en funcion de sus secuencias (Davis et al. 1996)
e incluso detectar la posibilidad de que presenten G-quadruplex como los programas mFold y
QGRS Mapper.

La poblacion de aptameros enriguecida podria compararse con anticuerpos
policlonales y los aptdmeros individuales obtenidos a partir de la poblacion se asemejarian a
anticuerpos monoclonales (Liss et al. 2002, Darfeuille et al. 2006, Chen et al. 2007, Kalra et
al. 2018). Las caracteristicas de los aptameros hacen que presenten una serie de ventajas

con respecto a los anticuerpos como se resumen en la Tabla Il

Los aptdmeros presentan caracteristicas de gran utilidad en la clinica entre las que
destacan que son muy estables a variaciones de temperatura, pH y a las condiciones idnicas
de su entorno (Mayer 2009, Ruiz Ciancio et al. 2018). Ademés, los aptdmeros producen baja
inmunogenicidad y toxicidad y se sintetizan y modifican facilmente en grandes cantidades sin
casi variaciones de lote a lote (Pereira et al. 2018). Por otra parte, se pueden seleccionar
frente a multitud de dianas como iones, moléculas orgénicas e inorgénicas, acidos nucleicos,
proteinas, péptidos, toxinas, particulas virales, células, 6érganos completos y animales vivos
(Hofmann et al. 1997, Jayasena 1999, Berens et al. 2001, Grate et al. 2001, Masud et al. 2004,
Sazani et al. 2004, Stoltenburg et al. 2005, Shangguan et al. 2006, Chen et al. 2007,
Mallikaratchy et al. 2007, Mayer 2009, Balogh et al. 2010) y se pueden utilizar incluso como

herramientas para transportar y liberar moléculas para el diagnostico y/o terapia en dianas
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externas o intracelulares. Asimismo, su pequefio tamarfio les permite una mejor entrada en las
células (Pereira et al. 2018). De esta manera, los aptameros se pueden unir a farmacos, RNAs
no codificantes, proteinas, nanoparticulas, etc., lo que los convierte en futuras herramientas
para el diagnéstico y el tratamiento en cancer (Mayer 2009, Lao et al. 2015, Nimjee et al. 2017,
Ismail et al. 2018, Kaur et al. 2018, Pereira et al. 2018, Ruiz Ciancio et al. 2018).

Tabla Il. Caracteristicas y ventajas de los aptameros respecto a los anticuerpos.

Aptameros Anticuerpos

Se seleccionan in vitro sin emplear Requieren el uso de animales, y s6lo
animales, incluyendo proteinas no pueden ser frente a proteinas
inmunogénicas y toxinas inmunogénicas

Se producen por sintesis quimica con muy _ o
_ o Suelen sufrir variaciones entre lotes
baja o nula variacion de lote a lote

Condiciones de seleccion modificables o _ o L
) _ Obtencién s6lo bajo condiciones fisiol6gicas
segun necesidad

Pueden renaturalizarse en minutos, Vida media limitada, sensibles a
almacenarse mucho tiempo y transportarse | temperatura sin posibilidad de

a temperatura ambiente renaturalizacion
No suelen ser inmunogénicos Suelen ser inmunogénicos

Pueden modificarse para aumentar su ) _
- _ Solo pueden marcarse, pudiendo causar
estabilidad, conjugarse con moléculas o o
pérdida de afinidad
marcadoras, etc

Pequefiio tamafio que permite una entrada | Mayor tamafio que limita el acceso a los

mas eficiente en la célula compartimentos celulares

Los aptameros tienen algunas limitaciones ya que su estructura terciaria es muy
dependiente de las condiciones en las que se encuentren. Ademas, al ser de naturaleza
polianiénica, pueden interaccionar con proteinas del suero humano cuando se administran in
vivo. Estas interacciones no especificas pueden hacer que se acumulen en diferentes tejidos
causando algunos efectos secundarios no deseados. Los aptameros se pueden modificar
para evitar estas limitaciones, aunque algunas modificaciones pueden producir

hepatotoxicidad por aumento de la acumulacién en el higado como en el caso de los
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aptameros LNA (Locked Nucleic Acids), aptameros con una modificacion en el azucar, un
puente que conecta el oxigeno 2’ con el carbono 4’ y que le confiere mayor estabilidad térmica
y resistencia frente a la accion de las nucleasas del suero (Koshkin 1998, Ismail et al. 2018).
Al igual que los anticuerpos, los aptameros modificados pueden ser utilizados en diversas
técnicas como ELISA/ELONA (Drolet et al. 1996, Ferreira et al. 2008), western blot (Murphy
et al. 2003), electroforesis capilar (Wang et al. 2008), citometria de flujo (Huang et al. 2008),
imagenes in vivo (Charlton et al. 1997), HPLC (Michaud et al. 2003, Muller et al. 2008) y
microarrays (Brody et al. 1999, Bock et al. 2004). Los aptameros también pueden emplearse
en otras aplicaciones analiticas como cromatografia, espectrometria de masas, unidos a
nanoparticulas, SPR, sensores y biosensores, etc. ya que son herramientas moleculares
importantes para la identificacion de dianas y para estudios diagnésticos y terapéuticos
(Tombelli et al. 2005, Lao et al. 2015, Ruiz Ciancio et al. 2018).

El aptdmero frente al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Pegaptanib,
también denominado Macugen®) fue aprobado en 2004 para el tratamiento de la degeneracion
macular asociada a la edad (AMD), siendo el Unico aprobado por la FDA hasta la fecha. Este
farmaco inhibe a la isoforma del VEGF implicada en AMD, reduciendo el crecimiento
patolégico de ciertos vasos sanguineos (Chakravarthy 2006). Actualmente el uso de este
aptamero de RNA ha sido relegado debido a la apariciéon de anticuerpos mas efectivos. Sin
embargo, existen muchos otros aptameros en distintas fases de estudio clinico (Tabla llI).
Como se muestra, s6lo dos aptdmeros han entrado en ensayos clinicos para terapia en
cancer: AS1411 y NOX-A12. El primero fue AS1411, un aptamero de DNA que se une a la
nucleolina, una proteina que se encuentra sobreexpresada en la membrana de las células
cancerosas y promueve la expresion de VEGF, y por tanto, la angiogénesis. AS1411 también
se internaliza y desestabiliza el mMRNA de Bcl-2 reduciendo su sintesis e induciendo apoptosis.
(Nimjee et al. 2017, Poolsup et al. 2017, Kaur et al. 2018). Se ha evaluado clinicamente en
fases 1 y Il en el tratamiento de pacientes con leucemia mieloide aguda y con carcinoma renal.
NOX-A12 es un aptdmero L-RNA o Spielgemer frente al ligando 12 de la quimioquina CXC
(CXCL12), una proteina que juega un papel importante en la proliferacién tumoral y promueve
la angiogénesis y la metastasis. NOX-A12 ha estado implicado en dos ensayos diferentes: fue
evaluado en el tratamiento de la leucemia linfocitica crénica (CLL) y en un estudio en fase Il
con pacientes con mieloma multiple. Recientemente ha comenzado un estudio abierto en fase
I/ll para evaluar su eficacia en el tratamiento de pacientes con cancer colorrectal y con cancer

pancreético (Poolsup et al. 2017, Kaur et al. 2018, Ruiz Ciancio et al. 2018).
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Tabla lll. Ensayos clinicos de aptdmeros terapéuticos recientes y actuales.

Aptamero Aplicacion Fase Clinica
. Degeneracion macular relacionada con la edad
Pegaptanib ] i Aprobado (17/12/2004)
tipo hiimedo
. o Fase IV completada
Pegaptanib Edema macular diabético isquémico
(23/12/2014)
Pegnivacogen Enfermedades de arterias coronarias Fase Ill terminada (22/10/2014)
£10030 Degeneracion macular relacionada con la edad | Fase Ill (Ultima actualizacion
tipo hiimedo 19/05/2016)
- Degeneracion macular relacionada con la edad | Fase /11l (Ultima actualizacion
imura
tipo seco 11/10/2016)
. Fase Il (Ultima actualizacion
AS1411 Carcinoma de células renales
24/09/2009)
o ) ) ) Fase Il completada
NOX-E36 Albuminuria y diabetes mellitus tipo 2
(21/02/2014)
o _ _ Fase Il (Ultima actualizacion
NOX-A12 Leucemia linfocitica cronica
22/01/2016)
Degeneracion macular relacionada con la edad | Fase | completada
EYEOO1 )
tipo hiimedo (03/03/2008)
ARC19499 Hemofilia Fase | terminada (26/06/2015)
) ) } ] Fase | completada
NOX-H94 Anemia crénica por inflamacion
(22/01/2016)

Tabla tomada de Poolsup et al., 2017 (Poolsup et al. 2017).

En 2015, nuestro laboratorio caracterizé el aptdmero apMNK2F frente a MNK1b capaz
de inhibir la proliferacion, la migracion y la formacién de colonias en células de cancer de
mama MDA-MB-231 (Garcia-Recio et al. 2016). En un trabajo de Abnous y colaboradores
(Abnous et al. 2017), utilizaron el aptdmero apMNK2F acomplejado con otros dos aptdmeros
que actuan frente a dianas de células cancerosas: el aptamero AS1411, descrito previamente,
y el aptamero IDA frente a la Integrina a634. Los aptameros AS1411 e IDA se utilizaron como
vehiculos para internalizar apMNK2F via sus receptores, los cuales estan sobreexpresados
en la membrana de las células cancerigenas empleadas en su estudio, PC-3 y 4T1. Este
complejo de tres aptameros fue capaz de reducir entre un 70-80% la viabilidad celular en

células 4T1 y PC-3, e inducir la apoptosis. El analisis de la eficacia antitumoral indicé que el
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volumen del tumor aument6 hasta casi 40 veces en los ratones sin tratar, mientras que en los
tratados con el complejo apMNK2F-AS1411-IDA el aumento fue de 6 veces (Abnous et al.

2017)
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El cancer de mama es una enfermedad que afecta con mayor incidencia a las
mujeres, siendo el quinto tipo de tumor con mayor mortalidad en la poblacion mundial (Bray
et al. 2018). Aunque cada vez existen mas opciones terapéuticas, hay dos aspectos que adn
siguen sin resolverse. Por un lado, el hecho de que aparezca resistencia a muchos
tratamientos y, por el otro, que aun no se hayan identificado dianas terapéuticas para los
tumores de tipo Triple-negativo.

En nuestro laboratorio se seleccionaron y caracterizaron aptameros contra MNK1b
(Garcia-Recio et al. 2016), una proteina quinasa que esta sobeexpresada en diferentes tipos
de tumores, y en concreto en los tumores de mama Triple-negativo (Pinto-Diez et al. 2018).
De los aptameros originalmente seleccionados frente a MNK1b, el aptdmero apMNK2F fue
capaz de inhibir la proliferacién, la migracion y la formacion de colonias en células de cancer
de mama MDA-MB-231(Garcia-Recio et al. 2016). En este trabajo nos hemos propuesto
generar y caracterizar estructural y funcionalmente un aptamero optimizado que pueda llegar

a ser utilizado como un farmaco antitumoral en el futuro.

Para ello nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Obtenciény caracterizacion in vitro de aptameros modificados derivados de apMNK2F.

2. Comprobacion de la actividad antitumoral de los aptameros optimizados en cultivos

celulares de lineas tumorales de mama.

3. Estudio del efecto del aptamero modificado seleccionado sobre la formacién de

tumores inducida en animales.
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MATERIALES

Reactivos quimicos generales y material de laboratorio

Andlisis de imagen: Image Quant™ (GE Healthcare, Reino Unido)
Analizador de geles: Minibis Pro (DNR Bio-Imaging Systems, Israel)
Anticuerpos: los anticuerpos empleados y su titulacion se detallan en las Tablas V y VI.

Aptameros: los aptdmeros utilizados en este estudio y sus secuencias aparecen detallados
en la Tabla VII.

Centrifugas: B4i/BR4i Jouan de DJB (Labcare, Reino Unido), microfuga Mini-Spin®

(Eppendorf, Alemania), Beckman J2-HS (Beckman Coulter, Alemania)
Citémetro de flujo: FACSCalibur™ (BDBiosciences, EEUU)

Equipo para el revelado fotogréafico: Fuji Photo Film CO.LTD. (Fuijifilm, Japo6n)
Escéaner: Perfection 2450 (Epson, Jap6n)

Espectrofotémetros: Infinite F200 (TECAN, Suiza), NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific,
EEUU).

Inhibidores: los inhibidores de fosfatasas y proteasas fueron suministrados por Sigma-Aldrich
(EEUU) y Merck (Alemania).

Membranas de transferencia: PVDF Hybond-P y nitrocelulosa (GE Healthcare, Reino Unido)

Método de revelado: ECL™ y ECL-Advance™ (GE Healthcare, Reino Unido); Clarity™
Western ECL Substrate (BioRad, EEUU); Sustrato BCIP y NBT (BioRad, EEUU)

Microscopio: Olympus IX70 (Olympus, Jap6n)
Oligonucledtidos: los oligonucleétidos y sus secuencias aparecen en la Tabla IV.
Papel de transferencia: Munktell (GE Healthcare, Reino Unido)

Peliculas fotogréficas: de sensibilidad normal, Fuji Medical X-Ray Film (Fujifilm, Japén);

hipersensibles Amersham Hyper-film™ ECL (GE Healthcare, Reino Unido).

Sistemas de electroforesis, isoelectroenfoque y transferencia: equipo Mini-Protean Il y 11I
para electroforesis y sistema de transferencia himeda (BioRad, EEUU); equipo Multiphor II

para IEF (GE Healthcare, Reino Unido) y equipo de Nova Blot para sistema de transferencia
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semi-seca (GE Healthcare, Reino Unido). El marcador de peso molecular es de ThermoFisher
Scientific (EEUU), y la acrilamida, bisacrilamida, y el resto de reactivos fueron suministrados

por GE Healthcare (Reino Unido).
Termociclador: iQ5 Multicolor Real-Time PCR detection System (BioRad, EEUU).

Otros productos: desoxinucleétidos, sales, &cidos y bases inorganicas, solventes organicos,
detergentes, agarosa, reactivos etc. fueron suministrados por las siguientes casas
comerciales: Panreac (Espafia), Sigma (EEUU), Merck (Alemania) y BioRad (EEUU). El suero
de ternera fetal, la glutamina, el piruvato soédico, y el antibiético/antimicético fueron
suministrados por Gibco (ThermoFisher Scientific, EEUU). La lipofectamina 2000 fue

suministrada por Invitrogen (Carlsbad, California. EEUU).

Tabla IV: Relacion de oligonucleotidos utilizados en gPCR.

Aptamero Secuencia

5' gabMNK AGAAACAAGCAGGGCACAGT
3' gabMNK TGCTTTTGCTTCTGGATGTG
5' gaMNK AGCATCCAGGAAGGCAAGTA
3' gaMNK GTCCCTTTTCTGGAGCTTGC

5' Fibroblast specific protein-1 (FSP1) GCTCAACAAGTCAGAACTAAAGG
3' Fibroblast specific protein-1 (FSP1) CTGTCCAAGTTGCTCATCAG
5' ocludina AAGCAAGTGAAGGGATCTGC

3' ocludina GGGGTTATGGTCCAAAGTCA
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Tabla V. Relacion de anticuerpos primarios empleados en este trabajo.

Anticuerpo Casa comercial PM (kDa) Tipo Titulo

MNK1 (C-20) Santa Cruz Biotechnology, EEUU 52 Policlonal cabra 1/500

MNK1 (M-20) Santa Cruz Biotechnology, EEUU 52/38 Policlonal cabra 1/500

elFAE (Ser?®P) | abcam, EEUU 25 Monoclonal conejo | 1/2000
elF4E BD Biosciences, EEUU 25 Monoclonal ratén 1/2000
B-actina Sigma Aldrich, EEUU 45 Monoclonal ratén 1/5000
AKT (Ser*3P) Cell Signaling, EEUU 60 Monoclonal conejo | 1/2000
AKT Cell Signaling, EEUU 60 Policlonal conejo 1/1000
p38di Sigma Aldrich, EEUU 40 Monoclonal ratén 1/2000
(Thri&/Tyr1szp)

p38 Sigma Aldrich, EEUU 40 Policlonal conejo 1/5000
(ETFlilr%é/ZTd)i/rl%P) Sigma Aldrich, EEUU 42/44 Monoclonal raton 1/5000
ERK1/2 Sigma Aldrich, EEUU 42/44 Policlonal conejo 1/5000
4E-BP1 Cell Signaling, EEUU 18 Policlonal conejo 1/1000
MCL1 Santa Cruz Biotechnology, EEUU 37 Policlonal conejo 1/200

espectrina Millipore, EEUU 250/150/120 | Monoclonal raton 1/1000
a'ig"jg M Cell Signaling, EEUU 89 Policlonal conejo 1/1000
PCNA (PC10) Santa Cruz Biotechnology, EEUU 36 Monoclonal raton 1/100
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Tabla VI. Relacién de anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo.

Anticuerpo/especificidad Casa comercial Titulo
Frente a IgG de ratén conjugado con fosfatasa alcalina | Sigma-Aldrich, EEUU 1/3000
Proteina A conjugada con fosfatasa alcalina Sigma-Aldrich, EEUU 1/3000
Frente a IgG de ratén conjugado con peroxidasa GE Healthcare, Reino Unido | 1/5000
Frente a IgG de conejo conjugado con peroxidasa GE Healthcare, Reino Unido | 1/5000
Frente a IgG de cabra conjugado con peroxidasa E‘:JZ Cruz Blotechnology, 1/10000

Tabla VII. Relaciéon de aptameros empleados en este trabajo

Aptamero Secuencia

APMNK2FT TTTTTGGGGTGGGCGGGCGGGGGTGGGGGTGGTATGGCGCGTTGGLCCC
APMNKQ1 TGGGGTGGGCGGGCGGGG

APMNKQ2 TGGGGTGGGCGGGCGGGGGTGGGGGTGGT

APMNKQ3 GGGTGGGGGTGGT

APMNKQ4 GGGTGGTATGGCGCGTTGGCCC

JOAT GCGGATGAAGACTGGTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTTTTTTTITTTITTT

TTTTTTGCCCTAAATACGAGCAAC

La procedencia del resto de los materiales se detalla en el texto.
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METODOS

1. CULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares eucariotas empleadas en este trabajo fueron las siguientes:

MCF 7 (ATCC® HTB-22™): Linea celular epitelial derivada de adenocarcinoma de mama
humano. Estas células se caracterizan por expresar el receptor de estrogenos (ER+), de
progesterona (PR+) y no sobreexpresar el receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2-). Comprobadas en junio de 2016 utilizando el Sistema GenePrint® 10 System.
MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™): Linea celular epitelial derivada de adenocarcinoma de
mama humano. Se caracterizan por ser células Triple-negativo: ER-, PR- y HER2-.
Comprobadas en junio de 2016 utilizando el Sistema GenePrint® 10 System.

MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132™): Linea celular epitelial derivada de adenocarcinoma de
mama humano. Se caracterizan por ser células Triple-negativo: ER-, PR- y HER2-.

Comprobadas en noviembre de 2017 utilizando el Sistema GenePrint® 10 System.

Las células MCF7 y las MDA-MB-231 se mantuvieron en cultivos monocapa en frascos
de 75 cm? con medio completo DMEM:Ham’s F12 (Biowest SAS, Francia) en proporcién 1:0.8
suplementado con 10% de suero de ternera fetal, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina, en un incubador a 37°C en ambiente
saturado de humedad y con 5% CO,/95% O..

Las células MDA-MB-468 se mantuvieron en cultivos monocapa en frascos de 75 cm?
con medio RPMI (Lonza, Suiza) suplementado con 10% de suero de ternera fetal, 1% de
piruvato, 1% de glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 25 pg/mL
de anfotericina, en un incubador a 37°C con ambiente saturado de humedad y con 5%
CO2/95% Os,.

Las células se sembraron a distintas densidades en funcion del ensayo a realizar y de
la placa. Asi, se sembraron 1x10* células/pocillo o 6x10° células/pocillo para placas de 96
pocillos (p96), 3x10* células/pocillo para placas de 24 pocillos (p24), 5x10° células/pocillo o
2.5x10° células/pocillo para placas de 6 pocillos (p6) y 1.5x10° células/pocillo para placas
pl100. Para los experimentos de invasion y migracién, en los que se emplearon transwell, la

densidad fue de 4x10* células/transwell. En los ensayos de formacién de colonias, la densidad

47



Materiales y métodos

fue de 1x102 células/pocillo para MDA-MB-231 y MCF 7 y de 5x10° células/pocillo para MDA-
MB-468 en una placa de 6 pocillos.

Las células se levantaron quimicamente utilizando tripsina 1x (Gibco, Reino Unido)
previo lavado con PBS (tampon fosfato salino: fosfato sédico 10 mM pH 7.4, cloruro sodico
137 mM vy cloruro potasico 2.7 mM) (BioMerieux, Francia) para eliminar los restos de suero
del medio que interfieren con la actividad de la tripsina. Las células se recogieron de los
frascos o de las placas de cultivo resuspendidas en su medio correspondiente, y se mezclo
una alicuota de 90 pL de las células junto con 10 pL de azul tripan (Sigma-Aldrich, EEUU).
Las células se contaron utilizando el contador TC20 (BioRad, EEUU), y se consideraron vivas
aguellas que excluyeron el colorante. Los resultados se expresaron como numero de células

vivas/mL.

Para la conservacién de las células, se almacenaron a -196°C en nitrdgeno liquido en
suero bovino fetal con un 10% (v/v) de dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EEUU) a
densidad entre 3-5x10° células/mL. Los viales se descongelaron a 37°C y se centrifugaron a
400 g durante 5 min. Las células se resuspendieron en 8 mL del medio de cultivo que

correspondiera segun la linea celular y se sembraron en frascos de 25 cm?.

2. TRANSFECCION Y PROCESAMIENTO CELULAR

2.1. TRANSFECCION

Para tratar a las células con los distintos aptameros analizados en este trabajo, asi
como para el tratamiento de los ratones en ensayos in vivo, se han utilizado distintos sistemas
de transfeccion. Para la transfeccién de los aptameros se utilizé el sistema de Lipofectamine™
2000 (Invitrogen, EEUU). La transfeccion de las células se llevo a cabo 16-24 horas después
de haber sido sembradas y habiendo alcanzado el 70-80% de confluencia. Para la
transfeccion en el modelo in vivo se utilizé el sistema de transfeccion in vivo- jetPEI® (Polyplus,
Francia).

Antes de ser utilizados los aptameros tienen que ser estructurados. Para ello, se
disuelven en tampon de aptdmeros (Tris-HCI 20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM y KCI
5 mM), se desnaturalizan a 90°C durante 10 min y posteriormente se renaturalizan en hielo

durante 10 minutos.
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2.1.1 Transfeccién con lipofectamina

Se utilizé Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, EEUU) segun las indicaciones del
fabricante, ajustando los reactivos a cada densidad celular, el tipo de placa y el ensayo
realizado. Para preparar el complejo DNA-lipofectamina, primero se diluy6é por un lado la
lipofectamina y por otro el DNA en opti-MEM (Gibco, EEUU), y se dejaron incubando a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después se mezclaron para forman los complejos
lipofectamina-DNA y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se afiadié
la mezcla sobre las células que habian sido lavadas dos veces con medio sin antibiético para
evitar la interferencia de éste con la lipofectamina. Las células se incubaron a 37°C durante 5

horas, tras las cuales se retir6 el reactivo y se afiadié medio completo.

2.1.2 Transfeccidén con in vivo-jetPEI®

Los complejos aptamero-jetPEI® se realizaron utilizando el sistema de transfeccién in
vivo-jetPEI® (Polyplus, Francia). Se utilizé en cultivos de los distintos tipos celulares a las 16-
24 horas después de haber sido sembrados, y también se inyect6 a los ratones en los ensayos
in vivo segun se detalla en el apartado 8.1. Los complejos se prepararon segun indicaciones
del fabricante. Tanto el aptdmero como el jetPEI® se prepararon en glucosa por separado,
para luego anadir el complejo jetPEI® sobre el del aptamero de forma que la concentracion
final de la glucosa sea del 5%. Los complejos jetPEI®-aptamero se afiadieron a los cultivos o

se inyectaron a los animales, segun el ensayo.

2.2 PROCESAMIENTO CELULAR

2.2.1 Obtencioén de lisados celulares

Las células se recogieron quimicamente como se ha descrito en el apartado 1 y se
lavaron una vez con tampoén A en frio (Tris-HCI 20 mM pH 7.6, ditiotreitol (DTT) 1 mM, acido
etilendiaminotetracético (EDTA) 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM,
benzamidina 1 mM, molibdato sédico 10 mM, B-glicerofosfato sédico 10 mM, ortovanadato
sédico 1 mM, cloruro potasico 120 mM, 10 pg/mL de antipaina y 1 ug/mL de pepstatina A 'y
leupeptina) centrifugandolas a 400 g durante 5 min, con la finalidad de retirar las células
muertas. A continuacion, las células se lisaron con el mismo tampon A en presencia de 1%
tritdbn X-100 (Sigma-Aldrich, EEUU) en proporcién 1:2 en volumen (el volumen de las células
es el que ocupa el sedimento tras la centrifugaciéon) y se centrifugaron a 12000 g durante 10

min. Después se recogi6 el sobrenadante (lisado celular), se determiné la concentracion de
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proteinas de la muestra mediante el kit BCA (Pierce™ ThermoFisher Scientific, EEUU), se

hicieron alicuotas y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

2.2.2 Obtencion de RNA

Para la extraccion de RNA total, se prepararon 5x10° células MCF7, MDA-MB-231 y
MDA-MB-468 en medio, y se centrifugaron 5 minutos a 400 g. El sedimento de células se
resuspendié en 1 mL de reactivo NucleoZOL (MACHEREY-NAGEL, Alemania) y se continué
el protocolo segun las instrucciones del fabricante.

La pureza y la integridad de los RNAs obtenidos se analizaron utilizando el chip
Experion™ RNA HighSens Analysis Kit (BioRad, EEUU).

3. METODOS DE SEPARACION Y ANALISIS DE PROTEINAS

3.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Se empled el sistema de electroforesis analitica vertical de proteinas Miniprotean Il y IlI
Cell (BioRad, EEUU) y geles de poliacrilamida del porcentaje adecuado para cada
experimento en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE). Como agentes
polimerizantes se utilizaron N-N-N"-N"-tetrametilen-diamina (TEMED) al 0.86% y persulfato
amonico a una concentracion final de 0.45 mg/mL. La electroforesis se realizé en presencia
de dodecil-sulfato-sédico (SDS) al 0.1%, y con tampon de electroforesis (Tris-HCI 250 mM pH
8.3, Glicina 192 mM y SDS al 0.1%). Las muestras se prepararon en tampoén de carga de
electroforesis (Tris-HCI 180 mM pH 6.8, 9% de SDS, 6% de 3-mercaptoetanol, 15% de glicerol,
0.025% de azul de bromofenol) y se resolvieron a 200 V durante 1 h, junto con el marcador
de peso molecular (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, ThermoFisher Scientific,
EEUU). A continuacion, el gel fue transferido a una membrana donde se detectaron las

proteinas por inmunodeteccion (western blot).

3.2. ISOELECTROENFOQUE HORIZONTAL (IEF)

Esta técnica se realiz6 mediante el equipo Multiphor Il (GE Healthcare, EEUU). Se
polimerizaron geles de 0.75 mm de espesor con la siguiente composicion: acrilamida-

bisacrilamida premezclada al 5% (30%T, 2.6%C), urea 8.6 M y anfolitos 2% con un rango de
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pH 4-6. Se utilizaron TEMED 0.86% y persulfato aménico a concentracion final de 2.14 mg/mL,
como agentes polimerizantes. También se utilizaron una solucién catodica (NaOH 20 mM) y
una solucion anddica (HsPO. 10 mM). Los electrodos se colocaron en el gel a una distancia
de 10 cm. El gel se pre-enfocé durante 30 minutos a 500 V y a 12°C. Las muestras (35-50
MQ), que se aplicaron a 2 cm del &nodo mediante un aplicador, se enfocaron en las mismas
condiciones durante 30 minutos y, posteriormente, a 2000 V durante 2 horas (alcanzando

dicho voltaje de manera progresiva).

3.3. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS E INMUNODETECCION

Las proteinas resueltas mediante electroforesis fueron transferidas a membranas de

difluoruro de polivinilideno (PVDF) o a membranas de nitrocelulosa (segun anticuerpo).

Para la electroforesis SDS-PAGE, el sistema de transferencia utilizado fue un sistema
continuo y hiumedo en Tris-Glicina/Metanol (Tris-HCI 25 mM pH 8.3, Glicina 192 mM y Metanol
20%). Antes de utilizarlas, las membranas de PVDF fueron activadas durante 1 minuto en
metanol seguido de 1 lavado de 3 minutos en agua y se equilibraron 5 minutos en la solucion
de transferencia. Las membranas de nitrocelulosa se activaron 1 minuto en agua y se
equilibraron 5 minutos en la solucion de transferencia. Asimismo, los papeles de transferencia
y las esponjas también se mojaron en la solucién de transferencia. Sobre el soporte del catodo
se coloco una esponja, 4 papeles humedecidos, el gel, la membrana previamente activada, 4
papeles, otra esponja y el soporte del anodo hacia donde se desplazaran las proteinas. La

transferencia de proteinas se realiz6 a 100 V durante 1 hora.

En el caso del IEF se utilizé un sistema de transferencia discontinuo con distintos tipos
de tampones: una solucion anddica 1 (Tris 0.3 M pH 10.4), una solucién andédica 2 (Tris 0.1 M
pH 10.4) y una solucion catéddica (arginina 0.1 M, SDS 0.01%). La membrana de PVDF se
equilibr6 20 minutos en solucién anddica 2. Sobre la placa del catodo de transferencia se
colocaron 8 papeles de transferencia mojados previamente en la solucion catddica, el gel, la
membrana de PVDF y 3 papeles de transferencia humedecidos en la soluciéon anddica 2.
Finalmente se pusieron encima 6 papeles mojados en la soluciéon anddica 1. Se realizé la
transferencia del sistema durante 2 horas a 0.8 mA/cm?. Los marcadores de punto isoeléctrico
de referencia se tifieron con el colorante Fast-Green (fast-green 0.1%, metanol 25%, acido

acético 10%) como control positivo de referencia.

El revelado de las membranas se realiz6 de dos maneras diferentes en funcion del

anticuerpo a utilizar:
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- Con fosfatasa alcalina: se afiade azul de nitrotetrazolio/x-fosfato (NBT) 30 mg/mL y
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 15 mg/mL, diluidos 1/100 en tampo6n AP (Tris-
HCI 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM).

- Quimioluminiscencia: con este sistema se utilizan anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa de rdbano, de forma que al afiadir el sustrato de la enzima
la emision de luz es captada en una placa de rayos-X (Clarity™ Western ECL, BioRad,
EEUU).

Las diluciones y los tipos de anticuerpos primarios y secundarios se detallan en la
Tabla V y en la Tabla VI. La cuantificacién de las bandas se realiz6 en un analizador de
imagenes con el programa Image Quant™. Los datos fueron obtenidos en unidades de

densidad 6ptica/mm?,

La membrana fue reutilizada cuando se necesitdé detectar la misma proteina con dos
anticuerpos diferentes y también cuando se valoraron los niveles fosforilados y totales de una
proteina. Para su reutilizacién se eliminaron el anticuerpo primario y secundario antes de
proceder a la segunda inmunodeteccién. Esta eliminacién se llevé a cabo incubando la
membrana 30 minutos a temperatura ambiente en solucién Re-Blot Plus Strong Solution

(Millipore, EEUU) segun las indicaciones del fabricante.

4. ENSAYOS

4.1 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS APTAMEROS

Para analizar la estabilidad de los aptameros frente a la actividad de nucleasas se

llevaron a cabo dos tipos de experimentos.

4.1.1 Ensayos de DNAsa |

Estos ensayos se llevaron a cabo en un volumen de reaccion de 10 pL. Para ello, 300
ng del aptdmero apMNK2FT o 1 pg del aptdmero apMNKQ2 (previamente estructurados)
fueron incubados en presencia de 0.25, 0.5 6 1 unidad del enzima DNasa | (ThermoFisher
Scientific, EEUU) durante 5 minutos a 37°C y, posteriormente, la reacciéon se detuvo
afiadiendo 1 pL de EDTA 50 mM (ThermoFisher Scientific, EEUU) y calentando a 65°C

durante 10 minutos.
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En el caso de apMNK2FT, se afiadio solucion de carga 6x a las muestras y se cargaron
en un gel de agarosa para su resolucion mediante electroforesis. Para apMNKQ?2, las
muestras se analizaron utilizando un chip Experion™ DNA 1K Analysis Kit (BioRad, EEUU).

4.1.2 Ensayos de estabilidad en plasma

La realizacién de estos ensayos permitir4 saber si el aptdmero va a resistir la accion
de los enzimas presentes en el plasma y, por tanto, si necesitara posteriores modificaciones
para mejorar su resistencia, teniendo en cuenta su posible futuro terapéutico. El experimento
consistié en incubar 2.4 ug de aptamero apMNKQ2 junto con 16 pL de plasma humano a
37°C. Se sacaron alicuotas de 5 L de la solucion de aptamero-plasma, a tiempos 0, 6, 24,
48 y 72 horas. Las alicuotas se calentaron a 65°C durante 10 minutos para inhibir la actividad
de las nucleasas presentes en el plasma, y después se dejaron en hielo 10 minutos. Se
conservaron a -20°C hasta obtener todas las alicuotas y por Gltimo se cargaron en un chip
Experion™ DNA 1K Analysis Kit (BioRad, EEUU).

4.2 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD POR EXCLUSION DE AZUL TRIPAN

Las células (viables y no viables) se recogieron de los frascos o las placas de cultivo
resuspendidas en su medio correspondiente. Una alicuota de 40 uL de las células se mezcld
con 10 pL de azul tripan (Sigma-Aldrich, EEUU). Las células se contaron utilizando el contador
TC20 (BioRad, EEUU) y se consideraron vivas aquellas que excluyeron el colorante. Los

resultados se expresaron como nimero de células vivas/mL.

4.3 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR. DETERMINACION DE LA REDUCCION
DE LAS SALES DE TETRAZOLIO (MTT)

Como medida de la viabilidad celular se determiné la actividad de enzimas
oxidoreductasas mitocondriales dependientes de NAD(P)H en las células, analizando su
capacidad para reducir las sales de metiltiazol tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, EEUU) a un
producto de azul formazan (Denizot et al. 1986) bajo distintas condiciones experimentales.
Las células fueron sembradas en placas p96 y 48 horas después de haber sido transfectadas,
se retir6 el medio de cultivo y se afiadieron 100 pL/pocillo de MTT a 1 mg/mL en medio de
cultivo. Las placas se incubaron durante 3 horas en incubador con ambiente saturado de
humedad a 37°C y 5% C0O2/95% 02 y se adicionaron 100 pL/pocillo de una solucion de lisis
(10% SDS y 10 mM HCI) para la disolucién de los cristales. Tras 16-24 horas, la reduccion de
MTT fue determinada por espectrofotometria en un equipo Infinite F200 (TECAN, Suiza) a 540
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nm. Los resultados fueron expresados como porcentaje de viabilidad con respecto al control

0 en unidades de absorbancia.

4.4 DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD CELULAR POR LDH

Con la finalidad de medir la muerte celular por necrosis de las células, se llevaron a
cabo ensayos de citotoxicidad midiendo la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa
(LDH). Esta enzima, presente en el citoplasma de las células, cataliza la reaccion de NAD* a
NADH en presencia de L-lactato y se libera en el medio de cultivo celular al permeabilizarse
la membrana de las células muertas que se han visto afectadas por un agente téxico. Asi, el
aumento de la actividad de la enzima en el sobrenadante es proporcional al nUmero de células

lisadas. En este ensayo se produce la reduccién de la sal de tetrazolio hasta formar formazan.

Las células fueron sembradas en p96 y transfectadas a las 16-24 horas tras la siembra.
Transcurridas 48 horas tras la transfeccién, se recogieron los sobrenadantes celulares y se
afiadié el reactivo LDH del kit Citotoxicity Detection kit (LDH) (Roche, EEUU) segun las
especificaciones del fabricante. Después de incubar 30 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad, la reacciéon se detuvo con HCI 1M. Por Gltimo, el formazan solubilizado se midi6é en
el espectrofotbmetro Infinite F200 (TECAN, Suiza) a 490 nm. Ademas de medir la actividad
de la LDH liberada al medio (LDHm) después del tratamiento, se calcula la actividad LDH
maxima que se podia liberar (LDHhigh) mediante la lisis de las células con 0,2% de Triton X-
100 y la LDH liberada al medio por la actividad celular (LDHlow). Finalmente, los resultados
fueron expresados como el % Citotoxicidad = (LDHm — LDHIow)/ (LDHhigh— LDHIow) x 100)),

de cada punto experimental con respecto al del control.

