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Resumen

El proposito de la presente investigacion fue evaluar la existencia de un vinculo funcional
entre WRN y componentes de la maquinaria de transporte de los ARNm, que pudiera explicar
la alteracién en la distribucion espacial de los ARNm tras el silenciamiento génico de WRN
observada en estudios previos. Esto se logré analizando los niveles de productos génicos
(ARNm y proteina) de componentes de la maquinaria de transporte de los ARNm (NXF1,
CRM1, GANP, CBP80, UAP56, Aly/REF, elF4E, THOC1, THOC2) tras el silenciamiento
génico de WRN con un sistema lentiviral inducido con doxiciclina en células HeLa, mediante
ensayos de RT-qPCR y Western Blot. Los resultados indicaron que, tras deplecion de WRN,
los niveles de transcritos en la mayoria de genes analizados tienen una variacion significativa,
los cuales no corresponden con sus niveles de expresion proteicos. Asi mismo, se comprobo
gue WRN es capaz de unirse a un componente clave de la maquinaria de transporte de los ARN
mensajeros, especificamente a NXF1, tal como se demostré mediante el ensayo cualitativo de
Co-inmunoprecipitacion, comprobando que hay un vinculo funcional entre WRN vy la

maquinaria de transporte de los ARNm.

Palabras clave: Proteina del Sindrome de Werner, ARN mensajeros, traduccidn, interaccion

proteina-proteina, transporte de los ARNm



Abstract

The purpose of the present investigation was to evaluate the existence of a functional link
between WRN and components of the mRNA transport machinery, which could explain the
alteration in the spatial distribution of mMRNAs after WRN gene silencing observed in previous
studies. This was achieved by analyzing the levels of gene products (MRNA and protein) of
components of the mRNA transport machinery (NXF1, CRM1, GANP, CBP80, UAP56, Aly /
REF, elF4E, THOC1, THOC?2) after gene silencing of WRN with a doxycycline-induced
lentiviral system in HeLa cells, using RT-qPCR and Western Blot assays. The results indicated
that, after WRN depletion, the levels of transcripts in most of the genes analyzed have a
significant variation, which do not correspond to their levels of protein expression. Likewise,
it was found that WRN is capable of binding to a key component of the messenger RNA
transport machinery, specifically NXF1, as demonstrated by the qualitative Co-
immunoprecipitation assay, proving that there is a functional link between WRN and the

mRNA transport machinery.

Keywords: Werner syndrome protein, messenger RNA, translation, protein-protein

interaction, mRNA transport



. INTRODUCCION

La proteina del Sindrome de Werner (WRN) juega un papel importante en la reparacién,
replicacion y transcripcion del ADN, y en consecuencia en la estabilidad genomica de las
células a través de su actividad helicasa y exonucleasa. Diversas mutaciones en el gen que
codifica para la proteina WRN causan el sindrome de Werner (WS), un sindrome progeroide
adulto (Goto et al. 1996) en el cual, los pacientes portadores presentan rasgos fenotipicos de
un proceso normal de envejecimiento a edades cronoldgicamente tempranas, como la
arterioesclerosis, diabetes mellitus tipo Il, osteoporosis, hipogonadismo, entre otros, y estan
propensos a desarrollar diferentes formas de cancer, especialmente del tipo mesenquimales
(Epstein et al. 1966; Goto et al.1996; Oshima et al. 2017) . Estudios previos han demostrado
que tras la deplecion de WRN, los niveles proteicos de las enzimas Glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa (G6PD) e Isocitrato-deshidrogenasa 1 (IDH1), entre otros, se ve reducida, sin
mostrar alteracion en los niveles de expresion de sus transcritos génicos, lo cual reduce la
capacidad de sintesis proteica (Li et al. 2014). Datos més recientes (Iglesias-Pedraz et al. 2020)
muestran que la deplecién de WRN afecta la distribucion espacial de los ARN mensajeros
(ARNmMm). Estos datos sugieren que la deplecién de WRN podria estar afectando el transporte
nucleocitoplasmatico de los ARNm, lo cual apunta a que WRN podria estar relacionado con la
maquinaria de transporte del ARNm, aunque ain no se han descrito una relacion funcional
entre WRN y los ARNm. El objetivo de esta investigacion fue demostrar que la deplecién de
WRN en células HelLa activa el fenotipo de senescencia replicativa debido a un defecto de la
maquinaria de transporte de los ARNm, el cual agota la capacidad de regeneracion proteica
celular. Para evidenciar lo propuesto se utilizaron una serie de aproximaciones moleculares y
bioguimicas destinadas a descubrir, por un lado, si la deplecion de WRN altera la expresion

génica o los niveles proteicos de proteinas clave en este transporte o si WRN es requerida para



el correcto transporte de los ARNm desde el nucleo al citoplasma para su traduccion, a través

de una interaccion directa con componentes de la maquinaria de transporte.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al crecimiento rapido e incontrolado de las células cancerosas, estas son
metabolicamente mas exigentes que las células normales. Estas altas demandas metabdlicas en
las células de cancer a menudo estan acopladas a su elevada tasa de sintesis proteica (Dolfi et
al. 2013). Para asegurar esta alta capacidad de sintesis es necesario mantener los procesos de
transcripcion y traduccién finamente regulados. Muchas lineas de cancer presentan altos
niveles de WRN, lo que sugiere que esta proteina es necesaria para el mantenimiento del
desarrollo proliferativo de sus células (Opresko et al. 2007). A medida que el metabolismo de
células neoplasicas gana atencion cientifica, nuevos medicamentos contra el cancer se centran
en la maquinaria de traduccion de proteinas (Grzmil & Hemmings 2012; Roux & Topisirovic
2018; Ruggero 2013). Por lo tanto, descifrar como WRN interviene dentro de la traduccién del
ARNmM serd gran utilidad para generar nuevas terapias oncoldgicas que ayuden a frenar la
proliferacion de células cancerigenas y evitar la metéstasis, la principal causa de muerte para

este grupo de enfermedades.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

Tras la problematica planteada surge la siguiente pregunta: ¢Existe una relacion funcional

entre WRN y la maquinaria de transporte de los ARNm que explique la alteracion de la

distribucion espacial de estas especies de ARN en células HeLa depleccionadas para WRN?



1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La identificacion de la alteracion de la sintesis proteica como consecuencia del defecto en
el transporte nucleocitoplasmico de los ARNmM observado en celulas HelLa tras el
silenciamiento génico de WRN, podria ser el responsable de activar el mecanismo de
senescencia replicativa observado en estas células cancerosas. Definir esta relacion nos brinda
la oportunidad de generar nuevos conocimientos y a desarrollar nuevas terapias
antineoplésicas. Por lo tanto, identificar la interaccion de WRN con la maquinaria de transporte
de los ARNm, representaria un objetivo que podria entregarnos informacion valiosa destinada
a entender un proceso bioldgico fundamental, con miras a desarrollar nuevas estrategias de

blogueo molecular que inhiba la proliferacion de células neoplasicas.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 GENERAL

o Evaluar los niveles de los productos génicos (ARNm y proteinas) de genes implicados

en el transporte de los ARNm tras el silenciamiento de la proteina WRN en células HeLa.

1.4.2 ESPECIFICOS



o Determinar los niveles de los transcritos génicos de genes implicados en la maquinaria
de transporte de los ARNmM mediante RT-gPCR tras el silenciamiento de la proteina
WRN en células HeLa.

o Determinar los niveles de proteinas de la maquinaria de transporte de los ARNm
mediante Western blot en células HeLa tras el silenciamiento de WRN.

o Comprobar la posible interaccién entre WRN y proteinas de la maquinaria de transporte

de los ARNm mediante ensayos de Co-IP.

