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ABSTRACT

Nucleoside transporters are divided in two gene families: SLC28, encoding the Concentrative
Nucleoside Transporters (hCNT), and SLC29, encoding the Equilibrative Nucleoside Transporters
(hENT). These proteins are expressed in most cell types, with apparent functional redundancy.
It has been described that hCNTs expression, especially hCNT1, is downregulated in cancer.
hCNT1 restoration in pancreatic cancer models altered signaling pathways, reduced cell
migration and cell cycle progression, and induced non-apoptotic cell death, in a substrate
translocation-independent manner. Thus, hCNT1 is considered a transceptor. Here we aim to
elucidate what mechanisms regulate hCNT1 activity and SLC28A1 expression. A clinical case was
presented with uridine-cytidineuria, fever, hepatosplenomegaly, persistent lactate acidosis,
severely disturbed liver enzymes and ultimately multiorgan failure. Genetic analysis revealed
two variants in SLC28A1 (hCNT1), c.1528C>T (p.R510C) and c1682G>A (p.R561Q). Functional
analysis showed that these variants affected the three-dimensional structure of hCNT1, altered
glycosylation and decreased the half-life of the mutant proteins which resulted in impaired
transport activity. Co-transfection of both variants, mimicking the allelic trans disposition in the
patient, significantly impaired hCNT1 biological function. The patient was also suffering from
Familial Hemophagocytic Lymphohistiocytosis type 2. The identification of two co-existing
monogenic defects might have resulted in a blended phenotype. Further analysis of hCNT1
protein revealed RNF41 as an interactor protein. We hypothesized that RNF41 being an E3 ligase
was targeting hCNT1 for proteasomal degradation. However, we also proposed that the
interaction could also be related to other functions, such as hCNT1 recycling. Studies with the
epigenetic drug SAHA revealed that acetylated lysins are involved in hCNT1 expression for the
first time. We also identified the SLC28A1 promoter, which presents different activity depending
on the cellular context. A 400bp fragment 1695bp downstream of the transcription start site
(TSS) exhibits the highest activity, especially in liver-derived tumoral cell lines. Analysis of the
transcription factor putative binding sites revealed STAT3, YY1, KLF6, p53 and E2F1 as candidates
for SLC28A1 expression regulation. p53 status of the cell lines conditions SLC28A1 promoter
activity. KLF6 was found to bind 470bp upstream to SLC28A1 TSS. The CDK4-pRb-E2F1 axis
modulates nucleoside transporters expression through E2F1, which binds to both SLC28A1 and

SLC29A1 promoters, exerting repressive effects.
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1. Nucleosids

Els acids nucleics comprenen una de les quatre grans families de biomolécules, juntament amb
els lipids, els glucids i les proteines. Els acids nucleics estan compostos per una serie de
monomers, els nucleotids, units entre si mitjangant enllacos fosfodiester. Al seu torn, els
nucleotids estan formats per una pentosa, una base nitrogenada i almenys un grup fosfat; si
presenten més d’un grup fosfat, passen a anomenar-se nucleotids di- o tri-fosfat. En referencia
als altres dos components del monomer, en primer lloc tenim la pentosa: en funcié del tipus
d’acid nucleic pot ser una ribosa (per RNA) o la seva forma reduida, 2-desoxiribosa (per DNA).
Per altra banda, les bases nitrogenades es divideixen en dos grans grups segons la naturalesa de
I’anell aromatic: les purines (adenina i guanina) i les pirimidines (timina, uracil i citosina). La unio

d’una base nitrogenada i una ribosa, en abséncia de grup fosfat, s’"anomena nucleosid.

Els nucleotids i nucleosids intervenen en un gran nombre de processos cel-lulars. La seva funcié
probablement més evident és formar el DNA i I'RNA en totes les seves formes. Quan es troben
en forma de nucleotid trifosfat, sobretot ATP pero també UTP, GTP i CTP, actuen com a font
d’energia quimica gracies a la hidrolisi dels enllagos fosfat, aprofitada per a reaccions diverses
en I'ambit cel-lular. Per altra banda, 'adenosina és part estructural de cofactors cel-lulars com
el NAD*, el FAD o el Coenzim A; la seva preséncia no esta relacionada amb I’activitat dels
cofactors pero és imprescindible per a qué es pugui dur a terme. Algunes formes cicliques de
nucleotids, com cAMP i cGMP, actuen com a segons missatgers cel-lulars, generalment de
senyals hormonals que rep la cél-lula. Per ultim, també poden formar part d’intermediaris
biosintetics; per exemple, la UDP-glucosa és una forma activada de la glucosa reconeguda per

les glucosiltransferases (Connolly and Duley 1999).

Els nucleodsids i nucleotids es poden obtenir a través de dues rutes molt diferents. Per un canté
hi ha el que s"anomena sintesi de novo de nucleodsids i nucleotids, molt conservada al llarg de
I’evolucid. Consisteix en un conjunt de reaccions que permeten la construccié de nucleotids a
partit de precursors de baix pes molecular, que sén la ribosa 5-fosfat, HCOs™ i NH; provinent
d’aminoacids. Les purines i les pirimidines segueixen vies metaboliques diferents. Tant és aixi,
que en el cas de les purines I'anell aromatic se sintetitza a partir de la ribosa activada provinent
de la via de les pentoses fosfat, obtenint com a producte final la inosina monofosfat (IMP) (Figura
1). En canvi, referent a les pirimidines, primer se sintetitza la base pas a pas, i finalment s’uneix
la pentosa fosforilada (Figura 2), sent la uridina monofosfat (UMP) el producte final (revisat a
Buj and Aird 2018). Una diferéncia important entre les vies d’ambdés tipus de nucleosids és que

la sintesi de novo de pirimidines esta fisicament acoblada a mitocondri, ja que I'enzim
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dihidroorotat deshidrogenasa (DHODH) esta localitzat a la membrana mitocondrial interna.

Tanmateix, a nivell funcional ambdues vies depenen d’aquest organul cel-lular, ja que els folats

intermediaris per a la sintesi de purines sén generats

s’obtenen els altres nucleotids purinics o pirimidinics

al mitocondri. A partir d'IMP i UMP

respectivament, aixi com els

desoxinucleotids mitjangant I’enzim ribonucleotid reductasa (RNR) (Fairman et al. 2011).
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Figura 1. Esquemes representatius del metabolisme de purines en cél-lules de mamifer. (A) Sintesi de
novo de purines (French et al. 2013). (B) Reciclatge i degradacié de purines (Nyhan 2014).

Tanmateix, no tots els teixits poden dur a terme la sintesi de novo de nucleotids — com ara

eritrocits, algunes cél-lules cerebrals, muscul, leucocits i moll de I'os (Young et al. 2013). A més,

es tracta d’un procés molt costds a nivell energétic. Aixi doncs, com a segon mecanisme

d’obtencid de nucleotids i nucleosids hi ha les vies de recuperacio (salvage pathways). Aquestes

rutes s’Tanomenen aixi perqué suposen una via de reciclatge: a partir de les bases nitrogenades

lliures i de nucleosids, ja provinguin de la dieta o de la degradacié d’acids nucleics, es formen
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nucleotids de nou (Lane and Fan 2015). Per tant, en aquest cas la ribosa activada s’unira a la
nucleobase reciclada per formar un nucledtid monofosfat. Les vies de recuperacié també
difereixen entre purines i pirimidines. En cas de les purines, hi participen dos enzims:
hipoxantina-guanosina fosforibosil transferasa (HGPRT) i adenina fosforibosil transferasa (APRT)
(Figura 1). En canvi, en el reciclatge de pirimidines hi participa principalment un enzim, uracil

fosforibosil pirofosfat (UPRT) (Figura 2) (Buj and Aird 2018).

ATP + Glutamine + HCO3~
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CAD ‘],
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e Wi Bm U m
Uridine <~ Cytidine deytidine—LA dqUridine  Thymidine
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Figura 2. Representacid esquematica del metabolisme de pirimidines. La sintesi de novo esta indicada
en grog, la via de reciclatge en verd i la degradacio en lila. En cursiva s’indiquen els enzims relacionats amb
errors congeénits del metabolisme de pirimidines. CAD, Carbamoil-fosfat sintasa, Aspartat
transcarbamilasa, Dihidroorotasa; CDA, citidina deaminasa; CTPS, CTP sintasa; dCK, desoxicitidina
quinasa; DPD, dihidropirimidina deshidrogenasa; DHODH, dihidroorotat deshidrogenasa; DHP,
dihidropirimidinasa; N-C-B-alanina, N-carbamil-B-alanina; N-C-B-AIB, acid N-carbamil-B-aminoisobutiric;
P5N-1, Pirimidina 5'-nucleotidasa tipus-l; TK1, Timidina quinasa 1; TK2, Timidina quinasa 2; TP, Timidina
fosforilasa; RR2, ribonucleotid reductasa 2; UCK1,2, uridina-citidina quinasa 1,2; UMPS, UMP sintasa; B-
UP, B-ureidopropionasa; B-AlB, B-aminoisobutirat. Pérez-Torras et al. 2019.
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Sovint, quan es parla de recuperacié de nucleodsids, no es té en compte un fet de vital rellevancia,
que és I'entrada dels nucleosids i nucleobases a les cel-lules. El caracter hidrofilic d’aquestes
molécules fa que la difusid passiva a través de la membrana plasmatica, d’alt caracter hidrofobic,
sigui molt reduida. Els transportadors de nucleosids (NT, de I'anglés Nucleoside Transporters)
son proteines integrals de membrana que faciliten I'entrada de nucleosids i nucleobases a la
cél-lula (Molina-Arcas et al. 2009). Es classifiquen en dues grans families geniques. La familia
génica SLC28 consta de tres membres, i regula I’entrada unidireccional de nucleosids a I'interior
de la cél-lula de manera dependent de sodi i amb alta afinitat. Per altra banda, la familia génica
SLC29 permet el transport bidireccional de nucleosids i, algun membre, de nucleobases. Esta
formada per quatre membres, amb diferéencies funcionals entre si. En el cas de recuperacié de
purines, cal tenir en compte el transportador de nucleobases recentment descrit ENTB1

(SLC43A3) (Furukawa et al. 2015).

El manteniment de I’'homeostasi de nucleodtids és vital pel correcte funcionament de la cel-lula.
En aquest sentit també és important destacar el paper de les vies de degradacio que, un cop
més, difereixen entre purines i pirimidines. Les cel-lules humanes no poden desfer I'anell de
purina. Aixi, la degradacié dels nucledsids de purina implica tres reaccions seqiiencials que
desuneixen els fosfats i la pentosa, i finalment I'anell és oxidat a acid Uric i excretat per orina
(Figura 1) (Maiuolo et al. 2016). En canvi, els anells d’uracil i timidina poden ser degradats a B-
alanina i B-aminoisobutirat, respectivament (Figura 2), els quals poden entrar a cicle de Krebs

(Wasternack 1980).
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2. Transportadors de nucleosids

2.1 Transportadors concentratius de nucleosids (hCNTs)

En humans, els transportadors concentratius de nucleosids (de I'angles Concentrative
Nucleoside Transporter, CNT) sén codificats per la familia génica SLC28. Els CNT estan localitzats
a la membrana plasmatica i mitjancen un transport unidireccional dependent de sodi; per tant,
impliguen despesa energeética indirecta. L’afinitat pels substrats és molt alta, tal i com indiquen

les seves constants de Michaelis-Menten (Taula 1) (Pastor-Anglada et al. 2018).

hCNT Substrat Kwm
Citidina 3,1uM (1)
hCNT1 Timidina 27 UM (2)
Uridina 38 uM (1)
Adenosina 8 UM (2)
Guanosina ND
hCNT2 Inosina 13,7uM (1)
Uridina 116 uM (1)
Citidina 3,5 uM (1)
Timidina 10,6uM (1)
Uridina 5,3 uM (1)
hCNT3 Adenosina 2,4 uM (1)
Guanosina 8,5 UM (1)
Inosina 4,3 uM (1)

Taula 1. Transportadors concentratius de nucleosids, els seus substrats i les seves constants d’afinitat
aparents. Les constants Kv estan determinades en (1) linies cel-lulars o (2) oocits de Xenopus laevis. ND
significa No Determinat. Adaptada de Pastor-Anglada et al. 2018.

La familia esta formada per tres gens, SLC28A1, SLC28A2 i SLC28A3, que codifiquen
respectivament hCNT1, hCNT2 i hCNT3 (Figura 3). Difereixen entre si en quant a selectivitat de
substrat (Ritzel et al. 1997; Rlteel et al. 1998; Ritzel et al. 2001b). Per un cantd, hCNT1 transporta
especificament pirimidines, tot i que presenta la peculiaritat de poder unir adenosina sense
capacitat de transportar-la. hCNT2, per la seva banda, transporta especificament purines pero
també pot transportar uridina. Per ultim, hCNT3 presenta capacitat de transportar tant purines
com pirimidines. A més, hCNT3 té dos trets diferencials respecte el cotransport de sodi. El primer
és que consta de dos llocs d’unié a sodi enlloc d’un com tenen hCNT1 i hCNT2, de manera que
I’estequiometria del cotransport és 2:1 per sodi:nucleosid. Aixi, hCNT3 presenta una major
capacitat de transportar nucleosids contra gradient de concentracid, aconseguint nivells de
nucleosids intracel-lulars més elevats. En segon lloc, hCNT3 és capac¢ d’efectuar el transport

acoblat a protons, pero en aquest cas I'estequiometria és 1:1 i només succeeix amb uridina
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(Smith et al. 2005). A més, es pot donar la situaciéd en qué en preséncia de sodis i protons al
medi, els dos llocs d’unié aions d’hCNT3 estiguin ocupats per ions diferents (Mulinta et al. 2017).
Cal destacar que I'afinitat d’"hCNT3 per uridina varia en funcid de si es cotransporta sodi o un

proto.

PURINES nat PURINES
Na* PIRIMIDINES Na* URIDINA Na* PIRIMIDINES
1:1 1:1 H* 2:1
citoplasma
hCNT1 hCNT2 hCNT3
(SLC28A1) (SLC28A2) (SLC28A3)

Figura 3. Esquema representatiu dels transportadors concentratius de nucleosids (CNT) en humans.
Adaptat de Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2018.

2.1.1 Estructura dels hCNTs

Els transportadors concentratius de nucleosids humans no han estat cristal-litzats fins el
moment. Inicialment, mitjancant estudis de mutagénesi dirigida i de tractaments amb
endoglicosidases, s’havia ideat I'estructura topologica dels hCNTs: una proteina amb 13 dominis
putatius transmembrana (inicialment se n’havien suggerit 14), extrem amino terminal llarg
intracel-lular i extrem carboxi terminal extracel-lular (Pastor-Anglada et al. 2008). Ara bé, I'any
2012 es va publicar la cristal-litzacié de I'ortoleg de Vibrio cholerae, veCNT. Aquest transportador
consta de 8 hélix transmembrana, dues forquilles hélix-gir-helix i tres helix interfase paral-leles
a lamembrana (Johnson et al. 2012). En comparacié amb els hCNTs humans, vcCNT presenta un
39% d’homologia amb hCNT3 i un percentatge lleugerament inferior amb hCNT1 i hCNT2.
L’alineament entre les seqliencies mostra que s’ha incorporat un domini amino terminal a les
proteines hCNT comparat amb vcCNT; dit d’una altra manera, el domini TM1 de vcCNT seria el
domini TM4 en hCNT3, tal i com s’ha pogut inferir per modelatge d’homologia (Mulinta et al.
2017). Aixi, I'extrem N-terminal present en els hCNT consta de tres dominis transmembrana i

una cua llarga intracel-lular (Figura 4).

Del treball de Johnson et al., també cal destacar que vcCNT es va cristal-litzar com a homotrimer.

Cadascun dels monomers que formaven el trimer cristal-litzat presentava el lligand, uridina en
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Figura 4. Estructura predita dels transportadors concentratius de nucleosids per homologia amb
VCCNT. Els nimeros designen les regions transmembrana, IH les helix interfase i HP les forquilles hélix-
gir-hélix. Adaptada de Mulinta et al., 2017.

aquest cas, i el sodi units. Es van proposar els dominis de vcCNT importants en I'oligomeritzacid,
i s’ha vist que aquests dominis presenten un alt grau de conservacié en comparacié amb els
hCNT; per tant, Johnson et al. ja van suggerir que els hCNTs podrien oligomeritzar. Cal destacar,
a més, que segons Protein Data Bank (PDB) un 65% de les proteines de membrana formen
oligomers (Forrest 2015). Fins al moment només s’ha descrit la formacid de trimers per hCNT3.
Mitjangant dades d’homologia estructural amb vcCNT, es va inferir quins dominis d’hCNT3
serien susceptibles de ser importants en la interfase monomer-mondmer. L'estratégia per
demostrar la interaccid va ser la introduccid de cisteines als dominis putatius d’oligomeritzacid,
per forcar aixi ponts di-sulfur que només es formarien si els monomers interaccionen (Stecula
et al. 2017). Les dades es veuen reforgades per un altre treball publicat gairebé paral-lelament
en qué mitjancant el meétode de substitucié de cisteines accessibles (de I'anglés, SCAM), van
analitzar el domini de transport de hCNT3 i els canvis conformacionals d’aquest (Mulinta et al.
2017). No esta del tot clar quina implicacid té la trimeritzacié en el funcionament d’hCNT3.
L'alineament de 883 seqiiencies homologues d’hCNT3 indica que el domini de trimeritzacio esta
conservat al llarg de I’evolucié com a dominis invertits repetits, i que aquests dominis participen
de la catalitzacié del transport. Per tant, se suggereix que el domini de trimeritzacié és important

pel transport (Stecula et al. 2017).

