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4E-BPs
4E-SE

4ET

AC

AKT o PKB
ALK

AMD

AML
ANGPTL-4
ARE

ATP

BCIP
BRAF
BSA

Cap

cDNA

CK

CLL

CML

COVID-19

CPLA2
CXCL-12

DEPTOR

Proteinas de union a elF4E

Elementos sensibles al elF4E

Proteina transportadora del elF4E

Tumor carcinoide atipico

Proteina quinasa B

Linfoma anaplasico quinasa

Degeneracion macular asociada a la edad
Leucemia mieloide aguda

Proteina similar a la angiopoyetina 4

Secuencia rica en AU

Adenosin trifosfato

5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

V-RAF homoélogo B1 del oncogén viral del sarcoma murino
Albumina de suero bovino

Acido 7-metilguanilico en el extremo 5 del mMRNA
DNA copia
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Leucemia linfocitica crénica
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Infeccion viral por coronavirus

Fosfolipasa A2 citoplasmatica
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EDTA
EGFR
elF
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ERK
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FGF
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GTP

HER2

HER3

HDM2

HGNEC

hnRNP
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KRAS

LCNEC

LDH

MAPK

Medio de cultivo Dulbecco modified Eagles minimal essential

medium

Dimetil sulféxido

Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético

Receptor del factor de crecimiento epidérmico

Factor de iniciacion eucariota

Ensayo enzimético en placa con aptameros

Quinasa regulada a través de sefializacion extracelular

Suero bovino fetal

Administracion de alimentos y medicamentos

Factor de crecimiento de fibroblastos

Guanosin difosfato

Guanosin trifosfato

Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
Receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano
Proteina Human Double minute 2

Carcinoma neuroendocrino de alto grado
Ribonucleoproteina heterogénea nuclear

Interleuquina

Sitio interno de entrada al ribosoma

Kilodalton

Virus del sarcoma de rata Kristen

Carcinoma neuroendocrino de célula grande

Lactato deshidrogenasa

Proteina quinasa activada por mitégenos
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MCL-1

MEF

MK

MKK

MM
MMP
MNK1/2
MNK1bSR
MPNST
MRNA
MSK
MTOR
MTORC1
MTT
NADPH

NBT

NDRG1

NES

NF1

NF-kB

NFX1

NGS

NLS
NSCLC
NTRK
OoDC

OMS

Proteina de células de leucemia mieloide 1
Fibroblastos embrionarios de raton

Proteina quinasa activada por MAPK

MAPK quinasa

Mieloma multiple

Metaloproteinasa

Proteina quinasa de interaccion con MAPK

Region especifica de MNK1b

Tumor maligno de la vaina de los nervios periféricos
RNA mensajero

Proteina quinasa activada por mitégenos y estrés
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Complejo 1 de mTOR

Metiltiazol tetrazolio

Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
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Proteina N-Myc Downstream Regulated 1
Sefal de exportacion nuclear
Neurofibromina 1

Factor nuclear kappa potenciador de la cadena ligera de

las células B activadas
Proteina nuclear RNA export factor 1
Secuenciacion de nueva generacion

Sefial de localizacion nuclear

Cancer de pulmon de célula no pequefia
Receptor neurotrofico tirosina quinasa
Ornitina descarboxilasa

Organizacién Mundial de la Salud
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Abreviaturas

OPTI-MEM
PABP

PARP
PBS
PCNSL
PCR
PD-1
PDAC
PDK1
PD-L1
PDX
PEG
PI3K
PIK3CA
PM
PMSF
PSF
PTEN
PVDF
qPCR
RAPTOR
RNA
RNAsa
RET
ROS1

RPMI

Medio de suero reducido
Proteina de union a la cola de poli adeninas

Polimerasa de poli ADP-ribosa

Tampon fosfato salino

Linfoma primario del sistema nervioso central
Reaccion en cadena de la polimerasa
Molécula de muerte programada 1
Adenocarcinoma pancreético ductal
Quinasa dependiente de 3’fosfoinositol 1
Ligando 1 de muerte programada
Xenoinjertos de tumores derivados de pacientes
Polietilenglicol

Fosfatidil inositol 3 quinasa

Subunidad catalitica p110a

Peso molecular

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Proteina de union al tramo de polipirimidina
Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa
Difluoruro de polivinilideno

PCR cuantitativa a tiempo real

Proteina reguladora asociada a mTOR
Acido ribonucleico

Ribonucleasa

Reorganizado durante la transfeccion
Protooncogén tirosina proteina quinasa ROS

Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
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Abreviaturas

RSK
S6K

SARS-COV-2

SCLC
SDS

SDS-PAGE

SELEX

SEM
siRNA
Spry
ssDNA
STK11
TBS
TC
TELO2
TEM
TEMED
TGF-B
TGI
TKI
TLR
TME
TNF-a

TP53

p90S6 quinasa
Proteina quinasa de la proteina ribosomal S6

Sindrome respiratorio agudo severo causado por

coronavirus tipo 2

Cancer de pulmon de célula pequefia

Dodecil sulfato sédico

Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de

SDS

Enriguecimiento exponencial por evolucion sistematica de

ligandos

Error estandar de la media

RNA de interferencia

Proteina Sprouty

DNA de cadena sencilla

Serina treonina quinasa 11

Tampon salino tamponado TRIS

Tumor carcinoide tipico

Proteina de mantenimiento de la telomerasa 2
Transicion epitelio-mesénquima
N-N-N"-N’-tetrametilen-diamina

Factor de crecimiento transformante beta
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INTRODUCCION

1. BIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON

El cancer de pulmén es una de las principales causas de muerte por cancer a nivel
mundial y el segundo mas comun entre todos los tipos de cancer (Sung et al. 2021). En
paises en vias de desarrollo, se espera un incremento en la incidencia debido al aumento
reciente en el consumo de tabaco, mientras que en paises mas desarrollados, la incidencia
esta disminuyendo ya que el consumo comenzé mas pronto y ahora se esta reduciendo. En
mujeres, la mortalidad por cancer de pulmén ha superado a la mortalidad por cancer de
mama en algunas regiones de Norteamérica, Norte de Europa, Australia y Nueva Zelanda
(Bade et al. 2020). Esta tendencia al alza se debe en parte al aumento del consumo de
tabaco en mujeres a partir de los afios 70, mientras que en los varones el inicio del consumo
fue anterior y se esta reduciendo en los ultimos afios. Aun asi, la mortalidad todavia sigue

siendo mayor en hombres (Thai et al. 2021).

A pesar de los avances realizados en las diferentes estrategias terapéuticas, la
supervivencia media a los 5 afios para el cancer de pulmén es solo de un 19%. El cancer de
pulmén generalmente se diagnostica cuando el tumor se encuentra en una etapa avanzada,
o incluso cuando ya ha desarrollado metastasis, siendo el cerebro el sitio mas comun de
éstas. Esto incrementa las posibilidades de fracaso terapéutico, y disminuye la
supervivencia de los pacientes notablemente, ya que las opciones de tratamiento son
principalmente paliativas. Por tanto, la busqueda de biomarcadores tumorales especificos es

crucial para un diagndstico precoz de la enfermedad (Li et al. 2022).
1.1. Clasificacion del cancer de pulmén

El cancer de pulmén es una enfermedad heterogénea que implica una acumulacion de
eventos genéticos y epigenéticos en el epitelio respiratorio (Figura 1) (Langevin et al. 2015).
En 2015, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé una clasificacion de tumores
pulmonares que contenia numerosos cambios importantes con respecto a la edicién anterior
(Travis et al. 2015). La ultima clasificacion de tumores pulmonares de la OMS de 2021, ha
sido publicada recientemente (Nicholson et al. 2022), y recoge algunos avances con
respecto a la de 2015. Los criterios de clasificacion siguen siendo los de utilizar primero la

morfologia, apoyada por la inmunohistoquimica y, posteriormente, técnicas moleculares.
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Figura 1. Histogénesis de los principales tipos de cancer de pulmén. Los tumores de pulmén
neuroendocrinos se originan a partir de células neuroendocrinas. El adenocarcinoma surge de las
células secretoras, el carcinoma de células escamosas de las células epiteliales que recubren las vias
respiratorias, y las células del carcinoma de célula grande carecen de diferenciacion. Figura creada
con Biorender.

En 2015, se hizo especial hincapié en el uso de la inmunohistoquimica para hacer una
clasificacion mas precisa, mientras que en la clasificacion de 2021 hay un mayor énfasis en
la patologia molecular. Aunque algunas anomalias moleculares no tengan aun impacto en la
clasificacion de los tumores, pueden afectar al manejo del paciente. Segun las dltimas
actualizaciones de la OMS, los principales subtipos de tumores pulmonares de origen

epitelial son los siguientes (Figura 2):
a) Tumores neuroendocrinos

Los tumores neuroendocrinos se dividen en 4 subtipos: carcinoma de célula pequefia o
microcitico (Small Cell Lung Cancer o SCLC), carcinoma neuroendocrino de célula grande
(Large Cell Neuroendocrine Carcinoma o LCNEC) y tumores carcinoides tipicos (Typical
Carcinoid o TC) y atipicos (Atypical Carcinoid o AC). Los dos primeros, SCLC y LCNEC, se
consideran carcinomas neuroendocrinos de alto grado (High Grade Neuroendocrine
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Carcinoma o0 HGNEC), AC de grado intermedio y TC de grado bajo. La forma de diagndstico

mas comun es a través de inmunohistoquimicas de biopsias (Nicholson et al. 2022).
l. Carcinoma de célula pequefia o microcitico (SCLC)

Es el més frecuente entre los tumores de pulmon neuroendocrinos. Es un carcinoma
agresivo, poco diferenciado y de alto grado, que representa aproximadamente el 13% de
todos los carcinomas de pulmén. La tasa de supervivencia a 5 afios en etapas avanzadas
de la enfermedad es de menos del 10% (Araz et al. 2021). Suele estar localizado en zonas
periféricas del pulmén. Las células son redondas y pequefias, con bordes difusos, un
citoplasma escaso o nulo, y un alto indice mitético. Ademas, estos tumores poseen extensas
zonas de necrosis, y se caracterizan por la aparicién de desechos nucleares basdéfilos en las
paredes de los vasos sanguineos. Se observa con mayor frecuencia en fumadores
compulsivos en etapas avanzadas de la enfermedad, se presenta clinicamente con una
diseminacion metastasica temprana y una buena respuesta a la terapia inicial, que, en la
mayoria de pacientes, es seguida por una recaida con resistencia al tratamiento

quimioterapéutico (Raso et al. 2021).
.  Carcinoma neuroendocrino de célula grande (LCNEC)

Es un tipo de cancer muy agresivo y poco comun, representa aproximadamente el 2%
de todos los casos, y se asocia con antecedentes de tabaquismo. Se presenta como
grandes masas con areas necrosadas y metastasis tempranas. Es muy parecido al
carcinoma microcitico, aunque esta formado por células mucho mas grandes y poligonales
(Altmayer et al. 2020; Corbett et al. 2021).

lll.  Tumores carcinoides tipicos y atipicos

Como se ha descrito anteriormente, los tumores carcinoides se dividen en tipicos y
atipicos, diferenciandose en el indice de proliferacion celular del tumor, siendo mas bajo
para los tipicos (por debajo del 5%) y mas alto en los atipicos (entre 9-18%) (Nicholson et al.
2022). En comparacion con los tumores neuroendocrinos de grado alto (SCLC y LCNEC),
los pacientes con tumores carcinoides son significativamente méas joévenes, tienen un mejor
prondstico, y no existe tanta relacion con el tabaquismo. Ademas, los tumores carcinoides
presentan indices mitéticos mas bajos, menos zonas necrosadas, muy pocas anomalias
genéticas, y estan mejor diferenciados en comparaciéon con SCLC y LCNEC (Travis et al.
2015). Los pacientes tienen una supervivencia a largo plazo favorable tras la extirpacion

quirargica del tumor (Altmayer et al. 2020).
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b) Céancer de célula no pequefia 0 no microcitico (NSCLC)

El carcinoma de célula no pequefia es el tipo de cancer de pulmén mas comun, ya que
se produce en aproximadamente un 85% de todos los casos diagnosticados (Thai et al.

2021). Se divide en 3 subtipos diferenciados:
l. Adenocarcinoma

Es el tipo mas comun de cancer de pulmén, representa aproximadamente el 50% de
todos los casos, y es el mas comun entre los no fumadores, aunque el tabaco es un factor
de riesgo importante. El adenocarcinoma suele desarrollarse en la periferia del pulmén y
surge de las células glandulares de la mucosa bronquial. Las células poseen un nucléolo
prominente y un citoplasma mucinoso con vacuolas (Altmayer et al. 2020). Comparado con
otros tipos, su crecimiento es mas lento, por lo que puede ser detectado antes de que se
extienda. No obstante, entre todos los subtipos de NSCLC, el adenocarcinoma tiene la
incidencia mas alta de metéstasis cerebral (Karimpour et al. 2021). Los subtipos del
adenocarcinoma se agrupan en tres categorias segun su grado de invasion: pre-invasivo,
minimamente invasivo e invasivo (Travis et al. 2015). Se diagnostican mediante
caracteristicas histolégicas y citoldgicas (biopsias y citologias) complementadas
normalmente con inmunohistoquimicas de marcadores especificos que distingan entre los

diferentes subtipos.

El adenocarcinoma es el subtipo que con mayor frecuencia presenta alteraciones o
mutaciones genéticas con terapia molecular dirigida ya aprobada. Algunas de las
mutaciones identificadas son en KRAS (virus del sarcoma de rata Kristen), EGFR (receptor
del factor de crecimiento epidérmico), ALK (linfoma anaplasico quinasa), ROS-1
(protooncogén tirosina proteina quinasa ROS), BRAF (V-RAF homdlogo Bl del oncogén
viral del sarcoma murino), HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano),
RET (reorganizado durante la transfeccion), NTRK (receptor neurotréfico tirosina quinasa),
el protooncogén MET y TP53 (proteina tumoral 53) (Herbst et al. 2018; Altmayer et al. 2020;
Nicholson et al. 2022; Pendharkar et al. 2013; Tan 2020).

. Carcinoma de célula escamosa

Representa aproximadamente el 30% de casos de cancer de pulmén, y esta muy
asociado al habito tabaquico. Se presenta como masas localizadas en la zona central del
pulmén, envolviendo lébulos o bronquios. Surge de las células escamosas inmaduras que
recubren el interior de las vias respiratorias. Las células muestran un nicleo con una

cromatina oscura y un nucléolo poco evidente (Altmayer et al. 2020). El carcinoma de célula
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escamosa se subclasifica en queratinizante, no queratinizante y basaloide (Travis et al.
2015). Las mutaciones o alteraciones de genes, para las cuales se emplean tratamientos de
terapia dirigida, son menos frecuentes que en el adenocarcinoma (Herbst et al. 2018;
Socinski et al. 2018). Su diagnéstico se basa en las mismas técnicas que los

adenocarcinomas.
lll.  Carcinomade célula grande

Comprende un grupo heterogéneo de neoplasias malignas indiferenciadas que carecen
de las caracteristicas citoldgicas del carcinoma de células pequefias, y de la diferenciacion
glandular o escamosa (Zamay et al. 2017). Supone hasta el 5% de todos los casos, aunque
su incidencia ha comenzado a disminuir en los dltimos afios, probablemente debido a los
nuevos criterios de clasificacion de los tumores poco diferenciados y al uso en mayor
medida de marcadores de inmunohistoquimica. Esta fuertemente asociado al tabaco y son
muy agresivos. Suele originarse en la parte central de los pulmones aunque puede aparecer
en cualquier zona como una masa grande con margenes lobulados o espiculados, zonas
necrosadas y metastasis tempranas (Altmayer et al. 2020). Se diagnostica por exclusion de

otras posibilidades.
1.2. Tratamiento del cancer de pulmén

Las principales estrategias terapéuticas en cancer de pulmén incluyen cirugia,
quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia y terapia molecular dirigida. Los protocolos de
tratamiento (con intencién curativa o paliativa) se aplican en funciéon de la extension del
tumor en el momento del diagndstico, de su tipo histol6gico y/o molecular, de la existencia

de otras patologias y de los antecedentes que rodean al paciente.
a) Cirugia

En el caso del cancer de pulmén microcitico, la cirugia se limita a un pequefio grupo de
pacientes con la enfermedad localizada en etapas muy iniciales (Raso et al. 2021). En el
caso del cancer no microcitico, se lleva a cabo la cirugia en etapas iniciales de la
enfermedad, en estadios | y Il e incluso IlIA, siempre y cuando el paciente se encuentre en
condiciones de ser operado. Para determinar si el tumor se puede extirpar, se combina con
el diagnostico por imagen. En muchos casos la cirugia se complementa con terapia

adyuvante como quimioterapia o radioterapia (Nasim et al. 2019).
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b) Quimioterapia

Se suelen usar derivados del platino (cisplatino o carboplatino) combinados con otros
agentes citotéxicos, siendo la combinacion platino-etopdsido la mas frecuente. Ademas de
terapia adyuvante de la cirugia, se usa en pacientes con cancer microcitico y en aquellos no
microciticos en etapas avanzadas (estadio IV) en los que se descarta la cirugia (Hirsch et al.
2017). El objetivo de tratar a estos pacientes es mejorar su supervivencia y reducir los

efectos adversos de la enfermedad.
¢) Radioterapia

Se emplea en algunos canceres microciticos y en aquellos pacientes con NSCLC en
etapas tempranas que no pueden ser sometidos a cirugia o como paliativo para mejorar la
calidad de vida de aquellos pacientes que no responden a cirugia o quimioterapia (Nasim et
al. 2019).

d) Inmunoterapia

La inmunoterapia trata de aprovechar la respuesta inmunitaria del propio cuerpo humano
como defensa natural para luchar contra el cancer. Durante el proceso de tumorigénesis, la
sefalizacién de PD-1 (molécula de muerte programada 1), estimulada por su ligando PD-L1
(igando 1 de muerte programada), inactiva a las células T que reconocen antigenos
especificos de tumores, permitiendo la progresién tumoral y metastasis (Iwai et al. 2002). El
blogqueo de esta ruta mediante anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-L1 ha sido significativamente
beneficioso en pacientes de cancer de pulmén no microcitico. Se emplea en aquellos casos
avanzados que no responden al tratamiento quimioterapéutico, o tienen unos niveles de
expresion de PD-L1 de més del 50%. Es frecuentemente usada en casos de carcinoma de
célula escamosa, donde los pacientes se benefician de esta terapia sola, o en combinacion

con quimioterapia (Herbst et al. 2018).
e) Terapia molecular dirigida

El analisis de las alteraciones moleculares de los tumores permite llevar a cabo una
medicina personalizada en la que la decision de la terapia depende de las caracteristicas de
cada tumor en cada paciente. En sujetos que presentan algunas de las mutaciones descritas
anteriormente, se emplean como tratamientos de primera linea inhibidores especificos como
erlotinib y gefitinib, para mutaciones en EGFR, o crizotinib, para mutaciones en ALK (Hirsch
et al. 2017; Herbst et al. 2018; Duma et al. 2019). El desarrollo de estos farmacos, también
conocidos como inhibidores tirosina-quinasa (TKIs), ha supuesto un avance exitoso en el

abordaje terapéutico de estos tumores, ya que en algunos casos suponen una mejora en la
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tasa de supervivencia y la calidad de vida de los pacientes, en comparacion con otros
tratamientos como la quimioterapia. No obstante, muchos acaban desarrollando resistencia
a estos tratamientos, y progresion de la enfermedad, en una media de 10-12 meses (Yuan
et al. 2019). Esto hace que sea crucial el desarrollo de nuevas terapias dirigidas, asi como la

identificacion de nuevas dianas terapéuticas con el fin de mejorar el pronéstico del paciente.
1.3. Factores de riesgo del cancer de pulmon

El tabaquismo es el principal factor de riesgo en el desarrollo del cancer de pulmon,
especialmente para el carcinoma escamoso y el de células pequefas. De hecho, el 80% de
casos de cancer de pulmoén se deben al tabaco, y los fumadores pasivos tienen altas
probabilidades de desarrollarlo. La frecuencia de cigarrillos fumados o la duracion del habito
afectan de forma proporcional al riesgo de padecer la enfermedad, es mas, la reduccion de
cigarros fumados al dia reduce de forma significativa el riesgo de cancer de pulmén
(Langevin et al. 2015).

Los factores genéticos también estan involucrados, ya que la existencia de antecedentes
familiares de cancer de pulmén aumenta el riesgo de padecer la enfermedad incluso en no

fumadores (Molina et al. 2008).

Otras de las principales causas de padecer cancer de pulmén son la contaminacién del
aire, especialmente en grandes ciudades, y la exposicion a factores ambientales
cancerigenos como el gas radén, que se produce por la descomposicion natural del uranio
en el suelo y las rocas. La exposicion laboral al asbesto, y otros agentes cancerigenos como
el arsénico o los hidrocarburos policiclicos aromaticos, pueden aumentar el riesgo de
padecer cancer de pulmén, sobre todo en fumadores. El consumo de alcohol, el tipo de
dieta, el ejercicio y la actividad fisica, también se han visto relacionados con la etiopatogenia
de esta enfermedad (Molina et al. 2008; Torre et al. 2015).
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Figura 2. Clasificacion de los principales tipos de cancer de pulmon y principales métodos de
diagndstico y terapia.
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2. PROTEINAS QUINASAS QUE INTERACCIONAN CON MAPK: MNKs

2.1. Familia de MNKs

Las MNKs (MNK1 y MNK2), proteinas quinasas que interaccionan con MAP quinasas,
fueron identificadas de forma simultanea en el afio 1997 por dos grupos de investigacion
independientes cuyo objetivo era la busqueda de proteinas de union a ERK (quinasa

regulada a través de sefializacion extracelular).

Por una parte, el grupo de Waskiewicz y colaboradores (Waskiewicz et al. 1997), a
través de la realizaciébn de ensayos de doble hibrido en levaduras, identific6 a MNK1 y
MNK2 como una nueva subfamilia de serina/treonina quinasas de raton. Ademas se
demostr6 que cuando ambas eran fosforiladas por ERK1/2 y por p38, se estimulaba su
actividad quinasa in vitro hacia un sustrato, el factor de iniciacién eucariético 4E (elF4E),
identificando asi a la proteina quinasa MNK como la responsable de la fosforilacion de
elF4E (Waskiewicz et al. 1997).

