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Resumen

El cancer de mama triple negativo (TNBC) se caracteriza por su alta agresividad y falta de terapias dirigidas,
lo que limita su tratamiento a la quimioterapia convencional. En este contexto, se han identificado nuevas
dianas terapéuticas como las quinasas MNK, reguladas por la via MAPK e implicadas en la progresion
tumoral. La isoforma Mnk1b se ha asociado con peor prondstico en pacientes con TNBC. El aptamero
apMNKQ2, con alta afinidad por Mnk1b, ha mostrado efectos antitumorales en modelos de cancer de mama.
Estudios previos apuntan a un posible papel de la enzima glicolitica PGAM1 en el mecanismo de accion del
aptamero, al observarse una disminucion de su actividad y de la glucdlisis celular tras el tratamiento, y una
disminucion de la forma acida de la enzima, que podria asociarse con la reduccion de fosforilaciones y/o
acetilaciones. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la implicacién funcional de PGAM1 en el mecanismo
de apMNKQ2, mediante la generacion de un modelo de TNBC con sobreexpresion estable de PGAM1 en
la linea MDA-MB-231. Los métodos de transfeccion utilizados produjeron poblaciones celulares con baja
eficiencia de expresion del transgén, probablemente debido a la integracion aleatoria del plasmido y a
procesamiento no deseado. Por ello, se generaron clones celulares con expresion homogénea. Los ensayos
de viabilidad indicaron que la sobreexpresion de PGAM1 parece atenuar la citotoxicidad del aptamero, sin
afectar a la expresion de la enzima, pero si reduciendo su actividad. Esto podria deberse a modificaciones
postraduccionales de PGAM. Aunque el analisis del perfil de fosforilacion mediante Phos-tag™ no mostro
diferencias notables, la baja resolucién de la técnica limita su interpretacion. En conjunto, estos resultados
preliminares apoyan una posible implicacion de PGAM1 en la accion de apMNKQ2 y resaltan la necesidad
de explorar su regulacion postraduccional en estudios futuros.
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Introduccién

El cancer de mama fue el segundo tipo de cancer con mayor incidencia en 2022, con 2,3 millones de nuevos
casos y es la cuarta causa de mortalidad por cancer en todo el mundo, representando un 6,9% de todas las
muertes por cancer [1]. Para 2040, se prevé que aumente a mas de 3 millones de nuevos casos y 1 millon
de muertes cada afio debido al crecimiento de la poblacion y al envejecimiento [2]. Se han descrito
diferentes tipos moleculares de canceres de mama, entre los que se encuentra el Cancer de mama Triple
Negativo (TNBC, por sus siglas en inglés), que carece de expresion de PR, ER y HER2, ademas de tener
una alta proliferacion [3,4]. El TNBC se compone de varios subtipos moleculares, cuyo tratamiento se ha
limitado principalmente a la quimioterapia [3,4].

Las MNK, proteinas quinasas que interaccionan con proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK),
son una familia de proteinas que integran sefales de la via de las MAPK. En humanos, estan codificadas
por dos genes, Mnkl y Mnk2, que mediante splicing alternativo generan 4 isoformas: Mnkla, Mnklb,
Mnk2a y Mnk2b [5]. Este evento produce un cambio en el marco de lectura produciendo el intercambio de
los ultimos 89 aminoacidos de la isoforma Mnkla por 12 aminoacidos diferentes que caracterizan a la
Mnklb [6]. De esta manera, Mnklb carece del dominio de unién a MAPK localizado en la region C-
terminal, lo que la hace parcialmente independiente de las MAPK [7], cuenta con una actividad basal mas
elevada que Mnkla y su activacién no depende de la fosforilacion de los residuos del bucle de activacion.
El sustrato principal de las Mnkl es el factor de iniciacion de traduccion elF4E, regulador clave de la
traduccion de proteinas asociadas al ciclo celular, supervivencia y motilidad. También se han descrito otros
sustratos como Sprouty2, la ribonucleoproteina heterogénea nuclear 1 (hnRNPAT1), el factor de splicing
asociado a la proteina de union al tramo de polipirimidina (PSF) y la fosfolipasa A2 citoplasmatica (cPLA2)
[8]. Mnkl se ha implicado en la tumorigénesis de diversos tipos de cancer, incluyendo pulmoén, ovario,
glioblastoma y cancer de mama [5], donde su sobreexpresion se correlaciona con un peor pronostico clinico.
Asociado a una menor supervivencia [9], se han registrado niveles de MNK1b elevados tanto a nivel
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proteico como de RNAm en TNBC, implicados en procesos como migracion, invasion y proliferacion
celular. Esta participacion en el cancer ha sido relacionada tradicionalmente con la fosforilacion del eIF4E
[10]. Sin embargo, futuros estudios sobre el rol de las isoformas de Mnk1 en otras rutas de sefializacion
celular independientemente de la fosforilacion de elF4E, como Ras/MNK y PI3K/AKT/mTOR [11], y su
accion sobre otros sustratos, como hnRNP Al, PSF, cPLA2 o Sprouty2, aun son necesarios para detallar
su papel en la patologia. Ademas, se ha demostrado que la ausencia de Mnk1/2 no altera el desarrollo
normal en ratones y retrasa la progresiéon tumoral [12, 13], convirtiéndolas en una potencial diana
terapéutica hacia las que centrar los estudios en busqueda de tratamientos potencialmente seguros [14].