4.5 ENSAYOS DE ANEXINA

La apoptosis es un proceso de muerte celular controlado bioguimicamente que ocurre
de forma fisiologica en las células y que se puede ver desregulado en distintos procesos como
en el cancer. En células normales, la fosfatidil serina esta localizada en la cara interna de la
membrana celular en contacto con el citoplasma. Sin embargo, en células apoptéticas, se
pierde la integridad de la membrana, provocando que la fosfatidil serina se trasloque hacia el
exterior celular. La Anexina V, el anticoagulante vascular humano, es una proteina de unién
a fosfolipidos que presenta una gran afinidad por la fosfatidil serina. La Anexina V marcada
con un fluoréforo se une a la fosfatidil serina expuesta en la membrana de la célula apoptoética

y permite identificar las células apoptoéticas. Sin embargo, la Anexina V también puede
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atravesar las membranas comprometidas de células muertas y unirse a la fosfatidil serina de
la cara interna de la membrana celular, por lo que es necesario utilizar a la vez ioduro de
propidio, un marcaje que se introduce en las células muertas y que ayudara a discriminar entre

células apoptéticas y células necroticas.

Los ensayos se realizaron utilizando el kit Annexin V/FITC (AbCys, Francia). Se
sembraron 5 x 10° células/pocillo en placas p6 transfectando las células 24 horas después.
Transcurridas 24 horas de la transfecccion, las células se recogieron y se lavaron dos veces
con PBS. Después se resuspendieron en Buffer de binding y se dejaron a una concentracion
de 1 x 108 células/mL. De la solucién anterior, se separaron alicuotas de 10° células, tantas
como tratamientos hubiera, y se afiadieron los colorantes Anexina V y ioduro de propidio para
tener: un control doble negativo (sin marcaje, células vivas), uno doble positivo para ambos
marcajes (marcara células apoptoticas tardias y células necréticas) y células marcadas por
separado con Anexina V y con ioduro de propidio. Se incubaron en oscuridad durante 15
minutos a temperatura ambiente, y se llevaron a un volumen final de 500 uL con Buffer de
binding. Por dltimo, se pasaron las células por el citémetro de flujo (BD FACSCalibur™,
BDBiosciences, EEUU) en un tiempo no superior a 1 hora tras el marcaje. Los datos obtenidos

se analizaron mediante el programa Flowing software 2.5.1.

4.6 ENSAYOS DE FORMACION DE COLONIAS

Los ensayos de formacién de colonias se basan en la capacidad de una sola célula
para formar una colonia, que ha de constar como minimo de 50 células (Franken et al. 2006).
Esta técnica se utiliza para determinar los efectos de agentes citotdxicos y de terapias
antitumorales (Rafehi et al. 2011) permitiendo estudiar su efecto sobre la capacidad

tumorogénica de las células, las cuales han perdido la inhibicién por contacto.

Para la realizacion de estos ensayos se sembraron 3x10* células/pocillo en placas p24
considerandose cada 2 pocillos un punto experimental. A las 16-24 horas, las células se
transfectaron con los aptameros y 16-24 horas post-transfeccion las células de cada dos
pocillos se recogieron juntas, se contaron y tras realizar las diluciones adecuadas, se
resembraron 1x10° o 5x10° células/pocillo por duplicado en placas p6. Estas placas se dejaron
en el incubador con ambiente saturado de humedad a 37°C y 5% C0O2/95% O durante 8-9
dias. Transcurrido este tiempo, las colonias se fijaron con metanol (Merck, Alemania) durante
10 minutos, se tifieron con giemsa al 0.02% (Sigma-Aldrich, EEUU) durante 30 minutos, se

lavaron con agua para eliminar restos del colorante y se dejaron secar a temperatura
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ambiente. Para contar las colonias se utilizé un boligrafo contador de colonias (Heathrow
Scientific® LLC, Reino Unido) y una lupa (1.75X) (Bel-Art Scienceware, EEUU). Los
resultados se expresaron en nimero de colonias y se normalizaron en porcentaje respecto al

control.

4.7 ENSAYOS DE MIGRACION E INVASION

Los ensayos de migracion e invasion celular se realizaron utilizando transwells
(Corning, USA), unos dispositivos de soporte permeables disefiados para producir un entorno
para el cultivo celular que se parezca lo mas posible al estado in vivo y que se usan para el
estudio de lineas celulares tanto dependientes como independientes de la adhesién. Para los
ensayos de migracién, las células previamente transfectadas e incubadas durante 16 horas
se privaron de suero durante 18 horas. Transcurrido ese tiempo, las células se recogieron y
se contaron. Posteriormente se resembraron 4x10* células en 300 pL de medio completo sin
suero en el interior del transwell. Los transwell se introdujeron en pocillos de una placa p24
con un volumen final de 500 pL de medio completo con 10% SBF como quimio-atrayente en
la parte inferior. Tras 24 horas de ensayo, se elimind el medio tanto del interior del transwell
como de la parte inferior del pocillo de la placa. La membrana del transwell, que contendra las
células que hayan migrado, se fij6 sumergiendo éste en paraformaldehido al 4% durante 2
minutos seguido de 20 minutos en metanol al 100%. Después las células se tifieron
sumergiendo el transwell en una solucion de Hoechst 30 uM durante 15 minutos y protegido
de la luz. Por dltimo, se hicieron dos lavados en PBS y se tomaron 5 fotografias de cada
membrana del transwell utilizando un microscopio de fluorescencia (Olympus 1X70). El

namero de células se analizé utilizando el programa ImageJ.

Para los ensayos de invasion las células se dejaron 18 horas en medio sin suero tras
la transfeccion. Después, tras recogerlas y contarlas, se resembraron 4x10* células en medio
sin suero en el transwell en el que previamente se habia polimerizado una capa de 100 uL de
matrigel (Corning, USA) y se incubaron durante 48 horas a 37°C. Las células que no habian
invadido junto con el matrigel se eliminaron pasando un hisopo estéril humedecido en agua.
Las células que si lo hicieron se fijaron, tifieron y analizaron como se ha descrito en el parrafo

anterior para la migracion.
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4.8 ENSAYOS DE MIGRACION CELULAR POR HENDIDURA O HERIDA (Wound
healing assay)

Estos experimentos se llevaron a cabo sembrando 5x10° células por pocillo en p6. A
las 24 horas de la transfeccion, con una confluencia entre 90-100%, las células se trataron
con mitomicina 1 uM durante 2 horas para detener su replicacion. Tras el tratamiento, se retiro
el medio de los pocillos y se practicdé una hendidura o herida en cruz en el centro del pocillo
con una punta de pipeta estéril. Se realizaron dos lavados con PBS para asegurar la completa
eliminacion de todas las células levantadas y/o muertas. Antes de reemplazar el PBS por
medio de cultivo y dejarlo a 37°C, se capturé la imagen a tiempo 0 en el microscopio (Olympus
IX70). Este proceso se repitié a 24 y a 48 horas. El andlisis de las imagenes permitié medir la

distancia entre los bordes de la herida y, por tanto, el cierre hasta completarse.

4.9 ENSAYOS DE CICLO CELULAR

Para la realizacién de estos ensayos, se sembraron 2.5 x 10° células por pocillo en P6
gue se recogieron a las 24 horas de haber sido transfectadas con los aptameros. Se realizaron
dos lavados con PBS centrifugando a 400 g durante 5 minutos a 4°C entre ellos. Después del
segundo lavado, 1x10° células se fijaron y permeabilizaron con 1mL de etanol frio al 70%
durante 30 minutos a -20°C. Tras el etanol se realizaron dos lavados con PBS a 4°C y tras el
altimo las células se resuspendieron en 1 mL de una solucién con loduro de propidio 50 pg/mL
y RNAsa 100 pg/mL. Las células se incubaron durante 1 hora a 37°C en oscuridad y se
pasaron por el citometro de flujo (BD FACSCaliburTM, BDBiosciences, EEUU). Por dltimo, los

datos fueron analizados mediante el programa Flowing software 2.5.1.

4.10 ZIMOGRAMA

El zimograma es una técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
no reductoras como la descrita en el apartado 3.1. En este caso, el gel separador co-
polimeriza en presencia de gelatina al 10%. Esta técnica permite poner de manifiesto la
actividad de proteinasas presentes en la muestra, puesto que seran capaces de degradar la

gelatina del gel.

En este caso, para detectar la actividad de las metaloproteinasas, se utilizaron los
sobrenadantes de células transfectadas con apMNKQ2 o con el aptamero control durante 24
horas. Las muestras se prepararon en tampoén de carga de electroforesis sin 3-mercaptoetanol
(Tris-HCI 180 mM pH 6.8, 9% de SDS, 15% de glicerol, 0.025% de azul de bromofenol) y se
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resolvieron a 200 V durante 1 hora. A continuacion, el gel se incub6 con Triton X-100 al 2.5%
en agua durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion. Posteriormente se retird
el Triton X-100 y se incubd con tampdn de revelado (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 200 mM,
CaCl, 5 mM, Tween 0.02%). Transcurridos 30 minutos, se retir6 el tampdn y se volvié a afiadir
tampon de revelado 16 horas a 37°C. Por ultimo, el gel se tifié con Coomassie y se capturé
una imagen para cuantificar las bandas mediante el programa ImageQuant TL. La ausencia

de tincién con azul de coomassie indica la degradacion de la gelatina por la proteinasa.

4.11 ANALISIS DE LOS NIVELES DE mRNAs

El analisis cuantitativo de los niveles de los mMRNAs se realizo utilizando los RNAs
obtenidos como se describe en el apartado 2.2.2. En primer lugar, se obtuvieron los cDNA
con el kit SensiFAST™ cDNA synthesis kit (Bioline, Reino Unido) y se llevé a cabo una PCR
a tiempo real en un termociclador 1Q5 (BioRad, USA) con el kit FastGene IC Green 2x gPCR
Universal Mix (NIPPON Genetics, Alemania). Los oligonucle6tidos utilizados se muestran en
la Tabla IV. La reaccion se realizd6 en un volumen final de 15 pL que contiene: Mix 1x
FastGene® IC Green, la pareja de oligonucledtidos a una concentracion final de 0.3 uMy 0.75
uL de cDNA.

El protocolo de PCR utilizado fue el siguiente:

Ciclo Repeticiones Paso Tiempo (min) T (°C) T final (°C)
1 1 1 2.00 95
2 45 1 0.05 95
2 0.30 60
3 71 1 0.30 60 95

Para cuantificar los niveles de los mensajeros implicados en la transicion Epitelio-
Mesénquima (TEM), se calculd el valor de 2"22¢t siguiendo la siguiente formula, utilizando

como gen de referencia B-actina:

AACt = ACt en células transfectadas con apMNKQ2 ~ ACt en células transfectadas con aptamero control (AT)

ACt = Ct gen TEM — Ct gen referencia

Para cuantificar los niveles de MNK1a, se calculé el valor de 222¢ sijguiendo la

siguiente férmula:

AACt = ACt eniinea celular - ACt en mcr?
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ACt = Ct mnkia — Ct gen referencia

Para cuantificar los niveles de MNK1b, se calculé el valor de 2% siguiendo la
siguiente férmula:

AACt = (CtMNKlab - CtMNKla) linea celular - (CtMNKlab - CtMNKla) MCF7

5. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS APTAMEROS

5.1 Determinacién de la estructura por RMN

Para realizar los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), los
aptameros se disolvieron en un tampén 10 mM fosfato potasico (pH 7.0) a una concentracion
de 10 pM. Los espectros de RMN se adquirieron en los espectrémetros Bruker Avance
(Bruker, EEUU) de 600 MHz u 800 MHz y se procesaron con el software Topspin. El
experimento NOESY se adquirié en agua a 35°C a un tiempo de mezcla de 150 ms y la
supresion del agua se llevé a cabo con el moédulo WATERGATE.

5.2 Dicroismo circular

Los espectros de Dicroismo Circular (DC) se realizaron en un espectrémetro Jasco J-
720 (Jasco, EEUU) provisto de un accesorio de cubetas termoestable conectado a un bafio
refrigerante Neslab RP-100. Se utilizaron cubetas de 0.1 cm de paso 6ptico y 200 pL de

capacidad. Para obtener los espectros de DC se realizd un barrido entre 220 y 320 nm.

6. ELONA

La técnica ELONA (Enzyme-Linked OligoNucleotide Assay) es un ensayo cuantitativo
basado en la interaccion entre la molécula diana y el aptdmero conjugado a una enzima, cuya
actividad es capaz de generar productos detectables por colorimetria o fluorescencia. Para
llevarla a cabo, se afadieron 200 ng de proteina/pocillo diluida en solucién coating (KPL,
EEUU) en un volumen final de 100 pL/pocillo a una placa de ELISA de 96 pocillos Maxisorp
Nunc (ThermoFisher Scientific, EEUU). La placa se incubé toda la noche a 4°C y en agitacion.
Al dia siguiente se retir6 el contenido de los pocillos para eliminar el exceso de proteina no
unida a la placa, se hicieron 3 lavados con 200 pL/pocillo de tampdn de aptameros con BSA

al 0.2% y tras el dltimo lavado se afiadieron 200 pL/pocillo de PBS-BSA 5% para bloquear
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sitios de union inespecifica. La placa se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora y con
agitacion. A continuacion, se volvieron a hacer 3 lavados con tampon de aptameros con BSA
al 0.2%. Después se afiadieron los aptdmeros a la concentracion que correspondiera segun
el ensayo, en un volumen final de 100 pL/pocillo de tampo6n de aptameros sin BSA durante 1
hora a 37°C con agitacion. Todos los aptdmeros utilizados estaban marcados con biotina y
habian sido previamente estructurados como se indica en el apartado 2.1. Transcurrido el
periodo de incubacion, el exceso de DNA no unido se eliminé con 3 lavados con el tampon de
aptameros de nuevo. Para la deteccion de la union del aptdmero a la proteina, se afiadieron
100 uL/pocillo de estreptavidina-peroxidasa (GE Healthcare, Reino Unido) diluida 1/1000 en
tampdn de aptdmeros a 37°C durante 1 hora en agitacion. Para la eliminacién del exceso de
estreptavidina peroxidasa se realizaron otros 3 lavados. Para el revelado de la placa se
afiadieron 100 pL/pocillo de la solucién ABTS (Roche, Suiza) y se incub6 en oscuridad a
temperatura ambiente, adquiriendo medidas cada 10 minutos a una longitud de onda de 405

nm en un espectrofotometro Infinite F200 (TECAN, Suiza).

7. MODELOS ANIMALES
7.1. Ensayos en ratones con tumores de mama ortotopicos.

Los ensayos in vivo se realizaron con ratones atimicos a los que se inocularon las
células MDA-MB-231 y se generaron tumores ortotépicos. Cuando estos tumores alcanzaron
un volumen de 100 mm3, los ratones se repartieron aleatoriamente en dos grupos de 9
animales. Al grupo tratado (1 mg/Kg) se le inyectd via intravenosa 100 pl de glucosa al 5%
gue contenia 46 ug de apMNKQ?2 y 5.6 pl de transfectante jetPEI (ratio N/P 6) tres veces por
semana. Al grupo control se le inyecté la solucién de glucosa al 5% que contenia el mismo
volumen de reactivo in vivo-jetPEl y de buffer de aptameros. Como parametros de seguimiento

se midieron el volumen tumoral, asumiendo que son elipsoides, y el peso de los animales.
7.2. Inmunohistoquimica en tumores de mama ortotépicos

La determinacion inmunohistoquimica del antigeno nuclear de células en proliferacion
(PCNA) en los tumores de mama de raton se realiz6 mediante el desparafinado y la
rehidratacion de las secciones, que posteriormente se sometieron a altas temperaturas y a
presibn para conseguir el desenmascaramiento de los antigenos de interés. Este
desenmascaramiento se realizé con la incubacién de las secciones en tampon citrato 10 mM
en olla exprés a presion maxima durante 2 minutos. Después de realizar dos lavados rapidos
con agua destilada y dos lavados de 5 minutos cada uno con TBS, se incubaron las secciones

en solucién de blogueo (suero de ternera fetal 3% en TBS con 0.05% de triton X-100) durante
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30 minutos a temperatura ambiente. Después las muestras se incubaron con el anticuerpo
primario PCNA (Santa Cruz Biotechnology, EEUU) a una dilucion 1:100 a temperatura
ambiente durante toda la noche. Al finalizar la incubacién se realizaron dos lavados de 5
minutos con TBS, y se amplific y detecto la sefial del anticuerpo primario mediante el kit
Master Polymer Plus Detection System Peroxidase (Master Diagnéstica, Espafia) segun las
especificaciones del fabricante. Por dltimo, las muestras se tifileron con hematoxilina y se
montaron en portas con medio de montaje DEPEX. La cuantificacion de los nucleos positivos

se realiz6 con el médulo IHC del programa informatico ImageJ.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se expresaron como la media + error estdndar de la media (SEM). Para
determinar si las diferencias entre la media de los distintos grupos experimentales fueron o no
significativas con respecto a las muestras control, se utilizé el analisis estadistico de la “t” de
Student para datos emparejados, y el analisis de la varianza (ANOVA) para grupos no
emparejados. Cuando este analisis result6 significativo, se realizd a continuacién el Test de
Tukey’'s. La significacion estadistica se expresé como: * o ¢, p<0.05 (significativo); ** o b,
p<0.01 (muy significativo); *** o0 a, p<0.001 (altamente significativo). El analisis estadistico se

realiz6 mediante el programa informatico GraphPad Prism® versién 6.0.
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1. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE apMNK2FT
1.1 Caracterizacion estructural de apMNK2FT

La estructura del aptamero apMNK2F, descrito previamente en nuestro laboratorio
(Garcia-Recio et al. 2016), fue analizada in silico mediante los programas informéticos mFold
y QGRS Mapper. De este analisis surgio la posibilidad de truncar este aptdmero para eliminar
regiones que, a priori, no supondrian un impedimento para su union a la diana y que a su vez
harian de él un aptamero mas pequefo, mas barato de sintetizar, mas facil de administrar,
etc. Como se muestra en la Figura 4, se eliminaron los primeros 19 nucle6tidos del extremo
5" que se sustituyeron por 5 timinas para afadir un extensor y los ultimos 14 nucleétidos del
extremo 3". En total se eliminaron 33 nuclettidos del aptdmero precursor apMNK2F de 75

nucleétidos para sintetizar el aptdmero truncado apMNK2FT de 48 nucledtidos.