Il. MARCO TEORICO

Los pre-ARNmM siguen una serie de procesos de maduracion previos a su translocacion
desde el nacleo al citoplasma (Eckner et al. 1991). Los ARNm nacientes se transcriben como
ARNmM precursores (pre-ARNm) en el nucleo por la ARN polimerasa Il (ARNPII). Los pre-
ARNM se someten a una serie de procesos de maduracién para convertirse en ARNm maduros
los que posteriormente daran lugar a las particulas ribonucleoproteicas (RNPm, por sus siglas
en inglés), las cuales seran transportadas al citoplasma a través del Complejo de Poros

Nucleares (CPN) para ser traducidas en proteinas por los ribosomas (Okamura et al. 2015).

El proceso de maduracion del pre-ARNm se inicia co-transcripcionalmente y contempla
la adicion de la estructura metil-7-guanosina (m7G) o cap en el extremo 5” del ARNm a través
del Cap Binding Complex (CBC) conformado por las proteinas CBP20 y CBP80 y que evitan
la degradacion del pre-ARNm (lzaurralde et al. 1994; Shuman 2000, Topisirovic et al. 2011,
Ramanathan et al. 2016); la eliminacion de intrones y la unidn de exones por splicing (Sharp
1994) y la modificacion del extremo 3" por escision endonucleolitica y adicion de la cola poli

(A) (Wahle 1995; Proudfoot 2011).



Diferentes tipos de ARN son transportados por diferentes factores. Los mayores factores
que participan es este proceso en células de mamiferos son NXF1 (Nuclear RNA export factor
1) (Aibara et al. 2015; Williams et al. 2018), que es considerado el mayor transportador de
ARNmM (Kohler & Hurt 2007; Stutz & lzaurralde 2003); y CRM1 (Chromosome region
maintenance 1) (Hutten & Kehlenbach 2007; Monecke et al. 2013), que transporta proteinas,

rRNA, snRNA y ciertos tipos de ARNm.

NXF1 se une al ARNm a traves del complejo de Transcripcion-Transporte 1 (TREX-1,
por sus siglas en inglés). EI complejo TREX-1 consiste en las proteinas AlyRef (Aly/Thoc4),
Uap56, Cip29, pDIP3, ZC11Ay el subcomplejo THO, el cual contiene a las proteinas Thocl
(THO1), Thoc2 (THO2), Thoc3 (THO3), Thoc5 (THO5), Thocé (THO6) y Thoc7 (THO7)
(Strasser et al. 2002; Masuda et al. 2005; Katahira 2012; Okamura et al. 2015). El subcomplejo
THO se ensambla de manera dependiente de ATP con la ARN helicasa Uap56, Aly y Cip29
(Dufu et al. 2010). Dos componentes TREX, Aly y Thoc5, se unen directamente a NXF1. La
forma cerrada de NXF1 tiene una baja afinidad por el ARNm y la unién de Thoc5 y Aly al
NXF1 inducen un cambio conformacional que le confieren una mayor afinidad por los ARNm
(Viphakone et al. 2012). Aly se asocia con los dominios RBD (RNA Binding Domain) N-
terminal y el yRRM de NXF1 (Huang et al. 2003). A su vez, Aly se une al ARNm a través de
un péptido rico en arginina (Golovanov et al. 2006) que también funciona como el sitio de
unién para NXF1. NXF1 se une al ARN a través de un dominio de unién al ARN (RBD) rico
en arginina en el N-terminal y esta actividad es esencial para el transporte del ARNm
(Zolotukhin et al. 2002; Hautbergue et al. 2008). Una vez unido al ARNm, NXF1 escolta a la

RNPm hacia el poro nuclear, donde NXF1 interactda con las nucleoporinas (Nups) del NPC a

10



través de los dominios similares a NTF2 (NTF2L) y asociados a ubiquitina (UBA) (Fribourg

etal. 2001).

Otro complejo se une a NXF1 es el complejo de Transcripcion-Transporte 2 (TREX-2, por
sus siglas en inglés). Este complejo esta compuesto por las proteinas GANP, PCID2, DSS1,
ENY2 y Centrina. GANP (proteina nuclear asociada al centro germinal) integra la
transcripcion/procesamiento con el transporte nucleocitoplasmico al facilitar el movimiento
hacia los poros nucleares de las RNPm generadas en el nicleo. GANP se une directamente a
NXF1 a través de su dominio N-terminal y se cree que se transporta entre CPN y centros de
procesamiento nuclear donde se reubica cuando se inhibe la transcripcion (Wickramasinghe et

al. 2014). (Anexo 1).

CRM1, por su parte, es miembro de la superfamilia de las Importinas B, el cual interactiia
con las sefiales de exportacion nuclear ricas en leucina (NESS) que se encuentran en una gran
variedad de proteinas, asi como en el transporte de diferentes tipos de ARN (Hutten &
Kehlenbach 2007). CRML1 necesita de proteinas adaptadoras para interactuar con el ARN, ya
que no es una proteina de unién al ARN (Okamura et al. 2015). Se han identificado 3 proteinas
adaptadoras de CRML1, la proteina de union a ARN antigeno humano R (HUR) (Gallouzi et al.
2001), la proteina de repeticiones de pentatricopeptido rica en leucinas (LRPPRC) (Dong et al.
2009; Volpon et al. 2017) que interactia con CRM1, elF4E y el elemento de ARN 4E-SE
(Topisirovic et al. 2009), y finalmente con el factor de exportacién nuclear 3 (NXF3) (Yang et
al. 2001; Weis 2002). Muchos factores participan en el transporte de las RNPm mediado por
CRML, incluidos Ran de unién a GTP (Ran-GTP), RanBP1, RanBP2 (Nup358), RanBP3 y
RanGAP. CRML1 interactla con la sefial de transporte nuclear (NES) de su carga, de una manera

dependiente de RanGTP y apoyada por RanBP3 (Englmeier et al. 2001). CRM1 puede
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interactuar con las Nups de los poros nucleares que contienen repeticion de FG y pasar a través
del canal central del NPC, por lo que el ARN unido al CRM1 puede transferirse a la cara
citoplasméatica. RanBP2 estad asociado con la cara citoplasmatica del CPN, mientras que
RanBP1 y RanGAP son solubles en el citoplasma. Se requiere de hidrolisis del GTP para
disociar el ARN de los receptores de exportacion, el cual es conseguido gracias a la
participacion e interaccion con RanBP1 y RanGAP, los cuales promueve esta hidrélisis y el

desacoplamiento posterior (Kehlenbach et al. 1999). (Anexo 2).

En células eucariotas, la separacion del material gendmico nuclear de otros
compartimentos intracelulares se da por una doble barrera fisica que forma el nucleo y que
recibe el nombre de envoltura nuclear. Este compartimiento requiere de la entrada y salida
controlada de sustancias, como por ejemplo proteinas y acidos nucleicos, que permita llevar a
cabo procesos biolégicos basicos (Terry et al. 2007). El paso de moléculas entre el ntcleo y el
citoplasma se logra a traves de los poros nucleares que se encuentran en los sitios donde se
fusionan las membranas nucleares interna y externa (Suntharalingam & Wente 2003; Fichtman
etal. 2010; Otsuka et al. 2016). Estas aberturas estan formadas por un gran nimero de proteinas
(en vertebrados llegan a pesar ~120 MDa) que es su conjunto reciben el nombre de complejo
de poro nuclear (CPN) (Anexo 3) (Strambio de castilla et al. 2010). El centro de estos poros
estd compuesto por Nups que contienen secuencias ricas en repeticiones de fenilalanina-glicina
(FG) que forman una densa red hidrofdbica que actia como barrera y evita el intercambio no
deseado entre el nucleo y el citoplasma (Ibarra & Hetzer 2015; Noble & Wente 2010; Wente

& Rout 2010).