Los aptameros son acidos nucleicos monocatenarios (DNA o RNA) de pequefio tamafio que adquieren
estructuras tridimensionales especificas que les permite unirse a sus dianas con alta afinidad y especificidad
[15]. Se seleccionan mediante la tecnologia SELEX (evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento
exponencial), a partir de bibliotecas aleatorias de oligonucledtidos [16]. En los tltimos afios, han destacado
como potenciales agentes terapéuticos debido a sus ventajas frente a otros farmacos, como los basados en
anticuerpos [17]. Han sido estudiados como agentes antineoplasicos, y algunos han alcanzado fases clinicas
[18]. En consecuencia, los aptameros se consideran herramientas terapéuticas con gran potencial en el
tratamiento de aquellos tumores en los que las opciones terapéuticas son limitadas, como en el TNBC. El
aptamero apMNKQ2 es una version optimizada de 29 nucledtidos derivada del aptdmero parental
apMNK2F, que ha mostrado efectos antitumorales en cancer de pulmoéon y de mama [19, 20]. Se ha
comprobado in vitro que el aptamero presenta una alta afinidad y especificidad hacia Mnklb en
comparacion con otras quinasas. En estudios funcionales, apMNKQ?2 inhibe procesos clave del cancer de
mama como la proliferacion celular, la formacién de colonias, la migracion, la invasion y la transicion
epitelio-mesénquima in vitro, ademas de reducir el crecimiento tumoral y el nimero de metastasis en
modelos murinos de esta enfermedad [21, 22].

Como parte del estudio del mecanismo de accion del aptamero apMNKQ2, se realizd un analisis protedmico
basado en electroforesis bidimensional (2D-DIGE) e identificacion de proteinas mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF. Se detectd6 una disminucion de la forma 4cida de la enzima glicolitica
fosfogliceraldehido mutasa 1 (PGAMI) en células TNBC de la linea MDA-MB-231 tratadas con
apMNKQ?2, lo que podria relacionarse con una disminucion de ciertas modificaciones postraduccionales,
como fosforilaciones y/o acetilaciones, modificaciones activadoras de PGAMI1 [21-23]. Ademas, en
ensayos de actividad de la PGAM se observd una disminucion significativa pero leve de la actividad
enzimatica frente a células no tratadas con apMNKQ?2 [24], y en los ensayos de la tasa de glucdlisis en el
Agilent Seahorse XF Analyzer se observo una disminucion de la glucdlisis basal y de la compensatoria tras
el tratamiento.

En este contexto, los objetivos del presente estudio fueron caracterizar la posible implicacion de PGAM1
en el mecanismo de accion de apMNKQ?2 por medio de la obtencion de un modelo experimental basado en
la sobreexpresion estable de PGAMI1 en la linea MDA-MB-231, asi como el analisis del efecto del aptamero
sobre la viabilidad celular, la expresion de PGAM-myc, la actividad enzimatica y los niveles de
fosforilacion de la enzima glicolitica.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

La linea celular MDA-MB-231 se cultivd en medio Ham’s F12 (Biowest) y DMEM (Biowest) a partes
iguales, enriquecidos con 2 mM L-glutamina (Gibco), 10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco), 100 pg/ml
de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina y 0.25 ug/ml de anfotericina (antibidtico-antimicético, Gibco),
mantenidos en atmdsfera himeda, 5% de CO2 y 37°C de temperatura en un incubador. Alcanzada una
confluencia del 70-80% de las células sembradas en monocapa, se realizaron los pases y la siembra de
células lavando los frascos con PBS 1x (VWR) y levantandolas enzimaticamente con tripsina 0.25% EDTA
0.53 mM (Gibco) a 37°C durante 3 minutos. Luego, se neutralizo la tripsina diluyendo en una relacion 1:9
con medio. Las células se sembraron en placas de cultivo celular de 1, 6, 8, 12, 18 0 96 pocillos (Corning).