Por otra parte, Fukunaga y colaboradores (Fukunaga et al. 1997) identificaron la quinasa
MNK1 humana a través de ensayos de expresion de librerias de cDNAs en bacterias. Estos
estudios establecieron que MNK1 se fosforilaba y activaba in vitro, por ERK y por p38, pero
no por JNK/SAPK y que, ademds, se activaba mediante estimulos que activan a ERK
(suero, ésteres de forbol) o a p38 (debido a condiciones de estrés como la hiperosmolaridad
y la radiacion UV-C; o por citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral

alfa, TNF-q, y la interleuquina 1 beta, IL-1p).

Las proteinas MNKs estan codificadas por los genes MKNK1 y MKNK2. En ratdn, cada
uno de los genes da lugar a una proteina, MNK1 y MNK2, mientras que en humanos, cada
uno de los genes da lugar a dos isoformas distintas (MNK1a, MNK1b y MNK2a, MNK2b) por
splicing o procesamiento alternativo (Slentz-Kesler et al. 2000; O'Loghlen et al. 2004). El
extremo N-terminal de las cuatro isoformas es idéntico (Figura 3), y contiene una secuencia
polibasica que funciona como una secuencia de localizacién nuclear (NLS) a la cual se une
la proteina a-importina, la cual permite la entrada de las proteinas al ndcleo celular (Parra-
Palau et al. 2003). Esta secuencia polibasica del extremo N-terminal también esta implicada
en la unién al factor de iniciacion eucariotico 4G (elF4G), proteina que sirve de anclaje para
las MNKs, las cuales se unen para fosforilar de forma eficiente al elF4E (Pyronnet et al.
1999). Sin embargo, los residuos de esta secuencia polibasica implicados en la union de la

a-importina y del elF4G no son los mismos (Parra-Palau et al. 2003).
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El extremo C-terminal es distinto, lo que hace que las isoformas “a” sean mas largas que
las isoformas “b”. MNK1la y MNK2a presentan en su regién C-terminal una zona de unién a
MAPK, cuya secuencia difiere ligeramente, (LARRR y LAQRR, respectivamente), haciendo
gue MNKla se una a las quinasas ERK1/2 y p38, y MNK2a solo se asocie con ERK1/2
(Waskiewicz et al. 1997). Sin embargo, las isoformas cortas no poseen este dominio.
MNK2b se identifico por primera vez como una proteina de unién al receptor de estrégenos
B (ErB) (Slentz-Kesler et al. 2000), y MNK1b fue descrita por primera vez en 2004 al clonar
MNK1la a partir del RNA de células HL-60 (O'Loghlen et al. 2004). MNK1b se genera por
procesamiento alternativo ya que ha perdido la regién correspondiente al exén 12, lo cual
produce un cambio en el marco de lectura generando un codon de parada. De esta manera,
la proteina resultante pierde 89 aminoacidos del extremo C-terminal (336-424) que son
reemplazados por 12 aminodcidos distintos (336-347), a los que se denomina region
especifica de MNK1lb (MNK1bSR) (O'Loghlen et al. 2007). MNKla se encuentra
principalmente en el citoplasma debido a la presencia, en su extremo C-terminal, de una
secuencia de exportacion nuclear (NES) (Parra-Palau et al. 2003). MNK1b, al ser mas corta,
ha perdido esta secuencia, por lo que se puede encontrar tanto en el nucleo como en el
citoplasma (O'Loghlen et al. 2004). El caso de MNK2a es méas complicado, se encuentra
principalmente en el citoplasma aunque carezca de NES, debido a una posible interferencia
entre los extremos C-terminal y N-terminal, que dejaria inaccesible la zona de unién a la a-
importina, impidiendo la entrada de MNK2a al nicleo. MNK2b se localiza principalmente en

el nucleo ya que también carece de NES (Scheper et al. 2003).

Dominio catalitico
1

&) @

MNK1a N NS NES c
MNK1bSR
f
Sitio de union
MNK1b N - C a MAPK
MNK2a N - C

MNK2b N -

Figura 3. Esquema general de las MNKs humanas. Las cuatro isoformas presentan una secuencia
de localizacion nuclear (NLS) y las treoninas (Thr) del dominio catalitico. Solamente MNK1a presenta
una secuencia de exportacion nuclear (NES) y solo MNKla y MNK2a tienen el dominio de unién a
MAPK. Figura creada con Biorender.
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Los dominios cataliticos de MNK1 y MNK2 presentan un 80% de similitud de secuencias
(Jauch et al. 2006) y los sitios activos se encuentran altamente conservados. Estos poseen
dos residuos de treonina (209 y 214 en MNK1 y 244 y 249 en MNK2) que conforman el
bucle de activaciéon de la actividad quinasa. Estos residuos de treonina van seguidos de
prolinas que actian como potenciales sustratos de fosforilacibn para las MAPK,
caracteristica que comparten con otras proteinas quinasas activadas por MAPK como
MK2/3 y la proteina p90S6 quinasa (RSK) (Waskiewicz et al. 1997). Sin embargo, los
dominios cataliticos de las MNKs también presentan ciertas particularidades, como la
presencia de un dominio DFD (Asp-Phe-Asp) que marca el inicio del bucle de activacion, en
lugar de DFG (Asp-Phe-Gly) que presentan otras quinasas. Ademas, estos dominios
cataliticos tienen dos insertos o secuencias cortas, uno de siete residuos situado entre el
motivo DFD y el bucle de activacioén, y otro, de cinco residuos, localizado junto al motivo
APE (Ala-Pro-Glu) (Buxade et al. 2008). Los estudios de las estructuras tridimensionales de
MNK1 y MNK2 revelaron que el bucle de activacion de MNK2 adquiere una inusual
conformacion abierta y que, ademas, el dominio DFD interfiere en la union a ATP (Jauch et
al. 2005). Por otro lado, el estudio de la estructura de MNKL1 revel6 que su bucle de
activacion se auto-inhibe debido a la presencia de residuos de fenilalanina localizados en el

sitio de union del ATP, impidiendo su union (Jauch et al. 2006).

En raton, MNK1 y MNK2 se expresan en todos los tejidos adultos a excepcion de MNK2
en el cerebro, donde sus niveles se reducen considerablemente. La expresién de ambas
proteinas es bastante abundante en musculo esquelético en comparacion con el resto de
tejidos (Waskiewicz et al. 1997). En humanos, se encuentran niveles elevados de MNK1a en
corazon, higado, placenta y pancreas, en comparacion con cerebro, rifién, pulmén y
musculo esquelético. MNK1b se expresa de forma similar en corazén, cerebro, placenta,
pulmaén, higado, rifibn o pancreas, mientras que en musculo esquelético los niveles son mas
bajos (O'Loghlen et al. 2004). MNK2a y MNK2b estan presentes en una amplia variedad de
tejidos, excepto en corazon y en cerebro donde los niveles de ambas isoformas son muy
bajos, y también en timo y ovario, donde los niveles de MNK2a son muy reducidos (Slentz-
Kesler et al. 2000).

La actividad basal de las MNKs y su regulacién por parte de las MAPK varian en funcion
de las distintas isoformas. MNK1a tiene una actividad basal baja que mejora en gran medida
mediante la activacion de las rutas de ERK o p38. Esto podria deberse a su extremo C-
terminal, el cual dificulta el acceso al dominio catalitico de la proteina reprimiendo asi tanto
su actividad basal como su fosforilacién en el bucle de activacion (Goto et al. 2009). Por el
contrario, MNK2a posee una alta actividad basal débilmente modificable por los agonistas

de la ruta de ERK, debido a la capacidad de MNK2a de mantenerse unida a ERK incluso
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después de que éste haya sido activado por fosforilacion. De esta forma se impide la
desfosforilacion e inactivacién de ERK. (Parra et al. 2005). MNK1b posee una alta actividad
basal mucho mas alta que MNK1a e independiente de la activacion por las quinasas ERK1/2
y p38 (O'Loghlen et al. 2004). No obstante, se ha demostrado que aunque no se active por
la via de ERK, puede responder ligeramente a la activacién de vias de sefalizaciéon de
MAPK como c-Jun o p38 (Goto et al. 2009). La falta de los 77 amino&cidos en el extremo C-
terminal de MNK1b no justifica su alta actividad elF4E quinasa, por lo que esta podria
deberse a la secuencia especifica de 12 aminoéacidos de su extremo C-terminal (MNK1bSR)
(O'Loghlen et al. 2007). Sin embargo otros autores discrepan y consideran que esta region
especifica no es la responsable de la mayor actividad de MNK1b (Goto et al. 2009). MNK2b
tiene una actividad basal muy baja y se desconoce qué condiciones promueven su actividad
(Scheper et al. 2003).

2.2. Sustratos de las MNKs

a) Factor de iniciacion eucariotico 4E (elF4E)

El factor de iniciacién eucaribtico 4E (elF4E) fue el primer sustrato identificado de las
MNKs tanto in vitro como in vivo (Waskiewicz et al. 1997; Waskiewicz et al. 1999). Estudios
en ratones knockout para MNK1 y MNK2 han demostrado que las MNKs son las Unicas
quinasas de elF4E (Ueda et al. 2004). En las células eucaridticas todos los mMRNAs poseen
en su extremo 5’ una estructura llamada cap (m’GpppN, donde N es cualquier nucleétido) a
la que se une directamente el elF4E, reclutando asi la subunidad ribosémica 40 S y
facilitando la sintesis de proteinas (Yang, Zhong, et al. 2020). El factor de iniciacién
eucariotico 4F (elF4F) esta formado por tres subunidades: elF4A, una RNA helicasa
dependiente de ATP, elF4E, y elF4G, que sirve de proteina de anclaje para las MNKs, las
cuales se unen fosforilando asi de forma eficiente al elF4E (Pyronnet et al. 1999).

El elFAE es fosforilado en la serina 209 tras el tratamiento de las células con mitégenos,
hormonas y factores de crecimiento (Joshi et al. 1995; Makkinje et al. 1995; Flynn et al.
1995), aunque el significado fisioldgico de esta fosforilacion sigue siendo indeterminado.
Inicialmente se pensé que la fosforilacion del elF4E aumentaba su afinidad hacia el cap de
los mMRNAs (Minich et al. 1994). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que la
fosforilacion del elF4E reduce su afinidad por el cap del mRNA, lo que podria deberse a una
repulsion entre el fosfato de la serina 209 del elF4E y los grupos fosfato del mMRNA. De esta
forma elF4E quedaria libre y disponible para continuar con el proceso de traduccion de otros
MRNAs (Scheper and Proud 2002; Scheper, van Kollenburg, et al. 2002; Zuberek et al.
2003).
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La delecion de MNK1 y MNK2 en ratones muestra que tanto la expresion de ambas
proteinas como la fosforilacion del elF4E son prescindibles para la supervivencia y que,
ademas, estos ratones no muestran defectos en su reproduccion o desarrollo (Ueda et al.
2004). Asimismo, ratones con una mutacion en elF4E que impide su fosforilacion, tampoco
muestran defectos en la viabilidad o desarrollo (Furic et al. 2010). Estos resultados sugieren
que aunque la fosforilacion del elF4E no sea critica para la traduccién general del mRNA,
podria ser especialmente importante para la traduccibn de mMRNAs con estructuras
secundarias complejas en las regiones 5’ no traducidas (5’UTR) (Koromilas et al. 1992).

La regulacién del elF4E es muy importante ya que la concentracion presente en la célula
es limitada (0.01-0.2 moléculas por ribosoma), en comparacién con la de otros factores de
iniciacion (0.3-0.5 moléculas por ribosoma) (Duncan et al. 1987). La disponibilidad del elF4E
esta regulada a través de interacciones reversibles con las proteinas de unién a 4E (4E-BPs,
siendo 4E-BP1 la més estudiada), las cuales impiden la unién del elF4E al elF4G, evitando
la formacion del complejo elF4F, y, por tanto, inhibiendo la sintesis de proteinas. Las 4E-
BPs compiten con elF4G en su unién a elF4E. Esta competicion depende del estado de
fosforilacion de las 4E-BPs, que en su estado hipofosforilado se asocian fuertemente a
elF4E, mientras que su hiperfosforilacion disminuye drasticamente la union a dicho factor
(Gingras et al. 2001). La fosforilacion de las 4E-BPs se lleva a cabo por el complejo 1 de la
proteina quinasa diana de rapamicina en mamiferos (MTORC1), la cual es activada por las
vias de sefializacion de Ras/Raf/MEK/ERK y PI3K/AKT (Martineau et al. 2013; Proud 2015).

b) Factor de iniciacién eucariético 4G (elF4G)

El factor de iniciacion eucariético 4G (elF4G) es una proteina de anclaje que forma parte
del complejo elF4F uniéndose a diferentes componentes implicados en la traduccion,
incluidos las MNKs y elF4E. Las MNKs se unen a la region C-terminal de elF4G, elF4E,
elF4A y elF3 a su region central, y la proteina de union a poli (A) (PABP) se une a su region
N-terminal. Estas interacciones hacen que elF4G esté implicado en diferentes procesos de
la traduccion ya que permite el reclutamiento de la subunidad ribosémica 40S al mRNA
mediante su interaccion con elF3; facilita la circularizacion del mRNA mediante su union a
PABP, la cual se une al extremo 3’ del mRNA favoreciendo asi su traduccién; ayuda en la
apertura de las estructuras secundarias de las regiones 5 UTR mediante su union con
elF4A; y favorece la fosforilacién de elF4E mediante la union con las MNKs (Buxade et al.
2008; Cargnello et al. 2011).

MNK1 no puede interactuar con elF4E en ausencia de elF4G, por lo que la interaccion
MNK-elF4G es esencial para la fosforilacion del elF4E (Pyronnet et al. 1999; Shveygert et al.

2010). Ademés, MNK1 regula su propia interaccion con elF4G a través de la sefializacion de
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ERK o p38 (Shveygert et al. 2010), pero también la quinasa PKCa fosforila a elF4G en la
serina 1186 facilitando su unién a MNK1, lo que podria desempefiar un papel importante en
la regulacion de la actividad de MNK1 mediante el control de forma indirecta de la
fosforilacion del elF4E (Dobrikov et al. 2011). Aunque hay estudios que sugieren que elF4G
es fosforilado por MNK1 in vitro (Pyronnet et al. 1999), no parece ser relevante in vivo ya
que al inhibir la quinasa, no se ve afectada la union a elF4G de otros factores como elF3 o
elF4A (Raught et al. 2000).

c) Ribonucleoproteina heterogénea nuclear 1 (hnnRNP Al)

La hnRNP Al es una proteina nuclear muy abundante que tiene un papel importante en
el metabolismo del mRNA. Aunque es principalmente nuclear, se desplaza entre el nucleo y
el citoplasma mediante el motivo M9 que media el transporte bidireccional de la proteina
(Izaurralde et al. 1997). La hnRNPA1 es una proteina de unién a regiones 3’ UTR ricas en
residuos de A y U (AREs) y estd implicada en el control de la estabilidad del mRNA
(Hamilton et al. 1997). Se ha observado una disminucién en la liberacién de TNF-a, IL-1B e
IL-6 en queratinocitos humanos tras la inhibicion de MNK con CGP57380, en respuesta a
agonistas de la quinasa p38 (Kjellerup et al. 2008). Otros estudios han observado que la
inhibicibn de MNK induce una disminucién en la produccién de TNF-a por los macréfagos
tras el tratamiento con agonistas de la familia de los TLRs (Toll like receptor) (Rowlett et al.
2008). En respuesta a la activacion de los linfocitos T, las MNKs fosforilan la serina 192 y la
serina 310/311/312 de la proteina hnRNP A1, la cual pierde la capacidad de union al mRNA
del TNF-a, promoviendo la traduccién de éste (Buxade et al. 2005). Esto sugiere que las
MNKs juegan un papel importante en la regulacion de la traduccion de mRNAs especificos.
Por otro lado, en respuesta a estrés osmético a través de la ruta de p38, las MNKs fosforilan
a hnRNP A1, lo que conlleva a su acumulacion en granulos de estrés, lo que indica que las
MNKs tienen un papel importante en la fisiologia celular a través de la regulacion de la
traduccién de mRNAs especificos en situaciones de estrés (Guil et al. 2006). También se ha
sugerido que las MNKs podrian estar implicadas en la senescencia celular mediante la

regulaciéon de la distribucién celular de hnRNP Al (Shimada et al. 2009).

d) Factor de splicing asociado a la proteina de unién al tramo de

polipirimidina (PSF)

El factor de splicing asociado a la proteina de unién al tramo de polipirimidina (PSF) es
una proteina nuclear implicada en la transcripcion y en el procesamiento del RNA. Al igual
que hnRNP A1, es una proteina de unién a AREs y junto con p54™, una proteina de unién a
DNA/RNA, PSF forma un factor de transcripcién-procesamiento implicado en diferentes

procesos bhiolégicos como la transcripcion, el procesamiento del mMRNA o la relajacién del
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DNA. PSF se identificé como sustrato de las MNKs al examinar la capacidad de éstas para
fosforilar proteinas que se unieran al cap 5. Las MNKs fosforilan a PSF en la serina 8 y la
serina 283 favoreciendo su union al mMRNA de TNF-a, aunque esta fosforilaciéon no afecta ni
a la estabilidad, ni a la localizaciéon nuclear/citoplasmética de PSF o del mRNA de TNF-a
(Buxadé et al. 2008). Por tanto, MNK parece estar implicada en la produccion de TNF-a
controlando la abundancia de su mRNA, aunque la implicacion de PSF y/o hnRNP Al no se
ha determinado (Pashenkov et al. 2017).

e) Fosfolipasa A2 citoplasmatica (cPLA2)

La cPLA2 es una enzima que cataliza la liberacién del acido araquidénico de los
fosfolipidos de membrana, por lo que tiene un papel importante en la produccion de
eicosanoides, los cuales estan implicados en inmunidad e inflamacién. MNK1 fosforila a
cPLA2 en la serina 727 a través de la via de sefalizacion de p38 MAPK. Esta fosforilacion
favorece la actividad enzimética de cPLA2, lo que indica que MNK esta implicada en la via
de sefalizacion de los eicosanoides (Hefner et al. 2000). Ademas, la cPLA2 también es
fosforilada in vitro por otras quinasas activadas por p38 como MSK1 y MSK5 (Cargnello et
al. 2011).

f) Sprouty 2 (Spry2)

Sprouty 2 (Spry) es una proteina asociada a membrana que suprime la activacién y/o
sefializacién de ERK (Bundschu et al. 2006). MNK1 fosforila a Spry2 en la serina 112 y la
serina 121, y el cambio de estas serinas por alaninas hace que aumente la degradacion de
Spry2 mediada por proteasoma (DaSilva et al. 2006). La inhibicién de MNK con CGP57380
también produce una degradaciéon de Spry2 mediada por proteasoma (Buxade et al. 2008),
lo que sugiere que la fosforilacion de Spry2 mediada por MNK1 proporciona un mecanismo
para prolongar la vida media de Spry2 y, por tanto, su capacidad de inhibir la sefalizacién
de ERK.

2.3. MNKs, elF4E y cancer

Para conocer como las MNKs estan implicadas en tumorigénesis, muchas
investigaciones se han enfocado en estudiar su sustrato mejor conocido, el elF4E y su
funcion en la expresion génica (Pinto-Diez et al. 2020; Yang, Zhong, et al. 2020). Fue en
1990 cuando el grupo de Lazaris-Karatzas y colaboradores (Lazaris-Karatzas et al. 1990)
determind por primera vez la relacion del elF4E con el control del crecimiento celular y la
transformaciéon neoplasica, ya que la sobreexpresion de elF4E en las células NIH-3T3 daba

lugar al crecimiento de colonias en agar, y a la formacién de tumores cuando se inoculaban
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en ratones. Ademas, hay diferentes estudios en los que se ha visto que la inhibicién de
elF4E impide la proliferacion y la alteracion de la morfologia celular, asi como la formacion
de tumores, invasion y metéstasis en diferentes modelos experimentales (De Benedetti et al.
1991; Graff et al. 1995; DeFatta et al. 2000). Asimismo, varios estudios han demostrado que
el elF4E se encuentra sobreexpresado en diferentes tipos de cancer como tumores de
colon, mama, vejiga, pulmon, prostata, tracto intestinal, cuello y cabeza, etc., lo que se
correlaciona con la progresion y el pronéstico de la enfermedad (De Benedetti et al. 2004;
Culjkovic et al. 2009; Kleiner et al. 2009; Proud 2015).

El elF4E puede tener diferentes efectos en la expresion génica. Por una parte, aumenta
la eficiencia de la traduccién de algunos mRNAs que ya estan en el citoplasma, debido a la
presencia de estructuras secundarias complejas en la regién 5UTR que las hace
particularmente dependientes de la actividad del elF4E (Koromilas et al. 1992). Algunas de
estas proteinas facilitan la angiogénesis como el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); otras estan implicadas en
proliferacion celular como la ciclina D1, ciclina D3, c-Myc, ornitina descarboxilasa (ODC) y
Hdm2; en supervivencia como Bcl-2; o en invasion como metaloproteinasas (MMPSs) o Snail
(Rousseau et al. 1996; Culjkovic et al. 2007; Furic et al. 2010; Robichaud et al. 2015;
Robichaud et al. 2018).

Por otra parte, elF4E participa en la exportacion de algunos mRNAs del nucleo al
citoplasma. El elF4E interacciona con la proteina transportadora del elF4E (4ET) (Dostie et
al. 2000) para entrar al ntcleo, donde su capacidad para exportar mMRNAs depende tanto de
su fosforilacion, como de la presencia de los 4E-SE (elementos sensibles al elF4E) en la
region 3'UTR de dichos mRNAs (Culjkovic et al. 2005). Los mRNAs que contienen los
elementos 4E-SE son exportados al citoplasma a través de la proteina CRM1, a diferencia
de la mayoria de los mRNAs, que se exportan a través de la proteina NFX1 (nuclear RNA
export factor 1) (Culjkovic et al. 2006). Algunos de los mMRNAs que son exportados del
nicleo al citoplasma mediante el elF4E son de proteinas implicadas en la proliferacion
celular como ciclina D1, Hdm2 u ornitina descarboxilasa (Rousseau et al. 1996; Phillips et al.
2008).