Por su parte, WRN es una proteina nuclear que pertenece a la familia de las RecQ

Helicasas, un grupo altamente conservado de Helicasas de ADN con diversos papeles en
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multiples procesos metabolicos relacionados con el ADN (Bohr 2008). WRN cumple multiples
funciones en el metabolismo del ADN, como la replicacion, reparacion, transcripcion y
mantencién de los telémeros (Croteau et al. 2014). WRN posee un peso molecular aproximado
de 163 kDa que se puede detectar mediante analisis por Western blot en lineas celulares y
muestras de tejido de individuos normales, y a un nivel reducido en portadores heterocigotos

de alelos patogénicos de WRN (Moser et al. 2000; Muftuoglu et al. 2008).

Aunque a la fecha no existe informacién referente a la participacién de WRN en procesos
que impliguen a los ARNS, investigaciones recientes han demostrado el vinculo entre WRN y
componentes de los poros nucleares (nucleoporinas) (Kaur et al. 2010; Lachapelle et al. 2011,
Li et al. 2013). Sin embargo, se desconoce la importancia de estas interacciones, sugiriendo
estos hallazgos que WRN podria contribuir en procesos, como el transporte de ARNm que

implica su translocacion e a través del poro nuclear.

I11. ANTECEDENTES

3.1 Familia RecQ Helicasas

Las Helicasas son enzimas ATPasa-dependientes que actlan desenrollando sustratos
diplex de ADN, ARN o hibridos ADN-ARN (Hickson 2003). Desempefian diferentes
funciones en casi todos los procesos celulares que involucran acidos nucleicos, como la
replicacion y reparacion de ADN, transcripcion, traduccion, sintesis de ribosomas, maduracion
del ARN, corte de intrones y empalme de exones, y en procesos de transporte nuclear
(Singleton et al. 2007; Umate et al. 2011). Dentro del grupo de las helicasas se encuentra la

familia de las Helicasas RecQ. Mientras que los genomas de las bacterias normalmente
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codifican un solo gen RecQ, el genoma humano contiene cinco genes RecQ que codifican para
la proteina del sindrome de Werner (WRN), la proteina del sindrome de Bloom (BLM),
RECQL1, RECQ4 y RECQ5. (Anexo 4). Mutaciones en los genes de tres miembros de esta
familia en humanos estan vinculadas a trastornos genéticos bien definidos y asociados con la
inestabilidad gendmica, predisposicion al cancer y caracteristicas del envejecimiento
prematuro como son el sindrome de Bloom (mutaciones del gen BLM), el sindrome de Werner
(mutaciones del gen WRN) y el sindrome de Rothmund-Thomson, el sindrome Rapadilino y
el sindrome de Baller-Gerold (todos causados por la mutacion de RECQ4) (Ellis et al. 1995;
Kitao et al. 1999; Siitonen 2003; Van Maldergem 2005; Yu et al. 1996). El nombre de la familia
deriva del Dominio RQC que comprende aproximadamente 400 aminoacidos e incluye siete
motivos que son caracteristicos de una amplia variedad de helicasas de ADN y ARN (Hickson
2003). El dominio RQC es exclusivo de las helicasas de la familia RecQ. Este dominio esta
compuesto por un modulo de union a zinc y un pliegue de hélice-vuelta-hélice, un motivo
denominado hélice alada (Kitano et al. 2010), el cual es importante para la funcion de la
proteina, ya que su eliminacion resulta en una disminucién significativa en la actividad helicasa
de WRN (Lee et al. 2005) y BLM (Janscak et al. 2003). Este tipo de dominio se conoce como
el principal dominio de union al ADN de doble cadena (ds) y se encuentran en muchas proteinas
nucleares. Ademas, se ha demostrado que este dominio estd involucrado en interacciones
proteina-proteina, incluyendo FEN1 (Brosh etal. 2001), NEIL1 (Das etal. 2007), PARP1 (Von

Kobbe et al. 2003), p97/VCP (Indig et al. 2004) y TRF2 (Opresko et al. 2002).

3.2 El gen de la proteina del Sindrome de Werner

El gen encargado de codificar la proteina de Werner fue identificado por medio de

clonacion posicional, localizandose en el cromosoma 8, en la region pl2 (Goto et al. 1992;
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Nakura et al. 1994). El gen codifica para una proteina de 1423 aminoacidos con caracteristicas
similares a las helicasas (Yu et al. 1996), contiene mas de 150 kb y consta de 35 exones (34
exones codificantes) (Yokote et al. 2016). Este gen fue inicialmente descrito por ligamiento
genetico mediante clonacion posicional (Goto et al. 1992), permitiendo identificar el gen

responsable del WS. (Anexo 5).

3.3 La proteina del sindrome de WRN

La proteina del Sindrome de Werner (WRN) es el unico miembro de la familia RecQ
helicasas humanas que posee un dominio exonucleasa (Luo 2010). Dos dominios funcionales
principales de la proteina WRN son el dominio de exonucleasa 3' — 5' (60-288 aa) en su region
N-terminal y el dominio helicasa 3 ' — 5' dependiente de ATP (551-859 aa) en la region central
(Gray et al. 1997; Huang et al. 1998). Seguido al dominio helicasa, hay dos regiones de
consenso: una region conservada de helicasa RecQ (RQC) (956-1,064 aa) y una region
conservada de helicasa parecida a la ARNasa D, C-terminal (HRDC) (1,142-1,235 aa) (Kitano
et al. 2007). RQC es compartido por otras helicasas RecQ (RECQL1, BLM, RECQL4 y
RECQLD5) mientras que HRDC es compartido solo por BLM. (Croteau et al. 2014). El dominio
RQC forma una estructura de hélice-vuelta-hélice que interactda con el ADN con alta afinidad,
mientras que el dominio HRDC contiene 5 hélices alfa que se cree que median las interacciones
con el ADN vy otras proteinas (Kitano 2014; Tadokoro et al. 2012). Por Gltimo, una sefial de
localizacion nuclear (NLS), se encuentra cerca del extremo C-terminal (1,370-1,375 aa)

(Matsumoto et al. 1997; Suzuki, et al. 2001). (Anexo 6).

3.4 El Sindrome de Werner
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El sindrome de Werner (WS) es una enfermedad hereditaria autosomica recesiva, poco
frecuente en humanos que muestra caracteristicas clinicas sugestivas de envejecimiento rapido
o prematuro (Oshima et al. 2017; Tollefsbol & Cohen 1984; Goto et al. 1997). Fue identificada
por primera vez por Otto Werner en su tesis doctoral en 1904 (Werner 1985). EI WS es causado
por la carencia en la expresion de la proteina del gen WRN, que es producido por mutaciones
en dicho gen. A la fecha, se han registrado 83 distintas mutaciones que afectan los niveles de
expresion del gen, la mayoria de ellas conduce a una pérdida de funcion al generar codones de
parada prematuro o un ARNm truncado debido a alteraciones en la pauta de lectura abierta del
gen, lo que conlleva a definir esta enfermedad como una enfermedad por perdida de funcién
del gen (Department of Pathology, 2019). Asi, la mayoria de las mutaciones en WRN generan
un ARNm mutante que es rapidamente degradado por el sistema “Nonsense Mediated Decay”,
0 que truncan la sefial de localizacion nuclear, lo que da como resultado una proteina no

funcional (Matsumoto et al. 1997; Yamabe et al. 1997). (Anexo 7).