A B
apMNK2F apMNK2FT

AG=-3.08 AG=-2.64

Figura 4. Estructuras secundarias y G-quadruplex. Representacion grafica de la prediccién de
estructuras secundarias y G-quadruplex del aptamero precursor apMNK2F y del aptamero truncado
apMNK2FT mediante el andlisis bioinformatico de las secuencias con los programas mFold y QGRS
Mapper. (A) apMNK2F y (B) apMNK2FT.

Tras el andlisis de la secuencia mediante el programa mFold, se observd que el
aptamero truncado apMNK2FT mantenia la estructura y un valor de energia libre de Gibbs

muy similar al del aptamero parental apMNK2F (AG -2.64 y AG -3.08, respectivamente). Por
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otra parte, la composicidn nucleotidica de los aptdmeros es relevante para su estabilidad. Asi,
la mayoria de los aptdmeros identificados hasta el momento suelen tener una elevada
cantidad de guanina y citosina. apMNK2F posee un porcentaje del 66.7% en GC y este
porcentaje aumenta hasta un 73% en la forma truncada apMNK2FT, lo que le conferiria una
mayor estabilidad. Por ultimo, el andlisis con el programa QGRS Mapper indica que la
estructura G-quadruplex presente en apMNK2F se conserva en apMNK2FT. Todos estos

resultados indicarian que la nueva molécula podria mantener su actividad.

Puesto que el andlisis in silico indicaba que apMNK2FT presenta estructuras G-
quadruplex, se realizaron estudios estructurales mediante Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) y Dicroismo circular (DC). En la Figura 5A se representa la region imino del espectro
monodimensional (1D) de proton de apMNK2FT en 10 mM fosfato potésico (pH 7) a diferentes
temperaturas. A baja temperatura se observan sefiales anchas que indican la formacién de
agregados y también aparece una sefial muy ancha en una posicion tipica de pares de bases
tipo Watson-Crick GC (13 ppm). A medida que aumenta la temperatura, estas sefiales imino
se van estrechando y a 45°C aparecen sefales mas definidas que indican la presencia de una
Unica conformacion. Estas sefiales imino comprendidas entre 11y 12 ppm son indicativas de
formacion de quadruplex con tétradas de guaninas. La Figura 5B muestra las intensidades
de sefiales NOE (Nuclear Overhauser Effect) entre los protones H1’ y H8 de guaninas que no
son fuertes, lo que confirma una conformacién tipo anti para el angulo glucosidico de las

guaninas. Este dato es consistente con la formacion de un quadruplex paralelo.

6 8.4 82 8.0 7.8 1.6 7.4 7.2 1.0 6.8 6.
A B . 8.6 84 82 80 T8 TE T4 T2 10 6 .6
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Figura 5. Analisis estructural de apMNK2FT. (A) Regién imino del espectro 1D de proton de
apMNK2FT en tampon fosfato 10 mM, pH 7 a diferentes temperaturas. (B) Regién H1’- aromatico del
espectro NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) de apMNK2FT en tampdn fosfato 10 mM
a pH 7 (tm = 150ms).
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Por otro lado, en la Figura 6 se muestra el espectro de dicroismo circular de
apMNK2FT con las mismas condiciones salinas que los experimentos de RMN. El maximo a
250 nm indica que se trata de un quadruplex paralelo bastante estable porque mantiene el
mismo perfil a5y a 35°C.

—— CD5C
50 —— CD35C

40

30
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Figura 6. Estudio estructural mediante dicroismo circular. Espectro de dicroismo circular (DC) de
apMNK2FT a 5°C (negro) y 35°C (rojo), que indica G-quadruplex paralelo estable.

Todos estos resultados demuestran que apMNK2FT posee estructuras G-quadruplex

tal como predecian los estudios in silico para apMNK2FT y el aptamero original apMNK2F.

1.2 Caracterizacion de lainteraccion de apMNK2FT con MNK1

Se realizaron ensayos ELONA para analizar la afinidad del aptamero truncado
apMNK2FT por la proteina MNK1b. Para ello, se incubd la proteina GST-MNK1b con
concentraciones crecientes del aptamero marcado con biotina. Los datos obtenidos se
analizaron mediante una regresion no lineal, mostrando que responden a una curva hipérbola
cuya ecuacion es y = (x Bmax)/(x + Kp), donde Bmax es la unién méaxima y Kp (constante de
disociacion) es la concentracion de aptamero requerida para alcanzar la mitad de la unién
méxima. Asi, el aptdmero apMNK2FT es capaz de detectar la proteina MNK1b de forma

dependiente de la concentracion con una Kp de 8.47 + 1.1 nM (Figura 7A).

Por otra parte, se estudio la afinidad de apMNK2FT por las dos isoformas de MNK1,
MNKZlay MNK1b, mediante ensayos ELONA. Ademas, con idea de identificar la posible regiéon

de MNK1 reconocida por el aptamero, se utilizaron como dianas las construcciones
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MNK1aA77 que tiene la secuencia de MNK1a, pero el tamafio de MNK1b, y MNK1ACt que
tiene la secuencia de MNK1la, pero ha perdido los 89 aminoéacidos del extremo C-terminal
(Figura 7B). Los resultados indicaron que el aptamero apMNK2FT reconocia de manera
similar a ambas isoformas de MNK1, asi como la forma truncada de MNK1a (MNK1aA77),

mientras que no reconocia a MNK1ACt de forma estadisticamente significativa (Figura 7C).
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Figura 7. Caracterizacion de lainteracciéon del aptamero apMNK2FT con MNK1 mediante ELONA.
(A) ELONAs de apMNK2FT marcado con biotina (apMNK2FT-Bio) a concentraciones de 0 a 500 nM
frente a GST-MNK1b previamente adsorbida en p96 a 0.2 pg/pocillo (3 pmol/pocillo). La gréafica
representa la media + SEM de 3-6 experimentos independientes. (B) ELONAs en los que apMNK2FT-
Bio a 10 nM se incubd con las proteinas previamente adsorbidas en la placa a 0.2 pg/pocillo. Las barras
representan la media £+ SEM de, al menos, 3 experimentos independientes (**p<0.01 y ***p<0.001
respecto al blanco). (C) Representacion de las MNKs.

Estos resultados sugieren que apMNK2FT ha perdido en parte la afinidad y
especificidad por MNK1b dado que apMNK2F es capaz de detectar la proteina con una Kp
algo inferior (1.79 + 0.48 nM) y se une con mayor afinidad a MNK1b que a MNKla y
MNK1aA77 (Garcia-Recio et al. 2016). Teniendo en cuenta la secuencia inicial, los nucle6tidos
eliminados podrian estar favoreciendo la unién del aptdmero a la proteina al plegarse,

haciéndola mas estable y afin.
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1.3 Estudio de la estabilidad del aptamero apMNK2FT en presencia de DNAsa.

La resistencia del aptamero a la accidon degradativa de las endonucleasas se midié
incubando 300 ng de apMNK2FT estructurado en presencia de tres concentraciones de
DNAsa |, tal y como se describe en el apartado 4.1.1 de Materiales y métodos. En la Figura
8 se puede apreciar que la DNAsa | produce la degradacion del aptamero tras 5 minutos de
incubacién en comparacion con el control, especialmente en el punto de mayor concentracion
de enzima en la que la degradacion es casi un 90% (88% con 1 unidad, 60% con 0.5 unidades
y 35% con 0.25 unidades).
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Figura 8. Estabilidad de apMNK2FT en presencia de endonucleasa. (A) El aptdmero se incubé con
concentraciones decrecientes de enzima desde 1 unidad hasta 0.25 unidades durante 5 minutos. En C
(control) se muestra el aptamero sin incubar con DNAsa |. (B) Cuantificacion de los niveles de
apMNK2FT tras el ensayo con DNAsa |. Las barras representan la media + SEM de 4 experimentos
independientes.

1.4 Efecto de apMNK2FT sobre la proliferacion, formacion de colonias y migracion.

La capacidad del aptdmero apMNK2FT para inhibir la proliferacion celular se analizé
en la linea tumoral Triple-negativo MDA-MB-231, en la que previamente habiamos
demostrado que su precursor apMNK2F inhibia la proliferacion (Garcia-Recio et al. 2016), y
en la linea tumoral MCF7 representativa del subtipo molecular Luminal. Las células se
transfectaron con concentraciones crecientes de apMNK2FT (0, 25, 50, 250 y 500 nM) y se
midi6 la actividad MTT a las 48 horas. Como se muestra en la Figura 9, el aptamero
apMNK2FT disminuy0 la viabilidad tanto de las células MCF7 como de las MDA-MB-231 de
forma dependiente de la concentracidn, obteniéndose valores de G150 (maxima concentracion
a la que se produce el 50% de la inhibicion del crecimiento celular) de 75 y 560 nM,

respectivamente.

69



Resultados

MCF7 MDA-MB-231
120 - 120
£ 1004 2 100
c c
E 3 80 E 3 80
] z®
..E g 60 4 ..E g 60 4
= =
£ o 40 £ a 40
<3 < 3
A~ A~
s 2 s
0 T T 1 0 T T 1
0 200 400 600 0 200 400 600
apMNK2FT nM apMNK2FT nM

Figura 9. Efecto de apMNK2FT sobre la actividad MTT de las células MCF7 y MDA-MB-231. Las
células MCF7 y MDA-MB-231 se sembraron en placas p96 a una densidad de 10* células/pocillo. Tras
16-24 horas se transfectaron con apMNK2FT a 0, 25, 50, 250 y 500 nM durante 48 horas, tras las
cuales se realizaron ensayos de actividad MTT. Las gréficas representan la media + SEM de 3
experimentos independientes, y se ajustan a una curva non-fit del programa GraphPad Prism 6.0.

Para analizar el efecto de apMNK2FT sobre la capacidad clonogénica de las células
MCF7 y MDA-MB-231, se llevaron a cabo ensayos de formacién de colonias tal como se
describe en el apartado 4.6 de Materiales y métodos. Las células se transfectaron con 250 nM
de aptamero apMNK2FT y tras 16-24 h se resembraron en placas p6 a una densidad de 10°
células/pocillo. Tras 8-9 dias, las colonias se fijaron con metanol, se tifieron con Giemsa y se
contaron. A partir de la cuantificacién de las colonias se calculd el porcentaje de colonias
formadas respecto al nimero de células sembradas (PE, Plating efficiency), obteniéndose
valores similares de 26.9+ 3.5% Yy 23.4 + 4.1 % para MCF7 y MDA-MB-231, respectivamente.
Los resultados muestran que el aptamero apMNK2FT disminuye de manera significativa la

formacion de colonias en ambas lineas celulares (55 y 75%) (Figura 10A).

Para analizar la capacidad del aptdmero de inhibir la migracion de las células se utilizé
el ensayo de cierre de herida o Wound healing descrito en apartado 4.8 Materiales y métodos.
Primero se transfectaron las células con apMNK2FT a la concentracion final de 250 nM con
lipofectamina 24 horas después de la siembra. Transcurridas 16-24 horas post-transfeccion,
las células se trataron con mitomicina 1 uM y se incubaron 2 horas a 37°C tras las cuales se
retir6 el medio a los pocillos. A continuacién, se practicé una hendidura o herida con la punta
de una pipeta, se afiadi6 medio nuevo y las células se incubaron durante otras 24 horas,
registrandose la evolucién de los cultivos a 0 y 24 horas mediante micrografias. Como se
muestra en la Figura 10B, el cierre de la herida fue menor en las células MDA-MB-231

transfectadas con el aptdmero respecto al control (53% versus 60% respectivamente), aunque
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no fue significativo. Sin embargo, no se pudo observar ningun efecto del aptamero sobre la
migracién celular en las células MCF7.
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Figura 10. Estudio del efecto de apMNK2FT sobre la capacidad clonogénica y la migracion de
las células MCF7 y MDA-MB-231. (A) Las células MCF7 y MDA-M-231 se sembraron en placas p6 a
densidad de 2.5 x 10° células/pocillo y se transfectaron con el aptamero a las 16-24 horas siguientes a
la concentracidon de 250 nM. Al cabo de 24 horas, las células se recogieron y se resembraron en p6 a
una densidad de 102 células/pocillo. Tras 8-9 dias, las células se fijan y tifien para el contaje. La grafica
representa la media + SEM de 4 experimentos independientes (**p<0.01 respecto al control de células
transfectadas sélo con el vehiculo). (B) Las células MCF7 y MDA-MB-231 se sembraron a una densidad
de 5 x 10° células/pocillo. A las 24 horas se transfectaron con apMNK2FT 250 nM y transcurridas 16-
24 horas se trataron con mitomicina 1 uM. A continuacién, se practicé una "herida" en forma de cruz y
se tomaron micrografias a tiempos 0 y 24 horas para analizar y medir el cierre. Las gréaficas representan
la media £+ SEM del cierre de la herida de 4 experimentos independientes.

En resumen, aunque el aptdmero apMNK2FT conserva las caracteristicas
estructurales del aptdmero parental y mantiene la capacidad de interaccionar con MNK1 y la
actividad antitumoral en las células de mama, parece ser menos especifico (reconoce de
forma similar a MNK1ay MNK1b) y menos activo que apMNK2F (menor Kp y menor inhibicion
de la migracion). Por esta razon, nos planteamos nuevas estrategias para optimizar este
aptamero.

2. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE apMNKQ2
2.1 Obtencion del aptamero optimizado apMNKQ2

Los aptameros de menor tamafio son, por regla general, mas eficientes entrando en

las células, menos téxicos, tienen un menor coste de produccion, etc. Es por esto que se
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realizé un estudio estructural del aptdmero en colaboracion con el grupo del Dr. Carlos
Gonzalez del Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano perteneciente al CSIC, para estudiar la
posibilidad de optimizar el aptdmero eliminando parte de su secuencia sin afectar a la

estructura y, en consecuencia, a su actividad.

Un andlisis mas detallado proporcionado por el programa QGRS Mapper permitié
disefiar cuatro secuencias distintas a partir de apMNK2FT en base a la formacién de G-
guadruplex (Figura 11). Estas secuencias se denominaron apMNKQ1, apMNKQ2, apMNKQ3
y apMNKQ4 con 18, 29, 13 y 22 nucledtidos, respectivamente.

apMNK2FT:5-TTTT-TGGGGTGGGCGGGCGGEG-GCTGGCGGGTGG-TATGGCGCGTTGGCCC-3’
apMNKQ1: 5"-TGGGGTGGGCGGGCGGG-G-3°

apMNKQ2: 5-TGGGGTGGGCGGGCGGG-GCTCCCGGTGG-T-3°

apMNKQ3: 5 -G-GGTGGGGGTGG-T-3°

apMNKQ4: 5-GGGTGG-TATGGCGCGTTGGCCC-3’

Figura 11. Optimizacion del aptamero apMNK2FT. Disefo y sintesis de cuatro secuencias a partir
del aptamero apMNK2FT en funcion de las posibles estructuras G-quadruplex: los aptameros
apMNKQL1 (18 nt), apMNKQ2 (29 nt), apMNKQ3 (13 nt) y apMKQ4 (22 nt).

Se llevaron a cabo experimentos de RMN para analizar las estructuras y la estabilidad
de los aptameros resultantes. En la Figura 12 se muestran las regiones imino de los espectros
monodimensionales en 10 mM de fosfato potasico (pH 7) de apMNKQ1, apMNKQZ2,
apMNKQ3 y apMNKQ4 a diferentes temperaturas. Como se puede observar, la regién imino
de apMNKQ1 presenta una Unica conformacion tipo quadruplex que es estable hasta los 35°C
y luego desaparece. En apMNKQ2 y apMNKQ3 se ven sefiales anchas probablemente debido
a la existencia de multiples conformaciones que son muy estables en el caso de apMNKQ3,
ya que las sefiales imino se contindian viendo a 45°C. Con el aptdmero apMNKQ3 se observa
también que la proporcion entre las distintas conformaciones parece similar a 5°C y que a
medida que aumenta la temperatura una de las conformaciones se estabiliza més porque la
intensidad de las sefales entre 11.5y 12.5 ppm aumenta y las sefiales comprendidas entre
10 y 11.5 ppm préacticamente desaparecen. La region imino de apMNKQ4 varia con la
temperatura lo que indica baja estabilidad y, ademas, los espectros muestran sefiales muy

anchas indicando la existencia de varias conformaciones en disolucion.
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Figura 12. Andlisis estructural de los nuevos aptameros. Estudio de las regiones imino de los
espectros monodimensionales de RMN de apMNKQ1, apMNKQ2, apMNKQ3 y apMNKQ4 en 10 mM
de fosfato potésico (pH 7) a diferentes temperaturas.

Por otra parte, se analizé la actividad antiproliferativa de los cuatro aptameros en las
lineas MCF7 y MDA-MB-231 como se describe en el apartado 1.4. En paralelo se utilizé un
aptamero inespecifico consistente en una regién central constituida por 10 adeninas y 10
timinas consecutivas flanqueada por las secuencias correspondientes a los primers F3 'y R3
denominado aptamero AT (Tabla VII). Como se muestra en la Figura 13, el aptdmero
apMNKQ?2 (de 29 nucleétidos) es el que mayor efecto tiene sobre la actividad MTT en ambas

lineas reduciendo la proliferacion celular un 51% para MCF7 y un 36% para MDA-MB-231. En
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la linea MCF7, los aptdmeros apMNKQ1, apMNKQ3 y apMNKQ4 tienen un efecto parcial
similar al obtenido con el control inespecifico AT. En la linea MDA-MB-231, apMNKQ1 inhibe
un 30% la actividad MTT mientras que apMNKQ3 y apMNKQ4 tienen un ligero efecto sobre
dicha actividad (aproximadamente un 15%).
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Figura 13. Efecto de los aptameros sobre la actividad MTT de las células MCF7 y MDA-MB-231.
Las células se sembraron en p96 a densidad 104 células/pocillo. Tras 16-24 horas se transfectaron con
los aptameros apMNKQ1, apMNKQ2, apMNKQ3y apMNKQ4 a 250 nM durante 48 horas tras las cuales
se realizaron ensayos de actividad MTT. Las barras representan la media + SEM de 3-6 experimentos
independientes (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al aptamero control AT).