La fosforilacion del elF4E en la serina 209 por las MNKs es un requisito indispensable
para su accion oncogénica. De hecho, se han observado niveles elevados de elF4E
fosforilado en diferentes tipos de cancer como carcinoma nasofaringeo, astrocitoma o
melanoma, lo que correlaciona con un peor pronéstico en la enfermedad (Yang, Zhong, et
al. 2020). Es mas, hay estudios que demuestran que la fosforilacion del elF4E tiene un papel

importante en la transformacion celular y en el control del transporte del mRNA de la ciclina
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D1, ya que la inhibicién de la fosforilacion del elF4E con CGP57380 disminuia los niveles
citoplasméticos tanto del mMRNA como de los niveles de proteina de la ciclina D1 (Topisirovic
et al. 2004).

Asimismo, se ha observado una sobreexpresion de las MNKs en glioblastoma, cancer de
pulmén, de higado, de ovario y de mama (Wheater et al. 2010; Grzmil et al. 2011; Guo et al.
2017; Hou et al. 2017; Pinto-Diez et al. 2018; Wang, Wang, et al. 2018), ademas de una
correlacion significativa entre la alta expresion de MNK1 y un peor pronostico en cancer de
higado, rifidn y prostata; y entre la alta expresion de MNK2 y un peor prondstico en cancer
de préstata y glioma de grado bajo (Pinto-Diez et al. 2020). La sobreexpresiéon de MNK1
esta asociada con niveles elevados de c-Myc en leucemia mieloide aguda (AML), y la
inhibicibn de MNK1 mediante CGP57380 disminuye de forma significativa la proliferacion de
las células hematopoyéticas (Worch et al. 2004). Otros estudios han demostrado que en
varias lineas tumorales de mama, el aumento de la fosforilacién y la actividad de las MNKs
se correlacionan con la sobreexpresion de HER2, y que la inhibicién de las MNKs con
CGP57380 reduce la formacion de colonias en agar (Chrestensen, Shuman, et al. 2007).
Ademas, la pérdida de MNK1/2 reduce la tumorigénesis en un modelo de ratdén con linfoma
PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa) negativo (Ueda et al. 2010). Grzmil y
colaboradores (Grzmil et al. 2011) observaron que la inhibicibn de MNK disminuye la
traduccion de mRNAs implicados en la via del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) e induce una parada del ciclo celular en células de glioblastoma.

Wendel y colaboradores (Wendel et al. 2007) demostraron que la expresiéon del mutante

no fosforilable (elF4ES?%%A

) impedia la formacién de tumores en un modelo de ratén de
linfoma, mientras que el mutante de MNK1 constitutivamente activo disminuia la apoptosis
mediante la regulacion de la proteina antiapoptética MCL-1, lo que aceleraba la aparicion de
tumores. Ademas, los fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) doble knockout para
MNK1/2 experimentan mas facilmente apoptosis tras la retirada de suero, que los MEFs WT
(wild type) o los MEFs knockout para MNK1 o MNK2 por separado. La reintroduccion de
MNK1 en los MEFs doble knockout disminuy6 la sensibilidad a la apoptosis (Chrestensen,
Eschenroeder, et al. 2007). Otro estudio ha observado que la inhibicibn de MNK con
CGP57380 aumenta la apoptosis en células de NSCLC debido a una disminucion en la
proteina antiapoptotica MCL-1 (Wen et al. 2016), proteina cuya sobreexpresion se
correlaciona con un peor prondstico en pacientes de NSCLC (Wen et al. 2019). Estos

resultados sugieren que las MNKSs intervienen en rutas de sefializacion antiapoptoticas.

También se ha observado la implicacion de MNK-elF4E en la activacion de la via Wnt/$3-

catenina en leucemia mieloide cronica (CML). El aumento de elF4E fosforilado produce un
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aumento en la sintesis de B-catenina, facilitando su translocacién al nucleo y, en
consecuencia, su activacion (Lim et al. 2013). El tratamiento con CGP57380 previno la

implantacién de células madre de leucemia mieloide cronica en modelos de raton.

La regulacion de la actividad del elF4E converge con dos vias de sefalizacién: la via de
Ras/Raf/MAPK vy la de PI3K/AKT/mTOR (Figura 4). La via de Ras/Raf/MAPK esté implicada
en la supervivencia celular en cancer. La ruta se activa por factores de crecimiento y
mitégenos y Ras-GTP se une a Raf-1 que activa a MEK (MAP quinasa de ERK), también
denominada MAPKK (MAP quinasa quinasa). Las diferentes variantes de MEK fosforilan a
ERK1/2 y a p38 a/B, que a su vez fosforilan a MNK1/2. La via de ERK suele estar activada
en muchos canceres, como consecuencia de mutaciones que conducen a la expresion de
Ras constitutivamente activo (ocurre en el 30% de los cdnceres humanos) (Asati et al. 2016)
o por la pérdida de la neurofiboromina 1 (NF1), la cual hidroliza el GTP y Ras pasa a su
estado inactivo, Ras-GDP (Hou et al. 2012).

La via de PI3K/AKT/mTOR es muy importante en el metabolismo de las células
cancerosas ya que regula el inicio de la traduccién y la sintesis de proteinas. La
desregulacion en esta via esta asociada con tumorigénesis, se encuentra activada en el
70% de los canceres humanos y esta relacionada con la resistencia a terapias antitumorales
(Lineham et al. 2017; Batool et al. 2019). La proteina fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) es
activada por factores de crecimiento, mitdgenos y citoquinas, iniciando asi la cascada. La
quinasa dependiente de 3’ fosfoinositol 1 (PDK1) activa a AKT, que en consecuencia se
fosforila. AKT fosforilado, inactiva al complejo supresor de tumores 1y 2 (TSC1y TSC2), lo
que resulta en la activacion de mTORC1 mediante Rheb-GTP. La activacién de PDK1 y AKT
por PI3K esta regulada negativamente por PTEN (Chappell et al. 2011), el cual es un gen
supresor de tumores que suele estar mutado o silenciado en canceres humanos (Chen et al.
2018). Su pérdida produce la activacion de AKT y del resto de la cascada de sefializacion.
MTORCL1 regula la formacion del complejo elF4F a través de la fosforilacion e inactivacion
de las 4E-BPs, que se disocian del elF4E. Esto permite la interaccién del elF4E con el
elF4G y, en consecuencia, el ensamblaje del complejo de iniciacion de la traduccion elF4F.
mMmTORC1 también activa a la proteina quinasa S6K, la cual fosforila a la proteina ribosomal
S6 y otros sustratos como elF4B (Shahbazian et al. 2006). La sefializacion de mTORCL1 es
inhibida por la rapamicina y sus analogos (rapalogos). Dada la importancia de la ruta
PIBK/AKT/mTOR en la regulacién de la traduccién de proteinas pro-oncogénicas, y la
activacion de esta via en numerosos tipos de céncer, las quinasas de esta ruta se han
utilizado como dianas terapéuticas, y se han identificado numerosos inhibidores de las

mismas (Noorolyai et al. 2019).
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Figura 4. Mecanismo de accién de MNK. La activacién de las MNKs se produce a través de la
activacion previa de las rutas Ras/Raf/[ERK y de las p38 MAP quinasas. Ademas, la activacion de la
via PISBK/AKT/mTOR en respuesta a factores de crecimiento, entre otros, estimulan la union de MNK
a mTORC1, facilitando la unién a su sustrato. Figura creada con Biorender.

Sin embargo, se ha observado que el tratamiento prolongado con inhibidores de mTOR
produce un aumento en la fosforilacion de elF4E por las MNKs, a través de PI3K, lo que
promueve la supervivencia de las células cancerigenas y limita los efectos antitumorales de
los tratamientos (Wang et al. 2007). De hecho, la combinacién de inhibidores de mMTORC1 y
MNK1/2 es mucho mas potente que el uso de cada uno por separado en la inhibicién del
crecimiento celular en cancer de préstata y glioblastoma (Bianchini et al. 2008; Grzmil et al.
2011). En células de NSCLC, la inhibicion de MNK con CGP57380 disminuye la fosforilacion
del elF4E inducida por everolimus, inhibidor de mTORCL1. Esta combinacion de inhibidores
produce un incremento de la respuesta antitumoral a través de la induccion de apoptosis y
de la inhibicién de la proliferacion celular (Wen et al. 2016). Este doble tratamiento también
disminuy6 la fosforilacién de los sustratos de mTORC1 insensibles a rapamicina, ULK1
(quinasa 1 activadora de la autofagia tipo Unc-51) y 4E-BP1, en MEFs WT, pero no en
MEFs doble knockout para MNK1/2, lo que indica que la inhibicion de mTORC1 se produce
por efecto de la inhibicion de MNK (Brown et al. 2017a). Todos estos datos demuestran que

las MNKs contribuyen a la resistencia a la rapamicina en las células tumorales.
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MNK actia como punto de convergencia entre las rutas de PISBK/AKT/mTOR y de MAP
guinasas. Recientemente se ha observado que las MNKs estimulan la sefalizacién de
MTORCL1 (Figura 4), ya que desplazan a DEPTOR de mTORC1 facilitando la union de
TELO2 al complejo, lo que mejora la union de mTORCL1 a su sustrato (Brown et al. 2017a,
2017b). A su vez, mTORCL1 fosforila a MNK2a en la serina 74, inhibiendo su actividad e
impidiendo su unién a elF4G. Esto proporciona un mecanismo de retroalimentacion que
puede inhibir la sefializacion de MNK. Sin embargo, la mutacion de la serina 74 a alanina en
MNK2 mejora la fosforilacion del elF4E y aumenta la actividad de mTORC1, lo que esta
asociado con un aumento de las capacidades transformadoras e invasivas de las células de
cancer de proOstata. Estos datos indican que la fosforilacion de MNK2 en la serina 74 esta
inversamente relacionada con la progresion tumoral en cancer de préstata (Xie et al. 2020),
y ademas explicaria el incremento de la actividad de MNK2a vy la fosforilacion del elF4E tras
el tratamiento con rapamicina en células de cancer de préstata (Stead et al. 2013).

2.4. MNKs en otras patologias

La traduccién cap-independiente estd mediada por los sitios internos de entrada al
ribosoma (IRES), localizados en la regién 5’UTR de los mMRNAs (Jang et al. 1988; Pelletier et
al. 1988). Los IRES facilitan la traduccion de los mRNAs cuando la traduccion cap-
dependiente no se puede llevar a cabo, o que ocurre en situaciones como infecciones
virales (Hanson et al. 2012), entre otras. Ademas, la traduccion de oncogenes mediada por
IRES esta regulada por las rutas de ERK y p38 MAPK (Shi et al. 2005), lo que sugiere que
las MNKs tienen un papel importante en la traduccién cap-independiente. Es mas, se ha
observado que la inhibicion de mTOR con rapamicina hace que el crecimiento de las células
tumorales dependa de la traduccién cap-independiente mediada por IRES y que, ademas,
produzca una activacion de MNK en células de mieloma mdltiple (MM). Por el contrario, la
inhibicion de MNK impide la traduccion de c-Myc dependiente de IRES (Shi et al. 2013).
Otros estudios han descrito también el papel de las MNKs en la regulacion de la traduccion
viral mediada por IRES (Goetz et al. 2010; Brown et al. 2014). También se ha demostrado la
implicacion de MNK en la infeccion por el virus Chikungunya, en la cual se produce una
inhibicion de mTORC1, que induce la hiperfosforilacién de elF4E y, en consecuencia, una
sintesis de proteinas virales elevada via cap-dependiente (Joubert et al. 2015).
Recientemente, se ha demostrado que el SARS-CoV-2 aprovecha la via de
ERK/MNKZ1/elF4E para su replicacion en las células y que, ademds, la inhibicién de la
interaccion del elF4E con el mRNA viral podria ser una estrategia para impedir su
replicacion (Kumar et al. 2021). MNK1 y MNK2 también regulan la sefializacion del interferon
tipo 1 y Il (Joshi et al. 2009; Joshi et al. 2011). Asimismo, estdn implicadas en las

enfermedades relacionadas con las citoquinas como por ejemplo enfermedades
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autoinmunes (Bao et al. 2017), inflamatorias (Seidel et al. 2016) o neurodegenerativas

(Shiers et al. 2020), al igual que en la sensacién del dolor (Moy et al. 2017).

Las MNKs no solo estan implicadas en el desarrollo del cancer o de otras enfermedades,
sino también en la resistencia a tratamientos antitumorales usados en cancer de pancreas
(Adesso et al. 2013), glioblastoma (Grzmil et al. 2016) o cancer de mama (Geter et al. 2017),

asi como la resistencia a farmacos usados en infecciones virales (Kumar et al. 2018).
2.5. Inhibidores de MNK

La desregulacién de la sintesis de proteinas es un marcador distintivo en el cancer (Diab
et al. 2014). Las MNKs han demostrado ser unas dianas potencialmente atractivas en la
busqueda de tratamientos frente al cancer. Se han identificado numerosos inhibidores de

MNK (Tabla I), aunque muchos no son especificos e inhiben otras quinasas (Xu et al. 2022).

Los primeros inhibidores identificados y mas usados de MNK son CGP57380 (Tschopp
et al. 2000) y cercosporamida (Konicek et al. 2011). CGP57380 es un potente inhibidor con
valores en el rango micromolar, aunque también inhibe a la caseina quinasa 1 (CK1) o la
MAP quinasa quinasa 1 (MKK1) de una forma similar a las MNKSs. Inhibe la proliferacion
celular induciendo una parada del ciclo celular en la fase G1 (Bain et al. 2007; Xu et al.
2022). La cercosporamida, un antifungico natural, es un potente inhibidor de las MNKs con
valores en el rango nanomolar, capaz de inducir apoptosis e impedir la migracion y la
angiogénesis en células de carcinoma hepatocelular (Liu et al. 2016), aunque es mas
potente frente a otras quinasas que frente a las MNKs (Beggs et al. 2015).

Mas recientemente, se ha identificado el compuesto MNK-I11, un derivado de piridina,
como un potente inhibidor de las MNKs, que bloquea la fosforilacion del elF4E e impide la
migracion de las células tumorales sin producir efectos en las vias de sefializacion
estudiadas, con valores en el rango micromolar bajo, y una especificidad mayor que el
CGP57380 vy la cercosporamida (Beggs et al. 2015). Otros derivados de piridina han sido
sintetizados también como potentes inhibidores de MNK en cancer de mama, de colon, de
préstata, etc. (Teo et al. 2015; Yu et al. 2015); derivados del acido retinoico, que inducen la
degradacién de MNK en cancer de mama y de préstata (Ramalingam et al. 2019), derivados
de benzofurano (Wang, Li, et al. 2018) o compuestos que se unen a la forma inactiva de
las MNKs (Kannan et al. 2017), entre otros (Tabla ). Referente a estos ultimos, cabe
destacar el reciente hallazgo del compuesto EB1, capaz de unirse al motivo DFD,
caracteristica Unica de las MNKs. Asi, se une a la forma inactiva de MNK1 e inhibe la

proliferacion en células tumorales de mama, pero no en normales (Bou-Petit et al. 2022).
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Tabla I. Inhibidores de MNK. Modificada de (Pinto-Diez et al. 2020)

COMPUESTO
BAY1143269

CGP57380

Cercosporamida

Merestinib

Derivados de benzofurano
Derivados del acido retinoico

Galeterona y analogos

Derivados de piridinas

SEL201

NUCC-54139

Niclosamidas

eFT508

QL-X-138
FL3 (flavaglina sintética)

Derivados de ciclopropano
carboxamida

Cabozantinib

apMNK2F, apMNK3R
(aptameros)

EB1

APLICACION

NSCLC, leucemia

NSCLC, leucemia, linfoma,
mieloma, glioma, PCNSL,
meduloblastoma, carcinoma
nasofaringeo, PDAC, cancer de
mama y de ovario

NSCLC, cancer de colon, higado,
mama, leucemia, linfoma

NSCLC, leucemia, glioma

Cancer de colon, leucemia
Cancer de préstata y mama

Cancer de préstata y pancreas

Cancer de cérvix, mama, colon,
ovario, pancreas, prostata,
meduloblastoma, leucemia,

mieloma y carcinoma nasofaringeo

Cancer de mama, leucemia,
melanoma

Leucemia

Leucemia

Linfoma

Leucemia, linfoma
Linfoma

Leucemia

MPNSTs

Cancer de mama

Cancer de mama

DESCRIPCION

Inhibidor de MNK en ensayos
clinicos

Inhibidor de MNK

Inhibidor de MNK

Inhibidor multi-quinasa en
ensayos clinicos

Degradador de MNK
Degradador de MNK

Degradador de MNK en
ensayos clinicos

Inhibidor MNK

Inhibidor MNK

Inhibidor MNK

Afecta la ruta
ERK/MNK/elF4E

Inhibidor MNK en ensayos
clinicos

Inhibidor BTK/MNK

Inhibidor MNK

Inhibidor multi-quinasa

Inhibidor de MNK

Inhibidor de MNK

NSCLC - Cancer de pulmén de célula no pequefia; PCNSL — Linfoma primario del sistema nervioso central;

PDAC - Adenocarcinoma pancreatico ductal; MPNSTs — Tumores malignos de la vaina de los nervios

periféricos.
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Hasta la fecha, no hay farmacos aprobados por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) que actlen de forma especifica sobre las MNKs, pero existen algunos
compuestos que estan siendo evaluados en estudios clinicos. Recientemente se ha
identificado un inhibidor de MNK1 con efecto anti-tumoral, BAY1143269 de Bayer, que
disminuye la fosforilacién del elF4E, produce una parada del ciclo celular en fase GO/G1,
disminuye la expresion de las ciclinas B1, A2, D3 y H, asi como de proteinas implicadas en
invasion, e induce apoptosis en células de NSCLC y de leucemia mieloide agua. Ademas,
disminuye la resistencia al tratamiento con docetaxel en modelos experimentales de ratén
de NSCLC (Santag et al. 2017) y ha sido evaluado en fase | de ensayos clinicos en
pacientes con tumores sélidos avanzados (NCT02439346; ClinicalTrials.gov). Por otra parte,
eFT508 (tomivosertib), es un nuevo y potente inhibidor oral de MNK1 y MNK2 capaz de
reducir la fosforilacién del elF4E y la produccion de citoquinas proinflamatorias en diferentes
lineas celulares tumorales. Ademas, es un potente inhibidor de la actividad tumoral en
modelos de linfoma difuso de células B grandes. Actualmente se encuentra en fase Il en
ensayos clinicos para el tratamiento de tumores sélidos y linfomas en combinacién con los
inhibidores de PD-1/PD-L1 (Reich et al. 2018). ETC-206, un compuesto generado por el
Centro Experimental de Terapias de Singapur, inhibe la actividad de MNK1 y MNK2 y en
combinacién con el inhibidor tirosina quinasa dasatinib, inhibe el crecimiento tumoral en
modelos de leucemia mieloide crénica. Aunque completo la fase | de ensayos clinicos para
el tratamiento de tumores hematolégicos en combinacién con dasatinib, fue cancelado
posteriormente por falta de pacientes (Jin et al. 2021; Xu et al. 2022). EIl inhibidor multi-
gquinasa merestinib actta frente a las MNKs, entre otras quinasas, impidiendo el crecimiento
tumoral y la metastasis en modelos de NSCLC. Este inhibidor se encuentra actualmente en
fase Il en ensayos clinicos para NSCLC, AML, cancer de vias biliares y de colon. Por otro
lado, la galeterona promueve la degradacion de MNK y esta siendo evaluada en fase Il de

ensayos clinicos en pacientes con cancer de pancreas y de préstata (Pinto-Diez et al. 2020).
3. APTAMEROS COMO HERRAMIENTAS TERAPEUTICAS

Los aptameros son oligonucle6tidos de RNA o DNA de cadena sencilla (ssDNA) capaces
de reconocer a una molécula diana con alta especificidad y afinidad, gracias a su capacidad
para formar estructuras terciarias bajo determinadas condiciones de temperatura, salinidad y
pH. Fueron descubiertos en 1990 por dos grupos de investigacion independientes (Ellington
et al. 1990; Tuerk et al. 1990) que, juntos, introdujeron un nuevo método para la generacion

de aptameros de alta afinidad que sigue siendo de uso comun en la actualidad.

Este proceso, mediante el cual los aptdmeros son seleccionados, se denomina SELEX

(Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) y consiste en la realizacion de
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varias rondas de seleccion. Tanto para seleccionar aptameros de DNA como de RNA, el
proceso comienza con una poblacion inicial de aproximadamente 10'*-10" oligonucleétidos
de DNA cadena sencilla obtenidos por sintesis quimica y formados por una secuencia
central y variable de 20-80 nucledtidos, flanqueada por dos regiones de secuencia conocida,
de 18-20 nucledtidos, a las que se unirdn los cebadores durante la PCR (Zhuo et al. 2017).
Los aptameros que forman esta poblacion inicial adoptaran distintas estructuras terciarias
segun su secuencia, lo que les permitird interaccionar con la molécula diana. Esta libreria
inicial es incubada con la diana bajo unas condiciones determinadas. Las moléculas no
unidas son eliminadas, mientras que las unidas son amplificadas mediante PCR,
enrigueciendo la poblacién obtenida y finalizando asi una ronda de seleccion (Figura 5). En
el caso de los aptdmeros de RNA, la poblacion inicial de DNA se transcribe previamente a
RNA, se expone a la diana, y los aptdmeros unidos son amplificados mediante RT-PCR
(Darmostuk et al. 2015).

Poblacién
inicial

5\‘\

N

SELEX @b lnchzgién

Eliminar secuencias

: no unidas
ﬁ\

Ry

gy

Amplificacion

Separacion de
aptameros unidos

Figura 5. Esquema del método SELEX. Proceso de seleccion de aptdmeros in vitro que parte de
una poblacion inicial de oligonucleétidos de ssDNA o RNA con secuencias aleatorias. El proceso
SELEX se caracteriza por la repeticion de las etapas sucesivas de incubacién, amplificacién y pasos
intermedios que conforman la ronda. Los aptameros seleccionados en una ronda sirven de poblacion
en la siguiente, con una media general de 6-20 rondas de seleccién. La ronda final terminara tras la
amplificacion. Figura creada con Biorender.