Este sindrome tiene un inicio aparente en la adolescencia o en la edad adulta (a partir de
los 20 afos, donde la salud se deteriora rapidamente), lo que demuestra un retraso marcado en
la aparicién de los rasgos caracteristicos del sindrome y distinguiendo al WS de casi todos los
demas sindromes y trastornos progeroides que a menudo son evidentes en la infancia o nifiez

(Oshima et al. 2018) (Anexo 8).

Los pacientes con WS desarrollan muchas enfermedades asociadas a la vejez como
Diabetes mellitus tipo 2, fallo cardiaco, osteoporosis y formas raras de cancer (sarcomas) con
mayor frecuencia que la poblacion normal (Goto et al. 1996; Massip et al. 2006), siendo el
cancer y problemas cardiacos dos de las principales causas de muerte entre los 46-54 afios de

edad (Huang et al. 2006).
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3.5 El transporte de los ARNm y WRN

El transporte nucleocitoplasmico eficiente de ARNm es importante para la proliferacion
de todas las células y en especial para las células cancerosas. Se ha observado una regulacion
al alza de algunos de los factores de transporte de ARNm en muchos tipos de células tumorales
y la reduccidn de los niveles de estos factores mediante silenciamiento génico (ShRNA) inhibe
la proliferacién de dichas células mediado por una inhibicion del transporte de los ARNm (Guo
et al. 2005; Borden & Culjkovic 2010; Dominguez-Sanchez et al. 2011; Culjkovic et al. 2012;
Siddiqui & Borden et al. 2012; Saito et al. 2013; Culjkovic et al. 2016). Estos factores de
transporte juegan un papel clave en el transporte de las RNPm a traves del complejo de poros
nucleares (NPC) para su traduccion a proteinas en el citoplasma (Beck & Hrut 2017; Okamura
et al. 2015; Coyle et al. 2011; Soheilypour & Mofrad 2016). Se ha reportado que WRN
interactGa con algunas proteinas de los poros nucleares (Lachapelle et al. 2011; Kaur et al.
2010; Li et al. 2013), incluyendo NDC1, una nucleoporina transmembrana (Li et al. 2013).
Aunque se desconoce la importancia de estas interacciones, estos hallazgos sugirieron que
WRN podria contribuir a procesos como el transporte de los ARNm que implica el transporte
a través del poro nuclear. Asi, para comprender mejor la relacion entre WRN y la maquinaria
de transporte de los ARNm, se formulo la pregunta de si la disminucion en los niveles proteicos
de enzimas involucradas en las vias metabdlicas que controlan la sintesis macromolecular y
protegen del estrés oxidativo en las células silenciadas para WRN, reportadas por Li et al 2014,

podrian ser el resultado de un transporte nucleo/citoplasma alterado.

IV. HIPOTESIS
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Se ha descrito que el silenciamiento génico de WRN conduce a las células de cancer a
entrar en un estado de senescencia replicativa que eventualmente conlleva a la muerte celular
por apoptosis (Comai & Li 2004, Davis et al. 2007). La identificacion de la asociacion de WRN
con los poros nucleares (Kaur et al. 2010, Li et al. 2013) junto a la observacion de una altera
distribucion nucleocitoplasmica de los ARNm en células depleccionadas para WRN (lglesias-
Pedraz et al. 2020) permiten plantear la siguiente hipotesis: “Si los niveles de los productos
génicos (ARNm y proteinas) de genes implicados en el transporte de ARNm se ven afectados
tras la deplecion de WRN, y hay interaccion proteina-proteina entre WRN y proteinas
implicada en el transporte de los ARNm, entonces WRN interviene de manera activa en el

transporte de los ARNm”.

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de Ejecucién

La presente investigacién se realiz6 en los Laboratorios de Genética Molecular y
Bioquimica y de Cultivo Celular e Inmunologia de la Universidad Cientifica del Sur (UCSUR),
ubicados en el Distrito de Villa el Salvador, Provincia y Departamento de Lima, bajo la
direccion del Dr. Juan Manuel Iglesias Pedraz, y el seguimiento de la tesis se realizd bajo la
supervision y coordinacion de la Dra. Lidia Cruz Neyra en el laboratorio de Biologia y Genética
Molecular de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Ricardo Palma (URP),

ubicado en el distrito de Surco, Provincia y Departamento de Lima.

5.2 Tipo y Disefio de la Investigacion
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De acuerdo al enfoque de esta investigacion, es cuantitativa que corresponde a un disefio

experimental de laboratorio.

5.3 Variables

e Variables Independientes: niveles de expresion proteica en células HelLa, niveles de

expresion génica en células Hel a.

e Variable Dependiente: silenciamiento génico de WRN en células HelLa

5.4 Operacionalizacion de las variables

Escala de

Categorizacion

Objetivos especificos Variable Indicador medida Instrumento de 12 variable
Comparar los nivelesde V.D.
los transcritos de genes  Silenciamiento
implicados  en la génico de WRN en Ciclo Equipo de
maquinaria de células HeLa umbral Razon Western blot - Cuantitativa
transporte mediante V.1 (ct) BIORAD
RT-gPCR  tras el Niveles de expresion
silenciamiento de génica
WRN.
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Evaluar los niveles de

roteinas implicadas en Vv.D.
Ipa ma uir?aria de Silenciamiento Unidades
trans ortg del ARNM génico de WRN en de StepOne Real-
medignte Western blot células HelLa Intensida Razén Time PCR Cuantitativa
] V.1 d relativa Systems
en células Hela tras el veles d .,
silenciamiento de Niveles de expresion (AU)
WRN proteica
Determinar la posible
. L V.D.
interaccion entre WRN . _— .
roteinas implicadas S!Ie_nmamlento Unidades _
an la_ maguinaria de génico de WRN en de Equipo de
transporte g de los células HelLa Intensida Razén Western blot - Cualitativa
ARN'?n = o V! d relativa BIORAD
eNSavos de Co- Niveles de expresion (AU)
Y proteica

inmunoprecipitacion.

5.5 Procedimiento y analisis de datos

5.5.1 Procedimiento

5.5.1.1 Material Bioldgico

Se utilizé la linea celular HeLa (ATCC® CCL-2™) modificadas genéticamente por
transfeccion lentiviral con shARN para silenciar el gen WRN (shWRN) usando la region
3"UTR de dicho gen, lo cual permite tener células con un sistema inducible de silenciamiento
mediante la adicién de doxiciclina (dox). Como control se usaron células HeLa con un sistema
lentiviral conteniendo una secuencia de ARN sin ninguna homologia a cualquier parte del

genoma humano (shCTR) (Li et al. 2014).

5.5.1.2 Cultivo Celular y preparacion de muestras

Todas las células fueron cultivadas en placas Petri tratadas especialmente para cultivo
celular, usando el medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS)

inactivado por calor y 1% de penicilina/estreptomicina. Para la induccion del silenciamiento
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de WRN, el medio fue suplementado con doxiciclina (dox) a una concentracion de 1.5 pg/mL.
Las células fueron mantenidas a 37°C en una incubadora humidificada al 95% y a una presién
de oxigeno del 95% y 5% de CO- por tres dias. Se recuperaron las células mediante raspado de
placa con ayuda de un raspador celular y se obtuvo el pellet de células mediante centrifugacion.
Este pellet fue separado en dos (2) fracciones, una fraccion destinada a la confirmacion de la
deplecion de la proteina de WRN y el analisis de las proteinas implicadas en el transporte del
ARNmM mediante Western blot, y la otra fraccion fue usada para la extraccion de ARNm, para
comparar los niveles de expresion génica de genes implicados en la maquinaria del transporte

de los ARNm mediante RT-qPCR.