2.1.2 Dinamica de transport

Com s’ha mencionat anteriorment, la familia hCNT presenta diferent selectivitat de substrats:
hCNT1 transporta pirimidines, hCNT2 purines i uridina i hCNT3 pot catalitzar I'entrada d’ambdds
tipus de nucleosids. Si s’analitzen les seqiencies d’aminoacids dels tres transportadors,
s’observa que hCNT1i hCNT2 presenten un 72% d’homologia entre si, mentre que la comparacié
d’hCNT3 amb els anteriors presenta un 48 i un 47%, respectivament. Filogenéticament, doncs,

es proposa una separacié del transportador hCNT3 i els seus ortolegs en mamifer més
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primerenca, i una posterior aparici6 d’hCNT1 i hCNT2 (Pastor-Anglada et al. 2008). La
comparativa entre les seqiiencies explica també la diferent selectivitat de substrat. L'any 1999
ja es van identificar els residus d’hCNT1 responsables del transport de pirimidines que, en ser
mutats pels residus que presenta hCNT2 en les posicions homologues, fan que hCNT1 transporti
purines com si fos hCNT2 (Loewen et al. 1999). Un estudi posterior del nostre grup, gracies al
modelatge per homologia a I'estructura de vcCNT, ha identificat un total de quatre residus
relacionats amb la selectivitat de substrat. Aixi, per hCNT1 sén S318, Q319, S352 i L353; per
hCNT2, G313, M314, T347 i V348; per hCNT3 son G340, Q341, S374 i V375 (Arimany-Nardi et al.
2017). Com es pot observar, hCNT3 presenta una combinatoria de residus d’hCNT1 i hCNT2 que

aparentment és responsable de I'amplia selectivitat de substrats que el caracteritza.

S’ha proposat que els hCNT presenten un tipus de transport anomenat “model ascensor”
(elevator model of transport, en anglés). Aquest tipus de transport consisteix en la preséncia
d’un domini de transport mobil, que conté els llocs d’unié als co-substrats, que es mou com a
cos rigid al llarg d’un domini scaffold (Drew and Boudker 2016). Es un model de transport descrit
per a varis transportadors dependents de sodi, com el transportador sodi-aspartat Glt,n de
Pyrococcus harikoshii (Reyes et al. 2009), el transportador d’acids biliars dependent de sodi SBT
de VYersinia frederiksenii (Zhou et al. 2014), I'antiport NapA sodi/protons de Thermus
thermophilus (Lee et al. 2014) i el transportador CitS de sodi/citrat de Klebsiella pneumoniae
(Kim et al. 2017). La cristal-litzacié de vcCNT es va realitzar en una conformacié en qué el
transportador, que presentava el sodiila uridina units, estava orientat cap al canto citoplasmatic
de la membrana: s’Tanomena conformacio inward. L’estudi realitzat en un altre ortoleg de CNT,
el de Neisseria wadsworthii (\wCNT), que catalitza un transport de nucleosids dependent de sodi
i de forma molt semblant a vcCNT, ha permés obtenir les diferents conformacions del
transportador que defineixen el model ascensor (Hirschi et al. 2017). La primera cristal-litzacié
de nwCNT va mostrar una estructura molt semblant a vcCNT, amb conformacié inward.
Mitjangant una série de mutagenesis dirigides en qué alteraven els llocs d’unid del sodi i la
uridina, es van obtenir quatre conformacions més de nwCNT. La primera, sense uniod de substrats,
corresponia a la conformacid outward. En aquesta, els dominis transmembrana s’havien
desplacat cap a la cara extracel-lular de la membrana, fent que els llocs d’unié de sodi i uridina
estiguessin per sobre de TM6 i, per tant, accessibles des del cantd extracel-lular. Altres
mutacions van permetre cristal-litzar tres posicions intermediaries del domini de transport, en

que els llocs d’unié dels substrats estan ocults a I'interior del transportador.

Recentment s’ha suggerit que hCNT3 presenta un transport tipus ascensor, semblant a I'ortoleg

nwCNT. Ambdues proteines presenten un 38% d’homologia, i s’han generat models estructurals
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d’hCNT3 basant-se en les cinc conformacions de nwCNT (Yao and Young 2018). A diferencia del
que succeeix amb nwCNT, perd, hCNT3 té capacitat de transportar uridina de forma dependent
de protons (Smith et al. 2005). Per tant, es va suggerir que hCNT3 ha de tenir almenys dues
conformacions outwards en funcié del catié que s’hi uneixi (Yao and Young 2018). Faltaria, a
més, modelar com es comportaria el segon lloc d’unié a sodi, donat que els ortolegs cristal-litzats

no el presenten.

2.2 Transportadors equilibratius de nucleosids (hENTSs)

En humans, la familia genica SLC29 codifica els anomenats Transportadors Equilbratius de
Nucleosids (Equilibrative Nucleoside Transporter, ENT). Tot i que podrien semblar similars als
hCNT, no presenten homologia estructural ni passat evolutiu comud; és més, els hENTs no

presenten ortolegs a procariota mentre que els CNT si (Young et al. 2013).

NUCLEOSIDS NUCLEOSIDS
NUCLEOBASES
AN N
citoplasma
\ 4 \ 4
hENT1 hENT2
(SLC29A1) (SLC29A2)

Figura 5. Esquema representatiu dels transportadors equilibratius de nucleosids (ENT) 1 i 2 en humans.
Adaptat de Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2018.

La familia dels hENTSs esta formada per quatre membres (SLC29A1-4) (Molina-Arcas et al. 2009),
dels quals hENT1 i hENT2 sén els més estudiats i millor caracteritzats (Figura 5). Ambdds sén
proteines integrals de la membrana plasmatica que mitjancen un transport bidireccional i a favor
de gradient de nucleosids i nucleobases, tant purinics com pirimidinics, pero amb menys afinitat
que els hCNT (Taula 2) (Baldwin et al. 2004; Yao et al. 2011; Young et al. 2013). A diferéncia dels
hCNT, el transport no depen de sodi. El fet distintiu més important entre hENT1 i hENT2 és la
inhibicié mitjancant nitrobenzil tioinosina (NBTI): hENT1 és molt més sensible que hENT2, amb
Kis de 10 nM i 10 uM respectivament. Tots dos transportadors son inhibits pel vasodilatador
dipiridamol (Visser et al. 2002). A més, entre si presenten una identitat del 50% (Hyde et al.
2001). Pel que fa hENT3, també pot transportar purines i pirimidines, a més de la nucleobase

adenina. Presenta un domini N-terminal molt llarg i hidrofilic que conté un motiu di-leucina
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caracteristic de proteines lisosomals (Baldwin et al. 2005; Hsu et al. 2012). Recentment, pero,
s’ha descrit que també pot localitzar-se a mitocondri (Kang et al. 2010). Probablement la seva
funcié tingui rellevancia en I'alliberament de nucleosids i nucleobases provinents de la hidrolisi
d’acids nucleics a l'interior lisosomal. Per Ultim, hENT4, també conegut com transportador de
mono-amines de membrana plasmatica (PMAT), no es pot considerar un transportador de
nucleodsids canonic. De fet, és evolutivament divergent d’'hENT1-3 i en primera instancia va ser
caracteritzat com un transportador poliespecific de cations organics (Engel 2005). Tanmateix,
s’ha descrit que a pH acid presenta transport d’adenosina amb baixa afinitat. Aquesta activacié
del transport d’adenosina a pH baix podria suggerir que, igual que hENT3, el transport podria

estar acoblat a protons (Barnes et al. 2006).

hENT Substrat Kwm
Citidina 580 uM (1)
Timidina 300 uM (1)
Uridina 240 uM (2)
Adenosina 40 uM (1)
hENT1 Guanosina 140 uM (1)
Inosina 170 uM (1)
Timina 6300 uM (2)
Adenina 3200 uM (2)
Hipoxantina 6000 uM (2)
Citidina 5610 uM (1)
Timidina 710 uM (1)
Uridina 200 uM (2)
Adenosina 140 uM (1)
Guanosina 2700 uM (1)
Inosina 50 uM (1)
hENT2 Citosina ND
Timina 1700 uM (2)
Uracil 2600 uM (2)
Adenina 1100 pM (2)
Guanina ND
Hipoxantina 700 uM (2)
Uridina 2000 uM (2)
hENT3 Adenosina 1900 uM (1)
hENT4 Adenosina 780 uM (1)

Taula 2. Transportadors equilibratius de nucleosids, els seus substrats i les seves constants d’afinitat
aparents. Les constants Kv estan determinades en (1) linies cel-lulars o (2) oocits de Xenopus laevis. ND
significa No Determinat. Adaptada de Pastor-Anglada et al. 2018.

2.2.1 Estructura dels hENTs
Recentment s’ha publicat la resolucié de I'estructura d’hENT1 cristal-litzada (Wright and Lee

2019), ja que fins el moment tot el que es coneixia d’estructura provenia de prediccions in silico
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amb suport de construccions quimeériques i assajos de mutagenesi dirigida. Les estructures
resoltes sén dues: la primera és un complex entre hENT1 i I'inhibidor NBMPR (analeg de
nucleosid) (Figura 6A), mentre que la segona és un complex entre hENT1 i el vasodilatador
dilazep, el qual no presenta cap analogia amb els nucleosids. En tots dos casos hENT1 ha estat
cristal-litzat com un monomer. Coincidint amb les prediccions, presenta 11 helix transmembrana
amb cua N-terminal citosolica i cua C-terminal extracel-lular (Figura 6B). Abans de coneixer-se
I’estructura, s’havia especulat que els hENTs presentaven similituds estructurals amb la major
facilitator superfamily (MFS, superfamilia de transportadors de membrana present a totes les
especies). Tanmateix, aquest treball demostra que hi ha diferéncies substancials; per exemple,
MFS presenten 12 dominis TM amb simetria entre els dominis TM1-6 i TM7-12. hENT1 presenta
pseudo-simetria entre TM1-6 i TM7-11, i el domini TM9 ocupa una localitzacié diferent respecte
el TM9 dels MFS canonics. Els dominis TM estan connectats mitjancant regions hidrofiliques
curtes, excepte les unions entre TM1-2 i TM6-7, que presenten una seqliencia d’'unido més
extensa que, en el cas d’hENT1, contenen 41 i 66 aminoacids respectivament (Sundaram et al.

2001; Dos Santos-Rodrigues et al. 2014).

A Llag extracel-lular B

~ ~ (\ coo
/\ / Medi extracel-lular
7 8 9 10 11
/

V 4 N~ 4 \J\j A Citoplasma

NH.*
- Llag intracel-lular

Figura 6. Estructura del transportador equilibratiu de nucledsids hENT1. (A) Diagrama de la topologia
d’hENT1 a la membrana plasmatica. Els nimeros designen les regions transmembrana. (B) Estructura
cristal-litzada d’hENT1 unit a NBMPR, amb el lligand destacat i representat amb bastons. Obtingut de
Wright and Lee 2019.

2.3 Caracteristiques dels NT a nivell genétic

Els transportadors de nucleosids, tot i que aparentment duen a terme funcions semblants, no
comparteixen llinatge filogenetic. Com s’ha mencionat anteriorment, la familia SLC28 presenta
ortolegs a diversos procariotes, com Vibrio cholerae i Neisseria wadsworthii. D’altra banda, la
familia SLC29 es considera exclusivament eucariota, ja que fins el moment no s’ha descrit cap
ortoleg procariota. Un altre tret diferencial és que només la familia SLC29 presenta ortolegs a

plantes. Es considera, doncs, que la familia SLC29 presenta una distribucié més amplia, potser
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pel fet d’estar relacionats a la Major Facilitator Superfamily de transportadors (Young et al.

2013).

2.3.1 Variants dels NT

Sempre s’ha considerat que els transportadors de nucleosids presenten molt poca variabilitat
genetica (Errasti-Murugarren and Pastor-Anglada 2010). La importancia d’aquests
transportadors en el bon funcionament de la cél-lula i de I'organisme podria anar lligada a
aquesta baixa variabilitat, ja que la pressid selectiva hauria desafavorit la perpetuitat de les
variants. En un primer estudi comparatiu del 2003, Leabman et al. van identificar la variabilitat
de 24 gens que codifiquen transportadors de membrana amb rols potencials en la resposta a
farmacs. Aquest estudi incloia membres de la superfamilia del SoLute Carriers (SLC) i dels
transportadors ABC (Leabman et al. 2003). Van analitzar els gens en 247 mostres de DNA d’una
poblacié diversa; concretament els exons i les regions introniques flanquejants com a zones en
gue I'impacte de la variabilitat genética és més alt. Per tal d’entendre les dades proporcionades,
van emprar el parametre indicador de la mitjana de diversitat de nucleotids present en el gen
analitzat. La mitjana de variacié genética en la poblacié oscil-la entre 5,05-10#i 7,51-10* segons
els estudis, i la variacid genética mitjana dels transportadors analitzats era de 5,09-10%, mostrant
com de conservades estan les sequéncies corresponents. Tanmateix, aquest nombre no és
representatiu per a SLC28A1, gen que codifica hCNT1: la variabilitat de les seqliéncies estudiades

puja fins 11,810,

Les dades d’aquest estudi van ser emprades a posteriori per analitzar més profundament la
variabilitat dels gens SLC28A1 (Gray 2004), SLC28A2 (Owen et al. 2005) i SLC28A3 (Badagnani et
al. 2005). SLC28A2 va en linia al comentat anteriorment: la variabilitat és molt baixa. De les
variants trobades a la poblacié analitzada, alguna presenta canvis en el transport, sobretot la
variant E385K trobada en alta proporcid en la poblacié malaia (Taula 3). Aquest residu de
glutamat es troba altament conservat en els ortolegs d’'hCNT2, i també en els paralegs hCNT1 i
hCNT3 (Li et al. 2007). El cas d’SLC28A3 fa encara més evident la pressié selectiva a la qual esta
sotmes, ja que només s’han detectat 10 residus que alterin la seqliéncia aminoacidica d’hCNT3.
Dels tres canvis més destacats, G367R presenta un 85% de reduccié del transport de timidina i
inosina i, de manera semblant al cas d’E385K d’SLC28A2, el residu de glicina 367 esta molt
conservat tant en ortolegs com en hCNT1 i hCNT2. La variant C602R, present en un 1% de la

poblacio, altera la unié del sodi i provoca una mala insercié d’hCNT3 als rafts lipidics (Taula 3)
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CANVI CANVI . N
NUCLEOTID AMINOACID CONSEQUENCIES FUNCIONALS REFERENCIA
SLC28A1 (hCNT1)
c.38C>G S13C 1 transport timidina
c.128G>A S43N | transport timidina
€.418-420+TTG +V140 Sense canvis
c.565G>A V189l 1 transport timidina
€.568G>T A190S 1 transport timidina
€.689C>T A230V 1 transport timidina
c.709C>A Q237K transport timidina
€.1153G>Del V385Del Lofundonal Gray etal,, 2004
€.1234G>C E412Q Sense canvis
¢.1528C>T R510C Sense canvis
c.1561G>A D521N 1 transport timidina
€.1636T>C S546P No funciona
¢.1880A>G N627S 1 transport timidina
€.1903C>G L635V | transport timidina
SLC28A2 (hCNT2)
c.65C>T P22L Sense canvis
€.225C>A S75R 1 transport guanosina Owen et al., 2005
c.488T>G L163W 1 transport guanosina
c.515G>T E172D Sense canvis Li et al., 2007
€.734G>C S245T Sense canvis
€.1064T>C F355S | transport guanosina Owen etal,, 2005
¢.1153G>A E385K li'nanspoﬁlnéanalgﬂdma Li et al., 2007
¢.1835T>C M612T | transport inosina i uridina
SLC28A3 (hCNT3)
€.338T>C Y113C 1 transport timidina Badagnani et al.,
¢.1099G>A G367R 1] transport timidina i inosina 2005
. 1804T>C C602R l t'ra?nsport timi'dinz'a, citidin.a, Errasti-Murugarren
uridina, guanosina i adenosina et al., 2008
SLC29A1 (hENT1)
€.647T>C 1216T Sense canvis
C.1171G>A E391K Sense canvis Osato et al., 2003
SLC29A2 (hENT2)
c13G>T D5Y i tra'nspo.rt guanc.Jsina, uridina,
inosina, hipoxantina
c.93C>A N68K 1 transport guanosina
c.551-556Del SDt?é?/é;+ l tra'nsport guanosina, uridina, Owen et al., 2006
DelV186 inosina
€.845-846Del (sznélzl)pauta No funcional

Taula 3. Variants SNP descrites dels gens que codifiquen els transportadors de nucleosids. S’indiquen
les que presenten rellevancia funcional o clinica. Adaptada d’Errasti-Murugarren and Pastor-Anglada,
2010.
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(Errasti-Murugarren et al. 2010). En canvi, SLC28A1 no sembla seguir una pressio selectiva tan
estricta com els altres membres de la familia SLC28. L’analisi de la poblacié va identificar 1,5
SNPs (de I'anglés Single Nucleotide Polymorphism) per cada 100 parells de bases analitzades;
una freqgiiencia molt elevada comparada amb altres transportadors de membrana (Leabman et
al. 2003). Tenint en compte la diversitat de nucleotids (i) que dona lloc a canvis sinonims i no
sinonims (s i Tins, respectivament), es pot calcular I'index mins/ms. Aquest index és indicatiu del
grau de pressio selectiva d’un gen, en qué valors més propers a zero indiquen major pressié. La
mitjana per als transportadors de membrana estudiats per Leabman et al. és 0,182, i
concretament el d’SLC28A3 és de 0,01. En canvi, SLC28A1 presenta un index 0,381. Aixi, per
alguna rad sembla que SLC28A1 presenta menys pressio selectiva que altres transportadors de
membrana. Les evidencies d’aquest estan recollides a la Taula 3. De les variants en destaca en
primer lloc V385Del, que dona lloc a una forma truncada d’hCNT1 no funcional present en un
3% de la poblacié americana d’origen afro-america (Gray 2004). La variant hCNT1S546P tampoc
és funcional, pero estudis posteriors demostren que el transportador s’inserta de manera
correcta a membrana plasmatica pero és incapag de translocar substrats (Cano-Soldado et al.