Transfeccion de células

El plasmido pCDNA3.1(+) con el gen de resistencia a la geneticina, el gen de PGAM-Myc y con un sitio
unico de restriccion Scal (figura 1) se obtuvo de Thermo Fisher (vector PGAMI1), como el plasmido
pCDNA3.1(+) sin el gen de la enzima glicolitica (vector vacio).

Previo a la transfeccion, los vectores PGAM/vacio fueron digeridos con FastDigest Scal ™ (Thermo
Scientific) durante 15 minutos. Los productos de la digestion fueron separados mediante electroforesis en
un gel de agarosa (Sigma-Aldrich) al 1% tefiido con GelRed™ (Sigma-Aldrich) a 110 V y revelados en un
transiluminador UV (Nippon).

El aptamero apMNKQ2 fue sintetizado por Biospring con la siguiente secuencia:
TGGGGTGGGCGGGCGGGGGTGGGGGTGGT. Antes de la transfeccion, los aptameros fueron
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Figura 1: Representacion del plasmido pCDNA3.1(+)-PGAMI1 (Vector PGAMI1). Se encuentra
representado el plasmido recombinante utilizado para la expresion de la proteina PGAMI1 con la
etiqueta Myc en células eucariotas. El plasmido se basa en el vector pCDNA3.1(+), que contiene un
promotor CMV para la expresion constitutiva en células de mamifero, el gen PGAMI1 en marco de
lectura con la etiqueta c-Myc, un gen de resistencia a geneticina para seleccion en cultivo celular
regulado por el promotor SV40. Se indican los elementos del plasmido, asi como su inico sitio de corte
para la enzima de restriccion Scal, Figura generada con Snapgene.

desnaturalizados a 95°C durante 10 minutos y posteriormente renaturalizados a 4°C durante otros 10
minutos en tampon de aptameros (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 5 mM KCl (todos
Sigma-Aldrich)).

Las transfecciones de los vectores PGAM/vacio y apMNKQ?2 se realizaron con Lipofectamina 2000 en
medio Opti-MEM, siguiendo el protocolo del fabricante y ajustando las proporciones en funcion de la
superficie de los distintos pocillos.

Generacion de poblacion estable

Las células transfectadas (Poblacion Estable PGAM1-Myc/-) se expandieron a placas de 100mm con medio
con geneticina 1500 ng/ul (ThermoFisher) a las 48 h de la transfeccion. Cada 3-4 dias se cambio el medio
durante las 3 semanas de la seleccion. Se sembraron células MDA-MB-231 sin transfectar en medio con
geneticina como control de la seleccion. Las poblaciones clonales se obtuvieron mediante la dilucion limite
de las poblaciones trasnfectadas, sembrando en placas p96 a una densidad de 0,25 células por pocillo. Los
pocillos seleccionados se amplificaron hasta comprobar la expresion de PGAM-myc.

Extraccién de proteinas

La obtencion de los extractos celulares para analizar el efecto del aptamero se realizé 24h después de la
transfeccion, en placas de 6 pocillos con 5 x 103 células. Las células fueron lisadas mediante raspado en
frio con raspador en tampoén de lisis celular (TLC): 20 mM Tris (pH 7.6), 1| mM EDTA, 120 mM KCI, 1
mM ditiotreitol, 2 mM molibdato de sodio, 0.2 mM ortovanadato de sodio, 1 mM clorhidrato de
benzamidina, 2 mM B-glicerofosfato, 1 pg/ml pepstatina, 1 pg/ml leupeptina, 10 pg/ml antipaina y 1%
Tritéon X-100 (todos de Sigma-Aldrich). Luego se centrifugaron durante 10 minutos a 11300g a 4°C. Los
lisados celulares para verificar la transfeccion y la obtencion de clones se obtuvieron tras levantar
enzimaticamente las células y realizar sucesivas centrifugaciones de lavado y posterior lisis con TLC-triton.
Los extractos celulares se conservaron a -80 °C hasta su utilizacion y su concentracion proteica se determiné
mediante el kit BCA Pierce ™ (Thermo Fisher).