5.5.1.3 Comparacion de los niveles de los transcritos de proteinas de la maquinaria de

transporte mediante RT-gPCR tras el silenciamiento de WRN

5.5.1.3.1 Extraccion de ARN total

Para la extraccion del ARN total se us6 el reactivo de TRIzol ™ Cat. No. 15596026
(Invitrogen™) siguiendo las especificaciones del fabricante. Los ARNm purificados fueron
cuantificados por NanoDrop y su integridad se confirmé por electroforesis en gel de agarosa al

1%.

5.5.1.3.2 Tratamiento de DNasa y Sintesis de ADNc

Dos microgramos de los ARN extraidos y purificados en el paso anterior fueron tratados
con el kit TURBO DNA-free™ Cat. No. AM1907 (Ambion®) siguiendo las especificaciones

del fabricante. La confirmacion de contaminacion con material genomico se realizd mediante
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andlisis por PCR usando cebadores del gen Tubulina (128 pb). Para las PCR se uso el kit 2X
PCR Taq MasterMix Cat. No. G013 (abm®). Posteriormente estos ARN fueron transformados
a ADN Complementario (ADNc) utilizando el kit OneScript® cDNA Synthesis SuperMix Cat.

No. G452 (abm®) siguiendo las especificaciones del fabricante.

5.5.1.3.3 Andlisis de abundancia de los ARNm por RT-gPCR

Los ADNCc recién preparados fueron sometidos a andlisis por gPCR utilizando el reactivo
BrightGreen 2X gPCR MasterMix Cat. No. MasterMix-R (abm®) y siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se utiliz6 el equipo StepOne Real-Time PCR System, con el
software StepOne Software v2.3. Serealizaron las curvas estandar para determinar la eficiencia
de los cebadores disefiados. Los valores Ct (Cycle threshold, por sus siglas en inglés) obtenidos
de las reacciones se analizaron para obtener la abundancia relativa de ARNm en cada una de
las muestras (shCTR y shWRN) usando cebadores previamente confirmados para su eficiencia
(Figura 1). Los cebadores fueron disefiados sobre genes que intervienen en el transporte de los
ARNM (ver Tabla 1) usando el RNA ribosomal 18S como control endégeno para cada una de

las muestras en tres replicas biolégicas.

5.5.1.4 Evaluacion de los niveles de proteinas implicadas en la maquinaria de transporte

del ARNm mediante Western blot en células HelLa silenciadas para WRN

Para medir los niveles de proteinas clave implicadas en el transporte nucleocitoplasmico
de los ARNm, las células HeLa portando las construcciones shCTR y shWRN tras tres dias de
tratamiento con dox, fueron lisadas en el Buffer de Lisis total suplementado con inhibidores de
proteasas (ver Tabla 2) por 30 minutos en hielo. Los lisados celulares fueron centrifugados a
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13,000 x g por 20 minutos a 4°C y los sobrenadantes fueron recuperados en nuevos tubos
enfriados en hielo. Para cuantificar el contenido proteico de las muestras se usé el reactivo de
Bradford (Sigma-Aldrich B6916), usando una curva estandar preparada con concentraciones

conocidas de albumina sérica bovina (BSA) (Figura 2).

5.5.1.4.1 Western blot para comprobar la deplecion de WRN y proteinas de la maquinaria

de transporte de los ARNm

Para el analisis de las proteinas mediante Western blot, los extractos proteicos se
desnaturalizaron con tampdn de carga 2X (ver Tabla 3) a 95°C por 5 minutos. Antes de analizar
los niveles de proteinas implicadas en la maquinaria de transporte del ARNm, se procedio a
realizar un Western blot para comprobar la deplecion de WRN. Luego se procedio a analizar
las proteinas de interés. Los extractos proteicos fueron resueltos en geles de poliacrilamida
(PAA) al 5, 8 y 10% dependiendo del tamafio de la proteina a estudiar a voltaje constante
(150V). Tras la corrida electroforética, los geles de PAA fueron equilibrados con el tampdn de
transferencia por 5 minutos. La transferencia se realizé en tampo6n carbonato de sodio pH 9.8
(6.275 mM NaHCOs, 4.325 mM Na.COs3) usando membranas de nitrocelulosa, a amperaje
constante (380 mA) por 1 hora en una cama de hielo. Las membranas se bloquearon en 5% de
leche descremada (SERVA) en PBS-T (PBS 1x, 0.5 % Tween-20) por 1 hora en agitacion a
temperatura ambiente. Se utilizo el anticuerpo primario anti-WRN (Bethyl A300-239A-Rabbit)
para comprobar la deplecidon de la proteina Werner, y se utilizaron los anticuerpos especificos
contra proteinas implicadas en el sistema de transporte de los ARNm: anti-NXF1 (Santa Cruz
sc-28377-Mouse), anti-CRM1 (Santa Cruz sc-74454-Mouse), THO4/ALY (Cell Signaling
12655S-Rabbit), NCBP1/CBP80 (Cell Signaling 24964-Rabbit), UAP56 (GeneTex

GTX55829-Rabbit), THOC1 (Bethyl A302-839A-Rabbit), THOC2 (Bethyl A303-630A-
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Rabbit), GANP (Bethyl A303-128A-Rabbit) e elF4E (Cell Signaling 2067S-Rabbit). Como
control de carga se usaron los anticuerpos anti Tubulina (Santa Cruz sc-53646-Mouse) y Actina
(Santa Cruz sc-1615-Goat). Los anticuerpos primarios fueron detectados con sus respectivos
anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en ingles), lo
cual sirvi6 para detectar la presencia de las proteinas mediante reaccion de
quimioluminiscencia usando el kit SERVA Light Polaris. Las sefiales quimioluminiscentes
generadas de la reaccion fueron capturadas usando peliculas para rayos X. Se hicieron las

comparaciones respectivas usando tres replicas bioldgicas.

5.5.1.5 Determinacion de la posible interaccion entre WRN y proteinas implicadas en la
maquinaria de transporte de los ARNmM mediante ensayos de Co-

inmunoprecipitacion (Co-I1P)

5.5.1.5.1 Cultivo Celular

Se cultivaron células de la linea HelLa de cancer cervical (ATCC® CCL-2™) en 4 frascos
de cultivo celular T-175, en medio DMEM suplementadas con 10% (v/v) de suero fetal bovino
(FBS) inactivado por calor y 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina. Las células fueron
mantenidas a 37°C en una incubadora humidificada y a una presion de oxigeno del 95% y 5%

de CO, hasta alcanzar una confluencia del 80%.

5.5.1.5.2 Co-Inmunoprecipitacion

Para los ensayos de Co-IP, las células HeLa fueron lavadas 3 veces en 1X PBS-DEPC y

tratadas con Tripsina 1X para recuperarlas de las placas. Las células fueron sedimentadas por
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centrifugacion a 1,500 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las ceélulas se
resuspendieron en 1 mL de Buffer de Lisis total para Co-IP (ver Tabla 4) y se incubaron en
hielo por 30 minutos. Se extrajo una alicuota para control de los totales. Se dividio el lisado
celular en dos (2) tubos conteniendo volumenes equivalentes de muestra: un tubo se trato con
10 mM de Complejo Vanadil Ribonucleésido (CVR) que inhibe la actividad de las ARNasas
enddgenas, evitando asi que se degraden los ARN, mientras que el segundo fue incubado con
250 U de Benzonasa, que degrada todas las formas de ADN y ARN sin tener actividad
proteolitica. Ambas incubaciones se realizaron por 1 hora en hielo, transcurrido el tiempo de

incubacion se centrifugaron los tubos a 14,000 x g por 30 minutos a 4°C.