Como se ha comentado previamente, el andlisis por RMN de apMNKQ?2 (Figura 12)
mostraba unas sefiales muy anchas, por lo que se decidié sustituir la guanina de la posicion
23 por una timina para mejorar los espectros de RMN y poder encontrar una estructura, ya
qgue en apMNKQ2 se solapan las bandas. El andlisis de este aptamero sugiere una
construccion con dos segmentos de G-quadruplex paralelos (uno de tres pisos y otro de dos)
interaccionando por la tétrada 3" terminal de uno con la 5" terminal del otro y formando todo

ello un quadruplex de cinco pisos, todo en paralelo (Figura 14).
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Figura 14. Modelo estructural propuesto del
aptamero apMNKQ2. El analisis sugiere dos G-
qguadruplex paralelos de 3 y 2 pisos interaccionando
por la tétrada 3’terminal de uno con la 5° terminal del

otro para formar un G-quadruplex paralelo de 5 pisos.
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A la vista de estos resultados, elegimos el aptamero apMNKQ2 para su posterior

caracterizacion funcional.

2.2 Caracterizacion de lainteraccion de apMNKQ2 con MNK1a/b

El aptdmero apMNK2F era capaz de reconocer las dos isoformas de MNK1, pero con
mayor afinidad a MNK1b, mientras que apMNK2FT reconocia a ambas isoformas de manera
similar. Para analizar la afinidad del nuevo aptamero apMNKQ2 se llevaron a cabo ensayos
ELONA con las cuatro construcciones de MNK1 como se realizé en el apartado 1.2 (Figura
7B).

Como se observa en la Figura 15A, apMNKQ?2 se une de manera significativa a ambas
isoformas siendo la afinidad por MNK1b significativamente mayor que por MNK1la. Por el
contrario, la union a los mutantes MNK1aA77 y MNK1ACt no fue significativa, por lo que se
puede deducir que los nucleétidos eliminados en su secuencia le permiten plegarse de tal
manera que puede reconocer a su diana de forma especifica con mayor afinidad. Al tener

menor tamanfo, el aptdmero podria acceder mejor a su zona de interaccion con la proteina.
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Figura 15. Caracterizacion de lainteraccion del aptamero apMNKQ2 con MNK1 mediante ELONA.
(A) ELONASs en los que se incubaron las GST-MNKs previamente adsorbidas en p96 a 0.2 pg/pocillo
con apMNKQ2-Bio a 20 nM. Las barras representan la media + SEM de, al menos, 3 experimentos
independientes (*p<0.05 y **p<0.001 respecto al blanco y b p<0.01 MNK1b respecto a MNK1a). (B) y
(C) ELONAS en los que se incubaron concentraciones de 0 a 500 nM de apMNKQ2.

La constante de afinidad de apMNKQ2 se obtuvo incubando concentraciones
crecientes de apMNKQ2 marcado con biotina con la proteina GST-MNK1la (Figura 15B) o
GST-MNK1b (Figura 15C) y los datos obtenidos se analizaron igual que en el apartado 1.2.
El aptdmero apMNKQ2 es capaz de detectar ambas proteinas de forma dependiente de la
concentracion con Kp de 66.13 + 20.18 y 15.47 + 2.36 nM, para MNKla y MNK1b
respectivamente, corroborando que apMNKQ?2 tiene una afinidad por MNK1b cuatro veces

mayor que por MNK1a.

Por otro lado, se llevaron a cabo ensayos de Apta-western para confirmar la afinidad
del aptdmero apMNKQ2 por las proteinas MNKla y MNK1b. Para ello, las cuatro
construcciones utilizadas en la Figura 15A se analizaron por electroforesis, transferencia y
aptadeteccién. En condiciones desnaturalizantes (Figura 16A), apMNKQ2 es capaz de
reconocer y unirse a las cuatro isoformas de la proteina de forma similar. Esto podria deberse
al hecho de que la zona que reconoce el aptamero puede no estar accesible en todas las

proteinas cuando estén estructuradas y quedar expuestas al desnaturalizarse. Por esta razoén,
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se realizaron otros ensayos en los que la electroforesis se realizé en condiciones nativas (sin
SDS ni B-mercaptoetanol). El resultado se muestra en la Figura 16B y su cuantificacion en la
Figura 16C. En condiciones nativas, el aptdmero apMNKQ2 es capaz de discriminar de forma
significativa entre MNK1b y las demas isoformas, confirmando el resultado previo que se

obtuvo mediante los ensayos ELONA.
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Figura 16. Caracterizacion de la interaccion del aptamero apMNKQ2 con MNK1 mediante Apta-
western. Deteccion de MNK1a y MNK1b, asi como de las dos variantes MNK1aA77 y MNK1ACt unidas
a GST, con el aptamero apMNKQ2 marcado con biotina en electroforesis (12%) en (A) condiciones
desnaturalizantes y en (B) condiciones nativas (sin SDS ni B-mercaptoetanol). (C) Cuantificacion de los
niveles de proteinas en relacion a MNK1la. Las barras representan la media + SEM de, al menos, 3
experimentos independientes *p<0.05.

Los resultados obtenidos por ELONA y por Apta-western permiten delimitar la region
de interaccién del aptdmero con la proteina que debe encontrarse en el extremo C-terminal,
puesto que es ahi donde se encuentran las diferencias entre las isoformas MNK1a y MNK1b,
asi como con los mutantes MNK1aA77 y MNK1ACt (Figura 7C).

2.3 Estudio de la estabilidad del aptamero apMNKQ2 en presencia de DNAsa y

plasma.

La resistencia del aptdmero a ser degradado por DNAsas se analizé incubando 300

ng de apMNKQ2 estructurado en presencia de tres concentraciones de DNAsa | (Thermo
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Scientific, EEUU) tal y como se describe en el apartado 4.1.1 de Materiales y métodos. En la
Figura 17A se puede apreciar la estabilidad y resistencia a la degradacion de apMNKQ?2 a

las tres concentraciones de DNAsa | ensayada.
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Figura 17. Estabilidad de apMNKQ2. Geles virtuales obtenidos utilizando el Chip ExperionTM DNA
1K (BioRad, EEUU). (A) Analisis de la estabilidad de apMNKQ2 incubado durante 5 min con 1 unidad,
0.5 unidades y 0.25 unidades de DNAsa I. (B) Analisis de la estabilidaad de apMNKQ2 incubado en
plasma humano a 0, 6, 24, 48 y 72 horas. La cuantificacion de las bandas se muestra en la parte inferior
de la figura y se expresa en unidades arbitrarias (UA).

También se analiz6 la resistencia del aptamero apMNKQ2 a ser degradado por las
proteinas plasmaticas (apartado 4.1.2 de Materiales y métodos), incubando apMNKQ2 en
presencia de plasma humano durante 72 horas y sacando alicuotas a los tiempos que se
indican en la Figura 17B. Como se puede observar, no hubo degradacion del aptamero en
presencia de las proteinas del plasma durante las 72 horas que duré el experimento. Este

dato es importante por la posible aplicacién terapéutica del aptamero apMNKQ?2.

3. CARACTERIZACION DE LAS VIAS DE SENALIZACION PI3K/AKT/mTOR y ERK/MNK 1
EN LAS LINEAS TUMORALES DE MAMA

3.1 Caracteristicas moleculares de las lineas tumorales

Como se indicaba en el apartado 1 de Materiales y métodos, los experimentos para

determinar el efecto del aptamero apMNKQ2 se han llevado a cabo en las lineas celulares
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MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468. En la Tabla VIII se resumen las caracteristicas

moleculares de las tres lineas:

Tabla VIII. Clasificacién y caracteristicas de las lineas celulares de mama utilizadas

Linea celular Tipo Subtipo ER | PR HER2 | Mutaciones
MCF7 LA + + -
BRAF,
MDA-MB-231 TNA | Mesenquimal-like - - - CORN2A,
KRAS, NF2,
TP53
PTEN, RB1,
MDA-MB-468 TNB Basal-like - - - SMAD4,
TP53

Tabla modificada de Perou et al., 2000 (Perou et al. 2000).

Las células utilizadas en este estudio pertenecen a dos de los tres grandes grupos en
los que se clasifican las lineas celulares de cancer de mama: Luminal (MCF7), HER2 positivo
y Triple-negativo (MDA-MB-231 y MDA-MB-468). Hemos escogido las células MCF7 como
ejemplo del tipo celular mas diferenciado y menos invasivo, ya que no han perdido las uniones
célula-célula, y 6ptimo representante del tipo de cancer de mama Luminal, menos agresivo y
con mejor respuesta a tratamiento hormonal gracias a la presencia de receptores de estrégeno

y progesterona.

Las células MDA-MB-231 y MDA-MB-468 pertenecen al tipo celular menos
diferenciado y mas invasivo caracterizado por la muy baja o nula expresién de los receptores
ER/PR/HERZ2. Dentro de los Triples-negativos, las células MDA-MB-468 pertenecen al subtipo
A, denominadas basal-like. Este subtipo expresa marcadores de células Luminales-basales
como citoqueratinas e integrinas, lo que hace que se asemejen mas al tipo tumoral basal. La
linea tumoral MDA-MB-231 pertenece al subtipo Triple-negativo B, que sobreexpresa genes
de células basales-mesenquimales asociados con mayor agresividad, capacidad de invasién
y supervivencia tumoral, asi como colagenasas y proteasas que son proteinas importantes
para la migracion celular. Estas células representan a los tumores de mama con baja claudina
de tipo basal (Dai et al. 2017) (Figura 18).
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Figura 18. Comparacidn entre la clasificacién de las lineas celulares de mama y los tumores.
Figura tomada de Dai et al., 2017 (Dai et al. 2017).

Estas lineas celulares nos permitiran caracterizar y validar el efecto del aptamero
apMNKQ2 en tumores de mama, desde el tipo Luminal con mejor pronéstico hasta el Triple-

negativo con mayor agresividad.

3.2 Expresion de MNK1a, MNK1b y fosforilacién de elF4E

En primer lugar, se determinaron los niveles de ambas isoformas de MNK1, MNK1lay
MNK1b, asi como el estado de fosforilacion de su sustrato elFAE mediante western blot en

las tres lineas celulares de cancer de mama elegidas en este estudio.

Para llevar a cabo los ensayos, se obtuvieron lisados tal y como se describe en el
apartado 2.2.1 de Materiales y métodos en los que se analizaron los niveles de las distintas

proteinas mediante inmunodeteccién con los anticuerpos especificos.

Los resultados obtenidos tras la cuantificacion de las bandas muestran que las células
MDA-MB-468 presentan niveles de MNK1a significativamente mas altos que las células MDA-
MB-231 y MCF7 (Figura 19A), mientras que las células MDA-MB-231 son las que presentan

menores niveles de MNK1b de forma estadisticamente significativa (Figura 19B).
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Figura 19. Niveles de MNK1a y MNK1b en lineas celulares de mama. (A) Inmunodeteccion (SDS-
PAGE 12%) de MNKla y MNK1b en células MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468. (B) Los valores
obtenidos tras la cuantificacion se normalizaron respecto a los de B-actina, que se utilizé6 como control
de carga. Las cajas representan la media + el maximo y el minimo de 6 experimentos independientes.
(C) Cuantificacion de los niveles de mRNA de MNK1a y MNK1b mediante qRT-PCR como se describe
en el apartado 4.11 de Materiales y métodos. Los datos se expresan como 224Cty representan la media
+ SEM de 3 experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 respecto a las células
MCF?7).

Para confirmar si los cambios en la expresion de ambas proteinas se deben a
diferencias en los niveles de mRNA, se llevo a cabo un analisis cuantitativo de la expresiéon
de dichos mRNAs mediante qRT-PCR como se indica en el apartado 2.2.2 y 4.11 de
Materiales y métodos. Los resultados muestran que los niveles de mRNA de MNKla son
significativamente mas altos en las células MDA-MB-468 respecto a las otras dos lineas
celulares (Figura 19C) mientras que la linea MCF7 presenta niveles de mRNA de MNK1b

significativamente mayores. Estos datos indican que existe una correlacion entre los niveles
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de los mMRNAs y la expresion de las proteinas, excepto en el caso de MNK1b en las células
MDA-MB-468.
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Figura 20. Expresion y fosforilacion de elF4E en lineas celulares de mama. Se utilizaron lisados
celulares de las lineas MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468. (A) Niveles del elF4E y de elF4EP
mediante SDS-PAGE al 12% e inmunodeteccion. La B-actina se utiliz6 como control de carga. (B)
Cuantificacion de los niveles de elF4EP respecto a los de elF4E. Las cajas de representan la media +
SEM de 5 experimentos independientes. (C) Cuantificacién de los niveles de elF4E respecto a los de
B-actina. Las cajas representan la media + el maximo y el minimo de 3 experimentos independientes
(**p<0.01 con respecto a MCF7). (D) Niveles de elF4EP y de elF4E mediante isoelectroenfoque. (E)
Cuantificacion de los niveles de elF4EP respecto de los niveles totales de elF4E. Las barras
representan la media + SEM de 2 experimentos independientes.

El estudio de la expresion y fosforilacion del elF4E se realizé por inmunodeteccion con
anticuerpos especificos frente a elF4E y a elF4EP (Figura 20). Los datos indican que los

niveles de elF4E son similares en las tres lineas celulares. Por otro lado, las células MDA-
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MB-468 presentan una fosforilacién de elF4E significativamente mas alta, mientras que las

células MCF7 son las que menos fosforilacion presentan.

Estos datos permiten concluir que no existe una correlacion directa entre los niveles
de las dos isoformas de MNK1 y la fosforilacion de su sustrato elF4E en las tres lineas
celulares. Solo en la MDA-MB-468 se observa una correlacién entre la expresion de la

isoforma MNK1a vy la fosforilacién de elF4E.

3.3 Estudio de las vias PISBK/AKT/mTOR y MAP quinasas

La fosforilacién del elF4E por MNK se regula tanto por la disponibilidad del elF4E para
unirse al elF4G por la accién de las proteinas inhibitorias 4E-BPs a través de la via de
sefializacién PIBK/AKT/mTOR, como por la activacion de las proteinas quinasas MNKs a
través de la via de sefalizacion MAPK (Figura 21A). Para identificar el mecanismo
responsable de las diferencias en el estado de fosforilacion de elF4E entre las distintas lineas
de mama, se decidi6 estudiar las vias de sefializacion celular PISBK/AKT/mTOR y MAPK. Por
este motivo se determind la activacion de AKT, p38 y ERK 1/2 mediante inmunodeteccion con
anticuerpos fosfoespecificos. Los resultados de estos ensayos muestran que las células MDA-
MB-468 presentan una mayor fosforilacion de AKT en relacion con las otras dos lineas
celulares que no tienen niveles detectables de fosforilacién (Figura 21B). El hecho de que la
linea celular MDA-MB-468 presente una mutacién en PTEN (Tabla VIII) justifica este
resultado, y en consecuencia indica que la via AKT/mTOR esta hiperactivada en estas células,
lo que concuerda con que encontramos niveles mas altos de la forma mas fosforilada de 4E-

BP1 en MDA-MB-468 respecto a las otras lineas celulares (Figura 21B).

Respecto a la activacién de las vias MAP quinasas que regulan a MNK1, el andlisis de
la fosforilacion de ERK1/2 muestra que el nivel de ERK1P es visiblemente més alto en las
células MDA-MB-468 y algo menos en MCF7 (Figura 21B). El nivel de fosforilacion de ERK2P
en las células MDA-MB-468 es tan alto como el de ERK1P, mientras que en las células MCF7
el nivel es casi indetectable. La fosforilacién de ERK1/2 en la linea MDA-MB-231 es en general
muy baja. Por otro lado, se puede observar que los niveles de p38 en las células MDA-MB-
231 son el doble respecto a las células MCF7 y MDA-MB-468 y su fosforilacién es menor,

mientras que en las otras dos lineas celulares no hay cambios.
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Figura 21. (A) Esquema de las cascadas de sefializacion celular y (B) estudio de las mismas en
lineas celulares de mama. Para el estudio de las cascadas se utilizaron lisados celulares de las lineas
MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 para realizar inmunodeteccion (SDS-PAGE 12%) con anticuerpos
especificos frente a AKT(Ser47%p), AKT, p38di (Thr180/Tyr182p), p38, ERKP, ERK, y 4EBP1.

En resumen, los resultados sugieren que las diferencias observadas en la fosforilacion
de elF4E entre las tres lineas celulares estudiadas podrian ser debidas a la activacion de
distintas cascadas de sefalizacion. Asi, la linea MCF7 tiene activada la via de las MAPK, la
MDA-MB-468 presenta una activacion de la via PI3K/AKT/mMTOR y la MDA-MB-231 muestra

una menor activacion de ambas vias.
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4. ESTUDIO DEL EFECTO DE apMNKQ2 SOBRE LA TUMOROGENESIS EN LAS
CELULAS DE MAMA

4.1. Estudio de la actividad de apMNKQ?2 sin el uso de transfectante

Una de las ventajas de los aptameros de menor tamafio es que pueden tener facilitada
su entrada en las células. Para analizar si apMNKQ2 es capaz de entrar directamente en las
células, se sembraron 3 x 10* células/pocillo en cubres y a las 24 horas se afiadié al medio
celular el aptdmero conjugado con Alexa fluor 488 estructurado a 250 nM. En paralelo se
transfecto el aptamero con lipofectamina a la misma concentracion. Tras 24 horas, las células
se fijaron con metanol frio durante 20 minutos, se lavaron con PBS y se tifieron y montaron

en portas con medio de montaje Prolong™ que contiene Hoechst 30uM.

Como se puede observar en la Figura 22, apMNKQ?2 es capaz de entrar solo en las
células, aunque la intensidad es menor y la distribucion es diferente a la que se observa
cuando se transfecta con lipofectamina. La sefial del aptdmero con lipofectamina es mas
intensa y menos difusa que cuando entra directamente. Esta diferencia es mas evidente en

los acumulos que co-localizan en el nicleo.

apMNKQ2 DIRECTO apMNKQ2 LIPOFECTAMINA

509 -
..