El producto de PCR obtenido al final de cada ronda de seleccion es de doble cadena,
por lo que hay que separar las cadenas complementarias para obtener aptdmeros de

cadena sencilla que sean enfrentados de nuevo a la diana en el siguiente ciclo de seleccion.
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Para ello, se llevan a cabo diferentes técnicas como desnaturalizacion a 90°C y posterior
renaturalizacion a 4°C para que el aptamero se estructure, electroforesis y posterior elucién
de la banda correspondiente, digestion enzimética con exonucleasa, PCR asimétrica o
marcaje de una de las cadenas con biotina para separarlas con esferas magnéticas

conjugadas con estreptavidina (Svobodova et al. 2012).

Para mejorar la especificidad de la técnica, se llevan a cabo procesos de contraseleccion
0 seleccion negativa, donde las secuencias seleccionadas se incuban con una molécula
diana inespecifica, o con el soporte con el que se realiza la seleccidon (por ejemplo, una
resina). Los aptameros que se unan seran descartados, eliminando asi los aptameros no
especificos (Ellington et al. 1992). Esta técnica puede incrementar la especificidad de los
aptameros hasta 10 veces, por lo que es muy conveniente cuando se quieren obtener
aptameros que sean capaces de distinguir dianas muy similares como por ejemplo, células

de un tipo de cancer especifico o mutaciones puntuales de una proteina (Ospina 2020).

Las diferentes variables que se manejan en el entorno de una seleccion dependen de la
naturaleza de la diana (punto isoeléctrico, tamafio, etc.) y del uso final del producto
(diagndstico o terapia). Para optimizar una seleccién se debe hacer un estudio previo de
estas caracteristicas ya que, dependiendo de ellas se elegira el tampdn, la temperatura, el
tiempo de incubacion, el soporte con el que se realiza la seleccion y el ratio aptamero-
proteina (Zhou et al. 2017). Ademas, se pueden utilizar condiciones de seleccibn mas
restrictivas con la finalidad de aumentar la afinidad de los aptameros obtenidos, mediante,
por ejemplo, la disminucion de la cantidad de aptdmero empleada en cada ronda (Moreno et

al. 2003) o la reduccion en el tiempo de incubacién (de Arriba et al. 2022).

Desde su descubrimiento en 1990, se han desarrollado diferentes modificaciones sobre
el método SELEX tradicional mediante el uso de técnicas como electroforesis capilar,
citometria de flujo, resonancia de plasmén de superficie, seleccidon en células (cell-SELEX) o
en animales (in vivo SELEX), oro coloidal, etc. (Moreno et al. 2003; Mendonsa et al. 2004;
Raddatz et al. 2008; Mi et al. 2010; Polonschii et al. 2010; Zhuo et al. 2017; de Arriba et al.
2022), con la finalidad de mejorar el rendimiento de la seleccién. Junto con los parametros
anteriores bien establecidos, se conseguird que el proceso SELEX sea mas eficaz y el

numero de rondas de seleccion se optimice.

Para comprobar si esta habiendo enriquecimiento de la poblacion se realizan pruebas
cada cierto nimero de rondas como ensayos enzimaticos en placa con aptameros (ELONA),
western blot, slot blot u otras (Frezza et al. 2020; Carrion-Marchante et al. 2021). Una vez se

comprueba que es asi, el proceso SELEX se da por finalizado y se identifican aptameros
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individuales mediante clonaje y secuenciacién Sanger o NGS (Next-gene sequencing) para

caracterizarlos (Ruiz Ciancio et al. 2018).
3.1. Estructura de los aptameros

Los aptdmeros son capaces de formar estructuras secundarias complejas como tallos,
bucles, horquillas, pseudonudos, G-quadruplex, etc., que a su vez forman estructuras
tridimensionales que determinan su unién a la diana. Estas estructuras se producen como
resultado de fuerzas electrostéticas e hidrofébicas, puentes de hidrogeno, fuerzas de van
der Waals, complementariedad de bases y son esenciales para la afinidad y la especificidad
de unién del aptamero (Keefe et al. 2010). Existen programas informaticos que permiten
predecir las posibles estructuras secundarias de los aptameros en funcion de su secuencia,
y ademas detectar la posibilidad de que formen estructuras G-quadruplex, como mFold y
QGRS Mapper, entre otros (Chen et al. 2021).

3.2. Ventajas y limitaciones de los aptameros

Los aptdmeros son comparados con frecuencia con los anticuerpos, ya que, al igual que
los anticuerpos monoclonales, los aptdmeros reconocen su diana de forma especifica y con
gran afinidad, aunque con notables diferencias (Ospina 2020). Las caracteristicas de los
aptameros les confieren diversas ventajas con respecto a los anticuerpos como se resume
en la Tabla Il. Los aptdmeros presentan caracteristicas Gtiles en clinica, ya que son muy
estables a cambios de temperatura, pH y a las condiciones i6nicas de su entorno (Mayer
2009). Ademas, muestran una baja inmunogenicidad y toxicidad, lo que amplia
enormemente sus potenciales usos, y son facilmente sintetizados y modificados en grandes
cantidades sin variaciones de lote a lote (Pereira et al. 2018), con un bajo coste (Zhang et al.
2019). Su pequefio tamafio y estructura flexible les permite unirse a moléculas mas
pequefias, a dominios que resultarian inaccesibles para los anticuerpos, ya que estos son
mas grandes y, ademas, penetrar con mayor facilidad en los tumores (Zhou et al. 2017). Se
pueden seleccionar frente a numerosas dianas como iones, moléculas organicas e
inorganicas, acidos nucleicos, proteinas, toxinas, péptidos, particulas virales, bacterias y
pardsitos entre otros (Ruiz Ciancio et al. 2018). Los aptameros se pueden unir a farmacos, a
RNAs no codificantes, proteinas y nanoparticulas, lo que les convierte en prometedoras
herramientas tanto para el diagnéstico como para el tratamiento en cancer (Nimjee et al.
2017; Pereira et al. 2018; Ruiz Ciancio et al. 2018; Shigdar et al. 2021).
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Tabla Il. Principales ventajas de los aptameros respecto alos anticuerpos.

APTAMEROS

No requieren el uso de animales y se seleccionan
frente a todo tipo de moléculas incluyendo

proteinas no inmunogénicas y toxinas

Se producen por sintesis quimica con muy baja o
nula variacion entre lotes

Pequefio tamafio (5-30 KDa) que permite una
entrada mas eficiente en la célula

Pueden renaturalizarse en minutos, transportarse
a temperatura ambiente y almacenarse durante

tiempos prolongados

Condiciones de seleccion modificables segin

necesidad

Pueden ser modificados para aumentar su

estabilidad, conjugarse con marcadores, etc.

No suelen ser inmunogénicos

ANTICUERPOS

Requieren el uso de animales y solo pueden ser

frente a proteinas inmunogénicas

Suelen sufrir variaciones entre lotes

Mayor tamafio (150-180 KDa) que limita el

acceso a compartimentos celulares

Su vida media es limitada, son sensibles a las
variaciones de temperatura sin posibilidad de

renaturalizacién

Obtencién solo bajo condiciones fisioldgicas

Solo pueden marcarse, lo que puede provocar

pérdida de afinidad

Suelen ser inmunogénicos

Algunas limitaciones de los aptameros son su sensibilidad a nucleasas, o que su tamafio
pequefio les hace susceptibles a la filtracion renal. Sin embargo, pueden realizarse
modificaciones quimicas que mejoren su rendimiento, como por ejemplo, acoplando
polietilenglicol (PEG) o biotina en los extremos para incrementar su peso molecular e
impedir su filtraciéon (Haruta et al. 2017). También se pueden realizar modificaciones en el

anillo de azucar para evitar la degradacién por nucleasas (Ni et al. 2017).
3.3. Aptameros en biomedicina

Los usos de los aptameros son tan variados como las dianas que pueden reconocer.
Gracias a su alta afinidad, los aptadmeros se han desarrollado como herramientas
diagnosticas (Ruiz Ciancio et al. 2018). Por ejemplo, aptameros especificos frente a EGFR
pueden ser usados para detectar células tumorales y para una deteccién temprana de
2010).

transportadores de farmacos, ya que son facilmente modificables y pueden conjugarse con

metastasis (Wan et al. Los aptameros también pueden utilizarse como
moléculas pequefias, nanoparticulas o0 RNAs de interferencia (siRNAs), dirigiendo asi los
distintos compuestos a un lugar concreto (Zhuo et al. 2017). Se han utilizado también en la
marcacion para imagenes bioldgicas (Tan et al. 2013) y en la inspeccion de alimentos (Dong

et al. 2014).
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Una de las aplicaciones mas importantes de los aptameros es su uso como agentes
terapéuticos. Generalmente, los aptameros pueden ejercer su efecto en terapia de dos
maneras distintas, produciendo un efecto antagonista al unirse a su diana impidiendo otras
interacciones, o como agonista al incrementar la funcién de su proteina diana. Entre 2012 y
2013 el numero de articulos sobre aptameros era inferior a 100, mientras que entre 2019 y
2021 fue superior a 300. De hecho, mas del 22% de los articulos tratan sobre el uso de
aptdmeros en cancer (Cruz-Hernandez et al. 2022). Existen humerosos aptdmeros que se
han probado en lineas celulares y tejidos tumorales con buenos resultados. El aptdmero A30
se une al dominio extracelular del receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER3) y reduce la proliferacion celular en cancer de mama (Cruz-Hernandez et al. 2022).
También se han desarrollado aptameros de DNA que se unen al dominio extracelular de PD-
1, impidiendo la interaccién PD-1/PD-L1 e inhibiendo el crecimiento de células en un modelo
murino de cancer de colon (Fu et al. 2020). Los aptameros se han usado también para evitar
la resistencia a los tratamientos con TKIs en céncer de pulmon. Asi, el aptdmero E0727
inhibe la excesiva proliferacion de las células cancerigenas e induce apoptosis en aquellas
células con un EGFR mutado. Ademas, el aptamero AX102 ha mostrado efectos anti-

angiogénicos en cancer de pulmén tanto in vitro como in vivo (Wieleba et al. 2020).

Hasta la fecha, solo un aptamero (Pegabtanib o Macugen®), ha sido aprobado por la
FDA para su uso en clinica en el tratamiento de la degeneracién macular asociada a la edad
(AMD). Es un aptdmero de RNA que inhibe la isoforma del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) causante de la angiogénesis exacerbada de esta enfermedad (Ng et al.
2006). Se ha utilizado desde 2004 para el tratamiento de la AMD, aunque en los Ultimos
afios el uso de este aptamero ha sido relegado debido a la aparicién de anticuerpos mas
efectivos (Zhou et al. 2017). No obstante, existen muchos mas aptameros en distintas fases
de ensayos clinicos (Tabla IIl). AS1411 es el primer aptamero en estudio clinico para el
tratamiento del cancer. Es un aptamero de DNA que se une a la nucleolina, proteina
implicada en supervivencia celular, crecimiento y proliferacién, sobreexpresada en la
superficie de las células tumorales. Tras la unién a la nucleolina, el aptamero se internaliza y
desestabiliza el mMRNA de Bcl-2, induciendo apoptosis (Nimjee et al. 2017; Kaur et al. 2018;
Fu et al. 2020). Ha sido evaluado en fases | y Il de ensayos clinicos en carcinoma renal y
leucemia mieloide aguda (Clinicaltrials.gov). NOX-A12 es un aptamero de RNA conocido
como Spiegelmer ® que reconoce el ligando 12 de la quimioquina CXC (CXCL-12), el cual
juega un papel importante en la proliferacién tumoral, angiogénesis y metastasis. Tras la
union del aptamero, NOX-A12 interrumpe la actividad de CXCL-12 y modula el
microambiente tumoral impidiendo la proliferacion del tumor y la metastasis. Ha sido

evaluado en ensayos clinicos en fase Il para el tratamiento de leucemia linfocitica cronica
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(CLL) y mieloma mudltiple y actualmente ha comenzado un estudio en fase I/ll para evaluar

su eficacia en pacientes con cancer de pancreas y con cancer de colon (Clinicaltrials.gov)
(Poolsup et al. 2017; Kaur et al. 2018; Kumar Kulabhusan et al. 2020).

Tabla lll. Aptameros terapéuticos en ensayos clinicos. Basada en (Zhang et al. 2021).

APTAMERO

ARC1905

Zimura

Fovista

E100300

EYEO0O1

NU172

ARC1779

BT200

ApTOLL

NOX-H94

NOX-E36

NOX-A12

ARC 19499

AS1411

RBM-007

BC-007

REG1

DIANA

C5

C5

PDGF BB

PDGF

VEGF

Trombina

VWF

VWF

TLR4

Hepcidina

CCL2

CXCL12

TFPI

Nucleolina

FGF2

GPCRAADb

Factor de
coagulacion 1Xa

APLICACION

Degeneracién macular asociada a la edad
Enfermedad de Stargardt

Vasculopatia coroidea polipoidea
Degeneraciéon macular asociada a le edad

Degeneracion macular asociada a le edad

Degeneracion macular asociada a la edad

Enfermedad de Von Hippel-Lindau
Degeneraciéon macular

Neovascularizacion coroidea

Enfermedad cardiaca

Enfermedad de Von Willebrand tipo 2b

Enfermedad de Von Willebrand Hemofilia A

Ictus

Anemia
Enfermedad renal en etapa terminal
Enfermedad inflamatoria crénica
Diabetes mellitus tipo 2
Lupus eritematoso sistémico
Leucemia linfocitica cronica

Mieloma mudltiple

Hemofilia

Carcinoma renal
Leucemia mieloide aguda

Degeneracion macular asociada a la edad
exudativa

Cardiomiopatia dilatada

Enfermedad de la arteria coronaria

FASE CLINICA

Fase |, completada
Fase Il, completada

Fase Il, completada
Fase Il, completada

Fase |, terminada

Fase Il, completada

Fase Il, completada
Fase Il, completada

Fase lll,
completada

Fase ll, en
reclutamiento

Fase Il, completada

Fase Il, completada
Fase lla,

completada

Fase Il, completada

Fase I, completada

Fase Il, completada
Fase Il, completada

Fase |, completada

Fase Il, terminada

Fase Il, completada

Fase Il, en
reclutamiento

Fase Il, completada
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En nuestro laboratorio, en 2015, se caracterizo el aptamero apMNK2F frente a MNK1b,
capaz de inhibir la proliferacién, migracién y la formacién de colonias en las células MDA-
MB-231 de cancer de mama (Garcia-Recio et al. 2016). Con el objetivo de optimizar el
aptamero, se llevd a cabo un andlisis in silico de la estructura de apMNK2F utilizando los
programas informéticos mFold y QGRS Mapper. El andlisis mostro regiones que, a priori, no
participan en la estructura secundaria del aptamero, por lo que estas secuencias fueron
eliminadas del aptdmero parental apMNK2F de 75 nucleétidos, para sintetizar el aptamero
truncado apMNK2FT de 48 nucleotidos. Los ensayos mostraron que apMNK2FT conserva
las caracteristicas estructurales del aptdmero precursor y que, ademdas, mantiene la
capacidad para unirse a MNK1, pero es menos efectivo en la inhibicién de la proliferacion y
migracion de las células tumorales de mama, por lo que se siguieron otras estrategias en la

optimizacion del aptamero.

A través de un anadlisis mas detallado del programa QGRS Mapper, se obtuvieron cuatro
secuencias distintas a partir de apMNK2FT en base a la formacion de G-quadruplex, entre
las que destaco la secuencia denominada apMNKQ?2 por ser la mas eficaz inhibiendo la
actividad MTT en las lineas celulares de cancer de mama, por lo que se eligi6 este aptamero
para continuar con su caracterizacion funcional. El aptamero apMNKQ2 posee una alta
estabilidad y especificidad hacia su diana, siendo capaz de reconocer ambas isoformas de
MNK1, aunque muestra mas afinidad por MNK1b que por MNKla. Ademas, es capaz de
producir apoptosis e inhibir la proliferacion, formacion de colonias y procesos metastasicos
en células tumorales de cancer de mama, y de reducir el crecimiento tumoral y nimero de

metastasis en modelos in vivo (Pinto-Diez et al. 2022).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El cancer de pulmén es una de las enfermedades con mas malignidad y mortalidad a
nivel mundial (Sung et al. 2021). La alta mortalidad se debe principalmente a que la mayoria
de los casos de cancer de pulmdn son diagnosticados en estadios avanzados. De hecho, a
pesar de las mejoras en las estrategias terapéuticas desarrolladas en los Ultimos afios

(Alexander et al. 2020), el prondstico para estos pacientes sigue siendo malo.

El aptamero apMNKQ2 frente a la proteina MNK1 ha sido desarrollado en nuestro
laboratorio demostrando un gran potencial como agente antitumoral mediante la inhibicion
de procesos moleculares caracteristicos de células tumorales de mama, tanto in vitro como
in vivo (Pinto-Diez et al. 2022). Por ello, pensamos que apMNKQ2 podria tener también un
efecto inhibitorio de los procesos tumorigénicos inducidos por MNK1 en cancer de pulmén
no microcitico, en el cual la sobreexpresion de MNK1 estd asociada con una peor
supervivencia para estos pacientes (Wen et al. 2016). En este trabajo nos hemos propuesto
estudiar el efecto de apMNKQ2 en cancer de pulmén no microcitico para poder establecer

Su uso como agente antitumoral en un futuro.
Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos principales:

1. Caracterizar el efecto de apMNKQ2 en la progresion tumoral y la metastasis en

cultivos celulares de lineas tumorales de pulmén.

2. Estudiar la eficacia de apMNKQ2 en un modelo murino de cancer de pulmén.
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MATERIALES

Equipos, reactivos quimicos generales y material de laboratorio

Analisis de imagen: Image Lab Software Versién 6.1 (BioRad, EEUU), ImageJ Java
1.8.0_172 (National Institutes of Health, EEUU).

Adquisicion de imagen: ChemiDoc MP Imaging Systems (BioRad, EEUU), camara Nikon
DS-Fi3 (Nikon, Japdn) integrada en el microscopio Olympus.

Anticuerpos: los anticuerpos empleados y su titulo aparecen detallados en las Tablas V y
VI.

Aptameros: los aptameros utilizados en este trabajo y sus secuencias se detallan en la
Tabla VII.

Centrifugas: B4i/BR4i Jouan de DJB (Labcare, Reino Unido), Beckman J2-HS (Beckman
Coulter, Alemania), microfuga Mini-Spin ® (Eppendorf, Alemania), centrifuga Compact
Tabletop 2100 (Kubota, Japo6n).

Contador de células: contador TC20 (BioRad, EEUU).

Espectrofotdmetros: Nanofotometro GmbH (Implen, Alemania), Infinite ® F200 e Infinite ®
200PRO (TECAN, Suiza).

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

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

Método de revelado: ECL™y ECL-Advance™ (GE Healthcare, Reino Unido), ECL Select™
Western Blotting Detection Reagent (ThermoFisher Scientific, EEUU), Clarity™ Western ECL
Substrate (BioRad, EEUU), sustratos BCIP y NBT (BioRad, EEUU).

Microscopio: microscopio de luz transmitida Leica DM 1000 (Leica Microsystems S.L.U.,

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

Sistemas de electroforesis y transferencia: equipo Mini-Protean Il y Ill para electroforesis

y sistema de transferencia humeda (BioRad, EEUU). El marcador de peso molecular es de
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ThermoFisher Scientific (EEUU), y la acrilamida, la bisacrilamida y el resto de reactivos para

electroforesis fueron suministrados por GE Healthcare (Reino Unido).
Termobloque: ThermoStat plus (Eppendorf, Alemania).

Termocicladores: StepOne Plus Real Time PCR (Applied Biosystem, EEUU), iQ5 Multicolor
Real-Time PCR detection System (Bio-Rad, EEUU), Applied Biosystems™ SimpliAmp™
(ThermoFisher Scientific, EEUU).

Otros productos: el suero de ternera fetal, el piruvato sédico, la glutamina, y el
antibidtico/antimicético fueron suministrados por Gibco (ThermoFisher Scientific, EEUU). La
lipofectamina 2000 fue suministrada por Invitrogen (EEUU). Los transwell fueron
suministrados por Corning (EEUU). Las sales, &cidos y bases inorganicas, solventes
organicos, detergentes, giemsa, etc., fueron suministrados por las siguientes casas
comerciales: Panreac (Espafa), Sigma (EEUU), GE Healthcare (Reino Unido), Merck
(Alemania), ThermoFisher Scientific (EEUU) y BioRad (EEUU).

Tabla IV. Relacién de oligonucleoétidos empleados en qPCR

NOMBRE SECUENCIA

5" MNK1a/b AGCATCCAGGAAGGCAAGTA
3’ MNK1a GTCCCTTTTCTGGAGCTTGC
3’ MNK1b CTGCTGTTCCCCTGCACCC

5" MNK2a/b TCCGTGACGCCAAGCAG

3’ MNK2a GGTCTTTGGCACAGCTG

3’ MNK2b GAGGAAGTGACTGTCCCAC

5’B-actina TGGACTTCGAGCAAGAGATG
3’B-actina GAAGGAAGGCTGGAAGAGTG

QR short ACACCAGTCTTCATCCGCTCGTATTTAGACCAGTCTTCATCCGCACCACCCC

CACCCCC
QF TGGGGTGGGCGGGC
R3 GTTGCTCGTATTTAGGGC
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Tabla V. Relacion de anticuerpos primarios empleados

ANTICUERPO CASA COMERCIAL PM (kDa) TIPO TITULO
B-actina Sigma-Aldrich, EEUU 45 Monoclonal ratén 1/10000
Cleaved PARP Cell Signaling, EEUU 89 Policlonal conejo 1/1000
(Asp214)
MCL-1 Cell Signaling EEUU 40 Monoclonal conejo 1/1000
XIAP BD Biosciences, EEUU 57 Monoclonal ratén 1/1000
MNK1 Cell Signaling, EEUU 50 Policlonal conejo 1/1000
MNK1 (M-20) Santa Cruz 38 Policlonal cabra 1/1000
Biotechnology, EEUU
elF4E (Ser’®p) Abcam, EEUU 25 Monoclonal conejo 1/2000
elF4E BD Biosciences, EEUU 25 Monoclonal ratén 1/2000
ZEB-1 Genetex 124 Policlonal conejo 1/1000
E-cadherina Cell Signaling, EEUU 135 Monoclonal conejo 1/1000
N-Cadherina Cell Signaling, EEUU 140 Monoclonal conejo 1/1000
Ocludina Genetex 59 Policlonal conejo 1/1000
Snall Cell Signaling, EEUU 29 Monoclonal conejo 1/1000
Tabla VI. Relacién de anticuerpos secundarios utilizados.
ANTICUERPO/ESPECIFICIDAD CASA COMERCIAL TITULO
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 raton conjugado con fosfatasa Sigma-Aldrich, EEUU 1/3000

alcalina
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Tabla VII. Relacién de aptameros utilizados

APTAMERO

apMNKQ1

apMNKQ2

apMNKQ3

apMNKQ4

P29

SECUENCIA

TGGGGTGGGCGGGCGGGG

TGGGGTGGGCGGGCGGGGGTGGGGGTGGT

GGGTGGGGGTGGT

GGGTGGTATGGCGCGTTGGCCC

GCGGTCGACTTAAATGTCCATCTCAAACT

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

1. CULTIVOS CELULARES
Las lineas celulares eucariotas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes:

A549 (ATCC® CCL-185™): linea celular epitelial derivada de adenocarcinoma pulmonar
humano. Verificadas en mayo de 2019 utilizando el Sistema GenePrint® 10 System.