2011).

La familia SLC29 segueix una linia semblant a la familia SLC28 pel que fa la pressié selectiva
exercida sobre els gens corresponents. Hi ha dos estudis semblants als mencionats anteriorment
per SLC28A1, SLC28A2 i SLC28A3, en els quals es van analitzar SLC29A1 i SLC29A2 en 247 mostres
de DNA. Es va observar que SLC29A1 presenta una taxa de variants molt inferior a la mitjana
dels transportadors analitzats per Leabman et al., concretament de 0,89-10* (Leabman et al.
2003). De les variants identificades, només dues presentaven canvis en la seqiéncia
d’aminoacids. L’estudi funcional de les variants hENT11216T i hENT1E391K conclou que no hi ha
diferéncies funcionals entre ambdues variants ni respecte hENT1 de referéncia (Taula 3) (Osato
et al. 2003). Tanmateix, recentment s’ha descrit que la variant hENT1E391K esta relacionada
amb el grup sanguini Augustine. Concretament, el glutamat en la posicié 391 correspon a At(a+)
(nomenclatura del grup sanguini), mentre que la lisina correspon a At(a-). En el mateix estudi
van detectar una insercio a la posicié ¢.589+1, que resulta en una proteina truncada d’hENTZ, i
per tant no funcional. Els tres individus homozigots identificats amb aquesta insercié presenten
grup sanguini At(a0), i caracteristiques mineralitzacié ectopica observada en els ratolins knock-
out per Sic29al (Daniels et al. 2015). L’analisi d’SLC29A2 també va revelar una baixa taxa de
variacid. Tanmateix, SLC29A2 és |'Unic gen dels transportadors estudiats per Leabman et al. que
presenta dues delecions en la seva zona codificant (Owen et al. 2006). El total de variants

trobades per aquest gen és de cinc; les tres restants corresponen a canvis d’aminoacid en qué
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una presenta reduccié de l'activitat (D5Y) i una altra augment (N68K) (Taula 3). La primera
delecié suposa la supressido de 6 parells de bases, que comporta un aminoacid mutat i dos
delecionats. Aquesta variant presenta transport reduit de tots els substrats testats. La segona
delecié és de dos aminoacids, que es tradueix en un canvi de pauta de lectura i una conseqiient

variant d’hENT2 truncada que no és no funcional (Taula 3).

Pel que fa als altres dos membres de la familia SLC29, SLC29A3 presenta alguna variant que ha

estat associada a patologia (esmentat a I'apartat 3.2). No s’han descrit variants d’SLC29A4.

Dins el concepte de variants, pero, no es poden contemplar Unicament els canvis d’un sol parell
de bases, o INDELs de pocs parells de bases. L'splicing alternatiu és un procés molt comu en
eucariotes. De fet, s’ha estimat que un 95% dels pre-mRNAs que contenen multiples exons
pateixen splicing alternatiu en algun punt, ja sigui entre teixits diferents, estadis del
desenvolupament o teixit sa versus patologic (Pan et al. 2008; Wang et al. 2008). L’splicing
alternatiu succeeix per fenomens diferents, pero el més comu en eucariotes de complexitat

superior (per exemple, humans) és saltar-se un exé (exon skipping; Alekseyenko et al. 2007).

S’han trobat varis casos d’splicing a la superfamilia SLC, tant de variants naturals com de variants
associades a fenotip patologic (Park et al. 2017). Esta descrit que en hepatocarcinoma i
colangiocarcinoma apareixen variants diferents d’splicing del gen SLC22A1, que codifica el
transportador de cations organics 1 (hOCT1). Aquestes variants, a més, estan associades a la
disminucié de l'activitat d’hOCT1 en els tumors mencionats (Herraez et al. 2013). Un altre
membre de la superfamilia, el transportador de peéptids 1 (PEPT1, codificat pel gen SLC15A1),
presenta una variant d’splicing natural. El mRNA de PEPT1 presenta 23 exons, mentre que la
variant d’splicing en té només 6. Aquesta variant més curta s’ha proposat com a factor regulador

sensible a pH (Urtti et al. 2001).

En relacié als transportadors de nucleosids, la bibliografia indica que només SLC28A3, SLC29A1
i SLC29A2 presenten variants d’splicing. Ara bé, les bases de dades amplien el nombre de gens
de NT afectats per splicing i el nombre de variants de cadascun d’ells. Tant és aixi que SLC28A1
i SLC29A1 podrien presentar 6 variants d’splicing, SLC29A3 en tindria 5, SLC29A2 4, SLC28A3 i
SLC29A4 en tindrien 3 i SLC28A2 només una (dades de GenBank, NCBI, NIH). Fins al moment,
pero, només se n’han caracteritzat pels transportadors hCNT3, hENT1 i hENT2. La variant
d’splicing d’SLC28A3 identificada s"anomena hCNT3ins, i és expressada de forma relativament
ubiqua. La variant presenta un fragment de 176 parells de bases insertat entre els exons 2 i 3,
probablement pel fenomen de retencié d’intré. Aquest insert canvia la pauta de lectura, de

manera que a hCNT3ins li manquen els 69 primers aminoacids de la cua N-terminal. Es va
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observar que hCNT3ins és capag¢ de transportar nucleosids i localitza al reticle endoplasmatic
(Errasti-Murugarren et al. 2008). Respecte les variants d’splicing d’SLC29A1, en huma s’han
trobat casos de canvis dels nivells de variants d’splicing alternatives en cancer colorectal
(Vladimirovna Snezhkina et al. 2016). Per altra banda, en el gen ortoleg de ratoli S/c29a1 si que
s’ha identificat una variant d’splicing que es tradueix a proteina, mENT1A11, la qual li falten els
tres uUltims dominis transmembrana comparat amb mENT1. Aparentment no hi ha diferéncies
respecte I'activitat transportadora pero si que hi ha variacions en quant a la distribucio tissular
(Robillard et al. 2008). Per ultim, SLC29A2 és el transportador de nucleosids les variants
d’splicing del qual han estat més profundament caracteritzades fins al moment. S’han identificat
almenys 10 variants d’splicing, a més de la isoforma canonica (WT). Algunes d’aquestes variants
codifiquen la mateixa proteina, i altres formarien unes proteines truncades tan curtes que es
considera que no tindrien activitat transportadora (Grané-Boladeras et al. 2016). Les variants
d’splicing que arriben a traduir-se formen les proteines HNP36 i HNP32, de localitzacid a la
membrana nuclear. Aquestes isoformes actuen com a dominants negatius d’hENT2 a la
membrana plasmatica, afavorint la retencid d’hENT2 a nucli, un fenomen que succeeix en
condicions de proliferacid. A la membrana nuclear interna, hENT2 i les isoformes HNP36 i HNP32

formarien oligdmers capacos d’internalitzar nucleosids i nucleobases al nucli.

2.3.2 Regulacié transcripcional dels NT

L'expressié dels transportadors de nucleosids ha estat ampliament estudiada. Tanmateix,
existeix un important coll d’ampolla en aquest estudi i és causat per la manca de models
adequats, sobretot en el cas dels hCNT. De manera general, I'expressié dels transportadors
concentratius esta més associada a epitelis diferenciats, mentre que |'expressiéd dels
transportadors equilibratius esta més associada a proliferacié (Del Santo et al. 2001; Pastor-
Anglada et al. 2001; Aymerich et al. 2004). Tant és aixi que s’ha descrit ampliament la pérdua
d’expressid dels CNT en algun tipus de cancer, com en tumors ginecologics, de pit o
colangiocarcinoma (Farré et al. 2004; Gloeckner-Hofmann et al. 2006; Urtasun et al. 2017).
Consequentment, I'estudi de I'expressié dels gens que codifiquen els transportadors

concentratius de nucleosids és dificultds en models de linies cel-lulars tumorals.

Hi ha estudis realitzats sobre I'expressié del transportador CNT1 en rata (rCNT1) i en humans
(hCNT1). A nivell més geneéric, en linies cel-lulars s’ha detectat que hCNT1 esta regulat per cicle
cel-lular, de manera que la seva expressid augmenta en fase S, el qual es relacionaria amb la
necessitat de la cél-lula de captar nucleodsids per a la replicacié del DNA (Valdés et al. 2002). A

nivell especific de teixit, els estudis en rata demostren la sensibilitat de rCNT1 a la dieta. El dejuni
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provoca un increment de rCNT1 a jeju, probablement a causa de la deprivacié de nucleosids,
mentre que una dieta rica en nucleosids en disminueix I'expressié (Valdés et al. 2000). La
distribucid tissular de I'expressié d’hCNT1 esta descrita a I'apartat 2.5. S’anticipa, pero, que el
fetge és un dels organs en queé I'expressid és més elevada. Estudis en diferents models de fetge,
com hepatocits en cultius o la linia cel-lular HepG2, demostren que els factors TNFa i
interleucina-6 (IL-6) regulen I'expressio del gen SLC28A1 (Fernandez-Veledo et al. 2004). A més,
un estudi ha acotat la regié promotora del gen SLC28A1 i ha determinat que el factor de
transcripcié HNF4a i els acids biliars en regulen I'expressié (Fernandez-Veledo et al. 2007; Klein
et al. 2009). Aquest estudi es reforca pel fet que HNF4a té una expressio elevada a fetge, ronyg,
pancrees i intesti, que son teixits associats a I'expressié d’'hCNT1 també (Nammo et al. 2008).
Per ultim, s’ha vist que hCNT1 esta regulat per insulina a fibroblasts cardiacs (Podgorska et al.
2007). Els estudis de I'expressid de CNT2 també s’han realitzat en models humans i de rata.
Estudis en una linia cel-lular derivada d’hepatoma de rata van determinar que TGFp és un factor
implicat en I'augment d’expressid d’SLC28A2 (Valdés et al. 2006). Per altra banda, s’ha vist que
els acids biliars, C/EBPa i HNF3y poden augmentar I'activitat d’hCNT2 (Fernandez-Veledo et al.
2006; Fernandez-Veledo et al. 2007). IFNa també participa de I'increment d’activitat d’hCNT2,
ja sigui per augment de preséncia d’hCNT2 a la membrana com per activacio de la transcripcio
del gen SLC28A2 (Pinilla-Macua et al. 2014). També s’ha vist que la hipoxia juga un paper
determinant en I'expressié de CNT2 in vitro i in vivo (Medina-Pulido et al. 2013). Els estudis de
la regulacié d’hCNT3 se centren més en modificacions post-traduccionals, explicades a I'apartat

2.4.1.

En relacié als transportadors equilibratius, I'expressié d’hENT1 sembla estar relacionada amb el
cicle cel-lular també, donat que s’ha detectat en cél-lules en cultiu cel-lular que els nivells
d’hENT1 en fase G,-M sén el doble que en fase G; (Baldwin et al. 2004). S’han trobat varis factors
implicats en la regulacié del gen SLC29A1. Per un cantd, en models de rata, s’han descrit
elements activadors com EGF i TNFa (Aymerich et al. 2004). En models humans s’han relacionat
MAZ, Sp1, PPARa i PPARy a I'augment de transport d’hENT1 (Abdulla and Coe 2007; Montero et
al. 2012). Per altra banda, la repressié de I'expressié d’'hENT1 esta dirigida per factors com el
complex hCHOP-C/EBPa, per Matricellular protein cys-rich angiogenic inducer 61, i en
cardiomiocits mitjancant HIF1a en situacions d’hipoxia (Eltzschig et al. 2005; Farias et al. 2010;
Hesler et al. 2016). A més a placenta, la senyalitzacid iniciada per la glucosa a través de la via
MAPK redueix I'activitat promotora d’SLC29A1 (Puebla et al. 2008). Respecte hENT2, el cicle
cel-lular també esta implicat en la seva expressid, concretament en I'expressid de les variants

d’splicing, que augmenten en situacions de proliferacid cel-lular (Grafié-Boladeras et al. 2016).
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En quant a factors de transcripcid, s’ha descrit també que HIFla redueix I'expressié del gen

SLC29A2 a cor i intesti (Eltzschig et al. 2005; Morote-Garcia et al. 2009).

Per ultim, s’han relacionat hCNT1, hENT1 i hENT2 amb el cicle cel-lular (Valdés et al. 2002;
Baldwin et al. 2004; Grafié-Boladeras et al. 2016). En els darrers anys ha crescut la consciencia
que els mateixos elements que regulen la progressié del cicle cel-lular també sén determinants
per a processos metabolics de la cel-lula. Aixi, E2F1 ha estat implicat en la sintesi de novo de
nucleotids mitjancant la regulacié dels gens que codifiquen la timidina quinasa (TK) i la
dihidrofolat reductasa (DHFR). A més, en el context d’oncogenesi, aquest mateix factor de
transcripcid ha estat relacionat amb adaptacions metaboliques requerides per al creixement i la

supervivencia cel-lular (Denechaud et al. 2017).

2.4 Regulacio dels NT a nivell proteic

En ser proteines integrals de membrana, la traduccié dels transportadors de nucleosids esta
associada a reticle endoplasmatic, de manera que quan apareix un segment de cadena
polipeptidica hidrofobica rapidament és inserida a la membrana del reticle (revisat a Harris et

al. 2018). A partir d’aquest punt, el transportador naixent ha de ser dirigit al seu lloc funcional.

2.4.1 Modificacions post-traduccionals dels NT

Esta ampliament descrit que els transportadors de membrana poden patir modificacions post-
traduccionals que comportin alteracions en la seva funcié. Les glicosilacions son fonamentals
per la funcié de molts transportadors de membrana (revisat a Czuba et al. 2018). En adipocits,
la insulina indueix la presencia del transportador de glucosa GLUT4 a membrana plasmatica
(Leto and Saltiel 2012). En enterocits, per altra banda, la preséncia de glucosa provoca la
incorporacié de SGLT1 a membranes (Korn et al. 2001). Cal tenir en compte, a més, que les
regulacions poden anar en sentit contrari també: el transportador d’anions organics OAT1 és

endocitat de manera dependent de PKC (Zhang et al. 2008; Zhang et al. 2013).