Alexa-488 Hoechst Merge Alexa-488 Hoechst Merge

MCF7

MDA-MB-231

MDA-MB-468

430

Figura 22. Estudio de la entrada del aptamero apMNKQ?2 en las células. Las células MCF7, MDA-
MB-231 y MDA-MB-468 se sembraron en p24 con cubres a una densidad de 3 x 104 células/pocillo, y
a las 24 horas se transfectaron/afiadio apMNKQ2 marcado con Alexa-488 a 250 nM. A las 24 horas
tras la transfeccion, las células se fijaron, tifieron y montaron en portas con medio de montaje Prolong™
con Hoechst. El nimero hace referencia a la intensidad del aptamero, medida con el programa ImageJ
y expresada en unidades arbitrarias.
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En vista de este resultado, se valor6 el efecto de la adicion de apMNKQ2 a
concentraciones superiores a 250 nM, utilizada en los ensayos de actividad MTT con las
células transfectadas con lipofectamina. Los resultados muestran que el aptamero ejerce un
ligero efecto, alcanzando una disminucién del 15% de la actividad MTT a la concentracion
mas alta ensayada (Figura 23), que es significativamente menor que la conseguida a 250 nM
transfectando con lipofectamina (Figura 13). De estos ensayos se deduce que el aptdmero
por si solo no es capaz de producir efecto al mismo nivel que cuando se utiliza el transfectante,
probablemente porque su via de entrada, diferente a la via de entrada de los complejos con
lipofectamina, afecte a la estructura. Por este motivo, para el resto de los ensayos se utilizé el

sistema de transfeccion Lipofectamine 2000.
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Figura 23. Medida de la actividad MTT en las lineas de mamatras la adicion directa de apMNK Q2.
Las células MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 se sembraron en p96 a una densidad de 104
células/pocillo, y a las 24 horas se adicion6 apMNKQ2 a concentraciones 0.5, 1 y 2 uM. Tras 48 horas
se realizaron los ensayos de MTT. Las gréficas representan la media + SEM de 3 experimentos
independientes, y estan normalizados respecto al control de las células sin tratar.

4.2. Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre la proliferacién y apoptosis celulares

Para analizar el efecto del aptamero apMNKQ?2 sobre la viabilidad celular, las células
se transfectaron con concentraciones crecientes de apMNKQ2 (0 a 500nM) y se midi6 la
actividad MTT a las 48 horas. Asimismo, el aptamero inespecifico AT se transfect6 en paralelo
a las mismas concentraciones. Al mismo tiempo se midi6 la actividad del enzima Lactato
Deshidrogenasa (LDH) con los sobrenadantes de las células transfectadas a las 48 horas,
antes de la adicion del reactivo MTT. Como se muestra en la Figura 24A, apMNKQ2
disminuy6 la actividad MTT de forma dependiente de la concentracion en las tres lineas,
siendo las MDA-MB-468 las mas sensibles. El aptdmero control produce un ligero efecto,
excepto en las células MDA-MB-468 en las que se produce una inhibicion del 40% a partir de

100 nM, aunque significativamente menor que la inhibicion producida por el aptdmero
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apMNKQ2. Como se puede observar en la Figura 24B, la reduccion de la viabilidad celular
no parece estar causada por necrosis, puesto que la citotoxicidad es nula (0% en MCF7 y en

MDA-MB-468) o practicamente nula (2% en MDA-MB-231) en la concentracion GI50 de cada
linea celular.
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Figura 24. Efecto del aptamero apMNKQ2 sobre la actividad MTT y LDH de las lineas celulares
de mama. Las células MCF7, MDA-MB-231 y las MDA-MB-468 se sembraron en p96 a una densidad
de 104 células/pocillo. Tras 16-24 horas se transfectaron con apMNKQ2 a 0, 25, 50, 250 y 500 nM
durante 48 horas, después de las cuales se realizaron ensayos de actividad (A) MTT y (B) LDH. Las
gréficas representan las medias + SEM de 12 y 3 experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01 y
***pn<0.001 respecto al control AT).

La GI50 que se obtuvo para cada una de las lineas celulares utilizadas en este trabajo
fue 42 nM, 144 nMy 19 nM para MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468, respectivamente. Para
el resto de los experimentos se fijaron concentraciones aproximadamente tres veces la GI50,
150 nM para MCF7, 400 nM para MDA-MB-231 y 50 nM para MDA-MB-468.

A continuacion, las lineas celulares se transfectaron con las concentraciones
establecidas anteriormente y se determiné el nimero de células vivas 24 horas después de la
transfeccion con apMNKQ2 o con el aptamero control AT mediante exclusiéon de azul tripan.
En estas condiciones se observé una disminucion significativa en el numero total de células
vivas (Figura 25) tratadas con apMNKQ2 en las lineas MCF7 y MDA-MB-468, mientras que
en las MDA-MB-231 esa disminucién es muy ligera.
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Figura 25. Anélisis de la viabilidad
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MCF7 MDA-MB-231 MDA-ME-468 control AT).

Por otra parte, se estudio el efecto de apMNKQ2 sobre el ciclo celular como se
describe en el apartado 4.9 de Materiales y métodos. En los datos obtenidos por citometria
de flujo se observa una reduccion de la fase G1 en MCF7 y en MDA-MB-468 que correlaciona
con un aumento en la fase S del ciclo, lo que sugiere que apMNKQ2 estaria produciendo una
parada en la fase S en estas dos lineas celulares (Figura 26). Sin embargo, no hay cambios

significativos en ninguna de las fases del ciclo celular en las células MDA-MB-231.
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Figura 26. Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre el ciclo celular de las lineas de mama. Las
células MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 se sembraron a una densidad de 2.5 x 105 células/pocillo
en una p6, y 24 horas después se transfectaron con el aptamero apMNKQ2 a las concentraciones de
trabajo fijadas en este mismo apartado 3.2. Tras 24 horas, las células se fijaron, tifieron con ioduro de
propidio y se analizaron por citometria.

Para determinar si el efecto de apMNKQ2 es consecuencia de que el aptamero
promueve la apoptosis celular, se cuantificd por citometria de flujo la presencia de células en
fase subG1 24 horas tras la transfeccion con los aptdmeros apMNKQ2 y AT (Figura 27). El

aumento de la fase subG1 y, por tanto de la apoptosis, es evidente en las células MDA-MB-
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468 y casi estadisticamente significativo con un valor de p = 0.0519. Sin embargo, el aumento
de células en esta fase del ciclo es muy ligero e incluso inexistente en las lineas MCF7 y MDA-
MB-231.

100 - Figura 27. Analisis de la fase subG1 en
las lineas celulares de mama. Las
células MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-
468 se sembraron en placas p6 a
densidad 2.5 x 10° células/pocillo, vy
transfectaron 24 horas después con
apMNKQ2 y AT a las concentraciones de
trabajo anteriormente fijadas. Tras 24
horas las células se recogieron, se fijaron

804

60 -
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= el L - realizar ensayos de citometria. Las cajas
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minimo de 4 experimentos

MCF7 MDA-MB-231 MDA-MB-468 independientes.

La translocacién de la proteina fosfatidilserina desde la cara interna de la membrana
plasmatica de las células hacia la cara externa por translocasas es un proceso caracteristico
de células apoptéticas. Para estudiar este proceso se realizaron ensayos de Anexina V
marcada con fluoresceina (FITC) en las tres lineas celulares. Esta proteina recombinante se
une a los residuos de fosfatidilserina expuestos en la cara externa de la membrana plasmética
de las células apoptéticas. Junto con ella, también se utiliz6 ioduro de propidio (IP), un
marcador de ADN no permeable que s6lo entra en las células con la membrana

comprometida.

Para la realizacion de estos ensayos, las células se transfectaron con apMNKQ2 y con
el aptdmero control AT a las concentraciones de trabajo. A las 24 horas las células se
recogieron, se fijaron, y se tifieron con anexina V-FITC y con ioduro de propidio. Por ultimo,
se analizaron mediante citometria de flujo y se diferenciaron entre células no apoptéticas
(Anexina V-FITC negativo/IP negativo), células apoptéticas (Anexina V-FITC positivo/IP
negativo), células apoptoéticas tardias (Anexina V-FITC positivo/IP positivo) y células
necroéticas (Anexina V-FITC negativo/IP positivo). Los resultados indican que el aptamero
apMNKQ?2 es capaz de inducir apoptosis en las células MDA-MB-231 y en las MDA-MB-468
con respecto al aptamero control, mientras que en las células MCF7 el efecto es muy ligero
(Figura 28).
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Figura 28. Analisis del efecto del aptamero sobre la apoptosis con Anexina V en las lineas
celulares de mama. Las células MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 se sembraron en p6 a densidad
2.5 x 10° células/pocillo y a las 24 horas se transfectaron con apMNKQ2 a las concentraciones de
trabajo fijadas. Transcurridas 24 horas, las células se recogieron, se fijaron y tifieron con Anexina V-
FITC y con ioduro de propidio y se analizaron por citometria. En el diagrama de cajas se muestran los
valores correspondientes a la suma de las células apoptoticas (EA, Early Apoptosis) y apoptoticas
tardias (LA, Late Apoptosis) y expresadas como el porcentaje respecto a las células control. Las cajas
representan la mediana + el méximo y el minimo de 4 experimentos independientes (*p<0.05).

Del mismo modo, para ratificar que apMNKQ?2 es capaz de aumentar la apoptosis en
las lineas celulares, se valor6 la actividad de la caspasa 3, una proteasa que se activa en
apoptosis. El estudio por western blot se realizé sobre dos sustratos endégenos de la caspasa
3: la enzima Poli ADP-Ribosa (PARP), procesada en estadios apoptéticos tardios, y la
proteina a-espectrina. La actividad de la caspasa 3 da lugar a patrones de protedlisis
caracteristicos sobre ambas proteinas, con fragmentos especificos de 89 kDa para PARP y

de 150 y 120 kDa para a-espectrina.
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En la Figura 29 se muestra la inmunodeteccion de los fragmentos producidos por la
proteolisis de PARP y de a-espectrina en las células MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468, 24
horas post-transfeccion con los aptameros apMNKQ2 y AT. Los resultados evidencian el

efecto apoptético de apMNKQ?2 sobre las tres lineas celulares.
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Figura 29. Efecto de apMNKQ2 sobre la actividad de la caspasa 3 mediante los sustratos PARP
y a-espectrina en las lineas celulares de mama. Inmunodetecciéon con anticuerpos especificos
mediante SDS-PAGE 12% de PARP procesada (A) y a-espectrina (B) para detectar la actividad
proteolitica de la caspasa 3 tras la transfeccion de las lineas MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 con
apMNKQ2 y el aptamero control AT. La actividad de esta proteasa da lugar a patrones de protedlisis
caracteristicos con fragmentos especificos de 89 kDa para PARP y de 150 y 120 kDa para a-espectrina.

4.3 Efecto de apMNKQ2 sobre la actividad clonogénica.

Los ensayos de formacién de colonias son experimentos de supervivencia celular in
vitro que se basan en la capacidad de una sola célula para formar una colonia, la cual debe
de estar constituida por al menos 50 células (Puck et al. 1956). La capacidad de proliferacion
de las células madre es un requisito para la integridad y funcién de los tejidos normales,
mientras que en los tumores se requiere la erradicacion de esta capacidad para la prevencion
de recidivas (Franken et al. 2006). Esta caracteristica de algunas células tumorales, que
ocurre como consecuencia de la pérdida de la inhibicién por contacto, se utiliza en esta técnica
para determinar los efectos de agentes citotdxicos y terapias antitumorales permitiendo
estudiar la capacidad tumorogénica de las células (Rafehi et al. 2011). De esta manera, se
podra analizar la efectividad del aptdmero apMNKQ2 estudiando si la célula mantiene la

capacidad de dividirse de forma ilimitada después del tratamiento.

Anteriormente habiamos establecido para estos ensayos 1000 células/pocillo en
placas de 6 pocillos para las lineas MCF7 y MDA-MB-231; sin embargo, la PE de las células
MDA-MB-468 fue menor (11.5 = 5.3 %), por lo que se sembraron 5000 células. Las células se
transfectaron con apMNKQ?2 y el control AT, y a las 24 horas se recogieron y se re-sembraron
para realizar el ensayo de formacion de colonias. La cuantificacion de las colonias se realizé

a los 9-12 dias de la siembra.
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Figura 30. Efecto de apMNKQ2 sobre la capacidad clonogénica de las células. Las células MCF7,
MDA-MB-231 y MDA-MB-468 se sembraron en p24 a densidad 3 x 104 células/pocillo y se transfectaron
alas 24 horas con apMNKQ?2 a las concentraciones de trabajo establecidas previamente. Transcurridas
24 horas, las células se levantaron, contaron y sembraron en p6 con 1000 células/pocillo para MCF7 y
MDA-MB-231 y con 5000 células/pocillo para MDA-MB-468. Las cajas representan la media + el
méaximo y el minimo de 4-5 experimentos independientes (*p<0.05 y **p<0.01 respecto al aptamero
control AT).

La Figura 30 muestra la accién inhibitoria del aptamero apMNKQ2 con respecto al
aptamero control AT. Esta inhibicion en la formacién de colonias es estadisticamente
significativa para las tres lineas celulares con respecto al control y con diferente eficacia segun
la linea celular.

5. ESTUDIO DEL EFECTO DE apMNKQ2 SOBRE LA ACTIVIDAD METASTASICA DE LAS
CELULAS DE MAMA

5.1 Efecto de apMNKQ2 en la migracién e invasion celulares

Para analizar el efecto del aptamero sobre la migracién celular, se llevaron a cabo
experimentos utilizando transwells en lugar de la técnica Wound healing. Las células se
transfectan con los aptameros y a las 6 horas se retira el medio y se afiade medio sin suero.
A las 18 horas se recogen, se cuentan y se siembran 40 000 células en pequefias “cestas” en
medio sin suero, y estas se sumergen en el pocillo de la placa con suero completo de forma

gue el suero actie como quimio-atrayente y las células migren de la cesta al pocillo
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atravesando la membrana del transwell. Tras 24 horas, las células que han atravesado la
membrana del transwell se fijan y se tifilen con Hoechst para su posterior cuantificacion por

microscopia de fluorescencia (Figura 31A).
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Figura 31. Efecto del aptdmero apMNKQ2 en la migracion y lainvasién de las lineas celulares de
mama. Las células se sembraron en p6 a una densidad de 2.5 x 10° células/pocillo y se transfectaron
con apMNKQ2 a las 24 horas con las concentraciones de trabajo establecidas. A las 6 horas se deprivan
de suero, y tras 24 horas se recogen y re-siembran (4 x 104 células/pocillo) en un transwell sin y con
matrigel, para hacer ensayos de migracion e invasion, respectivamente. A las 24 horas se tifien las
membranas de los transwell con Hoechst y se cuantifican las células que la han atravesado por
microscopia de fluorescencia. Las cajas representan la media + el maximo y el minimo de 4-5
experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al aptamero control AT).

Como se muestra en la Figura 31B, apMNKQ?2 fue capaz de inhibir la migracion en
las tres lineas celulares, aunque de forma estadisticamente significativa en MCF7 y en MDA-
MB-231. Asimismo, se realizaron ensayos de invasion con transwell, aungque en este caso a
las “cestas” se les anadié matrigel, una preparacion de membrana basal solubilizada extraida
de sarcoma de raton. Las células se siembran sobre él y migrardn hacia el estimulo

degradando la matriz (Figura 31C).

En los ensayos de invasion no se incluyeron las células MCF7 porque en experimentos
preliminares en nuestro laboratorio en condiciones control no se observé invasion después de
48 horas en esta linea celular. Sin embargo, el aptamero apMNKQ2 produjo una considerable
reduccién de la invasion en las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468 (Figura 31C).
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Los resultados anteriores muestran la capacidad del aptamero apMNKQ?2 de inhibir procesos

caracteristicos de las células tumorales como la migracion y la invasion.

5.2 Efecto de apMNKQ2 en la Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM)

Se realizaron zimogramas con objeto de estudiar el efecto del aptdmero apMNKQ2 en
la actividad de las metaloproteinasas (MMPSs), proteinas encargadas de degradar la matriz
extracelular para ayudar en el proceso migratorio e invasivo de las células. Esta técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida con gelatina en condiciones no desnaturalizantes (para
evitar la pérdida de la actividad de las enzimas) permite poner de manifiesto la actividad de

las MMPs analizando la degradacion de la gelatina, que sirve de sustrato a las enzimas.

En la Figura 32 se muestra que el aptamero apMNKQ2 no produce ningun efecto
sobre la actividad de las metaloproteinasas respecto al efecto del aptamero control AT. Esto

puede deberse a la alta actividad de estas enzimas presentes en las células tumorales.

MCF7 MDA-MB-231 MDA-MB-468 Figura 32. I_Ef_ecto del aptamero apMNKQ2

sobrela actividad de las metaloproteinasas

AT Q2 AT @ AT Q2 2y 9. Los sobrenadantes de las células MCF7,
MDA-MB-231 y MDA-MB-468 previamente

LU e ——— transfectadas con apMNKQ2 a |las

concentraciones de trabajo fijadas se
recogieron a las 24 horas tras la transfeccion.

MMP9 m La deteccion se realiz6 como se indica en

Materiales y métodos.

A continuacién, se analizd la expresion de marcadores de distintos estadios: como
marcador epitelial se escogio la ocludina, una proteina de adhesion celular de membrana que
cumple la funcion de unir las proteinas transmembrana al citoesqueleto de actina y a otras
proteinas de sefializacion en la primera etapa de la TEM, y que esta asociada a células no
migratorias (células epiteliales); como marcador mesenquimal se estudid la Proteina
Especifica de Fibroblasto 1 (FSP1), asociada con la morfologia y la motilidad de las células

mesenquimales y que se expresa durante la transformacion que ocurre en la TEM.

Los resultados obtenidos en la PCR cuantitativa mostrados en la Figura 33 indican
que las tres lineas celulares expresan ocludina, siendo la expresion mas alta en las células
MCF7 como corresponde a células de tipo epitelial. Por el contrario, la expresion de FSP1 es
bastante mas alta en las células MDA-MB-231. Esto correlaciona con la clasificacion de esta

linea celular puesto que se encuentra dentro del grupo Triple-negativo B, con morfologia y
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caracteristicas de tipo mesenquimal. La expresion de FSP1 es menor en MDA-MB-468 y muy

baja en las MCF7, como corresponde a células de tipo Luminal.

Figura 33. Expresion de

154 marcadores de TEM en las lineas
B MCF/ celulares de mama. Niveles de

T 0 MDA-MB-231 expresion de ocludina (marcador de
104 B MDA-MB-468 estado epitelial) y de FSP1 (marcador
mesenquimal) en las células MCF7,

MDA-MB-231 y MDA-MB-468
54 mediante gPCR como se indica en
Materiales y métodos. Los valores

ACts

obtenidos se normalizaron respecto a
la B-actina, y las barras representan la
media + SEM de al menos 3
experimentos independientes.