SW900 (ATCC® HTB-59™): linea celular epitelial derivada de carcinoma de célula
escamosa de pulmén humano. Verificadas en mayo de 2019 utilizando el Sistema
GenePrint® 10 System.

H460 (ATCC® HTB-177™): linea celular epitelial derivada de carcinoma de célula grande
de pulmén humano. Verificadas en septiembre de 2022 utilizando el Sistema GenePrint® 10

System.

Las células A549 se mantuvieron en cultivos monocapa en frascos de 75 cm? con medio
DMEM (Biowest SAS, Francia) suplementado con 10% de suero de ternera fetal, 1% de
piruvato, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 25 ug/ml de anfotericina, en

un incubador con ambiente saturado de humedad a 37°C y 5% CO,/95%0,.

Las células SW900 y H460 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 L-
glutamina, 1% de piruvato, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml
de anfotericina, en un incubador con ambiente saturado de humedad a 37°C y 5%
C0,/95%0,,

Las células se sembraron a diferentes densidades segun el ensayo a realizar, la placay
la linea celular. Asi, se sembraron 1x10* células/pocillo o0 6x10° células/pocillo en las placas
de 96 pocillos (p96), 5x10* células/pocillo en las placas de 24 pocillos (p24), y 2.5x10°
células/pocillo 0 5x10° células/pocillo en las placas de 6 pocillos (p6). Para los ensayos de
migracion, en los que se utilizaron transwell, la densidad fue de 4x10* células/transwell. En
los ensayos de formacion de colonias, la densidad fue de 1x10° células/pocillo en placas de

6 pocillos.

Las células se levantaron de forma quimica empleando tripsina 1x (Gibco, Reino Unido)
lavando previamente con PBS (tampén fosfato salino: fosfato de sodio 10 mM, cloruro de

sodio 137 mM vy cloruro de potasio 2.7 mM, pH 7.4) (BioMerieux, Francia) para eliminar
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restos de suero que pudieran interferir en la actividad de la tripsina. Las células se
recogieron resuspendidas en su medio correspondiente, y para su contaje se mezclé una
alicuota de 90 pl de las células con 10 pl de azul tripan (Sigma-Aldrich, EEUU). Aquellas
células que excluyeron el colorante se consideraron vivas y los resultados se expresaron

como numero de células vivas/ml.

Las células se almacenaron a -196°C en nitrégeno liquido, o a -80°C en congelador, a
una densidad entre 3-5x10° células/ml en suero de ternera fetal con un 10% (v/v) de dimetil
sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EEUU). Su descongelacion se realizd6 a 37°C vy
posteriormente, los viales fueron centrifugados durante 5 minutos a 400 g. Las células se

resuspendieron en 8 ml de medio correspondiente y se sembraron en frascos de 25 cm?.

2. TRANSFECCION Y PROCESAMIENTO CELULAR

2.1. Transfeccion de células

El tratamiento de las células con los aptameros y con los siRNAs utilizados en este
trabajo se ha realizado con el sistema de transfeccion Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen,
EEUU). La transfeccién se llevé a cabo 16-24 horas después de que las células fueran
sembradas, y habiendo alcanzado una confluencia del 70-80%, y de un 30-40% para las

transfecciones con siRNA.

Los aptdmeros se estructuraron previamente a la transfeccién, disolviéndolos en tampdn
de aptameros (Tris-HCI 20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM y KCI 5 mM) y
calentandolos durante 10 minutos a 90°C. Posteriormente se renaturalizaron en hielo

durante 10 minutos.

En la transfeccion, la lipofectamina se utilizé siguiendo las instrucciones del fabricante
ajustando los reactivos segun el tipo de placa y la densidad de las células. Primeramente, se
diluyeron los aptadmeros o los siRNAs vy la lipofectamina por separado en opti-MEM (Gibco,
EEUU) y se dejaron incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos en oscuridad.
Posteriormente se mezclaron para formar el complejo aptamero-lipofectamina o siRNA-
lipofectamina y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Por ultimo,
se afladieron los complejos sobre las células lavadas previamente dos veces con medio sin
antibidtico para evitar las interferencias de éste con la lipofectamina. Las células se
incubaron a 37°C durante 4 horas, y tras este tiempo, se retir0 el reactivo para afiadir medio

completo.
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2.2. Procesamiento celular

2.2.1. Obtencién de lisados celulares

Las células se recogieron mecanicamente en frio en tampoén A (Tris-HCI 20 mM pH 7.6,
ditiotreitol (DTT) 1 mM, acido etilendiaminotetracético (EDTA) 1 mM, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, benzamidina 1mM, molibdato sédico 10 mM, B-
glicerofosfato s6dico 10 mM, ortovanadato sodico 1 mM, cloruro potasico 120 mM, 10 pg/ml
de antipaina y 1 pg/ml de pepstatina A y leupeptina) y se centrifugaron a 400 g durante 5
minutos realizando un lavado para retirar las células muertas. Posteriormente, las células se
lisaron con tampén A en presencia de 1% triton X-100 (Sigma-Aldrich, EEUU) en proporcién
1:2 en volumen, donde el volumen de las células es el que ocupa el sedimento tras la
centrifugacion. Se centrifugaron 10 minutos a 12000 g y se recogi6 el sobrenadante (lisado
celular) para determinar la concentracion de proteinas de la muestra mediante el kit BCA
(Pierce™ ThermoFisher Scientific, EEUU), se alicuotaron y se almacenaron a -80°C hasta su

uso.
2.2.2. Obtencién de RNA

Para la extraccidbn de RNA total, las células se levantaron quimicamente como se ha
descrito en el apartado 1 y se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos. El sedimento celular
se resuspendid en 500 pl de reactivo NucleoZOL (Macherey-Nagel, Alemania) y se continu6
el protocolo siguiendo las indicaciones del fabricante. EI RNA total obtenido fue cuantificado

en el nanodrop y las muestras se almacenaron a -80°C.

3. METODOS DE SEPARACION Y ANALISIS DE PROTEINAS

3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se usoO el sistema de electroforesis analitica vertical de proteinas Mini-Protean Il y Il
(BioRad, EEUU) utilizando geles de poliacrilamida del porcentaje correspondiente para cada
experimento en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los agentes
polimerizantes que se usaron fueron N-N-N"-N"-tetrametilen-diamina (TEMED) al 0.86% vy
persulfato amoénico a una concentracion final de 0.45 mg/ml. La electroforesis se llevo a
cabo en presencia de dodecil-sulfato-sodico (SDS) al 0.1%, y tampdn de electroforesis (Tris-
HCI 250 mM pH 8.3, Glicina 192 mM y SDS al 0.1%). Para la preparacion de las muestras
se utilizd tampon de carga de electroforesis (Tris-HCI 180 mM pH 6.8, 6% de fB-
mercaptoetanol, 15% de glicerol, 9% de SDS y 0.025% de azul de bromofenol) y se

resolvieron a 200 V durante 1 hora, junto con el marcador de peso molecular (PageRuler
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Plus Prestained Protein Ladder, ThermoFisher Scientific, EEUU). Posteriormente, el gel fue

transferido a una membrana para detectar las proteinas por inmunodeteccion (western blot).
3.2. Transferencia de proteinas e inmunodeteccion

Las proteinas resueltas mediante electroforesis se transfiieron a membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF). Para la transferencia se utilizé6 un sistema continuo y
humedo en Tris-Glicina/Metanol (Tris-HCI 25 mM pH 8.3, metanol al 20% y Glicina 192 mM).
Las membranas de PDVF se activaron previo uso sumergiéndolas 1 minuto en metanol vy,
posteriormente, 3 minutos en agua. Sobre el soporte del catodo se colocé una esponja
humedecida, 4 papeles humedecidos, el gel, la membrana activada, 4 papeles
humedecidos, otra esponja y el soporte del &nodo hacia donde se desplazan las proteinas.

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

Cuando termind la transferencia, la membrana se bloque6 con PBS-Blotto (leche
desnatada) al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, se realizaron 3 lavados
de 10 minutos con Tween 20 (Sigma-Aldrich, EEUU) al 0.05% en PBS y se incubaron con
los anticuerpos primarios diluidos en PBS-Tween 0.1% a 4°C durante toda la noche en

agitacion.

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos PBS-Tween 0.05% y se
incubaron las membranas con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de
rabano y diluidos en PBS-Blotto al 1%, o con fosfatasa alcalina y diluidos en PBS-BSA
(albumina de suero bovino) al 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, se volvieron a realizar lavados en las membranas y se revelaron de dos maneras

diferentes en funcién del anticuerpo utilizado:

e Con fosfatasa alcalina: se afiadidé 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 tampén AP (Tris-HCI
100 mM pH 9.5, MgCl, 5mM, NaCl 100 mM).

¢ Quimioluminiscencia para los anticuerpos conjugados con peroxidasa. Se utilizaron los
kits de revelado ECL™, ECL-Advance™ ECL Select™ Western Blotting Detection
Reagent y Clarity™ Western ECL Substrate, siguiendo el protocolo del fabricante, y se

revelaron con el sistema de adquisicion de imagen.

Los tipos de anticuerpos primarios y secundarios, y las diluciones utilizadas se detallan
en la Tabla V y Tabla VI. Para la cuantificacion de las bandas se utilizé el software Image

Lab (Bio-Rad, EEUU) y los datos se obtuvieron en unidades de densidad 6ptica/mm?.
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La membrana se reutilizd6 para detectar dos proteinas que se encontraban a alturas
parecidas con dos anticuerpos diferentes, y también cuando se valoraron los niveles
fosforilados y totales de una proteina. Para su reutilizacion se eliminaron el anticuerpo
primario y secundario antes de llevar a cabo la segunda inmunodeteccién. Para ello, la
membrana se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos en soluciéon Re-Blot Plus

Strong Solution (Millipore, EEUU) segun las especificaciones del fabricante.

4. ENSAYOS

4.1. Ensayos de viabilidad celular. Determinacion de la reduccién de las sales de
tetrazolio (MTT)

Con el fin de medir la viabilidad celular, se determind la actividad de las enzimas
oxidoreductasas mitocondriales dependientes de NAD(P)H de las células, analizando su
capacidad para reducir las sales de metiltiazol tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, EEUU) a un
producto azul formazan (Denizot et al. 1986) bajo diferentes variables experimentales. Las
células se sembraron en placas p96 y se transfectaron y/o trataron a las 16-24 horas
después de la siembra. Transcurridas 48 horas postransfeccion, se retiré el medio de cultivo
y se afadieron 100 pl/pocillo de MTT a 1 mg/ml en medio de cultivo. Dependiendo de la
linea celular, las placas se incubaron 1.5 o 3 horas en incubador a 37°C con ambiente
saturado de humedad y 5% CO,/95%0,. Posteriormente, para disolver los cristales, se
afadieron 100 pl/pocillo de solucion de lisis (10% SDS y HCI 10mM). Transcurridas 16-24
horas, se determiné la reduccion de MTT por espectrofotometria a 540 nm. Los resultados

fueron expresados como porcentaje de viabilidad con respecto al control.
4.2. Determinacioén de la citotoxicidad celular por LDH

Para medir la muerte celular por necrosis de las células, se realizaron ensayos de
citotoxicidad midiendo la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH). Esta
enzima, que se encuentra en el citoplasma de las células, cataliza la reaccién de NAD" a
NADH en presencia de L-lactato, y se libera al medio de cultivo celular cuando se
permeabiliza la membrana de las células muertas afectadas por algun agente téxico. De
esta manera, el incremento de la actividad de la enzima en el sobrenadante es proporcional

al nimero de células lisadas.

Las células fueron sembradas en p96 y transfectadas 16-24 horas después. Pasadas 48
horas tras la transfeccion, se recogieron los sobrenadantes celulares y se afiadi6 el reactivo
LDH del kit Citotoxicity Detection kit (LDH) (Roche, EEUU) segun las indicaciones del

fabricante. Tras 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente y oscuridad, se detuvo la
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reaccion con HCI 1M y se ley6 la absorbancia a 490 nm en el espectrofotometro. Para la
cuantificacién de la muerte celular por necrosis, también se necesita calcular la actividad de
la LDH maxima liberada al medio (LDHhigh), obtenida mediante la lisis de las células con
Triton X-100 al 0.2%; y la actividad LDH liberada al medio por la actividad celular normal
(LDHIlow). Estos parametros, junto con la actividad de la LDH liberada al medio después del
tratamiento (LDHm), permiten calcular el porcentaje de citotoxicidad celular, expresado
como % citotoxicidad = ((LDHm — LDHIlow) / (LDHhigh — LDHIow) x 100)), de cada punto

experimental con respecto al control.
4.3. Ensayos de formacién de colonias

Para realizar estos ensayos, las células se sembraron a una densidad de 5x10*
células/pocillo en placas p24, usando 2 pocillos por punto experimental, y transcurridas 16-
24 horas, se transfectaron. A las 16-24 horas postransfeccion, las células fueron recogidas y
contadas, y tras realizar las diluciones adecuadas, se resembraron por duplicado en placas
p6 a una concentracion de 1x10° células/pocillo. Las placas se dejaron en el incubador con
ambiente saturado de humedad a 5% CO,/95%0, y 37°C durante 5-8 dias. Posteriormente,
se retiré el medio y las colonias se fijjaron 10 minutos a temperatura ambiente con 1
ml/pocillo de metanol (Merck, Alemania), se tifieron con giemsa (Sigma-Aldrich, EEUU) al
0.02% durante 30 minutos a temperatura ambiente y se lavaron con agua para eliminar los
restos del colorante. Por ultimo, se dejaron secar a temperatura ambiente y se escanearon
con el sistema de adquisicion de imagen ChemiDoc'" Imaging Systems (BioRad, EEUU).
Las imagenes se analizaron con el software ImageJ y los resultados se expresaron como

porcentaje del nUmero de colonias con respecto al control.

4.4. Ensayos de migracién celular por hendidura o herida (Wound healing assay)

Para la realizacion de estos ensayos, se sembraron 5x10° células/pocillo en placas p6 y
a las 16-24 horas se transfectaron. A las 24 horas postransfeccion y con una confluencia
entre 90-100%, las células fueron tratadas durante 2 horas con mitomicina C (ThermoFisher
Scientific, EEUU) 1 uM con el objetivo de detener su replicacion. Transcurrido este tiempo,
se retird el medio de los pocillos y se realiz6 una herida en cruz con una punta de pipeta
estéril. Se lavaron dos veces con PBS para eliminar las células muertas y/o levantadas v,
antes de cambiar el PBS por medio de cultivo e incubarlas a 37°C, se tomaron fotografias a
tiempo O horas en el microscopio (Olympus IX70). Este proceso se repiti6 a tiempos 24
horas y 48 horas. El area de la herida en los distintos tiempos fue analizada con el software
ImageJ. Los resultados se expresaron como incremento de herida abierta con respecto al

control.
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4.5. Ensayos de migracion e invasion por transwells

Estos ensayos se realizaron empleando transwells (Corning, EEUU), que son
dispositivos de soporte permeable disefiados para generar un entorno para el cultivo celular
lo més parecido posible al estado in vivo. Asi, los pocillos de la placa quedan separados en
compartimentos superior e inferior (Figura 6). En los ensayos de migracion, las células se
sembraron en placas p24 a una densidad de 5x10* células/pocillo y fueron transfectadas tras
16-24 horas. Posteriormente, se privaron de suero durante 18 horas y, transcurrido este
tiempo, se recogieron y se contaron. Tras realizar las diluciones adecuadas, se resembraron
4x10* células/pocillo en el interior del transwell, en 300 pl de medio completo sin suero. Los
transwell fueron introducidos en pocillos de una placa p24 con 500 pl/pocillo de medio
completo con FBS al 10%. De esta manera, se tienen las células cuya migracion va a ser
estudiada en el compartimento superior, y una solucibn quimio-atrayente en el
compartimento inferior (Figura 6). Tras 24 horas, se retiraron ambos medios y la membrana
del transwell, que contendré las células que hayan migrado, se fij6 sumergiéndolo durante 2
minutos en paraformaldehido al 4%, seguido de 20 minutos en metanol, a temperatura
ambiente. Posteriormente, las células se tifleron 15 minutos con Hoechst 30 pM en
oscuridad. Por ultimo, los transwell fueron lavados dos veces con PBS y se captaron 5
fotografias de cada membrana del transwell en el microscopio de fluorescencia (Olympus
IX70). EI numero de células se cuantific6 con el software ImageJ y los resultados se

expresaron como porcentaje del numero de células que han migrado con respecto al control.
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Figura 6. Esquema del ensayo de migracion/invasion en transwell. Creada con Biorender.

Para los ensayos de invasion, las células transfectadas con los aptameros se dejaron
18 horas en medio sin suero. Posteriormente, se recogieron y contaron, para sembrar 5x10*
células en 250 ul de medio sin suero, en el transwell en el que previamente se habia
polimerizado una capa de 100 pl de matrigel (Corning, EEUU) a 2.5 mg/ml en medio sin
suero. Tras 48 horas de incubacion a 37°C, las células que no invadieron junto con el

matrigel, se eliminaron con un hisopo estéril humedecido en agua. Las células que si habian
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invadido se fijaron, tifieron y analizaron como se ha descrito anteriormente para la

migracion.
4.6. Ensayos de adhesion celular

En los ensayos de adhesion se sembraron 5x10° células/pocillo en una placa p6 y tras
16-24 horas fueron transfectadas. Transcurridas 16-24 horas postransfeccion, las células
fueron recogidas, contadas y resembradas en placas p96, previamente tratadas durante 1
hora a 37°C con 10 pug/ml de colageno de cola de rata tipo | (Sigma-Aldrich, EEUU) en &cido
acético 10 mM o BSA 1% en PBS como control negativo, y posteriormente lavadas 2 veces
con PBS. Las células se resembraron a una densidad de 3x10* células/pocillo en un
volumen final de 200 pl de medio sin suero, se dejaron 15 minutos a temperatura ambiente
para que se depositaran en el fondo del pocillo y se metieron 1 hora en el incubador a 37°C
y con un ambiente saturado de humedad a 5% CO,/95%0,. Después, se retird el medio, se
hicieron 2 lavados con PBS para retirar las células no adheridas y las células adheridas se
cuantificaron mediante ensayos de actividad MTT, realizados como se detalla en el apartado
4.1, dejando en este caso 1 hora de incubacion entre la adicion de MTT y la solucion de lisis.
Los resultados fueron expresados como porcentaje de células adheridas con respecto al

control.
4.7. Zimograma

El zimograma se realiza mediante electroforesis en gel de poliacrilamida como se
describe en el apartado 3.1, pero en este caso, en condiciones no reductoras y donde el gel
separador polimeriza en presencia de gelatina al 10%. Esta técnica permite observar la
actividad de proteinasas presentes en la muestra, ya que éstas seran capaces de degradar

la gelatina del gel.

Para estos ensayos, las células fueron transfectadas, y tras 4 horas, se retir6 el suero
del medio de cultivo. A las 18 horas, se recogié el medio y se concentrd utilizando filtros
para centrifugacion EMD Amicon™ Ultra de 3 KDa (Merck, Alemania) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las muestras se prepararon en tampén de carga de
electroforesis sin B-mercaptoetanol (Tris-HCI 180 mM pH 6.8, 15% de glicerol, 9% de SDS y
0.025% de azul de bromofenol) y se resolvieron durante 1 hora a 200 V. Después, el gel se
incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente con Triton X-100 al 2.5% en agua.
Transcurrido este tiempo, se retir6 el Tritébn X-100 y se incubd con tampdén de revelado (Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, CaCl, 5 mM, NaCl 200 mM y Tween 0.02%) durante 30 minutos, tras los
cuales, se retiré y se volvié a afadir el mismo tampoén de revelado para incubarlo a 37°C

durante 16 horas. Por ultimo, el gel fue teflido con azul de Coomassie (Sigma-Aldrich,

64



Materiales y métodos

EEUU) 0.2%, acido acético 10% y metanol 40% durante 30 minutos a 37°C y posteriormente
destefnido con una solucién de &cido acético al 7% y etanol al 20%. Se capturé una imagen
para cuantificar las bandas con el software Image Lab (Bio-Rad, EEUU). La ausencia de

colorante azul indica la degradacion de la gelatina por la proteinasa.
4.8. Cuantificacién intracelular de apMNKQ2

Con el fin de detectar el aptamero, de tan solo 29 nucleétidos de longitud, dentro de las
células, se disefié un método que utiliza el aptdmero como cebador sobre un oligonucle6tido
molde denominado QR short, de 59 nucleétidos de longitud. El producto de esta reaccion
genera un molde de 76 nucleétidos que es amplificado posteriormente con los cebadores
adecuados (R3 y QF) (Figura 7). En ausencia de apMNKQ2 no se produce amplificacion,

por lo que la cantidad de producto es proporcional a la cantidad de apMNKQ2 presente en la

muestra.
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Figura 7. Esquema del método de cuantificacion de apMNKQ2.