Pels transportadors de nucleosids també s’han descrit algunes modificacions post-traduccionals
implicades en la seva funcié. Per un cantd, hi ha les modificacions en el si de la cadena peptidica
dels transportadors. Fins el moment no s’ha descrit cap modificacié post-traduccional de
glicosilacié, fosforilacié, acetilacid, unié de residus lipidics, ubiquitinitzacié6 o SUMOilacid
d’hCNT1, hCNT2 ni hCNT3. Dades no publicades del grup suggereixen que hCNT2 podria ser
glicosilat. Respecte els transportadors equilibratius hENT1 i hENT2, s’ha detectat que ambdods

son fosforilats i glicosilats. hENT1 és glicosilat al residu asparagina 48, situat en el llag
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extracel-lular entre el domini TM1 i TM2. Aquesta glicosilacié és necessaria per a I'activitat i la
correcta insercid d’hENT1 a la membrana plasmatica (Bicket and Coe 2016). Per altra banda, el
llag intracel-lular entre els dominis TM6 i TM7 presenta diversos residus susceptibles de ser
fosforilats, tant per PKA (serines 267 i 271, treonina 274; possiblement altres residus també)
com per PKC (serines 279, 281 i 286) (Reyes et al. 2011; Grafie-Boladeras et al. 2019). La
fosforilaciéd d’hENT1, en part, esta lligada a la regulacié d’aquest transportador per part dels
receptors d’adenosina. S’ha descrit que I'estimulacio del receptor Al indueix I’activacié de PKC,
la qual fosforila la serina 281 d’hENT1 i conseqiientment augmenta el flux de nucleosids cap a
I'interior de la cél-lula (Hughes et al. 2015). De la mateixa manera que hENT1, hENT2 també pot
ser glicosilat. En aquest cas hi ha dos residus implicats, les asparagines 48 i 57. A diferencia
d’hENT1, pero, la manca de glicosilaciéo d’hENT2 no impedeix que el transportador s’inserti a la
membrana plasmatica (Baldwin et al. 2005). Si que s’observa una reduccié del transport
dependent d’hENT2 a la membrana plasmatica (Ward et al. 2003). La fosforilacié d’hENT2, pel
seu cantd, ha estat objecte de discussid. S’havia descrit que PKC podria estar implicada en la
fosforilacié d’aquest transportador, pero estudis més recents sén partidaris d’'un efecte
indirecte de PKC sobre hENT2. S’ha descrit que la quinasa CKIl és responsable de la fosforilacid
d’hENT2 en el llag intracel-lular entre TM6 i TM7, concretament als residus serina 270 i 282 i
treonina 285. Ara bé, el mateix estudi fa palés que la funcié de PKC en aquest cas esta associada
a la desfosforilacio, mitjancant I’activacié de la fosforilasa PP1. L’estudi proposa que hENT2,
fosforilat per CKIl, és present a un domini submembrana de la membrana plasmatica. Senyals
mediats per PKC activen la fosforilasa PP1, la qual desfosforila hENT2 i aquest passa a estar

present en el si de la membrana plasmatica (Grafie-Boladeras et al. 2019).

Per altra banda, s’han descrit mecanismes de regulacié de l'activitat i de I'expressio dels
transportadors que estan més associats al trafic a membrana d’aquests. La proteina hRS1 ha
estat identificada com a reguladora dels membres de la familia SLC28. Aquesta proteina,
inicialment relacionada amb la regulacié del transportador de glucosa acoblat a sodi SGLT1 (Korn
et al. 2001), s’ha vist que regula la preséncia dels CNT a membrana. hRS1 disminueix la
localitzacié a la membrana plasmatica i I'activitat d’rCNT1, rCNT2 i rCNT3, concretament
bloquejant la sortida dels CNT del trans-Golgi (Errasti-Murugarren et al. 2012). La regulacid és
independent de glucosa (Veyhl-Wichmann et al. 2016). Per hCNT1 no s’ha descrit cap altra
regulacié. Per CNT2, proves realitzades a I'ortoleg de rata demostren que la correcta estructura
i estat d’oxidacio de la cua C-terminal és determinant per tal que el transportador s’inserti a la
membrana. En 'ortoleg huma, per altra banda, IFNa esta implicat en un augment d’hCNT2 a

membrana plasmatica. La unié d’IFNa al receptor de citoquines promou una cascada de
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senyalitzaciod relacionada amb la translocacié d’hCNT2 a membrana plasmatica (Pinilla-Macua
et al. 2014). Pel seu cantd, hCNT3 és I'inic transportador de nucleosids del qual es coneix que la
seva localitzacié a la membrana plasmatica esta associada a bases lipidiques (/ipid rafts en
angles), sent major la seva activitat translocadora en aquest domini (Errasti-Murugarren et al.
2010). A més, s’ha vist en un model de leuceémia limfatica cronica, que la preséncia a membrana
plasmatica d’hCNT3 esta regulada per I'acid trans-retinoic (ATRA), mitjancant senyalitzacio

paracrina i autocrina de TGFB (Fernandez-Calotti and Pastor-Anglada 2010).

La regulacié de la insercié a membrana dels membres de la familia SLC29 no esta tan estudiada
— excepte el cas de PKC, PP1 i hENT2 esmentat anteriorment. La Unica regulacié mencionada a
la bibliografia relaciona un complex d’ubiquitina lligasa SCF, que conté una subunitat de
reconeixement de substrat anomenada FBW7. La modulacié d’aquesta subunitat esta
relacionada amb I'expressié d’hENT1 a nivell proteic pero no d’'RNA, sobretot la seva preséncia

a la membrana plasmatica, pero se’n desconeix el mecanisme (Hu et al. 2017).

2.4.2 Regulacio dels NT per interaccions
Les interaccions proteina-proteina comprenen un altre mecanisme de regulacié de I’activitat

proteica. Els transportadors de nucleosids han estat objectes d’estudi en aquest sentit.

Fins el moment, no s’ha descrit cap proteina d’interaccié per hCNT1. L'estudi de I'interactoma
d’hCNT2 ha identificat dues proteines relacionades amb el metabolisme de glucosa: aldolasa B i
GRP58 (Glucose-Regulated Protein 58). Cadascuna de les dues interaccions d’hCNT2 s’ha validat
en un sistema diferent. En el seu conjunt, convertirien a hCNT2 en un transportador sensible als
nivells de glucosa. Per un cantd, la interaccid amb aldolasa B és afavorida en preséncia de
substrats glicolitics com la glucosa i la fructosa, i també augmenta I'afinitat d’hCNT2 pels seus
substrats. Per altra banda, GRP58 actuaria com a sensor negatiu: I'expressié de GRP58 augmenta
quan hi ha baixos nivells de glucosa, mentre que I'expressié i activitat d’hCNT2 augmenten quan
els nivells de glucosa sén elevats (Huber-Ruano et al. 2010). Respecte I'interactoma d’hCNT3,
fins el moment només s’ha descrit galectina-4 com a proteina d’interaccié d’aquest
transportador. La regulacié de I'expressido de galectina-4 en cél-lules que expressen hCNT3
suggereix que aquesta lectina és necessaria per tal que hCNT3 s’inserti de manera correcta a la

membrana apical de les cél-lules (Fernandez-Calotti et al. 2016).

Pel que fa les proteines d’interaccio dels hENTs, per hENT2 només s’ha descrit PP1, mencionada
anteriorment. hENT1 s’ha vist que esta subjecte a la regulacié mitjancant calmodulina, sota una

senyalitzacid de calci dependent de receptor. S’ha demostrat la interaccié entre hENT1 i
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calmodulina en preséncia de calci, i emprar quelants de calci o antagonistes de calmodulina

produeix una disminucié de I’entrada de nucleosids (Bicket et al. 2016).

Cal destacar que recentment s’ha detectat un altre mecanisme de regulacié dels hENTs, que és
per oligomeritzacid. L’estudi proposa que en situacié basal, hENT1 es troba en membrana
plasmatica en forma d’homomers. hENT2, en canvi, es troba en una regié submembrana, on és
fosforilat per CKIl (mencionat anteriorment). Quan PKC és activada, aquesta activa la fosfatasa
PP1, la qual desfosforila hENT2. A continuacié hi ha un canvi de localitzacié d’hENT2, que passa
a insertar-se a la membrana plasmatica. La preséencia d’hENT2 a la membrana plasmatica
promou la formacié d’heteromers hENT1-hENT2. Aquests heterdmers redueixen la capacitat
transportadora d’hENT1 mentre que afavoreixen el transport mitjancant per hENT2 (Grafie-

Boladeras et al. 2019).

2.5 Distribucid cel-lular i tissular dels NT
La localitzacié dels transportadors de nucleosids dins la cel-lula s’entén de forma més clara si es
posa en context de teixit, sobretot per aquells tipus cel-lulars en qué hi ha co-expressié de

transportadors concentratius i transportadors equilibratius de nucleosids.

Generalment sempre s’ha considerat que I'expressié dels CNTs estava més associada a epitelis
(re)absortius. Durant els ultims anys aquesta afirmacié s’ha posat en dubte, i es considera que
I'expressié és més amplia. Més concretament, hCNT1 s’expressa a alguna regid del cervell, a
ronyd, a intesti prim i sobretot a fetge. hCNT2 s’expressa de forma for¢ca abundant a sistema
nervids central, al sistema immunitari de manera general pero amb alta variabilitat, al cor, al
muscul esquelétic, a fetge, a ronyd, a intesti, a pancrees i a placenta. hCNT3, per altra banda,
esta més ampliament expressat. Ha estat detectat en alguna regid del cervell, s’expressa a
macrofags i monocits, a pancrees, al moll de 'os, a la traquea, a l'intesti i de forma forga
abundant a glandula mamaria. Si s’agrupen els tres membres de la familia SLC28, s’observa que
I'activitat transportadora sodi-dependent es detecta en teixits epitelials especialitzats en

I’'absorcio/reabsorcié: fetge, ronyd i intesti prim (Molina-Arcas et al. 2009; Young et al. 2013).

En canvi, els ENTs sén considerats ubics, amb variabilitat de nivells d’expressié considerable
entre teixits. L'expressido d’'hENT1 destaca a endoteli vascular, placenta, sistema nervids central,
cor, fetge, colon i eritrocits — en aquest ultim tipus cel-lular esta relacionat amb un tipus de grup
sanguini, Augustine (Daniels et al. 2015). hENT2 forca abundant a endoteli vascular, cor, sistema
nervids central, placenta, tim, pancrees, prostata, ronyd i especialment a muscul esquelétic.

hENT3, ampliament descrit com a transportador intracel-lular, també és considerat ubic, pero

31



INTRODUCCIO

I’expressié a placenta és més elevada. De fet, els sincitiotrofoblasts sén I’anic tipus cel-lular en
quée s’ha detectat presencia d’hENT3 a dominis de membrana plasmatica apicals i basolaterals
(Govindarajan et al. 2009). hENT4 és ubic també, pero I'expressio és especialment abundant a
muscul esquelétic, sistema nervids central i principalment a cor (Molina-Arcas et al. 2009; Young

et al. 2013).

La distribucié cel-lular diferencial dels transportadors de nucleosids ha estat estudiada en teixits
epitelials, principalment fetge, ronyd, intesti, placenta i barrera hematoencefalica. Estudis amb
marcatge de fluorescencia han demostrat que I'expressié dels CNT en epitelis polaritzats esta
practicament restringida a la membrana apical (Mangravite et al. 2001; Mangravite et al. 2003;
Errasti-murugarren et al. 2007). Se suggereix que els residus 50-62 d’hCNT3 contenen la senyal
d’exportacié i modulen la insercié d’aquest transportador al domini apical de la membrana
plasmatica (Errasti-Murugarren and Pastor-Anglada 2010). Cal recordar també la variant
hCNT3ins mencionada anteriorment, localitzada a reticle endoplasmatic. La distribucié dels
hENTSs, en canvi, és més diversa. hENT4 és exclusivament de membrana apical, mentre que
hENT3 es troba en endosomes tardans, lisosomes i mitocondri. Pel que fa hENT1 i hENT2,
ambdds s’han detectat tant a membrana plasmatica com a membranes intracel-lulars. hENT1 es
troba principalment a membrana basolateral, tot i que en algun teixit com ronyé es pot detectar
a membrana apical (Mangravite et al. 2003). S’ha detectat en menor mesura a mitocondri,
lisosomes, embolcall nuclear i reticle endoplasmatic (Pisoni and Thoene 1991; Mani et al. 1998;
Lai et al. 2004). hENT2 se situa principalment al domini basolateral de la membrana plasmatica
(Mangravite et al. 2003), tot i que també s’ha descrit la preséncia tant d’'hENT2 WT com de les
isoformes d’splicing a I’'embolcall nuclear (Grafié-Boladeras et al. 2016). La preséncia d’"hENT1,
hENT2 i també hCNT3ins en compartiments intracel-lulars demostren que les families SLC28 i
SLC29 estan implicades en la mobilitzacidé de nucledsids entre compartiments intracel-lulars. Per
tant, la distribucié asimetrica dels transportadors en el mateix tipus cel-lular genera un flux
vectorial de nucleosids en el si de les cél-lules i, en segons quin cas, del teixit (Molina-Arcas et
al. 2009; Pastor-Anglada et al. 2018). La direccionalitat ve marcada pel fet que a la cara apical
de manera general hi ha els CNTs, d’alta afinitat i unidireccionals, que promouen I’entrada de
nucleosids a dins la cél-lula. En canvi els hENTs estan localitzats a la membra basolateral. Sent
bidireccionals i de menor afinitat, I'entrada o sortida de nucleosids sera determinada per la

concentracid relativa d’aquests en l'interior o exterior de la cel-lula.

A ronyo s’ha detectat I'expressio dels tres transportadors concentratius aixi com d’hENT1 i

hENT2. Els tres hCNT s’expressen al tubul contornejat proximal i al tubul distal, que sén
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segments implicats en la reabsorcio (Pastor-Anglada et al. 2007). hENT1, a més, ha estat detectat

a la cara apical de les cel-lules epitelials del segment proximal (Damaraju et al. 2007) (Figura 7).
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Figura 7. Representacié esquematica de la localitzacié subcel-lular d’hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1 i
hENT2. S’indiquen les distribucions a enterocit, cél-lula del tubul renal i hepatocit. Adaptat d’Errasti-
Murugarren et al. 2010.

A intesti, la distribucio cel-lular dels transportadors emfatitza la importancia dels nucleosids de
la dieta en I’'homeostasi de nucleotids. Es considera que els hCNTs es troben a la membrana
apical i els hENTs a la membrana basolateral (Figura 7), tot i que la preséncia d’hENT2 a aquesta
membrana és dubtosa (Young et al. 2013); d’aquesta manera el flux vectorial afavoreix I’absorcié
dels nucleosids. A I'intesti, a més, es creu que el flux vectorial és intratissular. hCNT1 i hCNT2
son abundants als enterocits, fent la funcié d’absorcid. Sembla que hENT1 i hENT2 sén més
abundants a les cel-lules de la cripta. En aquest context s’associa els hCNTs a enterocits
totalment diferenciats. Els hENTs presentarien una doble funcié: per un cantd, als enterocits,
regularien I'exportacio de nucleosids i nucleobases a la membrana basolateral; per altra banda,
I’expressié més elevada a cel-lules de la cripta probablement estaria relacionada amb fenomens
de proliferacié (Pastor-Anglada et al. 2018). Altres estudis dels transportadors de nucleosids al

llarg del tracte intestinal demostren que els tres hCNT estan distribuits al llarg de I'intesti seguint
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un gradient proximal-distal (Molina-Arcas and Pastor-Anglada 2009). Tant és aixi que estudis
funcionals demostren la presencia d’hCNT1 i hCNT2 al jeju, pero no hCNT3. L'accessibilitat a les
dades online ha permes entendre aquest gradient d’expressié a nivell d’'mRNA gracies a EMBL-
EBI Expression Atlas, revisat a Pastor-Anglada et al. 2018. Dels tres transportadors concentratius,
hCNT3 presenta una expressié més constant al llarg del tracte, mentre que hCNT1 i hCNT2
presenten expressio més elevada a duodé i intesti prim (Figura 8). En canvi, els hENTs
(especialment hENT1) sén més abundants a esofag i estdmac (Figura 8), suggerint un possible

rol compensatori entre hENTs i hCNT1 i hCNT2 (Pastor-Anglada et al. 2018).
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Figura 8. Expressi6 d’'mRNA d’SLC28A1, SLC28A2, SLC28A3, SLC29A1 i SLC29A2 al llarg del tracte
gastrointestinal. Adaptada de Pastor-Anglada et al., 2018.

La distribucid a fetge és diferent a les descrites anteriorment. Cal considerar que el fetge és
I’0rgan que contribueix de manera majoritaria a la sintesi de novo de purines i pirimidines, de
manera que suposa una font de nucleodsids independent de dieta per aquells teixits que no
poden fer sintesi de novo. De I'expressio dels transportadors de nucleodsid al fetge en destaca
qgue ’'mRNA d’SLC28A3 és molt minoritari en comparaciéo amb SLC28A1 i SLC28A2 (Govindarajan
et al. 2009). De fet, I'expressié d’hCNT3 que hi pugui haver a fetge s’associa a macrofags infiltrats
i no a hepatocits. Pel que fa als altres transportadors, es distingeixen dos dominis. Per un canto,
a la membrana sinusoidal hi ha els transportadors de nucleosids que afavoreixen la sortida dels

nucleosids formats per sintesi de novo. Alhora, també permeten la captacié dels nucleosids i
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nucleobases fisiologics. Aixi, \CNT1 i hCNT2 participen de I'absorcié de nucledsids, mentre que
hENT1 i hENT2 faciliten I'entrada o sortida en funcié de les concentracions internes de
nucleosids (Figura 7). Per altra banda, hCNT1 i hCNT2 presents a la membrana canalicular
s’encarreguen de la recaptacié de nucleodsids cap a I’hepatocit. hENT1, de forma similar que a la
membrana sinusoidal, permet I'entrada o sortida de nucleosids en funcié de la concentracio
relativa de nucleosids a la membrana oposada (Figura 7) (Govindarajan et al. 2009; Young et al.