Western Blot (WB)

El andlisis de la expresion proteica se baso en la separacion de las proteinas en geles de poliacrilamida al
12% en condiciones desnaturalizantes y reductoras (PAGE-SDS) seguida de su transferencia a membranas
e inmunodeteccion. Las muestras se resolvieron por electroforesis en geles polimerizados por el sistema
mPAGE® Lux Bis-Tris Gel Casting System. Luego las proteinas fueron transferidas a membranas de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) mediante transferencia humeda, con el sistema Mini Trans-Blot
(BioRad), en tamp6n de transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina y 20% de Metanol) a 100 V durante
1 h. Se recortd la region de interés de las membranas y se bloque6 con PBS con 5% de leche desnatada en



polvo durante 1 h. A continuacion, se incubaron con el anticuerpo primario (mouse anti-C-Myec, dilucion
1:1000 en PBS-Tween 0,1 %, (Santa cruz)) a 4 °C en agitacion overnight. Las membranas se lavaron y se
incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario (rabbit anti-mouse) conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP), diluido a 1:5000 en PBS al 1% de leche desnatada. Finalmente, se revelaron por
quimioluminiscencia utilizando el kit Clarity Western ECL Substrate (BioRad), se visualiz6 con el sistema
de imagen Chemidoc (BioRad) y los valores de densidad optica para cada banda se obtuvieron con el
programa Image Lab (BioRad). La actina (B-Actin) fue utilizada como control de carga.

Inmunocitoquimica (ICQ)

Las células se sembraron en placas previamente tratadas con poli-D-lisina (Sigma-Aldrich) a 0.05 mg/ml.
Tras 24 h, las células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4% (Sigma-Aldrich) durante 10 minutos
y permeabilizadas con Triton X-100 al 0.1% durante 10 minutos. Se incubaron con PBS con FBS al 10%
durante 1 h a temperatura ambiente y, después, con el anticuerpo primario frente a c-Myc (dilucion 1:200
en PBS-FBS al 10%) durante 16 h a 4°C. Tras sucesivos lavados con PBS, las células se incubaron durante
1 h con el anticuerpo secundario fluorescente Alexa 568-anti-IgG de conejo (ThermoFisher) (dilucion 1:300
en PBS-FBS al 10%). Después, se realizaron lavados con PBS y se tratdo con DAPI para tefiir los nucleos.
Las imagenes se tomaron en el microscopio de fluorescencia (Olympus IX70) y se calcul6 la eficiencia de
la generacion de lineas estables haciendo una media del porcentaje de células con fluorescencia en 4
cuadrantes diferentes. Como controles se omitié el anticuerpo primario y se usé células transfectadas con
vector vacio (Estb -).

Ensayos de viabilidad celular (MTT)

El analisis de la viabilidad celular se realizé mediante el ensayo colorimétrico de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) (Sigma-Aldrich). 10* células fueron sembradas por triplicado y
tratadas con aptamero a 0 nM, 70 nM, 140 nM, 280 nM y 400 nM. Tras 48h de la transfeccion, fueron
incubadas durante 3h a 37°C con 5% de CO2 con 100 ul de reactivo MTT (Sigma-Aldrich) a 1 mg/ml en
medio de cultivo. Los cristales de formazan se disolvieron en SDS (Sigma-Aldrich) al 10% y 10mM HCL
durante 16h a 37°C. La absorbancia fue medida a 540nm en el lector de placas Infinite M Plex (TECAN)),
y los valores obtenidos se expresaron como porcentaje de viabilidad relativa respecto al control.

Ensayo de actividad fosfoglicerato mutasa (PGAM)

La actividad enzimatica de la PGAMI1 se evalu6 acoplando la conversion de 3-PG a 2-PG con las reacciones
enzimaticas consecutivas catalizadas por la enolasa, la piruvato quinasa (PK) y la lactato deshidrogenasa
(LDH). La actividad de la PGAMI1 se calculd indirectamente a partir de la pendiente de la fase lineal de la
curva de la absorbancia a 340nm obtenida de la oxidacion de NADH por la LDH. Los ensayos se realizaron
por triplicado, 24 horas después del tratamiento con o sin aptdmero, utilizando 20 ug de lisado celular en
50 uL de tampén Tris-HC1 100 mM, pH 8.0, con 100 puL. de mezcla de reaccion (100 mM Tris-HCI pH 8.0,
I mM EDTA, 4 mM MgClz, 200 mM KCl, 0,4 mM NADH, 3 mM ADP, 20 uM 2,3-bisfosfoglicerato,
1,2 U/mL de LDH, 1 U/mL de PK y 0,6 U/mL de enolasa (todos Sigma-Aldrich)). Las mezclas se incubaron
durante 15 minutos a 37°C en placas p96. Para iniciar la reaccion, se afiadieron 50 pL de la solucion de
4mM 3-PG (Sigma-Aldrich) en Tris-HCI 100 mM, pH 8.0. La absorbancia a 340 nm se midio en el lector
de placas cada 15 segundos durante 20-30 minutos. Se incluyeron controles negativos sin lisado celular
[24].