Para ello, las células fueron transfectadas con apMNKQ2 y tras 4, 24 y 48 horas, se
lavaron con PBS y se lisaron en 1 ml de agua durante 5 minutos. Posteriormente, se
calentaron 10 minutos a 90°C y se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos. El
sobrenadante se recogié para realizar la PCR a tiempo real y el sedimento celular se
resuspendié en 10 pl de NaOH 0.1 M para determinar la concentracién de proteinas
mediante BCA. La qPCR se llevé a cabo en un termociclador StepOnePlus™ con el kit AceQ
gPCR SYBR® Green Master Mix — Vazyme (Quimigen, Espafia). Los oligonucleétidos
utilizados para cuantificar apMNKQ2 fueron QR short, QF y R3 (Tabla IV). El volumen final
de la reaccion fue de 10 pl, y contiene: Mix FastGene® IC Green, los oligonucleétidos a una
concentracion final de 1 pmol para QR short y 100 nM para QF y R3, 1 pl de molde, Rox dye
| y agua hasta completar el volumen final de reaccion. El protocolo de PCR utilizado se

muestra en la Tabla VIII.
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Tabla VIII. Programa de PCR a tiempo real utilizado en la cuantificacién intracelular de
apMNKQ2.

95°C 5 minutos 1 ciclo
60°C 1 minuto 1 ciclo
95°C 10 segundos
35 ciclos
60°C 30 segundos
60°C 1 minuto Desnaturalizacion
95°C 15 segundos

Para cuantificar las cantidades de aptamero intracelular, se hizo una recta patron con
cantidades conocidas de aptadmero entre 100 fmol y 100 amol. Los resultados se expresaron

en fmoles por ug de proteina.
4.9. Andlisis de los niveles de RNA mensajero

La cuantificacion de los niveles de mRNAs se llevo a cabo usando los RNAs obtenidos
como se detalla en el apartado 2.2.2. Primero, se obtuvieron los DNA copia (cDNAs) con el
kit SensiFAST™ cDNA synthesis kit (Bioline, Reino Unido) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Después, se realiz6 una PCR a tiempo real en un termociclador StepOnePlus™
con el kit AceQ qPCR SYBR® Green Master Mix — Vazyme (Quimigen, Espafia). Los
oligonucledtidos empleados se muestran en la Tabla IV. Como control se midieron los
niveles de mRNA de la B-actina. El volumen final de la reaccion fue de 10 pl, y contiene: Mix
FastGene® IC Green, 1 ul de cDNA, las parejas de oligonucledtidos a una concentracion
final de 0.2 pM, Rox dye | y agua hasta completar el volumen final. El protocolo de PCR

utilizado se muestra en la Tabla IX.

Tabla IX. Programa de PCR a tiempo real utilizado en el andlisis de los niveles de mRNA

95°C 5 minutos 1 ciclo
95°C 10 segundos

40 ciclos
60°C 30 segundos
95°C 15 segundos
60°C 1 minuto Desnaturalizacion
95°C 15 segundos
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Para cuantificar los niveles de los mMRNA de las MNKs tras la transfeccion con los
aptameros, se calcul6 el valor de 22! siguiendo la siguiente férmula, utilizando como gen

de referencia 3-actina:

AACt = ACt en células transfectadas con apMNKQ2/aptamero control (p29) ~ ACt en células control
ACt =Ct gen MNK — Ct gen referencia

Para comparar los niveles de mRNA de las MNKs entre lineas celulares, se calcul6 el

valor de 2°2¢,

5. MODELOS ANIMALES

5.1. Ensayos de eficacia en ratones con xenoinjertos de células tumorales de

pulmén

Para los ensayos in vivo, ratones hembra desnudos ATHYM-Foxn1™™" (Janvier Labs,
Francia) de 9 semanas de vida se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales, y
todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las directrices
institucionales para el bienestar de los animales de experimentacion aprobadas por el
Comité de Etica de la Universidad Autonoma de Madrid (CEI 60-1057-A068 y CEl 103-1958-
A337) y de la Comunidad de Madrid (PROEX 294/19) y de acuerdo con las directrices de
Conducta Etica en el Cuidado y Uso de los Animales, tal y como se recoge en los Principios
Rectores Internacionales para la Investigacion Biomédica con Animales, elaborados por el
Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS). Los ratones
fueron alojados de acuerdo con las siguientes directrices: ciclos de 12 horas de luz/12 horas
de oscuridad, sin acceso durante el ciclo de oscuridad; temperaturas de 18-23°C con una
humedad del 40-60%; una dieta estandar con un contenido de grasa que oscilaba entre el 4-
11%; el agua esterilizada era accesible en todo momento; para el manejo, los ratones fueron
manipulados cuidadosamente, y lo menos posible; se minimizaron los ruidos, las vibraciones
y los olores para evitar el estrés y la disminucion de la cria; y el enriguecimiento se utilizé

siempre segun las directrices de la instalacion para ayudar a aliviar el estrés.

En estos ensayos, 8x10° de células A549 (libres de Micoplasma, comprobadas mediante
el kit Mycoplasma Gel Detection de Biotools, Espafia) resuspendidas en 100 pl de Matrigel
(Corning®, EEUU) se inyectaron por via subcutanea en los flancos dorsales de los animales.
El crecimiento de los xenoinjertos fue monitorizado con un calibre manual hasta alcanzar un
tamafo aproximado de 4 x 4 mm, momento en el que fueron divididos aleatoriamente en
tres grupos de 5 animales: un grupo control, al que se le administré tampoén de aptdmeros, y

dos grupos a los que se les administré6 apMNKQ2 a 10 mg/kg y 25 mg/kg. El aptamero se
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administré en inyecciones intraperitoneales diariamente. El tamafio de los tumores se midié
con un calibre manual cada 3 dias durante 25 dias. El porcentaje de inhibicién del
crecimiento tumoral (TGI) se calculd siguiendo la siguiente formula: % TGI = [1 — (TY/TO /
Ct/C0)] x 100, donde Tty TO corresponden al volumen del tumor del grupo tratado a tiempo
final e inicial del tratamiento, respectivamente; y Ct y CO, corresponden al volumen del tumor

del grupo control a tiempo final e inicial del tratamiento, respectivamente.

El sacrificio de los animales se realizé6 24 horas después de la Ultima inyeccién, y se
llevé a cabo mediante la liberacién paulatina de CO, en cdmara. Transcurrido este proceso,
los tumores fueron pesados y congelados hasta su uso. Para la extraccion de RNA, fraccion
en la que se encuentran los aptameros, los tumores se cortaron y pesaron para obtener
muestras de entre 50-80 mg. Posteriormente, se homogeneizaron en 500 pl de reactivo
NucleoZOL (Macherey-Nagel, Alemania) y se siguieron las indicaciones del fabricante. El
RNA total obtenido fue cuantificado en el nanodrop y las muestras se almacenaron a -80°C.
Para la obtencién de proteina, los tumores se cortaron, pesaron, y se homogeneizaron en
tampén A en presencia de 1% tritobn X-100 (Sigma-Aldrich, EEUU) en proporcion 1:2
peso:volumen. Se centrifugaron 10 minutos a 12000 g y se procedié como se detalla en el
apartado 2.2.1.

5.2. Cuantificacion de apMNKQ2 en tumores

Para determinar la presencia de apMNKQ2 en los tumores, una alicuota de 10 pl del
RNA obtenido se traté con 2 mg/ml RNAsa | (Invitrogen, EEUU) durante 30 minutos a 37°C y
seguidamente se incubd a 65°C durante 10 minutos para parar la reaccion de la enzima.
Posteriormente, se utilizdé 1 pl de esta alicuota como molde en la PCR a tiempo real que se
realiz6 como se detalla en el apartado 4.8. Los resultados se expresaron en pmol de

apMNKQ?2 por ug de tejido.
6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos analizados estan calculados como la media * error estandar de la media
(SEM). Las diferencias significativas entre la media de los grupos experimentales con
respecto a la media de los grupos control se han determinado mediante el andlisis
estadistico de la “t” de Student para el analisis de dos grupos, y el andlisis de la varianza
(ANOVA) para més de dos grupos. Cuando este ultimo resulté significativo, se realizé
posteriormente el Test de Tukey’s. La significacion estadistica se ha expresado como: *,
p<0.05 (significativo); **, p<0.01 (muy significativo) o ***, p<0.001 (altamente significativo). El
andlisis estadistico se llevd a cabo con el programa informéatico GraphPad Prism® version
8.0.
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1. ESTUDIO DEL EFECTO DEL APTAMERO EN LA TUMORIGENESIS EN LINEAS
CELULARES

1.1. Efecto de los aptameros sobre la proliferacion de lineas tumorales de pulmoén

Como se ha descrito anteriormente, a partir del aptdmero apMNK2FT seleccionado en
nuestro laboratorio frente a la proteina MNK1, se obtuvieron cuatro secuencias distintas en
base a la formacion de G-quadruplex. De estos cuatro aptameros, apMNKQ2 fue el que
mayor efecto tuvo sobre la actividad MTT en lineas tumorales de mama, por lo que
posteriormente se realizé su caracterizacion funcional mediante ensayos in vitro e in vivo en

cancer de mama, obteniendo resultados prometedores (Pinto-Diez et al. 2022).

Con el objetivo de estudiar el efecto de estos cuatro aptdmeros en cancer de pulmén, se
utilizaron las lineas celulares A549 y SW900, que representan adenocarcinoma pulmonar y
carcinoma de célula escamosa, respectivamente. Las células fueron transfectadas con los
aptameros apMNKQ1, apMNKQ2, apMNKQ3 y apMNKQ4 a 250 nM, y se midi6 su actividad
MTT a las 48 horas. En paralelo se utilizé el aptdmero inespecifico p29 como control, que
se transfecto a la misma concentracion. Como se puede observar en la Figura 8, apMNKQ2
es el que produce un mayor efecto sobre la actividad MTT en ambas lineas, reduciendo la
viabilidad celular de forma estadisticamente significativa un 77% para A549 y un 51% para
SW900.

Figura 8. Efecto de los aptameros sobre

3120_ . la actividad MTT de las lineas A549 vy
E 100 J]* ------- _i_ ------------- ¥ ------------ -i- ------- SW900. Las células se sembraron en p96 a

e S 80— . r . .| o una densidad de 6x10° células/pocillo para
EE I— *k Kk las A549 vy 10* células/pocillo para las
g g 60 . . SW900. Tras 16-24 horas se transfectaron
29 404 *kk con los aptameros p29, apMNKQ1,
b g; * y apMNKQ2, apMNKQ3 y apMNKQ4 a 250
:2 20+ ﬁ nM. Transcurridas 48 horas, se realizaron
< los ensayos de actividad MTT. Las graficas
p29 Q1 Q2 Q3 Q4 P29 Q1 Q2 Q3 Q4 representan las medias + SEM de 3-4

A549 SW900 experimentos  independientes  (*p<0.05,

**p<0.01 y ***p<0.001 respecto al control).
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En ambas lineas, apMNKQ1 disminuye la viabilidad celular de forma estadisticamente
significativa (30% en las células A549 y 40% en las células SW900) aunque su efecto es
menor que el producido por apMNKQZ2. Por otra parte, apMNKQ4 disminuye la viabilidad,
aungue no de forma significativa, y apMNKQ3 tiene un efecto similar al obtenido con el
aptamero control inespecifico. A la vista de estos resultados, elegimos el aptamero

apMNKQ?2 para su caracterizacion funcional en lineas tumorales de pulmon.

1.2. Efecto de apMNKQ2 sobre la proliferacién y la necrosis en células tumorales

de pulmén

Para determinar el potencial uso terapéutico de apMNKQ2 en cancer de pulmén, se
seleccionaron como modelos tres lineas tumorales de pulmén: A549, SW900 y H460,
representativas de los tres subtipos de NSCLC: adenocarcinoma, carcinoma de célula

escamosa Yy carcinoma de célula grande, respectivamente.

En primer lugar, para analizar con mas detalle el efecto del aptdmero apMNKQ2 sobre la
viabilidad celular, las células fueron transfectadas con concentraciones crecientes de
aptamero, desde 0 hasta 500 nM, y se midi6 la actividad MTT a las 48 horas. Asimismo, el
aptamero inespecifico p29 se transfectdé en paralelo a las mismas concentraciones. Con la
finalidad de estudiar la posible muerte celular por necrosis, simultaneamente se midi6 la
actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de las células transfectadas, antes de

afadir el reactivo MTT.

Como se puede observar en la Figura 9A, el aptamero apMNKQ?2 disminuyd la actividad
MTT en las tres lineas, de forma dependiente de la concentracion, permitiendo calcular la
IC50, siendo las células A549 las mas sensibles. El aptamero control p29 produjo un ligero
efecto, aunque significativamente menor que la disminucion producida por apMNKQ2. Como
se muestra en la Figura 9B, la disminucion de la viabilidad celular no parece estar
ocasionada por necrosis, ya que la citotoxicidad fue nula o practicamente nula a todas las

concentraciones estudiadas.
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Figura 9. Efecto del aptamero apMNKQ2 sobre |la actividad MTT y LDH de las lineas celulares
de pulmén. Las tres lineas se sembraron en una p96 a una densidad de 6x10° células/pocillo para
las Ab49 y las H460, y de 1x10* células/pocillo para las SW900. Tras 16-24 horas se transfectaron
con apMNKQ2 y p29 a 0, 25, 50, 250 y 500 nM, y a las 48 horas se realizaron los ensayos de
actividad MTT (A), con el calculo de la concentracion inhibitoria del 50% indicada en el margen
inferior de las graficas MTT, y (B) LDH. Las graficas representan las medias + SEM de 6 y 3

experimentos independientes (*p<0.05 y **p<0.01 respecto al aptdmero control p29).

A partir de este punto, se fij6 una concentracién de trabajo para el resto de los
experimentos que fue la IC50 de cada linea, es decir, 70 nM para las A549, 250 nM para
SW900, y 100 nM para las H460.

1.3. Analisis de la vida media de apMNKQ?2 en las lineas tumorales de pulmén

Una de las caracteristicas mas importantes a la hora de utilizar aptameros frente a
dianas intracelulares, es conocer su vida media en el interior de la célula, que puede estar
afectada por su naturaleza molecular (DNA o RNA) o por su estructura. Para estudiar la
estabilidad intracelular de apMNKQZ2, las células fueron transfectadas con la IC50 de
apMNKQ?2 correspondiente a cada linea celular. Después de 4, 24 y 48 horas, las células
fueron procesadas para cuantificar los niveles de aptadmero intracelular mediante qPCR,
como se indica en el apartado 4.8 de Materiales y Métodos. Los resultados se expresaron
en fmol de aptdmero por pug de proteina, para corregir la cantidad de aptdmero con respecto
a la cantidad de células procesadas. La Figura 10 muestra que apMNKQ2 entra a las
células de forma eficiente a la concentracion de trabajo establecida y que, ademas, es
estable en éstas al menos durante 48 horas.
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Figura 10. Estudio de la vida media de

apMNKQ2 en lineas tumorales de pulmén.
& 6 " Las células se sembraron en p6 a una
= 5 * densidad de 5x10° células/pocillo y a las 16-
E '§ 4 N 24 horas se transfectaron con 70 nM, 250 nM
.E 3 . y 100 nM para las células A549, SW900 y
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E 2 y 48 horas, las células fueron lisadas y
2 1 = apMNKQ2 cuantificado por gPCR, cuyos
m ml 1 m valores fueron interpolados en la recta patron
0 WS S R S S e del aptdmero. Las gréaficas representan la
media + SEM de 3 experimentos

A549 SWS00 H460

independientes.

1.4. Efecto de apMNKQ2 sobre la apoptosis celular en células tumorales de

pulmoén

Para determinar si la disminucién en la viabilidad celular es consecuencia de que
apMNKQ2 promueve la apoptosis celular, se analizd la actividad de la caspasa 3, una
proteasa que se activa en apoptosis. Para ello, se realizé la inmunodeteccion de la enzima
Poli ADP-Ribosa Polimerasa (PARP), la cual es procesada por la caspasa 3 en etapas

tardias de la apoptosis, produciéndose un fragmento especifico de 89 kDa.

En la Figura 11 se observa la deteccién por western blot del fragmento producido por la
protedlisis de PARP en las células A549, SW900 y H460, 24 horas después de haber sido
transfectadas con los aptameros apMNKQ2 y p29. Los resultados mostraron un aumento en
la intensidad de la banda correspondiente a PARP procesada, evidenciando el efecto

apoptdtico de apMNKQ2 sobre las tres lineas celulares.

Ab49 SW900 H460
C p29 Q2 c p29 Q2 C p29 Q2
89 kDa ST b S—— s | PARP procesada
—  — B-actina

Figura 11. Efecto de apMNKQ?2 sobre la actividad de la caspasa 3 a través del sustrato PARP
en lineas tumorales de pulmén. Inmunodeteccion (SDS-PAGE 7.5%) de PARP procesada para
detectar la actividad proteolitica de la caspasa 3 tras la transfeccion de las lineas A549, SW900 y
H460 con apMNKQ?2 y el aptamero control p29. La actividad de la caspasa 3 genera un fragmento
especifico de 89 kDa. La imagen muestra un experimento representativo de 3 experimentos
independientes.

Ademas, para confirmar que apMNKQ2 es capaz de inducir apoptosis en las lineas
celulares, se analizaron los niveles de las proteinas antiapoptoticas XIAP y MCL-1. XIAP

inhibe la apoptosis uniéndose a la caspasa iniciadora 9 y a las caspasas ejecutoras 3y 7,
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promoviendo la supervivencia celular durante la progresion tumoral (Holcik et al. 2001).
MCL-1 pertenece a la familia de proteinas Bcl-2, y sus altos niveles estan relacionados con
la resistencia a terapias que inducen apoptosis (Mohammad et al. 2015). Ambas proteinas
estan reguladas por MNK1 (Wendel et al. 2007; Evans et al. 2018; Pinto-Diez et al. 2018).

En la Figura 12 se muestran los niveles de XIAP (Figura 12A) y MCL-1 (Figura 12B) de
las células A549, SW900 y H460, 24 horas después de haber sido transfectadas con los
aptameros. Como se puede observar, apMNKQ?2 redujo de forma significativa los niveles
tanto de XIAP como de MCL-1 en las células A549 y SW900. Estos resultados confirmarian
el efecto proapoptético del aptamero. En cambio, en la linea H460, apMNKQ2 no produce

efecto sobre la expresién de XIAP, y, ademds, aumenta los niveles de MCL-1 de forma

significativa.
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Figura 12. Efecto de apMNKQ?2 sobre los niveles de XIAP y MCL-1. Inmunodeteccion (SDS-PAGE
12%) a las 24 horas tras la transfeccion de las células con los aptameros de (A) XIAP y (B) MCL-1 en
células A549, SW900 y H460. Los valores obtenidos se han normalizado con respecto a los de B-
actina, utilizada como control de carga. Los datos se han normalizado con respecto al control. Las
gréficas representan la media £ SEM de 3-4 experimentos independientes. (*p<0.05 y **p<0.01).
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1.5. Actividad anticlonogénica de apMNKQ?2 en células tumorales de pulmoén

Los ensayos clonogénicos miden la capacidad de una sola célula para dividirse y formar
una colonia de al menos 50 células (Puck et al. 1956). Aunque ésta sea una cualidad
necesaria para la integridad y el funcionamiento de los tejidos normales, se intenta erradicar
en las células tumorales para evitar recidivas (Franken et al. 2006). Esta caracteristica se
produce debido a la pérdida de la inhibicion por contacto, y es utilizada en este tipo de
ensayos para estudiar los efectos de agentes citotdxicos o de terapias antitumorales (Rafehi
et al. 2011). Asi, se podria analizar el efecto del aptamero apMNKQ2 estudiando si la célula

conserva su capacidad de dividirse de forma ilimitada tras el tratamiento.

Las células fueron transfectadas con apMNKQ2 y el aptdmero control p29, y recogidas a
las 24 horas para ser resembradas a una densidad de 1000 células/pocillo, tal y como se
detalla en el apartado 4.3 de Materiales y Métodos. Las colonias se dejaron crecer durante 6
dias en el caso de las A549, 8 dias en las SW900, y 5 dias en las H460.
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Figura 13. Efecto de apMNKQ?2 sobre la capacidad de formacion de colonias de las células. Las
lineas A549, SW900 y H460 se sembraron a densidad 5x10” células/pocillo en p24 y a las 24 horas
se transfectaron con las concentraciones de trabajo establecidas previamente. Tras 24 horas, se
recogieron y se resembraron en p6 a una densidad de 1000 células/pocillo para las tres lineas. Los
datos se han normalizado con respecto al control. Las gréficas representan la media + SEM de 3
experimentos independientes. (*p<0.05 y **p<0.01).

Como muestra la Figura 13, el aptamero apMNKQ?2 disminuye la capacidad clonogénica
de las tres lineas celulares. Esta disminucion fue estadisticamente significativa para las tres
lineas con respecto al control sin tratar y con respecto al aptamero control, y con distinta
eficacia segun la linea celular. ElI aptamero control produce un ligero efecto, aunque

significativamente menor que la disminucion producida por apMNKQ?2.
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2. ESTUDIO DEL EFECTO DE apMNKQ2 SOBRE LA ACTIVIDAD METASTASICA DE
LAS CELULAS DE PULMON

2.1. Efecto de apMNKQ2 en la migracion, invasion y adhesién de las células

tumorales de pulmén

El efecto de apMNKQ?2 sobre la migracion de las células se estudié primero mediante el
ensayo de cierre de herida o Wound healing como se detalla en el apartado 4.4 de
Materiales y Métodos. Las células fueron transfectadas con los aptdmeros vy, tras 24 horas,
tratadas con mitomicina 1uM durante 2 horas, tras las cuales se realiz6 una hendidura. La
evolucion de los cultivos se realizé a los tiempos 0 y 24 horas para las A549, 0 y 48 horas
para las SW900y 0y 72 horas para las H460.

Como se observa en la Figura 14, apMNKQ2 retrasa el cierre de la herida en las tres
lineas, aumentando de forma significativa el porcentaje de herida abierta en las células
SW900.