2013).
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3. Associacio dels transportadors de nucleosids a la patologia

3.1 Paper farmacologic dels transportadors de nucleosids: analegs de nucleosids

Els analegs de nucleosids i nucleotids son compostos sintetics amb modificacions quimiques que
han estat desenvolupats per a mimetitzar els nucleosids naturals. Aquests analegs han estat
emprats com a farmacs per a tractar tumors solids, malalties limfoproliferatives, infeccions virals
i algunes malalties inflamatories com Crohn o artritis reumatoide (Minuesa et al. 2011; Jordheim
et al. 2013). Els transportadors de nucleosids sén d’importancia vital en I'Gs dels analegs de
nucledsids com a farmac, ja que de manera similar als nucleosids, permeten I'entrada dels
analegs a la cél-lula. Tanmateix, les modificacions quimiques dels analegs poden alterar la seva
capacitat d’interaccié amb aquests transportadors (revisat a Cano-Soldado and Pastor-Anglada
2012). Per exemple, els farmacs antivirals als quals els manca el 3’0OH de la ribosa perden la
capacitat per interaccionar amb hCNT1, de manera que aquest residu sembla ser essencial per
a la translocacid (Cano-Soldado et al. 2004). Els farmacs analegs de nucleosids tenen poca
bioassequibilitat oral, de manera que la majoria sén administrats per via intravenosa — excepte

els aprovats per la FDA per a I'administracio oral: 6-mercaptopurina, capecitabina i fludarabina.

El mecanisme d’acciod dels analegs de nucleosid per tractar tumors és forca comu per a tots ells.
El farmac, a I'entrar a la cel-lula, interacciona amb els enzims del metabolisme de purines o
pirimidines (segons el cas), i és convertit en analeg de nucleotid. Aquests poden ser incorporats
als acids nucleics i, en molts casos, inhibeixen els enzims implicats en la sintesi del DNA, amb el
conseqlient dany a la doble helix i induccid de I'apoptosi (Parker 2009). Les diferéncies entre els
diferents analegs rauen normalment en la diferent capacitat de cadascu d’interaccionar amb els
enzims del metabolisme de purines i pirimidines. Els analegs emprats per tractament tumoral
estan recollits a la Taula 4. Generalment, els analegs de purina sén més habituals per a tractar
cancers hematologics, mentre que els analegs de pirimidina sén més eficagos contra tumors

solids (Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015).

Els analegs de nucleosids emprats com a farmacs antivirals sdn estructuralment més diversos
que els antitumorals, ja que poden ser nucleosids, nucleotids o nucleosids aciclics (De Clercq and
Holy 2005). La forma d’actuar és diferent també: inhibeixen les DNA polimerases i les
transcriptases reverses virals. La Taula 5 recull els farmacs emprats per al tractament antiviral
(Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015). Cal destacar, en aquest cas, que alguns dels farmacs no
son transportats exclusivament per les families SLC28 i SLC29. La familia SLC22 codifica
transportadors de cations organics, i esta composta per 22 membres que s’organitzen segons

homologia de seqiiencia en hOCTs, hOATs i hOCTNs. Aquests transportadors son molt rellevants
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per la seva capacitat de transportar un ampli rang de farmacs. Els analegs de nucledsids antivirals
poden ser transportats per algun membre de la familia SLC22, pero a més alguns farmacs com

abacabir o zidovudina soén inhibidors d’hOCT1, hOCT2 i hOCT3 (Minuesa et al. 2009).

Les tiopurines, com la 6-mercaptopurina i la 6-tioguanina, sén un altre tipus d’analeg de
nucleosids que s’utilitza per al tractament de malalties inflamatories intestinals i patologies
reumatoides. Sembla que part de la seva funcié immunosupressora procedeix de la induccié de
I'apoptosi en limfocits (Bar et al. 2013; Friedman et al. 2014). Les tiopurines esmentades sén
analegs de nucleobase, com el 5-fluorouracil emprat per a tractament antitumoral. Tot i que no
hi ha evidéncies respecte a la capacitat dels hCNTs de transportar nucleobases naturals, alguns
estudis relacionen la resisténcia a aquests analegs a I'expressié reduida d’hCNT1, hCNT2 i hCNT3

(Gloeckner-Hofmann et al. 2006; Peng et al. 2008).

FARMAC TRANSPORTADOR REFERENCIA

Patologies limfoproliferatives

hCNT3, hENTL, hENT2 (Fotoohi et al. 2006; Yao et

Mercaptopurina

al. 2011)

(Smith et al. 2004; Clarke et

Citarabina hCNT1, hENT1, hENT2 al. 2006)

Fludarabina hCNT2, hCNT3, hENT1, hENT2 (King et al. 2006)

Pentostatina hENT1, hENT2 (Wiley et al. 1991)

Cladribina hCNT2, hCNT3, hENT1, hENT2 (King et al. 2006)

Azacitidina hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1, hENT2, (Rius et al. 2009; Damaraju
hENT3, hENT4 et al. 2012)

Clofarabina hCNT2, hCNT3, hENT1, hENT2 (King et al. 2006)

Nelarabina (AraG)!

(Damaraju et al. 2012;

Decitabina Arimany-Nardi et al. 2014)

hENT1, hENT2

Tumors solids

(Lang et al. 2001; Smith et al.
2004; Hu et al. 2006)
(Mackey et al. 1999; Hu et al.
2006; Govindarajan et al.
2009)

Floxuridina hCNT1, hCNT2, hCNT3

Gemcitabina hCNT1, hCNT3, hENT1, hENT2, hENT3

Capecitabina
(5-DFUR)?

(Kobayashi et al. 2005; Yao

5-Fluorouracil etal. 2011)

hENT1, hENT2, hOAT2

Taula 4. Analegs de nucleosids emprats per tractaments antitumorals. 1:Nelarabina és un pro-farmac
d’AragG, el qual és translocat per hENT1 i hENT2 (Prus et al. 1990). 2: Capecitabina és un pro-farmac de 5-
DFUR, el qual és translocat per hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1 i hENT2 (Lang et al. 2001; Mata et al. 2001;
Molina-Arcas et al. 2006; Errasti-murugarren et al. 2007). Adaptada de Pastor-Anglada and Pérez-Torras
2015.
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FARMAC VIRUS  TRANSPORTADOR REFERENCIA
(Jarvis et al. 1998; Patil et al. 1998; Hu
et al. 2006; Govindarajan et al. 2009;
Fukuchi et al. 2010)

Sofosbuvir VHC hOATP1B1 (Furihata et al. 2014a)

(Cihlar et al. 1999; Cihlar et al. 2001;

hCNT2, hCNT3, hENT1,

Ribavirine VHC hENT2

Adefovir VHB hOAT1, hOAT3 Uwai et al. 2007)
Entecavir VHB hOAT1, hOAT3, hPEPT1  (Xu et al. 2013; Xu et al. 2014)
Telbivudine VHB
- VIH, hENT3, hOCT1, hOCT2, (Jung et al. 2008; Govindarajan et al.
Lamivudine .
VHB hOCT3 2009; Minuesa et al. 2009)
Tenofovir x::lé hOAT1, hOAT3 (Cihlar et al. 2001; Uwai et al. 2007)
VIH,

Emtricitabine hOCT1, hOCT2, hOCT3 (Minuesa et al. 2009)

VHB

(Yao et al. 2001; Takeda et al. 2002;
Cano-Soldado et al. 2004; Smith et al.
2004; Baldwin et al. 2005; Hu et al.
2006; Minuesa et al. 2009)

(Rlteel et al. 1998; Ritzel et al. 20013;
Yao et al. 2001; Baldwin et al. 2005;
Hu et al. 2006)

hCNT3, hENT1, hENT2, (Ritzel et al. 2001a; Yao et al. 2001;
hOCT1, hOCT2 Baldwin et al. 2005; Jung et al. 2008)
(Cano-Soldado et al. 2004; Hu et al.

hCNT1, hCNT3, hENT2,
Zidovudine VIH hENT3, hOAT1, hOAT2,
hOAT3, hOAT4

hCNT2, hCNT3, hENT1,

Didanosine VIH hENT2, hENT3

Zalcitabine VIH

i VIH hCNT1, hCNT3, hENT
Stavudine CNTL, hCNTS, 3 2006; Govindarajan et al. 2009)
Abacavir VIH hOCT1, hOCT2, hOCT3 (Minuesa et al. 2009)
Aciclovir Herpes  hOCT1, hOAT1, hOAT2 (Takeda et al. 2002; Cheng et al. 2012)

Penciclovir Herpes hOAT1, hOAT2, hOAT3 (Cheng et al. 2012)
Famciclovir®  Herpes

Ganciclovir Esﬂr\r;es, hOCT1, hOAT1, hOAT2  (Takeda et al. 2002; Cheng et al. 2012)
Valaciclovir Esﬂr\rjes, hPEPT1, hPEPT2, (Ganapathy et al. 1998; Hatanaka et
£BV ATB(0,+) al. 2004)
Cidofovir (@\Y\Y; hOAT1, hOAT3 (Cihlar et al. 1999; Uwai et al. 2007)
. . hPEPT1, hPEPT2, (Sugawara et al. 2000; Umapathy et al.
Valganciclovir CMV ATB(0,+) 2004)

Taula 5. Analegs de nucleosids emprats com a tractaments antivirals. 1: Famciclovir és un pro-farmac de
Penciclovir. VHC: Virus de I'Hepatits C; VHB: Virus de I'Hepatitis B; VIH: Virus de la Immunodeficiéncia
Humana; CMV: Citomegalovirus; EBV: Virus Epstein-Barr. Adaptada de Pastor-Anglada and Pérez-Torras
2015.

3.2 Transportadors de nucleosids directament associats a fenotips patologics
El metabolisme de purines i pirimidines compren les vies de recuperacio, les vies de sintesi de
novo i les vies de degradacid, aixi com els transportadors de nucleosids. S’han descrit varies

patologies hereditaries associades a defectes en aquestes vies metaboliques. Aquestes malalties
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son categoritzades com a malalties rares, i s’"han associat a més de 30 deficiencies enzimatiques
(Jurecka 2009). La simptomatologia d’aquestes patologies sol ser variada en funcié de I'origen
de la disfuncid, perd de forma general els casos presenten anemia, immunodeficiéncia, calculs
renals, convulsions, discapacitat intel-lectual, autisme i retard de creixement (Balasubramaniam

et al. 2014).

Fins el moment no s’ha presentat cap cas de patologia associada als transportadors
concentratius de nucleodsids. En canvi, la familia SLC29 si que ha estat relacionada directament
a fenotips patologics. S’han detectat tres pacients que no expressen hENT1, els quals presenten
mineralitzacio ectopica. Tanmateix, no esta clar que les variants d’SLC29A1 estiguin associades
directament a aquest fenotip (Daniels et al. 2015). L’Unic transportador de nucleosids
directament associat a malalties hereditaries és hENT3. Mutacions a la regié codificant del gen
SLC29A3 han estat associades a sindrome H, una dermatosi de caracter hereditari autosomic
recessiu que presenta manifestacions sistemiques (Molho-Pessach et al. 2008; Bolze et al. 2012;
Huber-Ruano et al. 2012). Altres variants han estat associades a hipertricosi pigmentosa amb
sindrome de diabetis mellitus no autoimmune dependent d’insulina (PHID) (Cliffe et al. 2009),

sindrome de Faisalabad histiocitosi (FHC) i malaltia de Rosai-Dorfman (Morgan et al. 2010).

Els tumors comprenen un fenotip patologic completament diferent. Els transportadors de
nucleosids tenen un rol important en cancer degut a la seva capacitat de transportar farmacs
antitumorals analegs de nucleosids, tal i com s’ha indicat en I'apartat 3.1. A més, les cel-lules
tumorals presenten una alta taxa de proliferacio, de manera que es pensaria que els
transportadors de nucleosids tenen un paper fonamental a I’hora de mantenir la demanda de
nucleosids per a les duplicacions genomiques i altres funcions. Els transportadors equilibratius
de nucleosids estan associats a fenotips més proliferatius, i en les cel-lules tumorals es
mantenen. En canvi, 'expressié dels hCNT esta més vinculada a teixits diferenciats (Pastor-
Anglada and Pérez-Torras 2015). El procés d’oncogeénesi ha estat associat a la pérdua d’expressié
dels transportadors concentratius de nucleosids, sobretot hCNT1: en tumors ginecologics (Farré
et al. 2004), hepatocarcinoma (Zollner et al. 2005; Martinez-Becerra et al. 2012), tumors en
bufeta urinaria (Mey et al. 2006), cancer de mama (Gloeckner-Hofmann et al. 2006; Lane et al.
2010), adenocarcinoma pancreatic (Bhutia et al. 2011; Mohelnikova-Duchonova et al. 2013) i
colangiocarcinoma (Urtasun et al. 2017). Tanmateix, cal aprofundir en la relacié de la pérdua

d’hCNT1 i 'oncogenesi, donat que la majoria d’aquests estudis estan realitzats a nivell d’RNA.
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4. Funcions emergents dels transportadors de nucleosids

La majoria d’estudis realitzats sobre els transportadors de nucleosids se centren en la seva
capacitat translocadora i en mecanismes o fenotips que la regulen. Tanmateix, en els Ultims anys

s’ha proposat que els transportadors de nucleosids podrien tenir rols accessoris.

La majoria de cel-lules expressa més d’un transportador de nucleodsids. Si s’analitza el perfil
d’entrada de nucleodsids en aquestes cel-lules s’observa una certa redundancia funcional, donat
que sovint els transportadors que s’expressen presenten la mateixa selectivitat de substrats
(Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015). També cal destacar el possible rol del domini N-
terminal dels transportadors concentratius de nucleosids. Segons alineament de seqliéncies
amb ortolegs procariotes, el domini N-terminal dels hCNT és adquirit al llarg de I'evolucié. Donat
gue els ortolegs procariotes presenten capacitat de transport, se suggereix que aquest domini
N-terminal no és essencial per a la capacitat transportadora de les proteines, sind que podria

dotar-les de funcions accessories.

El concepte transceptor prové de la contraccid de transportador i receptor. El concepte va ser
encunyat al grup de Johan Thevelein I'any 1999 després del seu estudi de la permeasa general
d’aminoacids de Saccharomyces cerevisiae, Gapl. Van observar que el transportador Gap1l era
necessari per a la senyalitzacid mitjancada per PKA en cel-lules que primer havien estat
desproveides d’aminoacids i posteriorment suplementades amb aminoacids. Per tant, Gapl
integrava dues funcions: la de transportador d’aminoacids i la de receptor per a la senyalitzacio
de PKA (Donaton et al. 2003). En els segiients anys s’han trobat evidencies d’altres transceptors
en llevat relacionats amb la senyalitzacié de PKA, com els transportadors de ferro Ftrl i de zinc

Zrtl (Rubio-Texeira et al. 2010; Schothorst et al. 2017).

En primera instancia es va creure que I'existéncia de proteines amb capacitat transceptora
estava restringida a eucariotes inferiors, com llevats. No es va trigar en identificar transceptors
a altres regnes d’éssers vius. Es el cas del sensor d’alta afinitat d’aminoacids (PATH) de
Drosophila melanogaster (Goberdhan et al. 2005), o el transportador d’amoni AMT1-3 en
plantes (Rogato et al. 2010). En mamifers s’han descrit fins el moment 6 membres de la
superfamilia SLC com a transceptors. El gen SLC5A4 codifica el transportador de glucosa SGLT3,
un membre de la familia SLC5 de cotransportadors de sodi/glucosa que no havia estat
previament caracteritzat. SGLT3 presenta un 70% d’identitat d’aminoacids amb SGLT1, pero
estudis funcionals van revelar que no té capacitat de translocar glucosa tot i estar ala membrana
plasmatica. En canvi, es va veure que produia un canvi de potencial de membrana. Es va suggerir,

doncs, que SGLT3 és un sensor de glucosa (Diez-Sampedro et al. 2003). El gen SLC38A2 codifica
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el transportador d’aminoacids SNAT2. S’ha demostrat que SNAT2, en preséncia d’aminoacids,
produeix una senyal receptora de la transcripcid del mateix SNAT2, de forma analoga a Gap1l de

S. cerevisiae i PATH de D. melanogaster (Hyde et al. 2007).

Els altres casos de membres de la superfamilia SLC detectats com a transceptor han estat més
relacionats amb fenotips patologics. El primer en detectar-se va ser el gen SLC5A5, que codifica
el transportador de sodi i iodur NIS (sodium iodide symporter). Es va detectar que durant alguns
processos de carcinogenesi augmenta |'expressid d’aquest transportador i canvia la seva
localitzacié de membrana plasmatica a dominis intracel-lulars. La nova localitzacié és causada
per la interaccio del seu domini C-terminal amb la proteina LARG (Leukemia-associated RhoA
guanine exchange factor), que segresta NIS impedint que s’inserti a la membrana plasmatica.
Una variant de NIS que manca de capacitat transportadora produeix els mateixos efectes
(Lacoste et al. 2012). El transportador de monocarboxilats acoblat a sodi 1 (SMCT1), codificat
pel gen SLC5A8, presenta disminucié d’expressid en tumors. L'expressio ectopica d’'SMCT1 en
cel-lules tumorals transloca la proteina antiapoptotica survivina a la membrana plasmatica a
través d’interaccio proteina-proteina. Aquest canvi de localitzacio de la survivina indueix aturada
de cicle cel-lular i apoptosi. Els efectes d’SMCT1 sén independents de transport
(Coothankandaswamy et al. 2013). El gen SLC6A4 codifica el transportador de serotonina.
S’havia hipotetitzat que la serotonina estava implicada en el procés patogenic de malalties
autoimmunitaries i inflamacions croniques. Un estudi va revelar que els efectes no sén causats
per la serotonina per se sind que és el transportador SLC6A4 el que provoca les desregulacions

que duen a aquests processos patogenics (Tanaka et al. 2014).