Inmunoprecipitacion (IP)

La IP de PGAM1-Myc se llevo a cabo utilizando una resina de agarosa conjugada con anticuerpo a-c-Myc
(Pierce™ Anti-c-Myc Agarose, Thermo Scientific). Se emplearon 250 pg de lisado a 1 pg/ul de células
tratadas con apMNKQ2 140 nM. Los lisados se incubaron con 30 pL resina al 50% en TLC a 4°C, 3h en
rotacion. Luego se lavo 5 veces con 500 ul de TLC mediante centrifugacion (12000 g, 45segundos). El
primer sobrenadante se conservo para evaluar la eficiencia de la IP. Después, se afiadieron 15 pl de tampon
de carga de electroforesis sobre la resina, y las muestras se calentaron a 95°C 5 minutos y fueron sometidas
a electroforesis SDS-PAGE, seguida de WB o tincién con Phos-tag™ (NARD) y tinciéon con azul de
Coomassie (Sigma-Aldrich) coomassie.

Phos-tag

Phos-tag ™ cuenta con un fluoréforo que se une especificamente a grupos fosfato dando Iugar a un producto
colorimétrico medible. Los geles se trataron siguiendo las instrucciones de la casa comercial, se tifieron con
azul de Coomassie (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos y se destifieron en solucion etanol al 20% y acido
acético al 7%. Los geles se revelaron con el sistema de deteccion ChemiDoc (BioRad) y las bandas
obtenidas se cuantificaron y fueron analizadas con el programa Imagelab.



Resultados

La digestion del vector aumenta la eficacia de la generacién de células estables PGAM1-myc.

Con el objetivo de establecer una linea celular estable que sobreexpresara PGAMI, se emplearon dos
estrategias basadas en la transfeccion del vector PGAMI1/vacio y la posterior seleccion de células
transfectadas con geneticina. En la primera estrategia, se utilizo el vector en su forma circular (método 1)
mientras que en la segunda se emple6 el vector linealizado mediante digestion con Scal (figura 2.B)
(método 2) [25]. En primer lugar, se establecié una concentracion letal de geneticina para la linea MDA-
MB-231 a partir de una curva de viabilidad con concentraciones crecientes de geneticina (figura 2.A).
Segtn los resultados obtenidos, se establecid una concentracion de 1500 pg/ml para la seleccion. La
expresion de PGAM1-myc se confirm6 mediante WB en lisados (figura 2.C) e ICQ (figura 2.D), lo que
permitié evaluar la eficacia del proceso de generacion de lineas estables. En ambos métodos se obtuvieron
células que expresaban PGAMI1-myc. Sin embargo, estas representan un bajo porcentaje de la poblacion
total: 3,75% en el método 1 y 7,01% en el método 2. Esto sugiere que la previa linealizacion del vector
mejora la eficacia del protocolo, aunque las células que expresan la enzima de interés no son representativas
de la poblacion obtenida.
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Figura 2- Sensibilidad a la geneticina y comparacion de los dos métodos de obtencion de poblaciones
celulares estables para PGAM1-myc. A. Curva de sensibilidad a la geneticina. B. Digestion del vector
y Electroforesis en gel de agarosa (1%). AHindIII: marcador de tamafio de DNA; vector vacio: plasmido
sin inserto; vector PGAM1: plasmido con inserto; Scal: Digestién con enzima de restriccion Scal. C.
Representacion del WB de poblaciones estables. Se utilizd una muestra con sobreexpresion PGAM-
Myc transitoria como control positivo (C+). D. Imagen representativa de la ICQ de las poblaciones
estables obtenidas por método 1 y 2. En rojo se marca c-myc y en azul DAPIL. Estb-: células
transfectadas con vector vacio. Estb +: células transfectadas con vector PGAM1

Los clones 10 y 25 constituyen poblaciones celulares que expresan establemente PGAM1-myc

Dada la baja eficiencia de la generacion de lineas estables, se obtuvieron 37 clones con el fin de conseguir
poblaciones en las que hubiera un mayor porcentaje de células que expresaran el inserto, que fueron
analizados por ICQ (figura 3.A) y WB (figura 3.B). Los clones 10 y 25 fueron positivos, observandose en
la ICQ una mayor expresion de PGAM1-myc en el clon 10.