Cada uno de los tratamientos fue separado en volimenes equivalentes de 200 pL, en tubos
de 0,5 mL rotulados adecuadamente. De los 100 pL restantes del lisado se tomaron 20 pL para
el Input y 20 pL para la determinacién de la integridad de los ARN. Cada uno de los tubos se
enrazo para igualar los voliumenes, con 400 pL con Buffer de Lisis total conteniendo, ya sea
CVR o0 Benzonasa. A cada uno de los tubos se le adiciono 5 pg de anticuerpo primario. Para
ambos tratamientos se usaron los anticuerpos 1gG Isotipo control, a-CRM1 y a-NXF1 y se
incubaron en rotacion a 4°C toda la noche. Al dia siguiente se procedi6 a bloquear la resina
magnética conteniendo Proteina G acoplada con 2% de BSA acetilado preparado con Buffer
de Lisis total por 1 hora a 4°C en rotacion. Se repartieron 30 pL de resina magnética a cada
uno de los tubos y se incubaron durante 2 horas a 4°C en rotacion. Transcurrido el tiempo, las
resinas fueron capturadas usando un soporte magnético y se tomé una alicuota del sobrenadante
para verificar la integridad de los ARNSs. Los tubos fueron lavados 3 veces con Buffer de Lisis
total con incubaciones de 5 minutos cada una. Luego se procedi6 a eluir las proteinas de la
resina magnética con 10 pL de 200 mM de Glicina a pH 2.8 y se neutralizé con Tris-HCI 1 M.

Se realizo una electroforesis en gel de poliacrilamida reductor (SDS-PAGE) con las proteinas
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eluidas y se procedi¢ a visualizarlas por Western blot luego de la electrotransferencia usando

los anticuerpos mencionados.

5.5.2 Andlisis de datos

Los datos obtenidos de los ensayos de Western blot fueron procesados con el programa
“Image J” el cual permitié cuantificar la intensidad de las bandas de expresion. Este tipo de
andlisis permite realizar un andlisis cuantitativo de los ensayos de Western blot realizados
normalizandolos a sus respetivos controles de carga. Los datos obtenidos por RT-qPCR fueron
analizados por su ciclo umbral (Ct) el cual se define como el punto en el cual la fluorescencia
de la reaccion sobrepasa la fluorescencia basal y se considera como el punto en el cual la
reaccion de amplificacion da comienzo, con estos datos se compara si existe alguna diferencia

en la expresion de los ARNm analizados entre las células HeLa shCTR y shWRN.

5.5.3 Andlisis estadistico

Los datos generados fueron analizados para determinar su significancia estadistica

utilizando la prueba “t de Student” para los analisis de RT-qPCR en tiempo real y la expresion

de proteinas por Western blot a partir de tres replicas bioldgicas.

5.6 Aspecto ético
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El mantenimiento de las células HelLa se realiza de acuerdo a los protocolos establecidos
por la OMS, previo compromiso con los laboratorios que lo comercializan, y se respeta la ley
Moratoria al ingreso de transgénicos (OVM - Organismo Vivo Modificado) ley N° 29811. Las
células HeLa son una linea celular proveniente de una paciente con cancer de cuello uterino
Ilamada Henrietta Lacks, en 1951. Estas células fueron extraidas a partir del tejido tumoral de
la biopsia que se le practicd. Estas células tienen una capacidad de replicacidn diferente a otras
lineas celulares. Por mas de 60 afios, se viene realizando estudios con células Hel a, lo que ha
permitido grandes avances en la produccion de medicamentos contra el cancer, la leucemia y

la enfermedad de Parkinson.

VI. RESULTADOS

6.1 Desregulacion de la proteina WRN

Con el fin de determinar los niveles de expresion de la proteina WRN en la linea celular
HeLa portadora de las contracciones ShWRN y shCTR tras el tratamiento con dox, se realizaron
ensayos de Western blot de manera rutinaria. El analisis de intensidad realizado con el
programa ImageJ (NIH) nos muestra que hay una deplecion de WRN de mas del 80% (Figura

3).

6.2 Analisis de los niveles de expresion de proteinas implicadas en el transporte de los

ARNmM

Dado que la deplecion de WRN conduce a una alteracion en los niveles proteicos de genes

metabolicos sin mostrar alteracion en la expresion génica (Li, et al. 2014), se propuso evaluar
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si los niveles de proteinas clave implicadas en el proceso de transporte nucleo-citoplasma de
los ARNm se encontraban alterados tras la deplecion de WRN. Los resultados obtenidos de
los ensayos de Western blot nos indican que el grupo de proteinas clave analizadas e implicadas
en el transporte de los ARNm (NXF1, CRM1, GANP, CBP80, UAP56, Aly/REF, elFAE,
THOC1, THOC2) mantiene los niveles de expresion proteica tras la deplecion de WRN,
semejantes a los observados en las muestras control (shCTR). El analisis de intensidad de
bandas realizado con el programa ImageJ (NIH) nos muestra que no hay variacidn significativa

en los niveles de estas proteinas tras la deplecion de WRN (Figura 4).

6.3 Andlisis de los transcritos de genes implicados en el transporte de los ARNmM

Para definir que la deplecion de WRN no altera la expresion génica de las proteinas
analizadas se realiz6 un analisis por RT-gPCR de los ARNSs derivados de células control y
células depleccionadas para WRN. Posteriormente a la extraccion de ARN, se comprobd la
integridad de estos mediante electroforesis en gel de agarosa, confirmandose la correcta
integridad de los ARN tras la extraccién y purificacion, observandose las bandas 28S y 18S
bien definidas (Figura 5). Para garantizar la ausencia de ADN gendmico (ADNg) durante la
extraccion de los ARN y que puedan interferir con el anélisis final de gPCR, las muestras
fueron tratadas con DNasa | y analizadas mediante PCR convencional usando el cebador
especifico de Tubulina genémica (producto de 128 pares de bases) (Figura 6). Este analisis
confirma la ausencia de contaminacion por ADNg. Los ADN complementarios (ADNCc)
generados fueron analizados por gPCR y normalizados con el ARNr 18S. Los resultados
muestran que, tras deplecién de WRN (shWRN), existe una variacién significativa a nivel de
transcritos en la mayoria de genes analizados, los cuales no se corresponden con sus niveles

proteicos observados (Figura 7) y comparados con el grupo control (shCTR).
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6.4 Interaccion de la proteina WRN con proteinas implicadas en el transporte de los

ARNmM

Puesto que la deplecion de WRN no altera los niveles de proteinas clave del transporte
nucleocitoplasmico de los ARNm como un evento temprano, se propuso estudiar si la proteina
WRN era requerida para el transporte de los ARNm desde el nucleo hacia el citoplasma. Para
definir la participacion de WRN en este proceso de transporte se realizaron ensayos de Co-IP.
Estas aproximaciones nos permitiran identificar la interaccién de WRN con los componentes
de la maquinaria de transporte de los ARNm. Los extractos proteicos derivados de las células
HelLa fueron primero tratadas con CVR y Bensonaza previo a los ensayos de Co-IP. Los
resultados del analisis del gel de agarosa confirman que los tratamientos han funcionado,
observandose que el tratamiento con CVR muestra una correcta integridad de los ARN,
mientras que en el tratamiento con Bensonaza se observa la degradacion total de los ARN
(Figura 8). Tras los ensayos de Co-IP y la confirmacion de los tratamientos, los resultados
obtenidos demuestran que WRN es capaz de unirse a componentes clave de la maquinaria de
transporte de los ARN mensajeros, especificamente a NXF1, de manera independiente de los

acidos nucleicos (Figura 9).