S’ha descrit que hCNT1 també és un transceptor. Tal i com s’ha exposat anteriorment,
I’expressié d’hCNT1 esta associada a diferenciacié, mentre que en tumors és reduida. Les linies
cel-lulars tumorals no presenten activitat d’hCNT1, a nivell proteic és indetectable i els nivells de
MRNA estan disminuits dramaticament. La restitucié d’hCNT1 a linies cel-lulars tumorals
produeix una alteracié de I'estat de fosforilacié de quinases intracel-lulars, com Akt, redueix la
migracid cel-lular, redueix la progressid del cicle cel-lular i promou la hiperactivacié de PARP.
Finalment, s’indueix una mort cel-lular per una via que no és apoptosi. A més, la restitucio
d’hCNT1 és capag de reduir el creixement tumoral en models de ratoli d’adenocarcinoma
pancreatic. Tots aquests efectes no es poden explicar simplement per I'increment de I'entrada
de pirimidines a les cel-lules, ja que també han estat observats en restituir-se |’expressio
d’hCNT1S546P, la variant d’'hCNT1 que s’inserta a membrana plasmatica perd no presenta
capacitat translocadora. Per tant, se suggereix que els efectes provenen de la capacitat d’"hCNT1

com a sensor (Pérez-Torras et al. 2013).
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TRANSPORTADOR TRANSCEPTOR

citoplasma

Figura 9. Esquema representatiu de la comparativa entre transportador i transceptor. Adaptada de
Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2018.

Fins el moment, es desconeix si hCNT2 i hCNT3 son transceptors, pero no es descarta que ho
puguin ser (Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2018). Tal i com s’ha mencionat anteriorment,
hCNT2 interacciona amb Aldolasa B i GRP58; aquest fet podria relacionar hCNT2 amb el
metabolisme energétic (Huber-Ruano et al., 2010). Per altra banda, hCNT2 i hCNT3 presenten
capacitat de translocar adenosina, de manera que podrien ser sensors d’adenosina. S’ha vist en
models de cervell de rata que en situacions d’increment d’adenosina, rCNT2 esta disminuit
(Guillén-Gomez et al. 2004; Medina-Pulido et al. 2013). A més, |'adenosina transportada per
CNT2 pot activar AMPK en varis models cel-lulars (Aymerich et al. 2006). Addicionalment, rCNT3

en colangiocits esta regulat pel receptor d’adenosina A2AR (Godoy et al. 2014).

Pel que fa els transportadors equilibratius de nucleosids, no es descarta la seva inclusié a la
categoria de transceptors. Per hENT1, els efectes que es podrien relacionar amb funcions més
enlla del transport estan relacionats amb la internalitzacié d’adenosina. Aixi, la inhibicié d’ENT1
o la baixa expressié d’aquest transportador contribueixen a la cardioproteccio per augment dels
nivells d’adenosina circulants (Rose et al. 2010; Ramadan et al. 2014). L’alteracié de |'expressio
d’ENT1 a sistema nerviés central produeix canvis de comportament associats a desordres
d’addiccié en models de ratoli, com excés d’ingesta d’alcohol (Nam et al. 2011; Nam et al. 2013).
Altres canvis en el SNC estan relacionats amb I'alteracid de la funcié astrocitica (Hinton et al.
2014). Finalment, s’ha postulat el gen SLC29A1 com a possible biomarcador de la malaltia de
Huntington, ja que s’ha detectat augment de I'expressié a nivell de mRNA (Guitart et al. 2016).
Per hENT2, a I'apartat 2.3.1 s’ha descrit I'existéncia de dues variants d’splicing del gen SLC29A2.
Aguestes dues variants, juntament amb hENT1, han estat identificades com a elements clau del
control de pools de nucleosids i nucleotids per a la sintesi de DNA i la progressio del cicle cel-lular

(Grafié-Boladeras et al. 2016).
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OBJECTIUS

Els transportadors de nucleodsids tenen un paper clau en la recuperacié de nucleosids
extracel-lulars. En molts teixits s’expressen alhora els transportadors concentratius de
nucleosids (hCNT, familia génica SLC28) i els transportadors equilibratius de nucleosids (hENT,
familia génica SLC29), el que suggeriria una aparent redundancia funcional. L'expressié dels
transportadors de nucleodsids s’ha vist alterada en diversos tipus de tumors. Concretament, s’ha
descrit que en diferents tipus de cancer I'expressid dels transportadors concentratius de
nucleodsids disminueix, sobretot hCNT1. Tenint en compte que es tracta d’'un context en que
s’esperaria una alta demanda de nucleosids per satisfer les taxes de proliferacio, aquesta perdua
d’expressid dels hCNTs podria anar lligada a altres funcions més enlla de la translocacié de
nucleosids. En aquest sentit, s’ha descrit que hCNT1 és un transceptor, ja que la seva restitucié
en models tumorals activa vies de senyalitzacié i produeix una série de canvis de caracter

supressor de tumors que sén independents de la seva capacitat de transport.

Amb aquests antecedents s’hipotetitza que la pérdua d’expressié d’hCNT1 es produiria en un
pas primerenc de la carcinogenesi. Les cel-lules esdevenen tumorals com a conseqiiéncia
d’alteracions genetiques i epigenetiques, les quals comporten canvis d’expressié d’elements que
regulen la proliferacié i la mort cel-lular, entre altres. La regulacié d’hCNT1, doncs, podria estar

inclosa en aquest procés complex.

Aixi doncs, 'objectiu principal d’aquesta tesi és elucidar els mecanismes de regulacié de

d’hCNT1, des de nivell proteic fins a I'estudi de la regulacid transcripcional del gen SLC28A1.
Els objectius concrets del projecte sén els seglients:

1. Caracteritzar la proteina hCNT1
1.1. Estudiar el primer cas clinic en qué hCNT1 s’associa a patologia
1.2. Analitzar I'interactoma d’hCNT1 com a element regulador
2. Elucidar la regulacid de I'expressié dels membres de les families SLC28 i SLC29
2.1. Determinar la implicacié de I'epigenetica en la regulacié de I'expressié dels gens
que codifiquen els transportadors de nucleosids
2.2. Identificar els factors de transcripcié implicats en la regulacié dels transportadors

de nucleosids
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1. PCRitecniques derivades

La Polymerase chain reaction (PCR) és la tecnica emprada per a I'amplificacié de DNA in vitro
(Mullis et al. 1992). La metodologia es basa en un seguit de cicles repetitius d’oscil-lacié termica,
els quals presenten tres fases que permeten la desnaturalitzacié del DNA, la unié dels primers
(o encebadors) i la replicaciéd enzimatica del DNA. El material necessari per a dur-la a terme
consta de DNA motlle, un enzim termoestable amb activitat DNA polimerasa, dNTPs, un parell

de primers dirigits a la seqlieéncia diana i el tampd de reaccio.

Excepte per la seqlienciacid (apartat 1.4) i per la prova de micoplasma (apartat 3.1.3.), la
polimerasa emprada en aquesta tesi és la Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher

Scientific).

Degut a I'alta sensibilitat de la PCR, és vital evitar la contaminacié mitjancant I'Us de material
autoclavat i solucions esteérils. La preparacié de la reaccié ha de ser en gel. L'ordre d’addicio dels
reactius també és important, ja que la Phusion té també activitat 3’-5’ exonucleasa i podria

degradar els primers en abséncia de dNTPs. Components:

- H,0: fins a 20 o 50uL, segons el volum final de reaccio.

- Tampod de reaccio 5X. Per defecte, HF.

- 200uM de cadascun dels dNTPs.

- 0,5uM de primer forward i 0,5uM de primer reverse.

- DNA motlle. La quantitat depén de la complexitat d’aquest. Els plasmidis o els BAC sén
considerats DNA de baixa complexitat i se’n necessiten entre 1pgi 10ng (reaccié de 50uL).
Pels de major complexitat, calen 50-250ng. Si el motlle és el cDNA, el volum no pot excedir
el 10% del volum final de PCR; en el nostre cas, hi posem 2uL, que sén 100ng de cDNA
(50ng/pL).

- 0,02U/uL de Phusion.

La reaccidé consisteix en 25-35 cicles, a més d’una desnaturalitzacid inicial (30” a 982C) i una
extensié final (5-10min a 7229C). Els cicles comprenen per desnaturalitzacié (10” a 982C),
anellament (30”) i extensid (722C). La temperatura d’anellament depén de la parella de primers;
per calcular-la s’empra I'’eina Tm calculator de Thermo Fisher. El temps d’extensié depen de la

llargada i la complexitat del fragment a amplificar; generalment, 30 segons/kb.

En el cas d’aquesta tesi, la PCR estandard s’ha emprat per detectar el DNA de promotor

immunoprecipitat en la técnica ChlIP (veure apartat 7.2).
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1.1 Introduccio de dianes de restriccio

Per tal que els inserts d’interés puguin ser clonats en un vector d’expressid, cal que estiguin
flanquejats per dianes de restriccio. Les dianes es col-loquen a I’'extrem 5’ en cada primer (sentit
5’-3’). A més, cal afegir nucleosids necessaris a I'extrem per tal que I'endonucleasa funcioni
correctament (el nombre depen de I'enzim — es pot consultar a New England Biolabs
https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/cleavage-close-to-the-
end-of-dna-fragments). S’escullen les endonucleases en funcid de la no preséncia de dianes al
nostre insert, que estiguin al MultiCloning Site (MCS) del vector, i idealment que siguin diferents
per cada primer i en ordre 5’-3’ dins el MCS per assegurar I'orientacié adequada de l'insert. Aixi
doncs, el primer constara d’una regié no homologa (diana de restriccié i nucleotids necessaris

per a la digestid) i d’una regié homologa de minim 20 kb per afavorir I'anellament correcte dels

primers i la seqiéncia a amplificar. La Taula 6 conté els primers emprats en aquesta tesi.

Primer Seqiiéncia (5’-3’) Diana de restriccid
Promotor de SLC28A1

hCNT1 -2461 fw TAGCTCGAGACCTATAATAGACAGGGACAT Xhol
hCNT1 -1069 fw TAGCTCGAGCCAGGTTTAGGAGAGAAGAAT Xhol
hCNT1 TSS rv CAGAAGCTTTGGGCCCTAATCTCTACAACA Hindlll
hCNT1 +746 rv CGGAAGCTTTATTCATTTTCCAATAGGGGA Hindlll
hCNT1 ATG rv CGGAAGCTTGTCCCAGACCTTCCAGCTGAA Hindlll
hCNT1 +746 fw TAGCTCGAGTCCCCTATTGGAAAATGAATA Xhol
hCNT1 +1695 rv CAGAAGCTTGCCAGGCTGTTAGCTTTTTGC Hindlll
hCNT1 down Fw ATTCTCGAGTGGGGAAAGGAGGCCATGGGAA Xhol
hCNT1 down Rv CGGAAGCTTAGAGGGAAGCACACGTCTCTGT Hindlll
Promotor de SLC28A2

hCNT2 fw -3695 GCTACGCGTTCTCAAGTCCTGCTGCTACTGGT Mlul
hCNT2 fw -742 GCTACGCGTTGTCCTCACACGGAAAACGGT Mlul
hCNT2 ATG rv CTACCCGGGCTCCTGTTCTCCTCAACTGAAA Smal
hCNT2 TSS rv CAACCCGGGGAAAAGCTCAGCTGCGAGGGAG Smal
Factors de transcripcio

KLF6 fw TCAAAGCTTATGGACGTGCTCCCCATGTG Hindlll
KLF6 rv ATTCTCGAGTCAGAGGTGCCTCTTCATGTGCAG Xhol
Ikaros fw ACGAAGCTTATGGATGCTGATGAGGGTCA Hindlll
Ikaros rv CTGCTCGAGTTAGCTCATGTGGAAGCGGT Xhol
HNF1A fw TACGAAGCTTATGGTTTCTAAACTGAGCCAGCTGC Hindlll
HNF1A rv GTGAATTCTTACTGGGAGGAAGAGGCCATCTG EcoRl
HNF1B fw TACGAAGCTTATGGTGTCCAAGCTCACGTCGCT Hindlll
HNF1B rv ATGAATTCTCACCAGGCTTGTAGAGGACACT EcoRl
RNF41

RNF41 fw GGGGTACCATGGGGTATGATGTAACCCGTTTC Kpnl
RNF41 rv CGGAATTCTTATATCTCTTCCACGCCATG EcoRl

Taula 6. Primers dissenyats per a la clonacié dels fragments de promotor putatiu de SLC28A1, promotor
putatiu de SLC28A2, de factors de transcripcié i de RNF41. Els nucleotids subratllats corresponen a la
diana de restriccié, indicada a I'Gltima columna. Els nucleotids homolegs al clon es troben a 3’ de la diana.
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1.2 PCR de mutageénesi dirigida

S’ha emprat la DNA polimerasa Phusion per realitzar la mutagenesi dirigida en quatre casos.
Primer, per introduir les substitucions corresponents a les variants d’"hCNT1 estudiades. En
segon lloc, per mutar la lisina 19 (K19) d’hCNT1. En tots dos casos els canvis de nucleotids han
estat introduits en un dels dos primers, el forward. El tercer cas de mutagenesi dirigida ha estat
per delecionar possibles zones repressores del promotor putatiu de SLC28A1. Per ultim, s’han
generat les variants d’splicing de KLF6, KLF6-svl i KLF6-sv2. Ambdues variants difereixen de
KLF6-FL per la manca d’un segment de CDS continu, de manera que s’ha delecionat en cada cas
el fragment corresponent. L’estratégia en aquest cas consisteix en dissenyar els primers
homolegs a les seqliéncies flanquejants al fragment que es vol delecionar, de manera que no

s’amplifica.

Seqiiéncia (5’-3’)

Variants d’hCNT1

R510C fw CAAGCAATGCCGCCTGGCAGGGGCCGAG
R510C rv CTGCCAG GCGGCATTGCTTGTACTTGGAGA
R561C fw GGTCCCCCAACAGAAGAGCGACTTCTCC
R561C rv CGCTCTTCTGTTGGGGGACCATGGAGGT
hCNT1K19

K19 rv ATGGACTCTCTTCGTCTCGAGGGGTCGT
K19R fw CTCTCTCACACCTGTGGCCAGAGGTCTG
K19T fw CTCTCTCACACCTGTGGCCACGGGTCTG
Del K19 fw CTCTCTCACACCTGTGGCCGGTCTGGAG
Delecions de fragments de promotor

DEL YY1 BS1 fw GAAACCCCATCTCTACTAAAAATAC
DEL YY1 BS1rv GTCAGGCTGGTCTCGAACTTCCAA
DEL YY1 BS2 fwl GGGAGATAGAGAAAGATGCAAAATG
DEL YY1 BS2 fw2 GGAGGCCATGGGAAGGAAGGAGGGG
DEL YY1 BS2 rv AACAGCAACCAATTTTCCTGTGCTGGA
Variants d’splicing de KLF6

KLF6 SV2 rv GCTTCCCCGAAGTCCCGCTGCGCA
KLF6 SV2 fw CAGGAGAAAAGCCTTACAGATGCTC
KLF6 SV1 rv TCCCTGGCGAGGGCAGCTCC

KLF6 SV1 fw AGGAGAAAAGCCTTACAGATGCTC

Taula 7. Primers dissenyats per a la generacié de constructes luciferasa amb fragments delecionats, les
variants d’splicing de KLF6, les variants d’hCNT1 i mutacions d’hCNT1K19. S’indiquen en gris les
substitucions realitzades.

En tots els casos, per tal de poder lligar el producte de PCR, cal que els primers forward i reverse
estiguin fosforilats a I'extrem 5’. La fosforilacid dels primers s’ha dut a terme mitjangant I'enzim

T4 Polynucleotide Kinase (PNK, New England Biolabs). La PNK permet fosforilar com a maxim
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50pmol de 5’termini. Es calcula la quantitat de mols de primer corresponents a 50pmol de

5’termini mitjancant les formules seglients:

1 pg 20mer = 150 pmol 5 termini

png ssDNA 103ng 3

030
Nb 1lug

pmol ssDNA =
Per tant, la llargada del primer sera el que determinara la quantitat de primer a fosforilar.