El apMNKQ2 tiende a una menor citotoxicidad en el clon 10 y reduce la actividad PGAM en
todas las poblaciones, independientemente de la expresion de PGAM1-myc.

Se realizaron ensayos MTT 48h después de la transfeccion de apMNKQ?2 a diferentes concentraciones para
determinar si la sobreexpresion de PGAM1-myc suponia una mejor supervivencia frente a la linea control
estable. El clon 10 presenta valores ligeramente mas altos de supervivencia en las concentraciones mas
elevadas de aptamero; en valores de aptamero 280 nM la linea estable cuenta con un 35% de supervivencia,
frente al 45% de supervivencia del clon 10. Mientras tanto, el clon 25 se comporta igual que la linea control
(figura 4.A). Ademas, se comparo la viabilidad de las poblaciones celulares en ausencia de aptamero a las
48h (figura 4.B), observandose que la PGAM1 no aporta una mayor viabilidad a los clones por si misma.
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Para comprobar que el menor efecto inhibitorio de la viabilidad de apMNKQ?2 sobre el clon 10 no se debe
a una disminucion de la expresion de PGAM1-myc. Se realizaron WB de lisados obtenidos 24h después de
tratar con apMNKQ2 a 140nM (figura 4.C y 4.D). El aptamero no parece disminuir los niveles proteicos
de PGAMI de los clones, ya que estos se mantuvieron o aumentaron en las dos repeticiones del ensayo.
Ademas, podemos observar una mayor expresion de PGAM1-myc en el clon 10 respecto al 25, lo que puede
explicar el diferente comportamiento de los clones ante apMNKQ?2. Por lo tanto, la PGAMI podria estar
implicada en la distinta inhibicion de la viabilidad provocada por el aptamero.

Por otro lado, se realizaron ensayos de actividlad PGAM para determinar el efecto del aptamero sobre su
actividad enzimatica en los clones 10 y 25 (figura 4.E). El apMNKQ?2 es proclive a inhibir levemente la
actividad enzimatica en todos los grupos estudiados. También se analizé la actividad de PGAM de los
clones 10 y 25 sin tratamiento, obteniendo un 145,95% y un 113,95% frente a la poblacion Estable-
respectivamente (figura 4.F), lo que concuerda con los niveles de expresion de PGAM-myc de las lineas.
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Figura 4- Efecto de apMNKQ?2 sobre la viabilidad celular, la actividad PGAM, expresion y su perfil de
fosforilacion. A. Representacion de la viabilidad de células MDA-MB-231 analizada mediante ensayos
MTT. Se representan los resultados de 2 ensayos independientes. B. Grafica representativa de la
viabilidad de las distintas poblaciones clonales respecto a la poblacion Estb-, (media de 2 ensayos
independientes). C. efecto de apMNKQ2 a 140nM sobre los niveles de PGAM1-myc por WB de clones
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Actividad PGAM basal de los clones respecto al control en 2 ensayos independientes. G. Efecto de
apMNKQ?2 sobre la fosforilacion de PGAM. IP revelada por WB, tincion coomassie y Phos-tag™, en
1 ensayo. 9C: control IP con células Estb-; Imput: 20 pg de proteinas de lisado celular completo; NU:
Fraccion no unida.



El apMNKQ2 no produce cambios en la fosforilacion de PGAM1-myc

El estudio de la fosforilacion de PGAM1-myc se llevo a cabo para comprobar si el apMNKQ2 provoca
cambios en la fosforilacion de PGAMI. La IP se verifico mediante WB utilizando Ac frente a c-myc (figura
4.G). No se observaron diferencias en la fosforilacion de PGAMI1-myec, lo que indica que el aptamero no
produce cambios en los niveles de fosforilacion de PGAM cuando se analizan por tincion con Phos-tag ™.

DISCUSION

En estudios previos, nuestro grupo de investigacion observo algunos mecanismos de accion de apMNKQ2
que podrian ser independientes de la inhibicion de la actividad quinasa de Mnk1 sobre eIF4E. Paralelamente
se identifico a PGAM1 como una posible mediadora de los efectos citotoxicos del tratamiento, al observarse
que, tras la exposicion a apMNKQ2, disminuia la forma 4cida de la enzima (pl 6.2), lo que se podria asociar
a una leve pero significativa reduccion de su actividad enzimatica, asi como de la glic6lisis basal y
compensatoria observadas tras el tratamiento. Esta reduccion de la forma acida podria deberse a pérdida de
modificaciones postraduccionales activadoras, como fosforilaciénes. Luego, los objetivos de este estudio
fueron establecer una poblacion de MDA-MB-231 con expresion estable de PGAM1 y evaluar el efecto del
aptamero en la viabilidad, expresion de PGAM-myec, actividad enzimatica y sus niveles de fosforilacion.