AS549 SW900 H460

_ 50 . 30
6 - % o %
W: ‘vn_ n mn_
+ = 204 t""40 t"‘ a
s g T s g [ 55
Q
© S 10+ T & 307 T 82 .
38 S o S o 10 )
23 T3 . o s d —
IR - P 20+ = © 3
o0 o 9 R
T g ¥ g
S A = 2 10 i =g 0 .
2104 . 2 . =
0 10
P29 Q2 p29 Q2 p29 Q2

Figura 14. Efecto del aptamero apMNKQ2 en la migracion de las lineas celulares tumorales de
pulmén mediante ensayos Wound healing. Las células se sembraron a una densidad de 5x10°
células/pocillo en p6 y se transfectaron con los aptameros a las 24 horas. Transcurridas 16-24 horas
se trataron con mitomicina 1 uM durante 2 horas, tras las cuales se les realiz6 una herida. Se tomaron
fotografias a los tiempos 0, 24, 48 o 72 horas en funcion de la linea celular. El area de la herida se
cuantificé con ImageJ y los datos fueron expresados como el incremento de herida abierta respecto al
control. Las gréaficas representan la media + SEM de 3-4 experimentos independientes. (*p<0.05 ).
Debido a la dificultad para obtener una herida casi cerrada en las lineas A549 y H460 sin
tratar, se estudié la migracion utilizando transwells, tal y como se detalla en el apartado 4.5
de Materiales y Métodos. Tras 16-24 horas de haber sido transfectadas con los aptdmeros y
privadas de suero, las células son recogidas y sembradas en los transwells en medio sin

suero. El transwell se sumerge en medio completo con suero, previamente afiadido al pocillo
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de la placa, de manera que las células migran del transwell al pocillo por quimioatraccion,
atravesando la membrana del transwell. Después de 24 horas, las células que hayan
atravesado dicha membrana se fijan y se tifien con Hoechst para su posterior cuantificacién
por microscopia de fluorescencia (Figura 6).

Como se muestra en la Figura 15, el aptamero apMNKQ2 reduce la migracion en las
tres lineas celulares, aunque de forma estadisticamente significativa para las células A549 y
SW900. Asimismo, también se realizaron ensayos de invasion con transwell, a los que
previamente se afiadid matrigel, una preparacion de membrana basal solubilizada extraida
de sarcoma de raton. Las células se sembraron sobre el matrigel con la intencién de que
migren hacia el medio con suero, degradando la matriz. No se pudieron detectar células al
tefiir la membrana de los transwells, lo que sugiere que ninguna de las tres lineas tiene

capacidad de invasion o, al menos, no es detectada mediante esta técnica.
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Figura 15. Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre la migracién de las lineas tumorales de
pulmén mediante ensayos con transwell. Las células se sembraron a una densidad de 5x10*
células/pocillo en placas p24 y se transfectaron con los aptameros a las 24 horas. A las 6 horas, se
privaron de suero, y tras 24 horas se recogieron y resembraron en transwells a 4x10* células/pocillo
en medio sin suero. A las 24 horas, las células que atravesaron la membrana se tifieron con Hoechst
para ser cuantificadas por microscopia de fluorescencia. Los datos se han normalizado con respecto
al control. Las gréficas representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. (*p<0.05 y
**n<0.01)

Las metaloproteinasas (MMPs) son proteinas encargadas de degradar la matriz
extracelular favoreciendo el proceso de migracion e invasion celular. El estudio del efecto de
apMNKQ?2 en la actividad de las MMPs, se realiz6 mediante zimogramas, técnica en la cual
se realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida con gelatina en condiciones no
desnaturalizantes, para impedir la pérdida de actividad enzimatica. De esta manera, se pone
de manifiesto la actividad de las metaloproteinasas, analizando la degradacion de la

gelatina, que actla de sustrato para las enzimas.
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Como se muestra en la Figura 16, apMNKQ2 es capaz de disminuir la actividad de las
metaloproteinasas 2 y 9 en las A549 y SW900, siendo estadisticamente significativa la
disminucién que se observa en la actividad de la MMP9 en la linea A549, y en la de la
MMP2 en la linea SW900. Sin embargo, en las células H460, apMNKQ2 parece aumentar la
actividad de la MMP9 y no tener efecto sobre la MMP2.
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Figura 16. Efecto de apMNKQ2 sobre la actividad de las metaloproteinasas 2 y 9. Los
sobrenadantes de las células A549, SW900 y H460 previamente transfectadas con los aptdmeros, se
recogieron a las 24 horas postransfeccion y se estudiaron en un gel de poliacrilamida con gelatina, tal
y como se detalla en Materiales y Métodos. Los datos se han normalizado con respecto al control.
Las graficas representan la media + SEM de 3-4 experimentos independientes. (*p<0.05 y **p<0.01).
El proceso de adhesion a la matriz extracelular es un paso clave cuando las células
tumorales migran y se adhieren en otras localizaciones durante la metéstasis. Uno de los
componentes de la matriz extracelular es el colageno, el cual ha sido utilizado en estos

ensayos para estudiar si apMNKQ?2 afecta a la capacidad de adhesion celular.

Para ello, 24 horas después de haber sido transfectadas, las células se recogieron y re-
sembraron en placas p96 incubadas previamente con 10 pg/ml de colageno tipo I, tal y como
se detalla en el apartado 4.6 de Materiales y Métodos. Posteriormente, se realizaron
ensayos MTT (apartado 4.1 de Materiales y Métodos) para cuantificar el nimero de células
adheridas. Como muestra la Figura 17, apMNKQ2 disminuy6 la capacidad de adhesion de
forma estadisticamente significativa en las células A549, mientras que no se observé efecto
en las lineas SW900 y H460.
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Figura 17. Efecto de apMNKQ2 sobre la adhesion celular en lineas tumorales de pulmén.
Transcurridas 24 horas después de la transfeccion, las células fueron recogidas y resembradas a
3x10* células/pocillo en p96 tratadas previamente con colageno tipo | a 10 pg/ml. Posteriormente, se
llevaron a cabo ensayos MTT para cuantificar las células adheridas. Los datos se han normalizado
con respecto al control. Las graficas representan la media + SEM de 3-4 experimentos
independientes. (*p<0.05, respecto al control).

2.2. Efecto de apMNKQ2 sobre la transicion epitelio-mesénquima (TEM)

La transicién epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso en el cual las células tumorales
pierden los marcadores epiteliales y se facilita su migracion a 6rganos distales. En este
trabajo se ha analizado la expresion de marcadores de distintos estadios y de factores de
transcripcién implicados en el proceso. Como marcadores epiteliales se estudiaron la E-
cadherina, proteina de adhesion de células epiteliales supresora de tumores, cuya pérdida
de expresion ocurre durante la metastasis (Na et al. 2020); y la ocludina, proteina implicada
en las uniones estrechas entre células, cuya expresion disminuye en las etapas iniciales de
la TEM (Nowak et al. 2021). Como marcador mesenquimal se analiz6 la N-cadherina,
proteina transmembrana implicada en adhesién celular y que promueve la migracion e
invasion de las células (Nowak et al. 2021). En la TEM también estan implicados diversos
factores de transcripcion que favorecen que las células adquieran capacidad metastasica.

Algunos de ellos, como ZEB-1 o Snail, fueron analizados en este trabajo.

En la Figura 18, se puede observar que solo se pudieron detectar niveles de E-
cadherina y N-cadherina en las lineas A549 y SW900, siendo las células A549 las que
presentan de forma significativa niveles mayores de E-cadherina, sin embargo, no se
observan diferencias de expresién de N-cadherina entre ambas lineas. Asimismo, las tres
lineas expresan ocludina, aunque las células H460 en menor medida. En cuanto a los
factores de transcripcion (Figuras 18D y E) las células H460 presentan de forma

significativa niveles mayores de ambos, indicando un fenotipo mesenquimal.
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Figura 18. Expresion de marcadores y factores de transcripcion de TEM en lineas tumorales de
pulmén. Inmunodeteccion de (A) E-cadherina, (B) N-cadherina, (C) Ocludina, (D) ZEB-1y (E) Snail.
Los valores obtenidos se normalizaron con respecto a los de B-actina. Las gréficas representan la
media + SEM de 3 experimentos independientes. (*p<0.05, *p<0.01 y ***p<0.001).

Una vez caracterizada la expresion de estos marcadores de TEM en las lineas celulares
utilizadas, se quiso ver si apMNKQ2 era capaz de revertir el estado mesenquimal al estado
epitelial. Como muestra la Figura 19, apMNKQ2 es capaz de disminuir de forma
estadisticamente significativa los niveles de N-cadherina en las células SW900 y de

aumentar los niveles de ocludina en la linea H460. Sin embargo, el aptdmero disminuyé los

niveles del marcador epitelial E-cadherina en las células A549 y SW90O0.
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Figura 19. Efecto de apMNKQ2 sobre los niveles de expresion de marcadores de TEM en las
lineas tumorales de pulmén. Inmunodeteccién (SDS-PAGE 12%) de (A) E-cadherina, (B) N-
cadherina y (C) ocludina en células A549 y SW900 a las 24 horas postransfeccion de las células con
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los aptameros. Los datos se han normalizado con respecto al control. Las gréaficas representan la
media £ SEM de 3 experimentos independientes (*p<0.05 y **p<0.01, respecto al control).

En cuanto al efecto de apMNKQ2 sobre los factores de transcripcion, la expresion de
ZEB-1 tiende a disminuir en las células A549 y SW900 (Figura 20A) tras la transfeccién con
el aptamero, aunque no es una diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo,
apMNKQ2 no parece afectar la expresion de ZEB-1 en las células H460. Como se observa
en la Figura 20B, el aptamero no produce efecto sobre Snail en las lineas A549 y H460,
pero si es capaz de disminuir los niveles en las células SW900, aunque de la misma manera

gue el aptdmero control p29 y no de una forma estadisticamente significativa.
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Figura 20. Efecto de apMNKQ2 sobre los niveles de expresion de factores de transcripcion de
TEM en las lineas tumorales de pulmon. (A) Inmunodeteccion (SDS-PAGE 7.5%) de ZEB-1 en las
lineas A549, SW900 y H460 tras 24 horas después de la transfeccion con los aptdmeros. (B)
Inmunodetecciéon (SDS-PAGE 12%) de Snail en las lineas A549, SW900 y H460, 24 horas
postransfeccién de las células con los aptameros. Los valores se normalizaron con respecto a los de

B-actina. Los datos se han normalizado con respecto al control. Las gréficas representan la media +
SEM de 3-4 experimentos independientes.

3. ESTUDIO DEL EFECTO DE apMNKQ2 SOBRE LAS MNKs

3.1. Expresion de MNK1a, MNK1b y elF4E en lineas tumorales de pulmén

Primero, se determinaron los niveles de proteina y mRNA de MNK1a y MNK1b, asi como
los niveles y el estado de fosforilacion de su sustrato elF4E en las lineas utilizadas en este
trabajo. Para ello, se obtuvieron los lisados celulares y se analizaron por western blot

usando anticuerpos especificos, tal y como se detalla en los apartados 2.2.1 y 3 de
Materiales y Métodos.
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Los resultados obtenidos tras la cuantificacion de las bandas, muestran que las células
A549 y SW900 presentan niveles de MNK1a significativamente mas altos que las células
H460, mientras que las células A549 son las que presentan menores niveles de MNK1b
(Figura 21A).
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Figura 21. Niveles de las MNKs en lineas tumorales de pulmén. (A) Inmunodeteccién mediante
SDS-PAGE al 12% de los niveles de MNKla y MNK1b en las lineas A549, SW900 y H460. Los
valores obtenidos tras la cuantificacion fueron corregidos con los de [B-actina. Las graficas
representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. (B) Cuantificacion de los niveles de
mMRNA de MNKla/b mediante gPCR como se describe en Materiales y Métodos. Los datos se
representan como 2y representan la media + SEM de 3 experimentos independientes (*p<0.05).
Para determinar si los cambios en la expresion de las proteinas se deben a diferencias
en los niveles de mMRNA, se realiz6 un analisis cuantitativo de la expresion de dichos RNAs
mensajeros mediante gPCR como se describe en el apartado 4.9 de Materiales y Métodos.
Como se puede observar en la Figura 21B, las diferencias en la expresion de MNKla y

MNK21b no se deben a cambios en los niveles de mRNA.

Posteriormente, se estudiaron en las tres lineas los niveles y el estado de fosforilacion
de elF4E, el sustrato mejor caracterizado de las MNKs (Figura 22). Los resultados
mostraron que las células A549 son las que presentan menores niveles de elF4E. Por otro
lado, las células SW900 presentan una fosforilacion de elF4E significativamente mas alta,

gue no parece mostrar correlacion con los niveles de las MNKs.
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Figura 22. Fosforilacién de elF4E en las lineas celulares de cancer de pulmén. Se emplearon
lisados celulares de las lineas A549, SW900 y H460. (A) Niveles de elF4EP y elF4E detectados
mediante SDS-PAGE al 12% e inmunodeteccion. (B) Cuantificacién de los niveles de elF4E respecto
a los de la B-actina. (C) Cuantificacion de los niveles de elF4EP respecto a los de elF4E. Las graficas
representa la media £ SEM de 3 experimentos independientes (**p<0.01).

3.2. Efecto de apMNKQ?2 sobre las isoformas de MNK1 y la fosforilacion de elF4E

Dado que apMNKQ2 es capaz de reducir la fosforilacion de elF4E y la expresion de
MNK1la/b en las células de cancer de mama MDA-MB-231 (Pinto-Diez et al. 2022), se
analizaron los niveles de ambas isoformas y la fosforilacion de elF4E tras el tratamiento con

el aptdmero en las lineas tumorales de pulmoén.

Como se puede observar en la Figura 23A, apMNKQ2 produce un aumento en la
fosforilacion de elF4E en las células A549. Ademas, el aptdmero es capaz de disminuir de
forma significativa los niveles de MNK1a en las tres lineas celulares (Figura 23B), mientras
gue no parece afectar los niveles de MNK1b, aunque parece que se observa una tendencia
a la baja en las células SW900 y H460 (Figura 23C).

ApMNKQ2 no parece afectar a los niveles de mRNA de ambas isoformas de MNK1,
salvo en el caso de las células SW900, donde la reduccion en los niveles de MNK1la
producida por el aptamero, podria estar relacionada con una bajada en sus niveles de
MRNA (Figura 23D).
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Figura 23. Efecto de apMNKQ2 sobre la fosforilaciéon de 4E y las isoformas de MNK1 en lineas
tumorales de pulmén. Inmunodeteccién (SDS-PAGE 12%) de (A) elF4EP, (B) MNKlay (C) MNK1b
tras 24 horas postransfeccién con los aptdmeros en las células A549, SW900 y H460. Cuantificacion
de los niveles de mRNA de (D) MNKla y (E) MNK1b 24 horas tras la transfeccién de las células
A549, SW900 y H460 con los aptdmeros. Las graficas representan la media + SEM de 3-5
experimentos independientes (*p<0.05 y ***p<0.001).

Con el objetivo de conocer si MNK2 es la responsable del aumento en la fosforilacion de
elF4E que se produce en las células A549 tras el tratamiento con apMNKQ?2, se utilizé un
siRNA para silenciar MNK2 y analizar el papel de esta quinasa en la fosforilacion de elF4E.
Para ello, las células fueron transfectadas con el siRNA de MNK2 (siMNK2) o un siRNA
inespecifico como control (siC), y tras 24 horas, se transfectaron con apMNKQ2. Después
de 24 horas, las células se recogieron y se obtuvieron los lisados celulares, que fueron
analizados por western blot, tal y como se detalla en el apartado 3 de Materiales y Métodos,

para estudiar el estado de fosforilacion de elF4E.
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El silenciamiento de MNK2 se confirmé mediante gPCR, donde se observdé que se
silencian ambas isoformas de la proteina, aunque en mayor medida la isoforma MNK2b
(Figura 24A). Cuando se analizan los niveles de fosforilacion de elF4E en las células
transfectadas con siMNK2, se observa que disminuyen de forma estadisticamente
significativa con respecto al control (35%). Ademds, la fosforilacibn de elF4E es
parcialmente revertida cuando las células son co-transfectadas con siMNK2 y apMNKQ2
(Figura 24B). Estos resultados indican que MNK2 podria estar implicada en la fosforilacién
de elF4E en las células A549.
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Figura 24. Efecto del silenciamiento de MNK2 sobre la fosforilaciéon de elF4E en las células
A549. Las células se sembraron a una densidad de 1.5x10° células/pocillo en placas p6 y tras 16-24
horas se transfectaron con 75 pmol/pocillo de siC y siMNK2. Tras 24 horas, se transfectaron con
apMNKQ2 a 70 nM y, pasadas 24 horas, las células se recogieron para obtener RNA y proteina, que
se utilizaron en qPCR y western blot. (A) Cuantificacion de los niveles de mRNA de MNK2 tras su
silenciamiento con un siRNA. Los valores obtenidos se normalizaron con respecto a los de siC. (B)
Cuantificacion de elF4EP tras el silenciamiento de MNK2 con un siRNA. Los valores obtenidos se
normalizaron con los de elF4E. Los resultados se expresan normalizados con respecto a siC. Las
graficas representan la media £+ SEM de 3-6 experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01 y
***n<0.001).

4. ESTUDIO DE LA EFICACIA IN VIVO DE apMNKQ2 EN UN MODELO DE
ADENOCARCINOMA PULMONAR

Los ensayos de eficacia in vivo se llevaron a cabo en ratones inmunodeprimidos

1nu/nu*

Foxn a los que se inocul6 en los flancos dorsales por via subcutanea la linea celular
A549 para generar los tumores, a una concentracion de 8x10° células/flanco. Los ratones se
repartieron de forma aleatoria en tres grupos de 5 animales. A dos de los grupos se les
administr6 por via intraperitoneal apMNKQ2 a 10 mg/kg y a 25 mg/kg en tampén de

aptameros, cinco veces por semana. Al grupo control se le inyect6 el mismo volumen de
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tampdén de aptdmeros. Como parametros de seguimiento se midieron el peso de los
animales y el volumen del tumor cada tres dias, y el peso tumoral tras el sacrificio de los
animales a los 25 dias del inicio del tratamiento. Los resultados indican que apMNKQ2
disminuye tanto el volumen del tumor, con una inhibicién del crecimiento tumoral del 18.2%
y del 28.5% para las dosis de 10 mg/kg y 25 mg/kg, respectivamente (Figura 25A), como el
peso (Figura 25B) de los tumores de los ratones tratados, de una manera dependiente de la

dosis, aunque no de forma estadisticamente significativa.
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Figura 25. Eficacia in vivo de apMNKQ2 en un modelo de ratén con xenoinjerto subcutaneo de
células A549. (A) Volumen de los tumores en la Ultima medida antes del sacrificio de los animales.
(C) Peso de los tumores de células A549 tratadas con apMNKQ?2 respecto al control tras el sacrificio
de los animales. Las gréficas representan la media *+ el maximo y el minimo de 4-10 tumores.

Para comprobar la presencia del aptamero en los tumores, se llevé a cabo una PCR a
tiempo real para cuantificar apMNKQ2, como se detalla en el apartado 5.2 de Materiales y
Métodos. La Figura 26 muestra la presencia de apMNKQ2 en los tumores de ratones
tratados a ambas dosis, o que confirma por una parte que el aptamero ha alcanzado el
tumor tras su administracion a través de la via intraperitoneal y, por otra, que apMNKQ2

sigue manteniendo su integridad en los tumores al menos 24 horas después del sacrificio de

los animales.
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E tumores de células A549. La fraccion de RNA, que
é’ 2x10-10+ contiene el aptdmero, se tratd con RNAsa y se utiliz6 como
x molde para la cuantificacion de apMNKQ2 mediante qPCR.
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Por dltimo, se analizaron los niveles de las proteinas antiapoptéticas MCL-1 y XIAP en
los tumores procedentes de los animales controles y tratados con las dos dosis de
apMNKQ2. Como se pude observar en la Figura 27, el aptdmero es capaz de reducir la
expresion de MCL-1 cuando se administra a 25 mg/kg, y de reducir los niveles de XIAP,

aungue no de forma estadisticamente significativa.
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Figura 27. Efecto de apMNKQ2 en la expresién de proteinas antiapoptéticas de xenoinjertos
tumorales de células A549. Inmunodeteccion de (A) MCL-1 y (B) XIAP. Los valores obtenidos se
normalizaron respecto a los de B-actina. Las graficas representan la media + el maximo y el minimo
de 4 tumores.
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DISCUSION

El cancer de pulmén, considerado uno de los mas invasivos y uno de los mas rapidos en
producir metastasis, es la principal causa de muerte por cancer en todo el mundo. Segun la
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, el cancer de pulmén se mantiene como el tercer
tumor mas frecuentemente diagnosticado en 2022, por detras del cancer colorrectal y de
mama, y es el que mas mortalidad genera (18% del total de muertes por cancer), por lo que
la tasa de supervivencia a los 5 afos sigue siendo muy baja (Li et al. 2022) . Hasta la fecha,
se han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas como quimioterapia, terapia
molecular dirigida o inmunoterapia (Alexander et al. 2020), que han ayudado a mejorar la
supervivencia de los pacientes con cancer de pulmén. A pesar de estas mejoras en los
tratamientos, el prondstico para estos pacientes sigue siendo malo, por lo que los nuevos

enfoques terapéuticos son necesarios para mejorar el pronéstico de esta enfermedad.

Como se ha descrito anteriormente, las MNKs estan implicadas en diferentes tipos de
cancer (Pinto-Diez et al. 2020). Estudios recientes han demostrado una asociacion
significativa entre la sobreexpresion de MNK1 y una supervivencia global reducida para los
pacientes de NSCLC (Wen et al. 2016). Es mas, esta sobreexpresion de MNK1 serviria
como biomarcador de mal prondstico para estos pacientes, lo que sugiere que bloquear la
via MNK/elF4E mediante la inhibicion de MNK y la fosforilacion de elF4E es una buena
estrategia terapéutica para el tratamiento de los pacientes con NSCLC. De hecho, la
degradacion de MNK1 impide la fosforilacibn de elF4E y en consecuencia inhibe el
crecimiento celular, colonizacion, invasion y migracion e induce apoptosis en células de

cancer de mama (Ramalingam et al. 2014).

En este trabajo se ha pretendido estudiar el potencial antitumoral del aptamero
apMNKQ?2, previamente seleccionado en nuestro laboratorio frente a la proteina MNK1
(Garcia-Recio et al. 2016), y posteriormente validado como agente antitumoral en cancer de
mama (Pinto-Diez et al. 2022), como herramienta terapéutica en cancer de pulmoén. Para
ello, se han llevado a cabo ensayos funcionales en lineas tumorales de pulmén, en los que
se han evaluado los efectos antitumorigénicos y antimetastasicos del aptdmero; y ensayos

de eficacia en un modelo de cancer de pulmén en ratones.