Cada primer és fosforilat per separat. La reaccié consisteix en una incubacié de 20 minuts a 372C
i 10 minuts a 752C per inactivar I'enzim. Es prepara amb un volum final de 20uL, al qual s’hi
afegeixen tampd A 10X, ATP a concentracid final 1mM, el corresponent volum de primer, 10 U
de PNK i la resta, aigua. Els primers son utilitzats directament per la PCR subseqlient. Aquesta
PCR és lleugerament diferent a les convencionals. Primer, perqueé s’utilitzen només 10pmol de
cada primer, ja que d’altra manera s’arrossega massa proporcio de la reaccidé de fosforilacio i
aixo pot interferir en el rendiment de la PCR. Segon, la mescla de dNTPs només conté dTTP, dCTP

i dGTP, ja que el dATP estara inclos en el volum dels primers i un excés podria impedir la PCR.

1.3 Seqiienciacié

Les seqiienciacions realitzades en aquesta tesi segueixen el metode de Sanger. S’empren
dideoxinucleotids mancats del grup 3’hidroxil i marcats amb fluorescéncia, que en ser
incorporats a una cadena creixent de DNA la formacié d’aquesta s’atura. Per tant, en funcié de
quan s’hagin incorporat els dideoxinucleotids, les cadenes tindran mides variables. La mescla de
cadenes és separada mitjangant electroforesi capil-lar, i I'excitacié dels dideoxinucleotids amb
un laser produeix I'emissié de fluorescencia. Com que cada dideoxinucleotid esta marcat amb
un color diferent (G, T, Ci A), es genera un electrofluorogram del qual se n’obté la seqiiéncia de

DNA.

S'utilitza el kit de seqlienciacié Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v3.1
(Applied Biosystems). La reaccié es fa a un volum final de 20uL i conté Big dye sequencing buffer

5X, 1,25uM de primer (Taula 8), 100ng/kb DNA motlle i 1uL de Ready reaction mix.

La reaccid consta de 25 cicles, a més de les fases de desnaturalitzacid inicial (5 minuts a 9629C) i
extensié final (15 minuts a 602C). Els cicles presenten desnaturalitzacié (10” a 962C), anellament
(5” a 509C) i extensio (4 minuts a 602C). El producte de PCR és enviat a la unitat de Genomica
del Centres Cientifics i Tecnologics de la Universitat de Barcelona. Els resultats obtinguts son
comparats amb la seqliencia original mitjancant I'eina bioinformatica Emboss Needle Pairwise

sequence alignment (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html).
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Primer Sequéncia (5’-3’)

Externs de vectors

CMV fw (pcDNA3.1)

CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

BGH rv (pcDNA3.1) TAGAAGGCACAGTCGAGG
RLprimer3 fw (pGL3basic) CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
GLprimer2 rv (pGL3basic) CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA

pEGFPN3 rv CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG
hCNT1

hCNT1 intern fwl TACGCAGTGTCCTGGA
hCNT1 intern fw2 GACATGGTGGACATCCA
hCNT1 intern fw3 ACAGAACCAGGATTCATTGC
hCNT1 intern fw4 ACAGAACCAGGATTCATTGC
hCNT1 intern rvl TTCCTGTTGCCGACCCA
hCNT1 intern rv2 GCAATCAGGTTGGCAGCGAT
hCNT1 intern rv3 GCAATCAGGTTGGCAGCGAT
Promotor de SLC28A1

Seq CNT1 fwl GACCTGTTAACCGCAAATACG
Seq CNT1 rvl CAGTTAGGCTGACATACTCAG
Seq CNT1 fw2 AGGTTGCAGTGAACCGAGCT
Seq CNT1 rv2 ACCACTATTGAGTTTGTGTGGC
Seq CNT1 fw3 CAAGGGTGAGAGAAAAGGACA
Seq CNT1 rv3 CTACCTGCTTTTCCACTTTGC
Seq CNT1 fw4 CTCTTCTGACAGTTCTTGTGC
Seq CNT1 rv4 CCACCTCCTGTTTTAGGGAAT
Seq CNT1 fw5 TAAAATTCGCCCTGCCTGGT
Seq CNT1 rv5 ACAAAATGGAAGGCCGAGTC
Seq CNT1 fwé6 CATCTGACGGGATTCACAACA
Seq CNT1 rv6 AAGTGCTGGGATTACAGGCA

Seq CNT1 fw7

AGGTAGAGTCTTGCTCTGTGGCTA

Seq CNT1 rv7

AGAGTTCCGCACACTGTTGAGAG

Seq CNT1 fw8

GCTGGATGGTGAGGGAAATTA

Seq CNT1 rv8

ATGCCTGCACTCCCAGCACTTTG

Seq CNT1 fw9

TAGCTGGGACTACAGGCACCT

Promotor de SLC28A2

Seq CNT2 fwl GCTAACTTGCTTACCTTACAGGA
Seq CNT2 rvl CTAAGCTATTTCTGGGCTGC
Seq CNT2 fw2 GGGTTTCACCATGTTGGCTA
Seq CNT2 rv2 CTCATGCCTGTACTCCCAGA

Taula 8. Primers dissenyats per a la seqlienciacié dels clons indicats. Els primers “Externs de vectors” son

comercials.
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2. Biologia molecular

En aquest apartat s’indiquen les técniques emprades per a I'amplificacié i purificacié del DNA
plasmidic. Cal recalcar que quan es treballa amb bacteris competents, es fa sempre en
condicions d’esterilitat mitjancant la flama d’un encenedor Bunsen. A més, tot el material és

préviament autoclavat i només es pot obrir al costat de la flama.

2.1 Clonacio en un vector

2.1.1 Vectors emprats

En aquesta tesi s’Than emprat diferents tipus de vector en funcié de I'Gs. En tots els casos es

tracta de vectors que repliquen en bacteris.
Vectors plasmidics

S’escull el vector en funcio de I'Us posterior. Es poden classificar els vectors emprats en dos tipus:

- Vector d’expressio.

e pcDNA3.1(+) (Clontech). Vector d’expressid a mamifers resistent a ampicil-lina, de
5,4 kb. Presenta el promotor de citomegalovirus (CMV) abans del MCS, que garanteix
una alta expressio de I'insert. Després del MCS, hi ha una senyal de poliadenilacié de
I’'hormona de creixement bovina (BGH) i seqliéncia de finalitzacid de la transcripcio,
amb I'objectiu d’aconseguir un mRNA altament estable. En aquesta tesi s’"ha emprat
per aclonar hCNT1 i els seus mutants (Kpnl + Xbal), KLF6 i les seves variants d’splicing
(Hindlll + Xhol), RNF41 (Kpnl + EcoRlI), HNF1A (Hindlll + EcoRI), HNF1B (HindlIll + EcoRl)
i Ikaros (HindlIl + Xhol).

=0 = >
GeaR-IzZzR——=-==3
QU=TSCEXx X2 omegod
(+) cEc£855238R828 3¢
i Zoa<I<KXXoOwWwoZX XO0<<a

Figura 10. Esquema representatiu del Multicloning site del vector pcDNA3.1.

- Vector amb un gen reporter. El gen reporter es troba immediatament després o abans del
MCS, de manera que el producte final és una quimera entre l'insert i el gen reporter. En
aquesta tesi se n’empren dos:

e pGL3-basic (Promega) (Figura 11). Vector que conté la regid codificant de I'enzim
luciferasa de Photinus pyralis. La luciferasa catalitza I'oxidacio de la luciferina, i com
a consequencia es produeix bioluminescencia. El vector pGL3-basic no presenta cap

mena de seqliencia promotora o enhancer upstream del gen de la luciferasa; només
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hi té el MCS. D’aquesta manera, I'expressio de la luciferasa esta sotmesa a les regions
reguladores clonades en el MCS. En aquesta tesi, el vector pGL3-basic ha estat
emprat per clonar diferents regions dels promotors putatius de SLC28A1 i SLC28A2,

amb les combinacions d’enzims Hindlll + Xhol i Mlul + Smal, respectivament.

Synthetic poly(A)
signal / transeriptional
pause site

(for background
reduction)

pGL3-Basic
Vector
(4818bp)

Bglll |36
Hindlll |53

Ncol 86
Narl 121

2010|Sall
2004 |BamHI

SV40 late
poly(A) signal
(for luc+ reporter)
Hpal 1802 Xbal 1742

Figura 11. Esquema representatiu del vector de pGL3-basic.

e pEGFP-C1 (Clontech). Vector d’expressid a mamifers resistent a kanamicina, de
4,7kb. Conté una variant del gen Green Fluorescent Protein (GFP), EGFP. EIl MCS es
troba entre la seqliéncia de EGFP i la poliA de SV40. En aquesta tesi, pEGFP-C1 ha
estat emprat per subclonar hCNT1 i els seus mutants (Kpnl + Xbal), i poder aixi

generar proteines quimera hCNT1-GFP per a ser localitzades a nivell subcel-lular.

Alguns vectors d’expressié emprats han estat adquirits d’un repositori. Es el cas dels vectors que
expressen HNF4A2 (ID: #31100, cedit per Gerhart Ryffel), HNF4AS8 (ID: #31114, cedit per Gerhart
Ryffel), ING4 (ID: #13289, cedit per Curtis Harris), flag-hKLF6 (ID: #49488, cedit per Scott
Friedman), p53 (ID: #11770, cedit per Geoff Wahl), pSG5L-HA (ID: #1435, cedit per William
Sellers) i pSG5L-HA-E2F1 (ID: #10736, cedit per William Sellers).

BAC

Bacterial artificial chromosome (BAC) és un vector petit (7,4Kb) pero d’alta capacitat que pot
contenir inserts de fins 300kb (Shizuya and Kouros-Mehr 2001), motiu pel qual és considerat un
cromosoma artificial. Els clonatges a BAC es fan servir principalment per a construir genoteques.
En el cas d’aquesta tesi, s’Than emprat dos BACs que contenen part del genoma huma: el BAC
Clone 2253L13 per al clonatge del promotor de SLC28A1 i el BAC Clone CTC-771C19 per al
clonatge del promotor de SLC28A2.

2.1.2 Digestio
La digestid de l'insert i el vector amb els mateixos enzims permet que els extrems d’ambdues

molécules de DNA siguin compatibles, facilitant aixi la lligacié entre si. Encara que els enzims
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siguin diferents, la digestidé pot fer-se alhora utilitzant 5-10U de cada enzim, tenint en compte
que la quantitat final d’enzim no pot superar el 10% de la reaccié. A més, cal emprar un tampod
10X optim per a qué ambdds enzims presentin activitat — la compatibilitat entre enzims es pot
consultar a https.//www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Roche/Bulletin/1
/11082035001bul.pdf. Generalment, en aquesta tesi s’ha digerit 1,5ug de DNA durant 2-3 hores
a 379C. En el cas de Smal + Mlul (inserts del promotor de SLC28A2), es van haver de fer dues
digestions sequiencials, donat que la temperatura optima per Smal és 252C. Quan es digereix un
plasmidi s’afegeix un pas posterior mitjancant el qual s’elimina el fosfat 5’ del vector linealitzat,

amb la fosfatasa alcalina (Roche — 1U enzim/1ug vector).

2.1.3 Purificacié del DNA

S’han utilitzat tres estratégies per a purificar el DNA. La primera és mitjancant un gel d’agarosa
0,8% (veure apartat 2.4). La segona ha estat mitjangant un kit de purificaci6 de DNA, DNA
Clean&Concentrator de Zymo Research, seguint les indicacions del kit. La limitacié d’aquesta

segona opcid és que es poden purificar un maxim de 5ug de DNA.

La tercera estrategia és la purificaciéd del DNA mitjancant fenol-cloroform-isoamilic, emprada
per a purificar els BAC. Aquest protocol s'usa quan el fragment de DNA és tan gran que no pot
ser purificat per columna. Per comencar, cal tenir el DNA en un volum final de 100uL. Se i
afegeixen 100uL d’una solucié fenol : cloroform : alcohol isoamilic (preparada a proporcions
25:24:1) i s’agita amb un vortex 10 segons; d’aquesta manera, s’eliminen les proteines. Se
centrifuga el producte 30 segons a velocitat maxima, i es passa la fase aquosa superior a un
eppendorf nou. S’afegeix 1/10 de volum d’acetat sodic 3M pH 5,2, per tal d’incrementar
I’osmolaritat. A continuacid, s’afegeix 2-2,5 volums d’etanol absolut fred i es deixa en gel durant
5 minuts. Se centrifuga 5 minuts a velocitat maxima, es descarta el sobrenedant i es veu com en
el tub queda un pellet blanc que és el DNA purificat. Es renta el pellet amb 1mL d’etanol 70% per
tal d’eliminar I'excés de sals, i se centrifuga 5 minuts a velocitat maxima per treure les restes
d’etanol. Es deixa assecar el pellet a temperatura ambient i es dilueix amb aigua esteril (la

quantitat depéen de la mida del pellet i de I'Gs posterior del DNA).

2.1.4 Lligacid
La lligacié té lloc entre un vector digerit i tractat amb fosfatasa alcalina i un insert digerit amb
els mateixos enzims que el vector. Cal tenir en compte la segiient férmula per poder calcular la

quantitat d’insert necessaria segons la quantitat de vector:

) Kb insert »
ng insert = ng vector ———— - relacid 1:1
Kb vector
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En aquesta tesi s’ha lligat generalment amb 50ng de vector, excepte casos puntuals en que
I'insert fos molt petit respecte el vector, que s’han utilitzat 100ng de vector. A més, és
recomanable afegir la ratio vector:insert 1:3 (seria multiplicar per 3 la quantitat d’insert) per
millorar |’eficiéncia de la lligacié. En cas d’extrems cohesius, s’afegeix un control d’autolligacid
1:0. La reaccid es fa en un volum final de 10uL en la qual s’hi ha d’afegir tampd lligasa 10X, 50ng
de vector, els ng corresponents d’insert, 0,1-1U T4 lligasa (Promega) i aigua. La incubacid té lloc
durant 3 hores a temperatura ambient. El producte de lligacié sera introduit a bacteris

competents mitjancant transformacid, per tal d’amplificar-lo.

2.2 Transformacio de bacteris competents

2.2.1 Obtencid de bacteris competents
En aquesta tesi s'utilitzen Escherichia coli XL1-blue competents, generades mitjangant un

tractament quimic amb CaCl; al laboratori i emmagatzemades a -80°C.
Medis:

- LB (Luria-Broth) autoclavat: 1% (p/v) triptona, 0,5% (p/v) extracte de llevat, 1% (p/v) NaCl.

- SOB: 2% (p/v) triptona, 0,5% (p/v) extracte de llevat, 10mM NaCl i 2,5mM KCI. Aquest
producte s’autoclava i se suplementa amb 2.5mL de MgCl,-6H,0 2M i 2.5mL de
MgS04:7H,0 2M (préviament filtrats)

- RF1 (esterilitzat per filtracié): 100mM RbCl, 50mM MnCl;-4H,0, 30mM KAc pH 7,5, 10mM
CaCly-2H,0, 15% (v/v) glicerol (87%).

- RF2 (esterilitzat per filtracié): 10mM MOPS pH 6,8, 10mM RbCl, 75mM CaCl,-2H,0, 15%
(v/v) glicerol (87%).

S’inocula una petita quantitat d’E.coli emmagatzemades a -802C en 3mL de LB, i es fan créixer
en agitacié (200rpm) a 372C tota la nit. L'endema, 1mL d’aquest creixement s’afegeix a 75mL de
medi SOB i es torna a incubar a 379C en agitacid. En condicions d’esterilitat, es prenen aliquotes
del creixement cada 15-20 minuts i se’n determina I'absorbancia a 550nm. Quan la densitat
optica (DO) sigui de 0,375-0,4 significa que s’ha arribat a la fase de creixement exponencial, i es
retira el creixement de I'incubador per deixar-lo en gel 15 minuts. A continuacié, se centrifuga a
4500G durant 15 minuts a 42C (Sorvall SA600). Es descarta el sobrenedant per decantacié i es
resuspen el pellet bacteria suaument en 25mL de RF1. Els tubs s’incuben en gel durant 20 minuts
i es tornen a centrifugar a 4500G 15 minuts a 42C. Es descarta el sobrenedant i es resuspen el
pellet en 6mL de RF2. S’incuben els bacteris en gel durant 15 minuts. Aquests bacteris

competents resultants es poden utilitzar directament o bé emmagatzemar. Per conservar-los
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se’n fan aliquotes de 50uL que sén congelades per contacte directe amb nitrogen liquid i

guardades a -802C.