El vector PGAM1/vacio empleado fue seleccionado por su eficacia en trabajos anteriores para obtener
poblaciones con expresion recombinante transitoria en MDA-MB-231 y por contener el gen de resistencia
a geneticina, lo que permite la seleccion y obtencion de sobreexpresion estable Entre los dos métodos de
generacion de lineas estables utilizados, el método 2 presenta el doble de eficacia porque el plasmido fue
digerido por Scal previo a la transfeccion, lo que posiblemente reduzca la posibilidad de que el transgen
sea procesado de manera no deseada favoreciendo la correcta integracion en el genoma [26]. En ambos
métodos, las células fueron sometidas a seleccion en medio de cultivo con 1500 pg/ml de geneticina.
Debido a que hubo crecimiento celular, el casete de resistencia del plasmido fue integrado correctamente
en el genoma de las células seleccionadas y expresado a un nivel suficiente para permitir la supervivencia
celular, mientras que s6lo una pequefia parte de las células expresaba la proteina de interés. Varias hipdtesis
pueden explicar estos resultados. Primero, la integracion aleatoria del pldsmido [27] en el genoma puede
exponer al transgén a lo que se conoce como position effect, es decir, la influencia del entorno genémico
sobre su expresion. La insercién puede ocurrir tanto en regiones de eucromatina, mas accesibles y
transcripcionalmente activas, como en regiones de heterocromatina, compactas y reprimidas [28-30] y la
presencia de elementos reguladores represivos o un contexto epigenético desfavorable pueden impedir la
expresion eficiente del transgen [31]. Otra hipétesis consiste en la diferencia de susceptibilidad de los
promotores del plasmido al silenciamiento epigenético. En este sentido, se ha descrito que el promotor
CMYV, promotor de PGAM1-myc, puede ser mas propenso a sufrir silenciamiento epigenético, mientras
que el promotor SV40 [32] del gen de resistencia a la geneticina (NeoR) puede no ser tan susceptible, por
lo que podria expresarse NeoR en niveles necesarios para generar la resistencia sin expresar el gen de la
PGAMI1. También es posible que durante el proceso de integracion se haya producido una pérdida parcial
0 una reorganizacion estructural del plasmido [33]. En este caso, podria haberse integrado tinicamente el
casete de resistencia, perdiéndose total o parcialmente el gen de PGAMI1 o integrandose una forma truncada
de este, perdiéndose la expresion de la region C-terminal, donde se encuentra la etiqueta c-myc, de manera
que los anticuerpos empleados dirigidos especificamente a esa region serian ineficaces. Futuros estudios
podrian abordar esta cuestion mediante PCR gendmica para verificar la integracion completa del transgén,
WB con anticuerpos dirigidos a diferentes regiones de PGAMI1, o técnicas como Southern blot o
secuenciacion [34, 35]. Estas aproximaciones permitirian identificar el origen de la baja eficiencia
observada y optimizar la técnica. Alternativas mas eficientes y precisas que la estrategia de transfeccion
empleada podrian mejorar significativamente la expresion del transgén, como el sistema Fip-In,
transposones como Sleeping Beauty, vectores lentivirales o herramientas basadas en CRIPSR/Cas9 con
Knock-in dirigido [36, 37].

Por otro lado, obtuvimos 37 poblaciones clonales por el método de dilucion limite. De estas, se
seleccionaron los clones 10 y 25 para los ensayos posteriores, debido a su adecuada sobreexpresion de
PGAML, verificada por ICQ y WB (Figura 3). Este procedimiento es uno de los mas empleados en estudios
funcionales a la hora de generar poblaciones clonales recombinantes debido a su relativa sencillez técnica,
aunque su implementacidn requiere una inversion considerable de tiempo y recursos econémicos [38]. El
empleo de los clones permitid lograr una sobreexpresion mas homogénea y estable de PGAMI1 sin afectar
la viabilidad basal de las células, lo que ha permitido interpretar con mayor precision la implicacion
funcional de PGAMI1 en el mecanismo de accion de apMNKQ2 en los ensayos de viabilidad celular,
actividad enzimatica, IP y nivel de fosforilacion. No obstante, trabajar con clones también implica
importantes limitaciones. La principal limitacion es el riesgo de inducir sesgo poblacional reduciendo la
variabilidad celular original de la linea MDA-MB-231 [39] al seleccionar inintencionadamente clones que
han experimentado cambios fenotipicos no deseados, debidos a 3 posibles razones: I) adaptaciones celulares
y cambios epigenéticos ante el estrés inducido por las condiciones experimentales [40, 41]; II) diferente
sitio de integracion del transgen debido a la integracion aleatoria del vector en cada célula [42]; y III)