Ocludina FSP1

Una vez caracterizada la expresion de estos marcadores de transicién epitelio-
mesénguima en las lineas celulares estudiadas, quisimos ver si apMNKQ?2 revierte el estado
mesenguimal a un estado epitelial. Los resultados indican que el aptamero apMNKQ?2 produce
un aumento en la expresién de ocludina en las tres lineas celulares con respecto al aptamero
control, aunque sélo de forma estadisticamente significativa en las células MDA-MB-231
(Figura 34A). Asimismo, la expresién del marcador mesenquimal FSP1 disminuye en las
células MCF7 y MDA-MB-231, en estas ultimas de forma estadisticamente significativa. Sin
embargo, apMNKQ2 no parece efectar la expresién de FSP1 en las células MDA-MB-468
(Figura 34B).
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Figura 34. Efecto del aptamero sobre los niveles de expresién de marcadores de TEM en las
lineas celulares de mama. Las células MCF7, MDA-MB-231y MDA-MB-468 se sembraron en p6 a una
densidad de 2.5 x 10° células/pocillo y se transfectaron con los aptameros apMNKQ2 y AT a la
concentracién de trabajo establecida anteriormente 24 horas después de la siembra. A las 24 horas
tras la transfeccion, las células se recogieron y se aisl6 y purificé el RNA como se indica en Materiales
y métodos. Los niveles de mRNA de ocludina (A) y FSP1 (B) se analizaron mediante qPCR. Las cajas
representan la media = el maximo y el minimo de 4-5 experimentos independientes (*p<0.05 y **p<0.01
con respecto al control AT).
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5.3 Efecto de apMNKQ2 sobre la fosforilacion de elF4E y los niveles de MCL1

Para evaluar el efecto del aptdmero apMNKQ2 sobre MNK1, se analiz6 la fosforilacion
de su sustrato mejor caracterizado, elF4E, asi como los niveles de MCL1. MCL1 es una
proteina anti-apoptética que pertenece a la familia de proteinas que regulan la apoptosis Bcl-
2. El aumento de sus niveles promueve el mantenimiento de la viabilidad celular, asi como la
resistencia a terapias que inducen apoptosis. MCL1 esta regulada por MNK1, tal y como han
observado distintos autores (Wendel et al. 2007, Diab et al. 2016, Li et al. 2016) y como hemos
publicado recientemente en nuestro laboratorio (Pinto-Diez et al. 2018).

En la Figura 35A se muestran los niveles de elF4E fosforilado presentes en las células
MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468, 24 horas después de haber sido transfectadas con el
aptdmero apMNKQ2. Como se puede observar, no se produce una disminucién significativa
de la fosforilacién de elF4E en ninguna de las 3 lineas celulares.

Por otra parte, es interesante sefialar que apMNKQ2 redujo de forma significativa los
niveles de la proteina antiapoptotica MCL1 en las células MCF7 y MDA-MB-231. Estos
menores niveles se observan asimismo en las células MDA-MB-468, aunque la diferencia en
este caso no es estadisticamente significativa. Estos resultados confirmarian el efecto pro-

apoptatico del aptamero descrito anteriormente (apartado 4.2).
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Figura 35. Efecto de apMNKQ2 sobre la fosforilacion de elF4E y los niveles de MCL1. (A)
Inmunodetecciéon (SDS-PAGE 12%) de elF4EP en células MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 a las
24 horas post-transfeccién de las células con los aptdmeros. (B) Inmunodeteccion de MCL1 en MCF7,
MDA-MB-231 y MDA-MB-468, 24 horas tras la transfeccion de las células con los aptameros. Los
valores se normalizaron respecto al aptdmero control AT en (A) y en (B). Las cajas representan la

media + el maximo y el minimo de 5 experimentos independientes (*p<0.05 y **p<0.01 respecto al
control).
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6. ESTUDIO DE LA EFICACIA DE apMNKQ2 IN VIVO EN UN MODELO DE CANCER DE
MAMA TRIPLE-NEGATIVO.

Para estos ensayos se utilizé un modelo de xenoinjerto ortotépico con las células MDA-
MB-231. A la vista de los resultados previos en los que se observé que el aptamero apMNKQ2
es muy poco eficiente cuando es afiadido solo a las células (Figuras 22 y 23), se decidid
emplear un sistema de transfeccién in vivo para DNA y siRNAs, in vivo-jetPEI (Polyplus
transfection, Francia). En primer lugar, comprobamos la actividad de apMNKQ2 y apMNKQ2
conjugado con Alexa fluor-488 utilizando este sistema de transfeccion en cultivos celulares de
células MDA-MB-231 (Figura 36). La inhibicion de la actividad MTT por apMNKQ?2 (conjugado
y ho conjugado) es mayor del 90% cuando se utiliza in vivo-jetPEI, siendo mas eficiente que

la lipofectamina 2000.

Figura 36. Medida de la actividad
MTT en las lineas de mama tras la

0.6 = AT transfeccién con in vivo-jetPEl o
054 l lipofectamina 2000. Las células

’ = Q2 MDA-MB-231 se sembraron en p96

E 04{ T ] Q2-Alexad88 3 una  densidad de 104
- células/pocillo, y a las 24 horas se
3 034 transfectaron con los distintos
E aptameros acomplejados a una
2 021 H concentracion de 400 nM con los
0.14 dos transfectantes. Tras 48 horas se
I_-r_I realizaron los ensayos de MTT. Las

0.0 s gréficas representan la media + SEM

in vivo-jetPEI Lipofectamina 2000 de 2 experimentos independientes.

Los ensayos in vivo se llevaron a cabo en ratones atimicos a los que se inocularon las
células MDA-MB-231 generando asi tumores ortotépicos. Cuando estos tumores alcanzaron
un volumen de 100 mm?3, los ratones se repartieron aleatoriamente en dos grupos de 9
animales. Al grupo de ratones tratados se les administré por via intravenosa una solucién de
glucosa al 5% que contenia complejos apMNKQ?2:jetPEI (ratio N/P 6) a una dosis de 1 mg/Kg
de aptamero, tres veces por semana. Al grupo control se les inyect6 la solucién de glucosa al
5% que contenia el mismo volumen de reactivo in vivo-jetPEIl y de buffer de aptameros. Como
parametros de seguimiento se midieron el volumen tumoral (asumiendo que son elipsoides) y

el peso de los animales.

Como se puede observar en la Figura 37A, no hubo diferencias de peso de los ratones
tratados con el aptamero en comparacion con los ratones control. Sin embargo, los resultados
indican una reduccion significativa de un 20% del volumen relativo del tumor (RTV) de los

ratones tratados con una dosis de apMNKQ2 1mg/Kg, calculado como el volumen del tumor
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a cada tiempo dividido entre el volumen inicial del tumor antes del tratamiento (RTV = Vt/VO x
100) (Figura 37B). Ademas, los resultados también muestran una reduccion del peso del
tumor de los ratones tratados, aunque no de forma estadisticamente significativa (Figura
37C).
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Figura 37. Eficacia in vivo de apMNKQ2 en un modelo de raton con xenoinjerto ortotépico de
células MDA-MB-231. (A) Evolucion del peso de raton en los dias de tratamiento con apMNKQ2 (B)
Volumen relativo del tumor a lo largo de los dias de tratamiento. (C) Peso del tumor de células MDA-
MB-231 tratadas con apMNKQ2 respecto al control tras el sacrificio del animal.

Tras los resultados tan prometedores de disminucién del RTV, analizamos la
capacidad proliferativa de las células, mediante inmunohistoquimica en el tejido tumoral de
los ratones tratados y no tratados con apMNKQ?2 utilizando el marcador de proliferacion celular
PCNA. En las imagenes de la Figura 38 se puede apreciar una reduccion del 50% en el
namero de ndcleos positivos para PCNA en los animales tratados con apMNKQ?2 respecto a

los no tratados.
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Figura 38. Andlisis de la proliferacion celular. Los niveles de PCNA se analizaron mediante
inmunohistoquimica en muestras parafinadas de tumores de ratones control y tratados con apMNKQ2
(1 mg/kg). Las cajas representan la media + el méximo y el minimo de 5 animales (*p<0.05 respecto al
control).

Por dltimo, se analizaron los niveles de la proteina pro-apoptética MCL1, asi como el

procesamiento de los sustratos de la caspasa 3, PARP y espectrina, en los tumores
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procedentes de los animales controles y tratados con apMNKQZ2. Como se observa, el
aptamero reduce la expresion de MCL1 de forma significativa (Figura 39A) y aumenta el
procesamiento de PARP y espectrina en los lisados obtenidos a partir de estos tumores
(Figura 39 B y C), confirmando los resultados obtenidos previamente en los experimentos in
vitro (Figuras 29y 35).
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Figura 39. Efecto de apMNKQ?2 en la expresién proteica. Inmunodeteccion de (A) MCL1, (B) PARP
procesada y (C) a-espectrina. Los valores obtenidos tras la cuantificacion se normalizaron respecto a
los de B-actina, que se utiliz6 como control de carga. Las cajas representan la media + el maximo y el
minimo de 5 animales (*p<0.05 y **p<0.01 respecto al control).
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DISCUSION

El cAncer de mama es el segundo tipo de cancer con mayor incidencia en el mundo
(11.6% del total de casos) por detras del cancer de pulmén. Entre las mujeres, el cancer de
mama es el mas frecuentemente diagnosticado y el que lidera las muertes en mujeres con

cancer (Bray et al. 2018).

A pesar de los avances en la prevencion, el diagnostico y el tratamiento y, por lo tanto,
del consiguiente aumento de la supervivencia, sigue siendo una enfermedad compleja y
heterogénea que en muchos casos no tiene cura, con un tiempo medio de supervivencia de
18-24 meses dependiendo de la extension del tumor y de sus perfiles histopatolgicos y

moleculares (Toss et al. 2017).

En este trabajo se ha pretendido comprobar la utilidad del aptamero apMNKQ?2,
optimizado a partir del aptamero apMNK2F (Garcia-Recio et al. 2016), previamente
seleccionado en nuestro laboratorio frente a la proteina MNK1b, como agente terapéutico para
el tratamiento del cancer de mama. Para ello, se han estudiado tanto sus caracteristicas
moleculares como su efecto antitumoral en lineas de cancer de mama y en un modelo de

cancer de mama en raton.

Las lineas celulares de cancer de mama utilizadas en este estudio son MCF7
(ER+PR+HER-), MDA-MB-231 (ER-PR-HER-) y MDA-MB-468 (ER-PR-HER-), representando

las primeras al subtipo Luminal A y las dos siguientes al Triple-negativo.

El aptdmero apMNKQ2 descrito en esta tesis tiene estructura G-quadruplex como
demuestran los ensayos de RMN (Figura 12). El G-quadruplex es una estructura secundaria
del DNA que tiende a aparecer en regiones ricas en guaninas, en la que cuatro segmentos de
una misma hebra se disponen en paralelo gracias a la interaccion mediante puentes de
hidrégeno entre las guaninas (Capra et al. 2010). Las 4 guaninas pueden contemplarse como
los vértices de un plano, y entre dos de estos planos se dispone un cation, preferentemente

monovalente, que contribuye a estabilizar la estructura (Figura 40).

Los G-quadruplex se forman preferentemente en algunas regiones del genoma como
en los telomeros, en promotores de genes (incluyendo promotores de genes oncogénicos) y
en DNA ribosomal (rDNA). Estas estructuras también se forman a nivel de RNA y son
particularmente frecuentes en regiones no traducidas del mRNA. Actualmente se acepta que
los G-quadruplex existen in vivo y juegan un papel importante en distintos procesos biolégicos

clave como la transcripcion, la replicacion, la traduccion y el mantenimiento de los telomeros.
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Ademads, estudios recientes sugieren que existe una relacion entre los G-quadruplex, la

regulacion génica y el desarrollo de distintas enfermedades (Kwok et al. 2017).

(OOQQ,

Figura 40. Estructura G-quadruplex. (A) Estructura de un cuarteto de guaninas. El anillo plano de
cuatro guaninas unidas a hidrogeno esta formado por guaninas de distintos segmentos separadas por
bucles. (B) Esquema de un G-quadruplex intramolecular que consta de tres cuartetos de guaninas. Las
estructuras G-quadruplex intermoleculares también pueden formarse a partir de dos o cuatro cadenas.
Tomado de (Capra et al. 2010)

La estructura G-quadruplex, aunque aparentemente rigida, muestra una considerable
plasticidad. En este alto nivel de adaptabilidad participan multiples elementos: 1) el caracter
intramolecular o intermolecular del sistema; 2) la direccién paralela o antiparalela de los
segmentos ricos en guanina en el ensamblaje G-quadruplex; 3) la longitud, la secuencia y la
direccion de los bucles; 4) la orientacién syn o anti de las guaninas alrededor de los enlaces
N-glucosidicos; y 5) el numero de cuartetos G consecutivos formados. Todo parece indicar
gue las conformaciones G-quadruplex intramoleculares se forman generalmente de manera
preferente frente a las intermoleculares, con bucles de 2—4 bases, adoptando a menudo una
disposicién antiparalela con orientaciones Syn/anti alternadas. EI nUmero mas comudn de
cuartetos G consecutivos es 2 o 3, para evitar una conformacién excesivamente rigida
(Platella et al. 2017).

Una posible explicacion para el alto numero de secuencias formadoras de G-
quadruplex obtenidas en los procesos de seleccion de aptameros es la significativa densidad
de carga del G-quadruplex de DNA, dos veces la carga negativa por unidad de longitud en
comparacion con el DNA duaplex. El alto potencial electrostético da lugar a una fuerte union a
la carga positiva superficial de las proteinas, aunque las interacciones hidréfobas también

pueden ser criticas para la unién a la diana de forma fuerte y especifica (Platella et al. 2017).
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Los aptameros que contienen estructuras G-quadruplex suelen ser termodinamica y
quimicamente estables, resistentes a las nucleasas del suero, menos inmunogénicos y

alcanzan mas facilmente el interior celular (Kwok et al. 2017).

Se han descrito varios aptdmeros como agentes terapéuticos frente a diferentes
patologias humanas como la degeneracion macular relacionada con la edad, las
enfermedades neurodegenerativas, la inflamacion, la diabetes, etc. De hecho, hasta la fecha,
once aptameros se encuentran en ensayos clinicos para su uso como agentes terapéuticos
(Tabla IlI).

Cabe destacar que entre los aptameros con actividad terapéutica en cancer, se han
descrito seis que adoptan estructura G-quadruplex: 3R02 de 25 nt frente a la proteina VEGF
(Nonaka et al. 2013), HJ24 de 78 nt frente a la proteina Shp2 (Hu et al. 2011), T40214 de 16
nt frente a la proteina STAT3 (Jing et al. 2003), AS1411 de 26 nt frente a la proteina Nucleolina
(Bates et al. 2009), BC15 de 74 nt frente a la proteina hnRNP Al (Li et al. 2012) y el aptamero
apMNK2F de 75 nt frente a la proteina MNK1b (Garcia-Recio et al. 2016). De los seis

aptadmeros mencionados, cuatro de ellos tienen actividad en cancer de mama.

AS1411 es un aptamero de DNA rico en guaninas que contiene estructuras G-
quadruplex. Este aptdmero se seleccioné por su actividad antiproliferativa en céncer v,
posteriormente, se identific6 a la nucleolina como su diana. Esta proteina se une
preferentemente a acidos nucleicos con estructuras G-quadruplex y se expresa a altos niveles
en la superficie de las células cancerosas. La internalizacion celular de AS1411 es muy
eficiente en comparacion con otras secuencias de DNA que no contienen estructuras G-
guadruplex, por lo que numerosos grupos de investigacion lo han utilizado como agente de
direccionamiento para internalizar nanoparticulas, oligonucle6tidos y moléculas pequefias en
las células cancerosas. Los estudios en modelos animales han demostrado que las moléculas
ligadas a AS1411 se acumulan selectivamente en los tumores después de la administracion
sistémica. Los ensayos en humanos han indicado que el AS1411 es seguro y puede inducir

remisiones duraderas del tumor en algunos pacientes (Bates et al. 2017).

En el articulo en el que se describe el aptdmero parental de AS1411, GRO29A de 29
nucleotidos de longitud, se mostraba que la estructura G-quadruplex, asi como la modificacion
del extremo terminal 3' con un grupo propilamino, protegian al aptdmero de la degradacion en
medio con suero durante al menos 24 horas (Bates et al. 1999). Cabe destacar que el
aptdmero apMNKQ?2, en el que no se ha incluido ninguna modificacién, se mantiene integro
al menos 72 horas (tiempo mas largo ensayado) en presencia de plasma. Esto sugiere que la

estructura G-quadruplex que presenta apMNKQ2, caracterizada por tener 5 planos, le confiere
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una mayor estabilidad que la estructura G-quadruplex que forma el aptdmero GRO29A, que
solo forma 4 planos.

Por otra parte, el andlisis in silico utilizando el programa QGRS Mapper predice la
misma estructura G-quadruplex tanto para el aptdmero Vap7 de 66 nucleétidos como para su
version truncada 3R02. Por el contrario, los datos obtenidos mediante dicroismo circular
sugerian estructuras diferentes, lo que podria ser responsable del aumento de su afinidad por
la diana de hasta 16 veces (Kd 300 pM) (Nonaka et al. 2013). En este trabajo mostramos
mediante dicroismo circular que apMNKQ2 y la version mas larga de 48 nt, apMNK2FT,
conservan la misma estructura G-quadruplex y presentan una afinidad por su diana, MNK1b,
similar (15.47 + 2.36 nM y 8.47 £ 1.1 nM, respectivamente). Sin embargo, la eliminacién de
19 nucledtidos si parece afectar a la especificad de los aptdmeros, puesto que apMNKQ2 no
s6lo no ha perdido actividad, sino que ha mejorado su especificidad por la isoforma MNK1b
(Figuras 15 y 16). Aptameros modificados con moléculas tipo 2'F-ANA (acido 2'-
fluoroarabinonucleico) muestran Kd significativamente menores que el aptamero no
modificado y les confiere estructuras G-quadruplex altamente estables (Lietard et al. 2017).
Probablemente incluir este tipo de modificaciones seria una interesante estrategia para
optimizar la afinidad de apMNKQ2 por su diana.