VII. DISCUSION

Los ensayos moleculares realizados en la presente investigacion han sido dirigidos para
contrastar la hipotesis de que, en células HeLa, tras el silenciamiento génicos de la proteina
WRN, los productos de la expresion génica (ARNm y proteina) de genes implicados en el

transporte nucleocitopladsmico de los ARNm se ven afectados y si WRN participa, de manera
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activa, en dicho transporte mediante la interaccion proteina-proteina con alguno de los
principales transportadores de ARNm. Para lo cual se cuantificaron los niveles de la expresion
génica mediante RT-gPCR en células HelLa al tercer dia después de la deplecién de la proteina
WRN, observandose una disminucidn significativa de los componentes de la maquinaria de
transporte de los ARNm (NXF1, CRM1, GANP, CBP80, UAP56, Aly/REF, elF4E, THOCL,
THOC2). La alteracion de la expresion génica tras la deplecion de WRN no es del todo
desconocido, ya que se sabe que WRN también participa en la regulacion de la expresion

génica, segun los estudios de Kyng & Bohr (2005).

Estos resultados son coherentes con lo reportado por Li etal. (2014) e Iglesias et al. (2020),
los cuales demuestran que la deplecion de WRN estaria afectando procesos celulares pos-
transcripcionales, como el transporte nucleo-citoplasmico de los ARNm, alterando en Ultima

instancia a la sintesis de proteinas.

Por otro lado, para determinar la posible alteracion de los niveles de expresion proteica de
genes implicados en el transporte nucleocitoplasmico de los ARNm tras la deplecion de WRN,
se realizaron ensayos de Western Blot, indicando que los niveles de las proteinas analizadas no

se ven afectadas, incluso en algunas de ellas se ve un ligero incremento.

Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Kyng & Bohr (2005) e indica que,
dicho incremento de algunas proteinas probablemente se deba a una respuesta compensatoria
a lareduccion en el transporte nucleocitoplasmico de los ARNm o a una vida media prolongada

de los componentes proteicos analizados, tal como lo sefiala Boisvert et al. (2011).
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En consecuencia, podemos discernir que, estos resultados nos indican que una alteracion
en la expresion proteica de genes implicados en la maduracién y transporte de los ARNm, tras
la deplecién de WRN, no son los responsables de la deficiencia en la sintesis de proteinas, al
menos N0 como una respuesta temprana al silenciamiento génico de WRN en células de cancer

Hela.

Con el fin de profundizar en los mecanismos moleculares responsables de la alteracion en
la expresion proteica generada por la deplecién de WRN en células HelLa, estudiamos la posible
interaccion de WRN con los dos principales factores de exportacion de los ARNm, NXF1 y
CRML. Los resultados obtenidos mediante los ensayos de Co-inmunoprecipitacién muestran
que WRN es capaz de interaccionar con el NXF1, pero no con CRM1, lo que demuestra una
especificidad en las funciones de WRN asociadas a la homeostasis de los ARNm. De manera
interesante, la interaccion entre WRN y NXF1 no esta mediada por los ARN, ya que el
tratamiento de la muestra con Bensonaza no inhibe esta interaccion, lo que demuestra que dicha

interaccion ocurre de manera directa entre ambas proteinas.

Estos resultados apuntan a que WRN podria ser requerido para el correcto transporte
nucleocitoplasmico de los ARNm, al menos en esta linea celular de cancer, indicando que el
silenciamiento génico de WRN podria estar alterando las funciones de transporte de la proteina
NXF1, explicandose asi la reduccion en la expresion proteica de los enzimas G6PD e IDH1 y
soportando nuestra hipotesis de la posible funcién de WRN en el transporte nucleocitoplasmico

mediado por NXFL1.

Las posibles funciones de WRN en la homeostasis de los ARNm y en especial en el

transporte de éstos, se ven reforzados por previos hallazgos que demuestran la interaccion entre
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WRN vy el complejo de poro nuclear (NPC) a traves de varias Nups (Lachapelle et al. 2011) y
en especial con la proteina transmembrana del centro del poro nuclear NDC1 (Li et al. 2013),
sugiriendo que WRN podria estar relacionada con el transporte de los ARNm. Asi mismo,
Lachapelle et al. (2011) describe la interaccion entre WRN y THOC mediante ensayos de Co-
IP con extractos celulares totales, sentando el primer precedente del posible vinculo entre WRN

y los ARNm.

Asimismo, existen evidencias previas que demuestran que diversos tipos de células
cancerosas muestran niveles proteicos mas elevados de WRN (Opresko et al. 2007; Futami et
al. 2008) y su silenciamiento o inactivacién en varias de estas lineas celulares provoca
rapidamente senescencia o apoptosis (Opresko et al. 2007; Aggarwal et al. 2011; Comai & Li
2004; Lietal. 2014), lo que reflejaria un mayor requerimiento de transporte de ARNm en estas
células, similar a lo observado con otras proteinas del transporte (Culjkovic et al. 2012;

Culjkovic et al. 2016; Dominguez-Sanchez et al. 2011; Saito et al. 2013).

Finalmente, no se ha descrito hasta la fecha una relacion funcional entre WRN y los

ARNmM, por lo que los resultados que demuestran que WRN interacciona con el principal

receptor de transporte de los ARN, NXF1, son novedosos y nos ayudarian a comprender la

funcionalidad de WRN en el proceso de transporte de los ARNm y su vinculo con la

senescencia replicativa observada en células de cancer tras la deplecion de WRN.

VIIl. CONCLUSIONES

De los resultados encontrados podemos concluir que:
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IX.

Los niveles de los transcritos génicos de genes implicados en la maquinaria de transporte
de los ARNm mediante RT-qPCR tras el silenciamiento de la proteina WRN en células
HeLa, demuestran que existe una alteracion en los niveles de los ARNm (NXF1, CRM1,
GANP, CBP80, UAP56, Aly/REF, elFAE, THOC1, THOCZ2), de los principales
componentes de la maquinaria de transporte nucleocitoplasmico.

Los niveles de proteinas (NXF1, CRM1, GANP, CBP80, UAP56, Aly/REF, elF4E,
THOC1, THOC?2), de la maquinaria de transporte de los ARNm mediante Western blot en
células Hela tras el silenciamiento de WRN, demuestran que no existe una alteracién en
los niveles proteicos de los principales componentes de la maquinaria de transporte
nucleocitoplasmico, al menos no tras tres dias silenciamiento del gen WRN.

La proteina WRN interacciona con el principal factor de exportacion de los ARNm, NXF1,
como se evidencia por analisis de Co-IP.