caracteristicas celulares propias de la diversidad inherente de la poblacion [43]. De hecho, algunos estudios
han profundizado en los efectos de la clonacion a nivel gendmico, transcriptomico y protedémico. Bernhard
et al. estudiaron el impacto a nivel protedmico en lineas celulares de cancer pancreatico de la obtencion de
clones. Observaron como el procedimiento afectd significativamente en el metabolismo, proliferacion,
estrés y adhesion celular, de manera caracteristica a cada linea celular [44]. Estos hallazgos junto con otros,
como los del equipo de Funnell et al., que analizaron lineas celulares sanas y de TNBC mediante
secuenciacién genodmica unicelular [45], nos hacen concluir que cada clon presenta un perfil genémico,
transcripcional y protedmico propio, por lo que los clones 10 y 25 podrian no representar completamente
la poblacion parental. Estudios recientes sugieren que la utilizacién de sistemas de integracion dirigida en
loci especificos puede mitigar el sesgo inducido por la integracion aleatoria del transgen y posterior
clonacion, dando lugar a poblaciones clonales mas homogéneas y reproducibles, [42] lo que seria una
estrategia alternativa para futuros estudios de la funcion de PGAM1 en modelos clonales. A pesar de estas
limitaciones, el uso de clones permitié una caracterizacion mas controlada del papel de PGAMI en la
respuesta al tratamiento con apMNKQ?2. No obstante, los resultados obtenidos deben interpretarse teniendo
en cuenta estas posibles fuentes de sesgo biologico.

Los ensayos de actividad de PGAM mostraron que, aunque las poblaciones con mayor expresion de
PGAMI1 presentaron una mayor actividad basal, la inhibicién causada por apMNKQ?2 fue similar en todas
las poblaciones estudiadas, lo que sugieren que el aptamero afecta a la funcion de PGAMI
independientemente de su nivel de expresion. Ademads, la expresion total de PGAMI-myc en las
poblaciones clonales detectada por WB no parece reducirse con el tratamiento con el aptamero, ya que en
los resultados obtenidos los niveles proteicos se mantenian o aumentaban. La disminucion de la actividad
enzimatica podria estar relacionada con modificaciones postraduccionales que regulan su actividad
fosfomutasa [22—24]. La disminucion de la forma acida (pl 6.2) observada en estudios anteriores [24] se
podria asociar con disminucion de fosforilaciones y/o acetilaciones. En este trabajo, el ensayo con Phos-
tag™ no mostrd diferencias entre las condiciones tratadas con y sin aptamero, por lo que son necesarios
ensayos mas resolutivos como el uso de Ac especificos frente a residuos fosforilados concretos. Dado que
se ha descrito que la acetilacion de PGAMI1 puede regular su actividad enzimatica [23] y que cambios en
los niveles de acetilaciones podrian explicar la reducciéon de la actividad PGAM observada ante el
tratamiento con apMNKQ?2, seria interesante realizar ensayos especificos para determinar las variaciones
en las acetilaciones de PGAMI posiblemente relacionadas con el mecanismo de accion del apMNKQ2,
como deteccion de acetilaciones por espectrometria de masas [46] o WB con Ac a-acetil-lisina [47].
Finalmente, los ensayos de viabilidad indican que la sobreexpresion de PGAMI1 por si misma no parece
afectar a la supervivencia basal de las células, pero si tiende a atenuar parcialmente el efecto citotoxico de
apMNKQ?2, lo que sugiere que PGAM1 podria estar implicada en su mecanismo de accion. Aunque estas
observaciones son preliminares y deben confirmarse mediante un mayor numero de réplicas y analisis
estadisticos, proporcionan un punto de partida para futuros estudios dirigidos a esclarecer el papel de
PGAMI en el efecto antitumoral de apMNKQ?2.

Conclusion

La digestion del vector mejora la eficiencia de generacion de células estables PGAM1-myc. ApMNKQ?2
no parece alterar la fosforilacion total de la enzima ni disminuir su expresion, pero inhibe la actividad
PGAM. Este estudio ofrece resultados preliminares que sugieren una posible implicacion funcional de
PGAMI1 en el mecanismo de acciéon del aptamero y la caracterizacion de las modificaciones
postraduccionales en futuros estudios podran esclarecer el rol de la enzima en el funcionamiento del
aptamero.
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