Las lineas celulares utilizadas en este estudio son A549, SW900 y H460, representativas
de los 3 tipos de cancer de pulmoén no microcitico: adenocarcinoma, carcinoma de célula

escamosa y carcinoma de célula grande, respectivamente. Las tres lineas presentan una
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mutacion activadora del gen KRAS. Ademas, las células A549 tienen mutado el gen de la
serina/treonina quinasa 11 (STK11), las células SW900 poseen una mutacién que inactiva el
gen supresor de tumores TP53, y las células H460 presentan mutaciones en STK11 y
PIK3CA, gen de la proteina p110a, subunidad catalitica de la proteina PI3K (Blanco et al.
2009; Korrodi-Gregério et al. 2016).

De las cuatro secuencias obtenidas a partir del aptamero apMNK2FT, apMNKQ?2 fue la
gue produjo mayor disminucién en la actividad MTT de las dos lineas celulares empleadas
(Figura 8), al igual que ocurre con las lineas celulares de mama (Pinto-Diez et al. 2022), por
ello fue seleccionado para continuar con el estudio. Sin embargo, el aptamero apMNKQ1
también redujo de forma significativa la viabilidad celular en ambas lineas tumorales de
pulmén, por lo que seria interesante evaluar su posible uso como agente antitumoral en

estudios futuros.

Las dianas intracelulares son dificiles de alcanzar en células vivas, por lo que uno de los
aspectos mas importantes a tener en cuenta es la entrada del aptamero en las células, asi
como su estabilidad y vida media en el interior celular. En este trabajo, la internalizacion del
aptamero en las células se ha llevado a cabo mediante el uso de liposomas. La
cuantificacion intracelular del aptdmero (Figura 10) se realiz6 a diferentes tiempos: cuando
se retira el aptdmero tras la transfeccion (4 horas), cuando se realizan los ensayos (24
horas), y cuando se determina la viabilidad y toxicidad celular (48 horas). El ensayo se
realizé con las concentraciones de trabajo empleadas durante todo el estudio, por lo que no
se puede obtener una comparativa de la entrada del aptamero entre las lineas celulares.
Aun asi, los resultados muestran la entrada eficiente de apMNKQ2 en las tres lineas
celulares a la concentracién de trabajo empleada y, ademas, demuestran que el aptamero
permanece en el interior de las células en el momento de los ensayos. El hecho de que
apMNKQ?2 sea estable al menos durante 48 horas en el interior de las células, se podria
considerar una ventaja de cara a su aplicacion en clinica a la hora de espaciar las dosis en
el tiempo, disminuyendo el nimero de inyecciones, y facilitando la comodidad del paciente
(Zhang et al. 2022).

Una de las caracteristicas que se buscan a la hora de encontrar nuevos farmacos
antitumorales es la capacidad de estos para inhibir los procesos relacionados con el
desarrollo del tumor, como la proliferacion celular, la actividad clonogénica y la evasion de la
apoptosis. En este aspecto, en este trabajo se demuestra que apMNKQ2 es capaz de
reducir la viabilidad en las tres lineas celulares de cancer de pulmoén estudiadas (Figura 9).
Las células no muestran sefiales de toxicidad tras el tratamiento con apMNKQ?2, por lo que

queda descartado como causa en la disminucion de la viabilidad celular. Segun los
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resultados obtenidos, se puede concluir que la viabilidad de las células se reduce debido a
la induccién de apoptosis mediada por caspasa 3 (Figura 11), aunque no podemos
descartar que esta reduccion también se deba a un bloqueo en la proliferacion celular, dato
que por ahora desconocemos, y que seria interesante analizar en el futuro, ya que en
células de cancer de mama, apMNKQ2 produce una parada del ciclo en la fase S (Pinto-
Diez et al. 2022). Algunos inhibidores de MNK como CGP57380 y los derivados de
pirimidinas producen una parada del ciclo en células de cancer de mama (Wheater et al.
2010; Abdelaziz et al. 2019). Ademas, el inhibidor de MNK1, BAY1143269, produce una
parada en la fase GO/G1 del ciclo celular en células de NSCLC, entre otras (Santag et al.
2017).

XIAP es una proteina antiapoptotica cuya expresion se encuentra elevada en diferentes
canceres (Holcik et al. 2001). Su sobreexpresién correlaciona con tumores de mama de alto
grado, y su expresion estd regulada por MNK (Evans et al. 2018). Por otra parte, la
sobreexpresion de MCL-1 induce la transformacién oncogénica, y ademas, el aumento en la
expresion de esta proteina se encuentra en la mayoria de los céanceres humanos,
incluyendo NSCLC (Zhang et al. 2011). Es mas, el aumento en la expresion de MCL-1 se
correlaciona con un alto indice de proliferacion y un bajo indice de apoptosis en tejidos de
NSCLC, lo que sugiere que la sobreexpresion de MCL-1 esté implicada en la inhibicion de la
apoptosis y en promover la supervivencia celular en cancer de pulmén. Por otra parte,
Wendel y colaboradores demostraron que una expresion constitutiva de MNK1 promueve la
expresion de MCL-1, disminuyendo la apoptosis y acelerando el desarrollo del tumor
(Wendel et al. 2007). De la misma manera, en nuestro laboratorio se observé que la
sobreexpresion de MNK1b induce un aumento en la expresion de MCL-1 (Pinto-Diez et al.
2018). ElI hecho de que apMNKQ2 reduzca los niveles de estas dos proteinas
antiapoptéticas tanto in vitro, en las lineas A549 y SW900, como in vivo, demuestra que el
aptamero ejerce su efecto a través de MNKL1. La inhibicion de MNK1 mediante CGP57380 o
BAY1143269 produce una disminucién en los niveles de la proteina antiapoptética survivina
en leucemia y NSCLC, concretamente en las células A549 y H460 (Santag et al. 2017,
Huang et al. 2018). Segun esto, cabria la posibilidad de que apMNKQ2 esté induciendo la
apoptosis en las células H460 por otro mecanismo independiente de XIAP o MCL-1 que

seria interesante estudiar en ensayos futuros.

Otra de las propiedades implicadas en la formacion de tumores es la actividad
clonogénica de las células cancerigenas. El hecho de que apMNKQ2 sea capaz de inhibir
este proceso en las tres lineas celulares estudiadas indica que, tras el tratamiento con el
aptdmero, se reduce la capacidad de estas células de dividirse de forma ilimitada,

caracteristica distintiva de las células cancerigenas (Hanahan et al. 2000).
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La metastasis es un proceso complejo que requiere mdultiples pasos, entre los que
destaca la transicion epitelio-mesénquima, proceso en el cual se van perdiendo las
caracteristicas epiteliales de las células, que acaban convirtiéndose en células
mesenquimales migratorias, capaces de colonizar 6rganos distales. Es un proceso que
puede ser revertido por la transicibn mesénquimo-epitelial (TME), que afecta a las células
tumorales circulantes cuando alcanzan un nicho metastasico en el que se asientan para
proliferar y desarrollar tumores secundarios (Nowak et al. 2021). Las MNKs estan implicadas
en la metastasis tumoral (Robichaud et al. 2015), y muchos de los inhibidores de MNK
desarrollados hasta ahora son capaces de reducir estos procesos de migracion e invasion
de células tumorales (Ramalingam et al. 2014; Beggs et al. 2015; Kwegyir-Afful et al. 2016;
Santag et al. 2017; Zhan et al. 2017). En este trabajo hemos demostrado que apMNKQ2 es

capaz de reducir la capacidad migratoria e invasiva de tres lineas tumorales de pulmon.

En el proceso de metastasis, las células migran y se adhieren a otras localizaciones
mediante su capacidad de adhesién a componentes de la matriz extracelular. En este
sentido, este trabajo muestra que apMNKQ2 es capaz de disminuir la capacidad de
adhesion a colageno tipo | de las células A549. La integrina B1 es una proteina implicada en
la interaccion de las células tumorales con componentes de la matriz extracelular
(Brakebusch et al. 2005), y esta sobreexpresada en las células A549 (Guo et al. 2009). Su
inhibicion disminuye la capacidad de adhesion de las células A549 a través de la inhibicién
de la via de ERK1/2 (Wang et al. 2013), por lo que apMNKQ?2 podria estar reduciendo la
capacidad adhesiva de estas células a través de la inhibicion de MNK1. En cambio,
apMNKQ2 no parece tener efecto sobre la adhesién de las células SW900 y H460. Se ha
visto que las células A549 tienen una mayor expresion en comparacion con las células
SW900 de la proteina oncogénica SLC3A2, cuya interaccion con la integrina 1 tiene un
papel importante en la transformacion celular (Korrodi-Gregoério et al. 2016). Quizas esta
diferencia de expresion proteica entre ambas lineas sea la causa de no ver efecto del
aptamero en la adhesion celular de la linea SW900. Por otra parte, p110a media la
activacion de AKT inducida por la integrina B1, lo que podria contribuir a las propiedades
tumorigénicas de las células que expresan p110a de manera constitutivamente activa (Zeller
et al. 2010), como es el caso de la linea celular H460 (Blanco et al. 2009), y explicar la

ausencia de efecto del aptdmero sobre la capacidad de adhesion de estas células.

Las células A549 y SW900 presentan un fenotipo intermedio de TEM, ya que expresan
tanto marcadores epiteliales como mesenquimales. Por el contrario, la poca o nula
expresion de marcadores epiteliales, y la alta expresion de factores de transcripcion que

inducen TEM, en las células H460, indican su fenotipo mesenquimal (Figura 18).
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El inhibidor de MNK, VNLG-152, es capaz de revertir la TEM reduciendo los niveles de
N-cadherina en cancer de prostata (Ramamurthy et al. 2018). En este sentido, apMNKQ2
disminuye la expresion del marcador mesenquimal N-cadherina en las células SW900 y
ademas, aumenta la expresiéon del marcador epitelial ocludina en las células H460,
recuperando parte de los rasgos epiteliales. La inhibicibn de MNK reduce la expresion de
ZEB-1 y aumenta los niveles de E-cadherina, revirtiendo la TEM en células de cancer de
pancreas (Kumar et al. 2016). Ademas, la inhibicién de MNK1 produce una reduccién en la
expresion de Snail y ZEB-1 en las células A549 y H460 (Santag et al. 2017). En este trabajo
se muestra que tras el tratamiento con apMNKQ2 hay una tendencia a la disminucion en los
niveles de ZEB-1 en las células A549 y SW900, aunque la dificultad de encontrar un buen
anticuerpo para su deteccién, afiadido a la complicacion de transferir a la membrana una
proteina de elevado peso molecular, han dificultado el andlisis de su expresion, obteniendo
resultados poco concluyentes. Por otra parte, Snail es un represor directo de E-cadherina
(Puisieux et al. 2014), lo que podria justificar la reduccién en la expresion de E-cadherina
tras el tratamiento con apMNKQ2 en las células A549. Sin embargo, esta reduccion de E-
cadherina también se observa en las SW900, donde los niveles de Snail también se ven
reducidos tras la transfeccién con el aptamero, por lo que este mecanismo no parece ser el

responsable de la bajada observada en los niveles de E-cadherina.

Hay estudios que evidencian que no todas las células adquieren un estado mesenquimal
durante la transicion (Nowak et al. 2021) y que, ademas, hay carcinomas que adoptan
rasgos mesengquimales conservando caracteristicas de células epiteliales bien diferenciadas
(Christiansen et al. 2006). Por tanto, el amplio uso del término TEM no es siempre apropiado
para describir los diferentes procesos asociados con invasién y metastasis. Un proceso tan
complejo como éste dificulta el estudio del efecto del aptAmero sobre la transicion epitelio-

mesénquima.

El aptamero apMNKQ2 parece producir mas efectos antitumorales en las células A549 y
SW900, que en las células H460. Una mayor actividad de la via de PI3K en estas ultimas
podria compensar los efectos que produce apMNKQ?2, por lo que seria interesante estudiar
el tratamiento combinado con inhibidores de la via de PI3K, para aumentar la sensibilidad de

las células a apMNKQ2.

Muchos inhibidores de MNK desarrollados hasta ahora como MNK-11, BAY1143269,
MNK-7g, eFT508 o derivados del acido retinoico (Beggs et al. 2015; Santag et al. 2017,
Ramalingam et al. 2019; Jin et al. 2019; Suarez et al. 2021), ejercen su efecto a través de la
inhibicion de la fosforilacion de elF4E, al igual que ocurre con el aptamero apMNKQZ2 en

células de cancer de mama (Pinto-Diez et al. 2022). Como se muestra en el apartado de
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resultados, apMNKQ2 no parece afectar a la fosforilacién de elF4E en las lineas de cancer
de pulmén estudiadas, y es que, no siempre se ve efecto sobre elF4E tras la inhibicién de
MNK: los aptameros apMNK2F y apMNK3R, que disminuyen la viabilidad celular, migracién
y formacion de colonias en células MDA-MB-231 (Garcia-Recio et al. 2016); y los analogos
de ferroceno, que inhiben la viabilidad celular y el crecimiento de esferoides, no producen
ningun efecto sobre la fosforilacion de elF4E (Sansook et al. 2018). Una posible hipotesis es
gue MNK2 sea la principal quinasa responsable de la fosforilacion de elF4E. Este trabajo
muestra que el silenciamiento de MNK2 en las células A549 produce una bajada en la
fosforilacion de elF4E, sin embargo, este silenciamiento no es suficiente para revertir la
subida en la fosforilacion de elF4E que se produce en estas células tras el tratamiento con
apMNKQ2. Se ha demostrado que MNK2b actla como protooncogén aumentando la
fosforilacion de elF4E (Maimon et al. 2014). Ademas, la fosforilacion de elF4E en las células
de cancer de mama MDA-MB-231 esta mediada principalmente por MNK2 (Garcia-Recio et
al. 2016) y hay estudios que indican que MNK2 esta implicada en la tumorigénesis de
NSCLC a través de la fosforilacion de elF4E (Guo et al. 2017). Todos estos datos, en
consonancia con los resultados obtenidos en este trabajo, apuntan a que MNK2 podria estar
implicada en la fosforilacion de elF4E en las células A549. No obstante, el silenciamiento de
MNK2 con los siRNAs utilizados no es del 100%, por lo que la mejor estrategia para poder
analizar en profundidad este efecto seria mediante un sistema de CRISPR/Cas o un modelo
knockout para estudiar por separado el papel de MNK1 y MNK2 en la fosforilacion de elF4E.
Una posible teoria para explicar el efecto de apMNKQ2 sobre MNK1, de forma
independiente de la fosforilacion de elF4E, es que el aptamero impida la fosforilacion de
otros sustratos de MNK1 como PSF, hnRNP Al o Spry2.

En este trabajo se ha demostrado que apMNKQ?2 ejerce su efecto antitumoral a través
de proteinas reguladas por MNK1 como XIAP y MCL-1, pero en los Ultimos afios se han
descrito otras como NODAL, una proteina implicada en invasién y metastasis, cuyos niveles
disminuyen con la pérdida de MNK1 (Guo et al. 2019); NDRG1 (N-myc downregulated gene
1), supresor de metastasis cuya fosforilacion esta regulada por MNK1, pero no por MNK2
(Tian et al. 2017) o la proteina similar a la angiopoyetina 4 (ANGPTL-4), cuya
sobreexpresion en melanoma promueve la invasion y la metastasis mediante el aumento de
la expresion de las metaloproteinasas (Yang, Khoury, et al. 2020). Quizas la inhibicion de
MNK1 por apMNKQ2 pueda estar afectando a la capacidad migratoria e invasiva de las

células mediante alguno de estos mecanismos.

El siguiente paso durante el desarrollo de un farmaco es validar su actividad en modelos
animales. La via de administracién del farmaco es un factor importante a tener en cuenta,

por lo que en nuestro laboratorio se ha estudiado la eficacia de diferentes formas de
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administracibn de apMNKQ2 en ensayos preliminares con ratones. El aptamero se
administré por via oral, intravenosa e intraperitoneal, siendo ésta ultima la mas eficaz en
modelos de cancer de mama y cancer de pancreas. A la vista de estos resultados, se eligié
la via intraperitoneal como forma de administracion del aptamero en este trabajo. Cabe
destacar, que en los ensayos de eficacia in vivo en cancer de mama el aptamero se
administré usando transfectante (Pinto-Diez et al. 2022), mientras que en este trabajo se ha
administrado el aptdmero sin vehiculizar, lo que supone una ventaja ya que permite
aumentar la dosis de aptdmero administrada. La linea celular A549 es una de las més
utilizadas habitualmente en modelos in vivo de adenocarcinoma por su gran capacidad para
desarrollar tumores (Kellar et al. 2015), por lo que fue la linea de eleccion en los ensayos de
eficacia de este trabajo. Hay que tener en cuenta que el crecimiento de los tumores fue mas
lento de lo esperado, por lo que los resultados han podido verse afectados por este factor.
Aun asi, se trata de un ensayo piloto en el que se han obtenido resultados prometedores
para apMNKQ2 como agente terapéutico.

Los modelos de xenoinjertos de tumores derivados de pacientes (PDX) se han
establecido con éxito en diferentes tipos de cancer ya que reflejan con mayor precision los
aspectos fisiol6gicos del tumor primario del paciente. En los modelos PDX, las células
cancerigenas crecen en el microambiente tumoral, y, ademas, el tumor implantado mantiene
las anormalidades genéticas y epigenéticas encontradas en el paciente (Jung et al. 2018).
Actualmente, se esta llevando a cabo un ensayo de eficacia de apMNKQ2 en un modelo
PDX de adenocarcinoma, lo que mostrara en un futuro, el potencial terapéutico del aptamero

en un tumor primario de pulmoén.

Uno de los aspectos importantes a tener en cuenta es la toxicidad que muestran los
farmacos antitumorales y es que, para muchos tipos de céancer, incluyendo NSCLC, la
quimioterapia sigue siendo el tratamiento estandar en determinados casos, a pesar de los
efectos secundarios documentados y el desarrollo de quimiorresistencia (Landi et al. 2015).
Los tratamientos basados en platino, como el carboplatino y el cisplatino, suelen producir
nauseas, vomitos, neuropatias, ototoxicidad, hepatotoxicidad o nefrotoxicidad, entre otros
(Rossi et al. 2016). Otras estrategias terapéuticas como la inmunoterapia o la terapia
molecular dirigida, han sido mejor toleradas por los pacientes, mostrando ademas resultados
satisfactorios. A pesar de ello, muchos farmacos basados en la inmunoterapia generan
toxicidad hepatica, diarrea, colitis, prurito o neumonitis (Barquin-Garcia et al. 2019).
Erlotinib, gefitinib o afatinib, utilizados en terapia dirigida en NSCLC con mutacién en EGFR,
producen diarrea, erupciones cutaneas, estomatitis o erosiones en la cérnea (Hsu et al.
2018). En linea con esto, cabe destacar que en general, los aptdmeros se consideran

seguros debido a la baja toxicidad que muestran como herramientas terapéuticas. De hecho,
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el aptamero AS1411 fue administrado a ratas y a perros en ensayos preclinicos sin mostrar
signos de toxicidad. Ademas, fue evaluado en una primera fase de ensayos clinicos,
mostrando una ausencia de toxicidad grave en estos pacientes (Bates et al. 2009). El
aptamero NOX-A12 fue administrado a pacientes, en los que no se observd ningun signo de
toxicidad que pudiera delimitar la dosis (Steurer et al. 2019). Al igual ocurre con el aptdmero
ApTOLL, el cual ejerce un efecto protector contra las enfermedades isquémicas (Fernandez
et al. 2018), y ha sido llevado a ensayos clinicos, donde no se han notificado efectos
adversos, ni se han descrito parametros o0 signos vitales alterados asociados a su
administracion (Hernandez-Jiménez et al. 2022). La administracion de apMNKQ2 en un
modelo in vivo de cancer de mama no produjo cambios en el peso de los animales, ademas,
estudios de tolerabilidad de nuestro laboratorio indican que la maxima dosis tolerada de
apMNQ?2 en ratones es de 400 mg/kg, por lo que los datos obtenidos hasta ahora podrian
indicar la baja toxicidad del aptadmero.

En este trabajo se demuestra como el aptdmero frente a MNK1 desarrollado
previamente en nuestro laboratorio, apMNKQ2, es capaz de inhibir ciertos procesos
relacionados con el desarrollo y la metastasis tumoral en células de cancer de pulmén, asi
como de reducir el crecimiento del tumor e inducir apoptosis en un ensayo preliminar
empleando un modelo in vivo de adenocarcinoma. A partir de este punto, habria que seguir
investigando para conocer la dosis Optima efectiva del aptamero, asi como estudiar su
seguridad farmacologica y su farmacocinética. Cabe destacar, que algunos de estos
aspectos estan siendo estudiados actualmente en nuestro laboratorio con la finalidad de
poder conocer el potencial antitumoral de apMNKQ2 y su prometedora aplicacibn como
herramienta terapéutica en los diferentes tipos de cancer en los que MNK1 tiene un papel

relevante.
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De los cuatro aptdmeros disefiados a partir del aptdmero parental apMNK2F
obtenido frente a la proteina MNK1, el aptamero apMNKQ2 es el que muestra mayor

eficacia en lineas celulares tumorales de pulmon.

El aptamero apMNKQ2 inhibe procesos relacionados tanto con la actividad
tumorigénica (viabilidad celular, formacién de colonias y evasion de apoptosis); como
metastasica (migracién, invasién y adhesion) en las lineas tumorales de pulmon
A549, SW900 y H460, representativas de los tres subtipos de cancer de pulmén de
célula no pequefia: adenocarcinoma, carcinoma de célula escamosa y carcinoma de

célula grande.

El mecanismo por el que el aptdmero apMNKQ2 regula la apoptosis en células
representativas de adenocarcinoma y carcinoma escamoso podria estar mediado por
la reduccion en la expresién de las proteinas antiapoptéticas MCL-1 y XIAP, lo cual
difiere del mecanismo que podria estar implicado en las células de carcinoma de

célula grande.

Resultados preliminares en un modelo murino de adenocarcinoma pulmonar
muestran que el aptamero apMNKQ?2 produce un efecto antitumoral (reduccién del
tamafio del tumor e inhibicibn de la actividad de proteinas antiapoptéticas),
dependiente de dosis, lo que permite concluir que apMNKQ2 alcanza su diana en el
tumor cuando se administra intraperitonealmente y sin necesidad de ser

vehiculizado.

Todos los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el aptamero
apMNKQ?2 podria ser un buen candidato como potencial agente antitumoral para el

tratamiento de algunos tipos de cancer de pulmén.
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