La alteracion en el transporte nlcleo-citoplasma seria la probable causa de la senescencia

replicativa inducida por la deplecién de WRN en células de cancer Hela.
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Figura 1. Curvas de eficiencia de cebadores de genes del sistema de transporte de los ARNm. Cada uno
de los cebadores utilizados en los ensayos fueron sometidos a un analisis usando diluciones seriadas de

muestras de ADNc para calcular su eficiencia segun la ecuacion de la recta.
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Figura 2. Cuantificacion de proteinas extraidas después de la lisis celular. Andlisis de la
concentracion de proteinas usando el reactivo de Bradfor y cuantificados mediante
espectrometria con el equipo Biotek-SYNERGY/LX a una longitud de onda de 595 nm. Se
usaron diluciones seriadas de BSA para generar la cuerva estandar.

shCTR shWRN

a-WRN

a-Act

Figura 3. Analisis por Western Blot de la deplecion de WRN tras tres dias de induccién con
doxiciclina. Se confirma la deplecion de WRN de mas del 80 % en células shWRN con
respecto a shCTR.
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Figura 4. Analisis por Western blot semicuantitativo de los niveles de expresién de las principales
proteinas implicadas en el transporte los ARNm células control (shCTR) y células silenciadas
para WRN (shWRN). (A) Analisis de los niveles de expresion de las proteinas WRN, NXF1 y
CRML1 tras tres dias de incubacion en presencia de dox. (B, C y D) Analisis comparativo de las
proteinas accesorias indicadas. Las graficas representan la cuantificacion de las intensidades de
las bandas y normalizadas contra la actina o tubulina como controles de carga. Este ensayo se
realizo en tres muestras bioldgicas. Los datos mostrados representan intensidades relativas + SEM
usando la estadistica t de Student para datos no apareados (ns, sin diferencia significativa) de tres
repeticiones bioldgicas.
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Figura 5. Integridad de los ARN extraidos.
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Figura 6. Contirmacion del tratamiento con DNasa de 1os ARN y ampliticacion de 1os ADNc
recién sintetizados usando cebadores para el gen tubulina como control de amplificacion.
Abajo, localizacion de los cebadores del gen tubulina (128 pb) en la secuencia genémica del

gen.
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ARNmM tras la deplecion de WRN mediante RT-qPCR. Los valores de Ct obtenidos
fueron normalizados a los valores de Ct del 18S y comparados entre shCTR y
shWRN a los 3 dias de induccion del a deplecion de WRN.

54



+RVC +Benzo

28S

18S

5.8S

Figura 8. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, mostrando la confirmacion de
proteccion y degradacion de los ARNs con los tratamientos de RVC y Benzo (Bensonaza).
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Figura 9. Ensayo de Co-Inmunoprecipitacion usando los anticuerpos mencionados. El extracto
proteico derivado de las células de cancer HelLa fue dividido en partes iguales y cada alicuota
fue tratada o bien con RVC o bien con Benzonasa. Tras la incubacién con los anticuerpos
indicados, los inmunocomplejos capturados fueron resueltos en un gel de poliacrilamida y
analizados usando los respectivos anticuerpos. Las muestras cargadas en los geles representan
el sobrenadante proveniente de las muestras incubadas con los anticuerpos toda la noche.
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Tabla 1

Lista de cebadores usado en la presente Tesis.

Gen Secuencias
NXF1 Forward:5-TGAAGTCTGAGCGGGAATTGG-3
Reverse:5-CGAATGGCGCTGATGTAGGT-3
CRM1 Forward:5-GATCCAATGATCCACAGATGG-3
Reverse:5-CACTTCTGGTTCTCTAGCAGC-3
GANP Forward:5-CATACGGAAGGATATCACGCA-3
Reverse: 5-CATCAAAGGAGGACATGGGC-3
CBP80 Forward: 5-CTGGGAAGATTGGTCAGATTGTC-3
Reverse: 5-CTGATGGTAAGACAACCTCATAC-3
UAP56 Forward: 5-CCAATGTCAAGGTTGCTGTTT-3
Reverse:5-TGTGTTTGAGGTTGAGGCTCT-3
elF4E Forward: 5-CTACAGAACAGATGGGCACTC-3
Reverse: 5-CTGGATATGGTTGTACAGAGC-3
ALY/Ref Forward: 5-GACGCCGATATTCAGGAACTC-3
Reverse: 5-CATCTGCCTTCCGCTCAAAGT-3
Tubulina Forward: 5-ATGCGTGAGTGCATCTCCATCCA-3
Reverse:5-CCAATGGTCTTGTCACTTGGCATCT-3
18s rRNA Forward: 5-CGGCGACGACCCATTCGAAC-3
Reverse: 5-GAATCGAACCCTGATTCCCCGTC-3
Tabla 2

Buffer de lisis Total

Componentes Concentracion final
Tris HCI pH 7,6 25 mM
NaCl 420 mM
NP-40 0,2%
EDTA 1 mM
PMSF 1 mM
Orto-Vanadato 1 mM
NaF 1mM
BGP 1 mM
PICS 10 ul/mL
Tabla 3
Tampon de carga 2x
Componentes Para 100 ml
Tris 50 mM
SDS al 20% 150 mM
Bromofenol 50mM
Glicerol 87% 0,5%
B-Me 10 ml
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Tabla 4

Buffer de lisis total para Co-IP

Componentes Concentracion final
HEPES K-OH pH7.5 50 mM
NaCl 150 mM
Acetato de Potasio 50mM
Tx-100 0,5%
NP-40 0,5%
EDTA 2mM
Xl. Anexos
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[0} —— W ANAAAAAAAN
SaﬁG!P
N AAAAAAAAAA
4E-SE

encuentran dentro de la maquinaria de transporte de los ARNm. (Wickramasinghe & Laskey, 2015).
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Anexo 2. Exportacion de ARNm dependiente de CRM1. CRM1 exporta varios tipos de ARNm. Hay cuatro vias
conocidas: (i) mediadas por HUR; (ii) mediada por LRPPRC; (iii) mediada por Nxf3; y (iv) exportaciéon de U
snRNA. Cada via requiere la unién de Crml y RanGTP. La Hidrdlisis de GTP por RanGAP en la cara

citoplasmatica del CPN libera ARNm en el citoplasma. (Okamura et al. 2015).
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Anexo 3. Complejo de poro nuclear. Cada CPN es una estructura cilindrica que rodea un tubo central que conectan
el nucleoplasma y el citoplasma. Se muestran los NUPS con sus homologos en levaduras y vertebrados (Strambio

et al. 2010).
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Anexo 4. Miembros de la familia RecQ Helicasas. Se muestran los respectivos dominios caracteristicos de la
familia. Se puede apreciar que WRN es el (inico miembro de la familia que tiene un dominio adicional con actividad
3’-5” exonucleasa. (Croteau et al.2014).
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Anexo 5. Localizacién citogenética de la Proteina del Sindrome de Werner: 8p12, brazo corto (p) del cromosoma
8en laposicion 12. Localizacion molecular: Pares de bases del 31,033,262 al 31,175,871 del cromosoma 8. Imagen
tomada de la base de datos del NCBI (Genetic human reference 2019).

Anexo 6. Proteina del Sindrome de Werner. Se muestran sus respectivos dominios. La figura fue generada usando
la secuencia de la proteina WRN con el programa SMART (Simple Modular Architecture Research Tool).
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Anexo 7. Mutaciones en la Proteina del Sindrome de Werner. Las mutaciones se agrupan por los tipos que se
muestran a la izquierda. Los reordenamientos genémicos grandes se muestran en la parte superior usando corchetes
horizontales, etiquetados como "Dup” para duplicacion o "Del" para eliminacion. Las mutaciones que afectan el
corte y empalme se indican con triangulos invertidos sobre el locus WRN. (Oshima et al. 2018).

Anexo 8. Progresion Clinica y caracteristicas del Sindrome de Werner. (A y B) Caso 1 reportado (A) 15 afios y (B)
48 afos. (C y D) Fotografias de un segundo paciente a la edad de 13 afios (C) y 56 afios (D) (Oshima et al.,2018).
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