Una de las propiedades que se buscan a la hora de identificar nuevos farmacos
antitumorales es su capacidad de inhibir procesos implicados en el desarrollo del propio tumor
como proliferacién celular, apoptosis y actividad clonogénica. En este sentido, hemos
demostrado que el aptdmero apMNKQ2 es capaz de reducir la viabilidad en tres lineas
celulares de cancer de mama humanas (MCF7, MDA-MB-231 y MDA-MB-468) (Figura 24),
principalmente por medio de la induccién de apoptosis mediada por caspasa 3 (Figuras 28y
29). En cualquier caso, no se puede descartar que se produzca ademas la inhibicién de la
proliferacion celular, ya que los estudios de citometria de flujo indican que las lineas MCF7 y

MDA-MB-468 sufren una parada del ciclo en la fase S (Figura 26).

Aungue la mayoria de los inhibidores de las MNKs producen un efecto antiproliferativo,
se han descrito algunos casos en los que la proliferacion no estd afectada. Asi, el inhibidor
MNK-7g, derivado de una retinamida, no afecta a la distribucion de las células MDA-MB-231
en el ciclo celular y tampoco cambia la proporcion de células en fase sub GO, indicando que
no afecta a la viabilidad de las células. Sin embargo, es capaz de ejercer su accién inhibiendo
la migracion en la linea MDA-MB-231, lo que sugiere que MNK estaria afectando a procesos
relacionandos con metastasis (Jin et al. 2018). Otro grupo de investigadores (Teo et al. 2015a)
tampoco ven efectos en el ciclo celular con el inhibidor que afecta s6lo a MNK2, pero si con

el que afecta a ambas isoformas MNK1 y MNK2, lo que sugiere que MNK1 debe jugar cierto
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papel en la proliferacion celular. En este sentido, el aptamero apMNKQ2 muestra un ligero
efecto antiproliferativo que produce puede justificarse por su mayor especificidad por MNK1.

En general, los inhibidores de MNK presentan valores de GI50 en el rango micromolar,
aunqgue son dependientes del tipo celular y/o del tipo de tumor. Ademas, los inhibidores mas
tradicionalmente utilizados de las MNKs (CGP57380 y cercosporamida) han demostrado ser
inespecificos puesto que se unen a otras quinasas que comparten similitudes con MNK. Por
esta razon se han realizado esfuerzos para identificar nuevos inhibidores que puedan ser mas
especificos aunque los nuevos inhibidores obtenidos siguen presentando valores de GI50 en
el rango micromolar (Dreas et al. 2017, Reich et al. 2018). Es interesante sefialar que todos
los inhibidores de MNK descritos hasta la fecha reconocen tanto a MNK1 como a MNK2. Sin
embargo, datos obtenidos en nuestro laboratorio indican que apMNK2F, aptamero parental
de apMNKQ?2, es especifico de MNKL1. Este resultado puede ser debido a que mientras la
mayoria de los inhibidores de MNKs se han obtenido buscando moléculas que bloqueasen la
actividad quinasa, en concreto, el sitio catalitico del enzima, el cual estd muy conservado en
diferentes quinasas, apMNK2F se obtuvo mediante un proceso de seleccion frente a la
proteina MNK1. Aunque el aptdmero apMNKQ2 no ha sido todavia evaluado en lo que se
refiere a su afinidad por MNK2, seria esperable que, al igual que la molécula parental, no
mostrase afinidad por MNK2. De confirmarse este resultado, apMNKQ2 seria el primer
inhibidor especifico de MNK1 en desarrollarse.

La metéastasis es un proceso complejo que requiere multiples eventos, entre los que
se incluyen la transicién epitelio-mesénquima (TEM) de las células cancerosas epiteliales, la
induccion de angiogénesis y la intravasacion y extravasacion de células cancerosas, de forma
qgue las células recuperaran rasgos epiteliales (TME, transicion mesénquimo-epitelial) y
finalmente formaran una nueva colonia en el microentorno distante apropiado (Mao et al.
2013). En este trabajo hemos demostrado que apMNKQ?2 es capaz de inhibir la migracion en
las tres lineas celulares de cancer de mama humanas estudiadas, asi como la invasion en las
dos lineas Triple-negativo (invasivas) (Figura 31). Por otra parte, el aptdmero parece estar
implicado en la TME ya que afecta a la expresion de proteinas que se consideran marcadores

de este proceso (Figura 34).

Muchos de los inhibidores de MNK son capaces de inhibir los procesos asociados a la
metastasis como la migracion (Wang et al. 2016, Kwegyir-Afful et al. 2017, Jin et al. 2018,
Lineham et al. 2018, Sansook et al. 2018, Wang et al. 2018), la invasion (Ramalingam et al.
2014, Kwegyir-Afful et al. 2017, Tian et al. 2017, Evans et al. 2018, Wang et al. 2018) o la
transicion epitelio-mesénquima (Kwegyir-Afful et al. 2017, Evans et al. 2018, Matossian et al.

2018). Entre los aptameros antitumorales se han descrito varios que afectan a procesos
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implicados en metastasis produciendo la inhibicién de migracion e invasion en distintos tipos
tumorales (Camorani et al. 2015, Cheng et al. 2016, Kanlikilicer et al. 2017, Weisberg et al.
2017, Esposito et al. 2018, Zhang et al. 2018).

Como hemos mencionado en la seccién de resultados, se observan claras diferencias
en los niveles de expresion de los marcadores de la transicion epitelio-mesénquima
analizados entre las distintas lineas celulares. Ademas, hemos observado que apMNKQ2 no
produce un descenso en los niveles de expresion del marcador mesenquimal en la linea
celular MDA-MB-468, que tiene caracteristicas de tipo basal, y que en ninguna de ellas afecta
a la actividad de las metaloproteinasas 2 y 9. A este respecto, se ha demostrado que las
células tumorales no necesitan cambiar completamente el fenotipo (epitelial 0 mesenquimal)
para migrar e invadir, lo que justifica la variabilidad de expresién de los distintos marcadores
entre las distintas lineas celulares (Christiansen et al. 2006). En consecuencia, se puede
interpretar que las células tumorales pueden invadir y metastatizar sin perder la morfologia
epitelial o los marcadores moleculares y sin inducir la expresion de genes mesenquimales.
Por lo tanto, el amplio uso del término TEM no siempre puede ser adecuado para describir los
diversos procesos asociados a invasion y metastasis, sino que puede representar sélo a un

mecanismo que puede contribuir al avance de la malignidad en el carcinoma.

La utilizacion de apMNKQ?2 en las lineas de cancer de mama da como resultado la
inhibicion de aquellos procesos que definen a las células tumorales, de forma similar a lo que
ocurria con el aptamero parental apMNK2F (Garcia-Recio et al. 2016), cuyos efectos sobre
MNK1 eran independientes de la fosforilacion de elF4E, el sustrato mejor descrito y
caracterizado de las MNKs. Como se menciona en la seccion de resultados, el aptamero
apMNKQ?2 no parece afectar a la fosforilacion de elF4E (Figura 35). Estos datos apuntan a
que el efecto del aptdmero sobre MNK1 podria estar afectando a otros sustratos de MNK o a
otras rutas en las que esta proteina esté implicada. Asi, el grupo de investigacion de Blaydes
(Wheater et al. 2010) observo que el tratamiento de distintas lineas de cancer de mama (entre
ellas las células MDA-MB-231) con el inhibidor de MNK CGP57380, no disminuye la
fosforilacion de elF4E en algunas de las lineas analizadas y que la inhibicion no es sostenida
en el tiempo sino que en muchos casos se revierte a las 72 horas del tratamiento. En el caso
del aptamero apMNKQ?2, los tratamientos se prolongaron entre 6 y hasta 72 horas y la
fosforilacion de elF4E no se vio afectada de forma significativa en ninguna de las lineas
celulares estudiadas (datos no mostrados). Este efecto también se muestra en otros estudios
publicados utilizando diferentes inhibidores de MNK (Wheater et al. 2010, Astanehe et al.
2012, Teo et al. 2015c, Evans et al. 2018, Lineham et al. 2018, Sansook et al. 2018). Como

describimos previamente en nuestro laboratorio (Garcia-Recio et al. 2016), una posible
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explicacion a este hecho es que la principal quinasa implicada en la fosforilacion de elF4E en
las lineas celulares utilizadas sea MNK2. Cabe resaltar que resultados previos en nuestro
laboratorio indican que el aptamero parental apMNK2F, y muy posiblemente su forma
truncada apMNKQ2, no reconocen a la isoforma MNK2 (datos no mostrados). Una posible
hipotesis para explicar los efectos de apMNKQ2 sobre su diana MNK1, independientes de la
fosforilacion del elF4E, es que impida la fosforilacibn de otros sustratos de MNK1 como
hnRNP Al o PSF.

La sobreexpresion de la proteina MCL1 se correlaciona con tumores de mama de alto
grado y menor tasa de supervivencia (Ding et al. 2007). Esta proteina juega un papel
importante en la supervivencia de las lineas celulares Triple-negativo (Yang et al. 2014,
Goodwin et al. 2015) y estudios recientes la consideran una diana terapéutica (Xiao et al.
2015, Braso-Maristany et al. 2016, Bai et al. 2017). Previamente se habia descrito que un
mutante constitutivamente activo de MNK1 promueve la expresiéon de MCL1 (Wendel et al.
2007), lo cual ha sido confirmado en nuestro laboratorio en ensayos en los que la
sobreexpresién de MNK1b correlaciona con un aumento de los niveles de esta proteina anti-
apoptética (Pinto-Diez et al. 2018). El hecho de que apMNKQ?2 disminuya los niveles de MCL1,
tanto in vitro como in vivo, confirma que el aptamero produce su efecto a través de MNK1,
posiblemente disminuyendo los niveles del mRNA de MCL1 en el citoplasma y, en
consecuencia, produciendo un aumento en la apoptosis que se observa en las tres lineas de

cancer de mama utilizadas en este estudio.

Recientemente, se ha visto que MNK regula la asociacion de mTORC1 con el complejo
TELO2-DDB1, lo que permite que mTOR fosforile a sus sustratos de forma que se activen los
procesos regulados por mTORC1, entre ellos el crecimiento celular (Grzmil et al. 2011, Brown
et al. 2017a, Brown et al. 2017b). Ademas, estos autores muestran que la isoforma MNK1b
tiene mucha mas afinidad por mTOR que MNK1a. En consecuencia, apMNKQ2 podria estar
impidiendo la unién de MNK1 a mTORC1 inhibiendo su actividad. Este mecanismo podria ser
especialmente relevante en las células MDA-MB-468 en las que la ruta de PISK/AKT esta

constitutivamente activa puesto que presentan una mutacion en PTEN.

En los dltimos tres afios se han descrito otras proteinas implicadas en metastasis que
estan reguladas por MNK1.: i) La proteina ZEB1, Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1, un
regulador de la transicion epitelio-mesénquima cuya expresion esta controlada por MNK1 a
través de mecanismos dependientes de la fosforilacion de elF4E y/o hnRNP Al (Kumar et al.
2016); ii) NDRG1, N-myc downstream regulated gene 1, regulador negativo de metéstasis en
varios tipos de cancer, incluyendo el cancer de mama, cuyos niveles aumentan por la

inhibicibn de MNK1 e inhiben la migracion en lineas tumorales de mama. Ademas, MNK1,
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pero no MNK2, regula la fosforilacion de NDRG1, aunque hasta el momento se desconoce la
funcion de esa fosforilacion sobre su papel como inhibidor de la migracién (Tian et al. 2017);
y iii) XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis, una proteina cuya sobreexpresién en tumores de
cancer de mama inflamatorios (IBC) correlaciona con peor prongstico en estos pacientes. La
inhibicion de MNK disminuye los niveles de XIAP en dos lineas tumorales de mama inhibiendo
procesos de migracion e invasion in vivo (Evans et al. 2018). La inhibicion de MNK1 por
apMNKQ?2 podria estar afectando a la migracién e invasion a través de uno o varios de estos

mecanismos.

En la Figura 41 se resumen los posibles mecanismos sobre los que apMNKQ2 podria
estar ejerciendo su funcién a través de MNK1, independientemente de la fosforilacion de
elF4E.

b ! !
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‘ 4
hnRNP A1 DDB1 S
PSF TELO2 XIAP
+ i !
Tumorogénesis Proliferacion celular Migracion e invasion

Figura 41: Mecanismos en los que MNK1 esta implicada: Transporte de mensajeros a través de
otros sustratos de MNK (PSF o hnRNP A1), asociacion con el complejo mTORCL1 y a través de
proteinas reguladas por MNK (ZEB1, NDRGL1 o XIAP).

La siguiente etapa en el desarrollo de un farmaco es la validacion de su actividad en
modelos animales. Un aspecto a considerar en este tipo de ensayos es la via de
administracion del farmaco. Desde un punto de vista terapéutico, una de las rutas de
administracion de farmacos mas convenientes es la via intravenosa ya que asegura alcanzar
la maxima concentracion en plasma de forma rapida y evita la posibilidad de eliminacién por
el metabolismo pre-enterohepatico. De hecho, otros aptameros (Bates et al. 2009, Fernandez
et al. 2018), asi como otros inhibidores de MNK (Reich et al. 2018), son vehiculizados de esta
manera obteniéndose muy buenos resultados. Por otra parte, como nuestra diana es
intracelular, el aptdmero debe alcanzar el interior celular para realizar su efecto, algo que no

es necesario cuando las dianas son receptores de membrana (TLR4 o nucleolina). En este
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sentido, hemos utilizado el aptdmero apMNKQ2 directamente en ensayos in vitro observando
que se introduce en las células, pero produce un efecto mucho menor que cuando es
administrado en forma de complejos con transfectantes. Por este motivo, en los ensayos in
vivo hemos utilizado el aptdmero apMNKQ2 acomplejado con el transfectante in vivo-JetPEl
ya aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) y que se utiliza en ensayos clinicos.
Cabe plantear que muy posiblemente la via de entrada del aptdmero a la célula con y sin
transfectante sea distinta y que, dependiendo del mecanismo de entrada, se pueda perder la
estructura que es necesaria para unirse especificamente a MNK1b. Aun tratandose de unos
experimentos preliminares en los que se ha utilizado una Unica dosis de aptamero (1 mg/kg)
administrada de forma intravenosa, resulta interesante comprobar que se produce una
reduccién significativa en el tamafio del tumor, lo que implica que el aptamero ha sido capaz

de alcanzar su diana en el interior del mismo.

Otro aspecto clave a considerar es la toxicidad que muestran los antitumorales en
general. En un estudio para analizar la toxicidad que produce everolimus (un inhibidor de
MTOR), en 24 de 29 pacientes con cancer de mama encontraron efectos secundarios, de los
que el 62% mostraba lesiones en pulmon, otro 62% desoérdenes digestivos (colitis, estomatitis,
anorexia, diarrea, nauseas), un 29% astenia y un 25% enfermedades en la piel, aunque en la
mayor parte de los casos esta toxicidad es baja (Dejust et al. 2018). Trastuzumab, un farmaco
utilizado en terapia dirigida en cancer de mama HER2 positivo, produce cardiotoxicidad en
pacientes, aunque conocer los factores de riesgo y monitorizar al paciente durante el
tratamiento permite el uso de esta terapia adyuvante de forma segura y eficaz (Onitilo et al.
2014). En este sentido hay que resaltar la ausencia de toxicidad inespecifica de los aptameros
como agentes terapéuticos de forma general. Por ejemplo, para evaluar la posible toxicidad
del aptamero apTLR#4FT in vivo se midieron distintos parametros como las presiones de CO»
y Oz, 0 las concentraciones de Na* y K* en sangre tras la administracion intravenosa del
aptdmero o del vehiculo a los animales. Los resultados obtenidos mostraron que no habia
diferencias entre el aptdmero ApTLR#4FT y el vehiculo, y que no se producian efectos toxicos
(Fernandez et al. 2018). En el caso del aptamero AS1411, se realizaron ensayos preclinicos
de toxicologia en ratas y perros, y los resultados se analizaron mediante autopsia
macroscopica e histopatologia de todos los 6rganos, asi como con estudios bioquimicos y
hematoldgicos, sin observar efectos toxicos (Bates et al. 2009). Aunque nosotros no hemos
analizado aun en profundidad la potencial toxicidad de apMNKQ2, hay que destacar que no
se observa ninguna pérdida de peso en los animales tratados con el aptamero, lo que podria
ser indicativo de baja toxicidad (Kwegyir-Afful et al. 2017, Reich et al. 2018).
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A la vista del resultado obtenido hemos analizado otros parametros como el indice de
proliferacion celular (Figura 38), apoptosis y expresion de MCL1 (Figura 39). Los resultados
correlacionan con los obtenidos en los ensayos usando cultivos celulares, lo que refuerza la
idea de que el aptamero es capaz de entrar en la célula reconociendo su diana MNK1 e
interfiriendo en su capacidad proliferativa y metastésica.

Alo largo de este trabajo se han presentado evidencias de que el aptamero apMNKQ2
gue hemos desarrollado frente a la quinasa MNK1 podria ser un potencial agente terapéutico
para el tratamiento del cAncer de mama vy, posiblemente, otros tumores en los que MNK1
juegue un papel relevante. Nuestro propésito es realizar nuevos estudios que nos permitan
conocer la dosis 6ptima efectiva para, posteriormente, llevar a cabo los correspondientes

estudios farmacodindmicos y farmacocinéticos.
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El aptdmero apMNKQ?2 es el resultado de la optimizacion de un aptadmero previamente
generado frente a la proteina quinasa MNK1b, la cual juega un papel relevante en la
ruta de las MAP quinasas, frente a la que no existen farmacos en la clinica, y que esta
implicada en mecanismos de resistencia a farmacos frente a la via PI3K/AKT/mTOR.

El aptdmero apMNKQ?2, que tiene un reducido tamafio (29 nt) y es capaz de formar
una estructura G-quadruplex formada por cinco planos de guaninas, presenta
caracteristicas moleculares y estructurales que le confieren elevadas estabilidad y

especificidad, manteniendo la actividad del aptamero parental.

El aptamero apMNKQ2 es capaz de inhibir procesos moleculares caracteristicos de
las células tumorales, tanto en lo que se refiere a su actividad tumorogénica
(proliferacién, inhibicion de apoptosis y formacién de colonias) como metastasicas

(migracién e invasion) en células tumorales de mama.

En estudios preliminares en un modelo murino de cancer de mama, el aptamero
apMNKQ2 ha demostrado una eficacia significativa reduciendo el volumen de los
tumores de los ratones, lo que permite concluir que apMNKQ2 puede ser un potencial
farmaco para terapias sustitutivas y/o combinadas, tanto en el tratamiento del cancer

de mama como en otros tumores donde se ha demostrado la implicacion de MNK1.
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