2.2.2 Transformacio

L’objectiu de la transformacio és introduir DNA plasmidic circular a bacteris competents, amb la
finalitat d’aprofitar la replicacid dels bacteris per amplificar el plasmidi i posteriorment purificar-
lo. EIl métode emprat és la transformacié per xoc térmic, i varia segons la soca de bacteris

competents. Aqui es descriu el métode per a E.coli XL1-blue.
Plaques d’agar

El punt final de la transformacié és el creixement de colonies de bacteris que hagin incorporat
el DNA en plaques d’agar. Les plaques d’agar-LB es preparen mitjancant I'addicié d’agar bacteria
america a LB. La mescla s’autoclava i quan s’hagi refredat per sota dels 602C i abans que
solidifiqui, s’afegeix I'antibiotic corresponent: ampicil-lina (30pug/mL), kanamicina (100pg/mL) o
cloramfenicol (10pg/mL). El medi es reparteix en plaques de 100mm@ (20mL aproximadament
a cadascuna) i es deixa refredar; posteriorment es conserven les plaques a 49C. L’Us de cada
placa depéen de la resisténcia codificada en els vectors utilitzats, ja que només creixeran els
bacteris que hagin estat transformats, donat que seran els Unics resistents a I'antibiotic. Dels
emprats en aquesta tesi, pcDNA3.1 i pGL3-basic son resistents a ampicil-lina, pEGFP-C1 és

resistent a kanamicina i els BAC son resistents a cloramfenicol.
Procés

Els bacteris competents es descongelen en gel. Sota la flama, es mesclen els bacteris i el DNA. El
volum de bacteris i de DNA depén del tipus de DNA. En cas d’una lligacid, es mesclen 100pL
d’E.coli competents en suspensié amb els 10uL de volum final de lligacié. Si es transforma un
plasmidi ja circular, s’afegeixen 50-200ng de DNA a 50pL de bacteris competents. La mescla
s’incuba 15 minuts en gel. Posteriorment, es fa el xoc térmic: incubacié de 1 minut 30 segons a
429°C, seguit d’aproximadament 1 minut en gel. S’afegeix 1mL de LB a cada transformacié.
S’incuba durant aproximadament 1 hora a 37°2C i agitacid horitzontal. A continuacid, se
centrifuga el producte durant 5 minuts a 3400rpm. Es descarten uns 800pL de sobrenedant i es
resuspen el pellet amb el volum restant, que es plaqueja a la placa d’agar amb [|’antibiotic
corresponent. Aquesta placa s’incuba tota la nit (aproximadament 16 hores) a 372C i de manera

que l'agar quedi a la part superior.
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2.3 Obtencid de DNA plasmidic de bacteris competents
En aquesta tesi s’han emprat dos protocols d’aillament de DNA plasmidic en funcié de la

guantitat de plasmidi desitjada.

2.3.1  Mini-prep

Procés per obtenir rapidament una petita quantitat de DNA plasmidic. S’ha utilitzat
majoritariament per comprovar que els processos de lligacid i transformacié hagin estat
satisfactoris. Per aillar el DNA, primer de tot cal fer créixer una colonia de bacteris transformats
en 3mL de LB amb 100ug/mL de I'antibiotic corresponent, durant la nit a 372C i agitacié (200-
250rpm). La purificacié es fa mitjancant el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA

Purification System (Promega), segons les indicacions del protocol.

2.3.2 Midi-prep

El procediment d’aillament de DNA plasmidic mitjancant midi-prep és més complex. S'utilitza
per obtenir molta més quantitat de DNA que en les mini-prep, i aquest DNA esta generalment
destinat a ser transfectat a cél-lules. En aquest cas, s’introdueixen 150uL de creixement de mini-
prep en 50mL de LB amb 100ug/mL del corresponent antibiotic. S'incuba durant la nit a 372C i
agitacio (200-250rpm). La purificacid s’ha realitzat segons el kit NucleoBond Xtra Midi/Maxi

(Macherey-Nagel) segons especificacions del protocol.

2.3.3 Quantificacié del DNA

Es mesura la concentracié de DNA mitjancant espectrofotometria, amb I’aparell Nanodrop ND-
1000. Es mesura la quantitat de DNA a longitud d’ona 260nm (maxima absorbancia per acids
nucleics), i per tal de mesurar les proteines romanents que hi pugui haver també es mesura a
280nm. En una purificacid correcta de DNA, la relacié entre les dues densitats optiques ha de

ser entre 1.80 i 2. Si la relacio surt d’aquest rang, podria indicar contaminacio per proteines.

2.3.4 Preservacio de bacteris
Els bacteris competents poden ser preservats a -809C. Es congela una mescla amb 77% de
creixement bacteria (com el de mini-prep) i 23 % de glicerol. El tub amb la suspensié es congela

directament amb nitrogen liquid i es guarda a -80°C.

2.4 Gels d’agarosa
L’electroforesi en gel d’agarosa permet separar els fragments de DNA per mida. S’empra per
comprovar si un producte de PCR presenta el pes adequat, si els plasmidis lligats han incorporat

I'insert (i per tant pesen més que els plasmidis buits) i també per purificar DNA.
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El tampd TBE 0,5X (dilucid 1/10 de TBE 5X: Tris-base 0,5M, acid boric 0,45M, EDTA 5mM)
s’utilitza tant per la preparacié del gel d’agarosa com de medi aquds per tal que el gel corri
adequadament. Per fer un gel d’1% d’agarosa calen 0,6g d’agarosa i 60mL TBE 0,5X. Per diluir
|"agarosa s’escalfa la mescla fins just el punt previ a I'ebullicié. Es deixa atemperar i s’afegeix el
SYBR Safe (Invitrogen), el qual s’utilitza perque quan s’uneix al DNA pot absorbir llum
ultraviolada i retornar llum verda, de manera que es podra visualitzar el DNA. S’aboca la mescla
al suport de plastic, es col-loca la pinta i es deixa polimeritzar. Un cop solid, es retira la pintaies

posa el gel a la cubeta, cobert amb TBE 0,5X.

Cal afegir loading dye 6X a les mostres a carregar. A més, s’ha de cérrer en paral-lel un marcador
de pesos moleculars adequat a la mida del DNA a analitzar (1kb o 100bp DNA ladder, Promega).
L’electroforesi es fa a un voltatge de 60-120V. Per tal d’obtenir imatges del DNA, cal excitar el

gel amb llum UV i registrar les emissions conseqiients amb una camera.
Purificacié de DNA

Els gels d’agarosa també poden ser una eina per a purificar DNA. El procediment és el mateix,
pero reduint el percentatge d’agarosa al 0,8% per tal d’optimitzar la purificacid. Un cop feta
I’electroforesi, es fa servir llum UV per localitzar la banda d’interés i es retalla amb un bisturi. La
banda retallada és processada mitjangant el kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen),

que permet purificar fragments entre 70bp i 10kb.

3. Cultius cel-lulars

Les técniques de cultius cel-lulars tenen com objectiu el manteniment de cél-lules fora de
I'organisme d’origen i en condicions controlades, de manera que es puguin preservar les
caracteristiques fisiologiques, genétiques i bioquimiques. En aquesta tesi, tots els cultius

cel-lulars sén de linies cel-lulars tumorals.

En treballar amb cultius cel-lulars, I'esterilitat és de vital importancia. Cal treballar amb cabines
de flux laminar vertical amb filtre HEPA i amb material esteéril; les solucions liquides han de ser
autoclavades o filtrades amb filtres de 0,22um de diametre de porus. Les cel-lules i el material
esteril només es poden manipular dins la campana, sempre amb bata i guants. Un cop s’acaba
de treballar amb les cel-lules, es guarden les plaques a un incubador amb atmosfera controlada

(372C, ambient humit i 5% CO,).
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3.1 Linies cel-lulars

Totes les linies cel-lulars emprades en aquesta tesi creixen en monocapa, i tenen com origen
cel-lules tumorals — excepte les HEK293, d’origen embrionari. Les linies provenen de diferents
fonts (Taula 9). Les CP15T van ser produides al laboratori i tenen com origen un adenocarcinoma
ductal pancreatic huma (Pérez-Torras et al. 2011). Les NP-9 i les NP-29 van ser establertes al
Servei de Digestiu de |I'Hospital de Santa Creu i Sant Pau de Barcelona i amablement cedides al
laboratori. Deriven d’adenocarcinoma pancreatic huma implantats en ratolins atimics i que
s’han perpetuat com a xenografts (Villanueva et al. 1998). Les BCLC-3, BCLC-5i BCLC-12 van ser
cedides pel Dr. Jordi Bruix d’IDIBAPS Hospital Clinic de Barcelona; van ser generades a partir de
reseccions quirurgiques d’hepatocarcinomes humans, les dues primeres, i de colangiocarcinoma

la darrera. La resta de linies son comercials i es detallen a la Taula 9.

Els medis usats per cada linia estan suplementats en tots els casos per un 10% de serum fetal
bovi (FBS), 2mM de glutamina i una mescla d’antibiotics de penicil-lina i estreptomicina, 20 U/mL
i 20ug/mL respectivament. Les suplementacions addicionals requerides per cada linia cel-lular

estan indicades a la Taula 9.

3.2 Manteniment

Totes les linies emprades es mantenen en plaques de 100mm de diametre, ja que creixen en
monocapa adherida a un suport solid. Per tal d’evitar un arrest de cicle cel-lular o diferenciacid,
cal replaquejar les cél-lules quan arriben a 80-90% de confluéncia. El replaqueig o passatge es fa
per tripsinitzacid, que consisteix en un procés mecanic i enzimatic mitjancant el qual les cel-lules
son desadherides del suport i disgregades, recuperades i posteriorment replaquejades. La
dilucio de les cel-lules pel passatge depéen de la linia cel-lular (Taula 9), i ha de ser adequada per
tal que es puguin tornar a replaquejar als 3-5 dies. Entremig dels diferents passatges es canvia
el medi, aspirant el vell i afegint el volum corresponent (10mL en plagues de 100mm) de medi

nou.

3.2.1 Criopreservacio i descongelacié
Les linies tumorals, com més divisions acumulin, més probabilitat tenen d’arrossegar errors
produits com a conseqiiencia d’aquestes. Per aquest motiu cal disposar de vials criopreservats

en nitrogen liquid amb cel-lules a passatge baix.

El procés de criopreservacié s’inicia de la mateixa manera que un passatge: tripsinitzant les
cél-lules. Aquestes sén centrifugades durant 4 minuts a 1200 rpm, i es retira el sobrenedant. Les

cél-lules sén resuspeses en medi de congelacid, que esta format un 90% per FBS i 10% per
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dimetilsulfoxid (DMSO), que és un crioprotector. La suspensié es fa amb 1 mL de medi de
congelacié per placa tripsinitzada, i s’introdueix en criotubs. Aquests sén immediatament
col-locats a un diposit de congelacié gradual d’isopropanol a -802C. L’'isopropanol fa que la
temperatura de les cel-lules es redueixi 12C per cada minut, evitant aixi la formacio de cristalls
intracel-lulars i per tant assegurant-ne la viabilitat. Al dia seglient, els vials amb cel-lules poden

traslladar-se al tanc de nitrogen liquid, on seran conservades.

Contrariament, el procés de descongelacid de vials criopreservats ha de ser molt rapid. El motiu
és que el DMSO és molt toxic per les cel-lules a temperatura ambient i a concentracid superior
a I’1%. Per tant, el vial congelat en nitrogen és dut a un bany a 372C i descongelat. La suspensié
de cel-lules és traspassada a un tub de 15 mL i centrifugada 4 minuts a 1200 rpm. S’aspira el

sobrenedant i les cél-lules sdn plaquejades en medi fresc suplementat amb 20% FBS.

Liniacellular | Medi | Origen | Diluci6 passatge

Derivades d’adenocarcinoma colorectal

CaCo-2 MEM ATCC 1:5-1:6
HT-29 DMEM ATCC 1:8-1:10
Derivades d’adenocarcinoma ductal pancreatic
CP15T Pérez-Torras et al., 2011 1:5-1:6
I\II\IPFi—299 DMEM F-12 Villanueva et al., 1998 1::12
Derivades d’hepatocarcinoma
BCLC-3 DMEM F-12 +1% 1:5-1:6
BCLC-5 NEAA +1% sodi Laboratori Dr. Bruix 1:4-1:5
piruvat
Huh?7 DMEM JCRB 1.6-1:8
Derivades d’hepatoblastoma
HepG2 EMEM ATCC 1:4-1:5
Derivades de colangiocarcinoma
EGI-1 DMEM DMSZ 1:5-1:6
DMEM F-12 +1%
BCLC-12 NEAA +1% sodi Laboratori Dr. Bruix 1:5-1:6
piruvat
TFK-1 RPMI DMSZ 1:5-1:6
Derivades de rony6 embrionari huma
HEK293 DMEM ATCC 1:10-1:12
HEK293-hCNT1 DMEM Establertes al laboratori 1:10-1:12
Derivades d’osteosarcoma
Saos-2 DMEM ATCC 1:3-1:4

Taula 9. Descripcid de les linies cel-lulars emprades en aquesta tesi. NEAA = aminoacids no essencials.
ATCC = American Type Culture Collection. JCRB = Japanese Collection of Research Bioresources. DMSZ =
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. Tots els medis estan adquirits a Thermo
Fisher Scientific.
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3.2.2 Test de micoplasma

Les cel-lules han de ser lliures de tota contaminacié. Generalment, si es contaminen amb
bacteris o fongs es pot detectar a simple vista, donat que canvia la turbulénciai el color del medi.
L'excepcid és la contaminacid per Mycoplasma, ja que son bacteris que no presenten paret
cel-lular i per tant eludeixen I'accié de molts antibiotics, com la penicil-lina. A més, la seva mida
(menys d’1 um) dificulta la seva visualitzacié als microscopis convencionals. Es important evitar-
ne la contaminacié degut a qué produeix alteracions a les cel-lules, el qual pot fer alterar els

resultats obtinguts.

El control de micoplasma es fa cada 15 dies. Es pren una mostra de medi de cultiu que hagi estat
48-72 hores en contacte amb les cél-lules i s’escalfa a 952C per desfer possibles estructures
bacterianes. S’empra una mostra d’aquest medi com a motlle per la PCR, la PCR amplifica un

fragment de 500bp aproximadament del genoma del micoplasma.

Si les cél-lules sén positives per micoplasma, poden ser tractades durant 15 dies amb Plasmocin
(Invivogen) a 25 pg/mL. Durant aquest temps, no s’utilitzen per a cap procediment experimental

i es conserven a un incubador separat de la resta de linies.

3.3 Tractaments amb farmacs

En funcié de I'estudi a realitzar, les cél-lules se sembren en diversos tipus de placa: Multi-well 96
per assajos de citotoxicitat, MW24 per assajos de transport o luciferasa, i MW6 o placa de 60mm
de diametre per extraccid d’'RNA o proteina. La densitat de cel-lules a sembrar varia segons la
durada del tractament i de la linia cel-lular. El moment d’inici de tractament depén de si les
cel-lules sén transfectades, com en el cas de les HEK293 en aquesta tesi, o si no ho sén. Si no ho
son, els tractaments es fan 24 hores post sembra. En cas de ser transfectades, els tractaments

s’inicien entre 8 i 24 hores post transfeccid.

Els farmacs escollits es dilueixen en el medi de cultiu corresponent a la concentracié desitjada
en cada cas, i romanen en contacte amb les cél-lules durant un temps determinat (excepte si
s’indica el contrari). Passat aquest temps, es pot aspirar el medi amb farmac i substituir-lo per
medi fresc, o bé es fa I'assaig corresponent. En cas d’extraccid de proteina o RNA, les plaques

poden ser congelades amb nitrogen liquid i guardades a -802C fins el moment de I'extraccid.
Els farmacs emprats en aquesta tesi sén els segilients:
- Acid hidroxamic suberoilanilida (SAHA, Vorinostat; Sigma-Aldrich).

- Gemcitabina (2’,2’-difluoro 2'desoxicitidina, dFdC; MedChem Express).
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- Cicloheximida (CHX, Sigma).

- MG-132 (Sigma).

- Hidroxicloroquina sulfat (HCQ, Sigma).
- Tunicamicina (TNM, Sigma).

- Abemaciclib (ABM, Sigma)

3.4 Assajos de viabilitat cel-lular

En aquesta tesi, la viabilitat cel-lular s’"ha mesurat mitjangant el metode de bromur de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-2,5-difeniltetrazol (MTT). La metodologia es basa en la deteccié
espectrofotometrica dels cristalls de formazan, produits arrel de la disrupcié de la sal de tetrazoli
en presencia de la succinat deshidrogenasa; per tant, la reacci6 només la poden dur a terme
cél-lules vives. Els assajos MTT s’han realitzat tots a les 96 hores després de sembrar les cél-lules
en una placa MW96. Els tractaments i temps emprats depenen de 'objectiu de I'assaig i estan
indicats en cada figura (resultats). L’assaig en si comeng¢a amb la retirada de medi de cultiu i
I’addicié de medi fresc que conté MTT (7,5 mg/mL) dissolt en PBS i medi de cultiu (relaci6 1:9), i
incubacié durant 30-60 minuts a 372C en funcié de la linia. Passat el temps, es retira el medi i es

dissolen els cristalls amb DMSO. La lectura es realitza a 550nm.

3.5 Expressio heterologa de proteines

La manipulacié de I'expressié d’'una proteina d’interes serveix per analitzar 'efecte biologic
d’aquesta. L'expressié heterologa consisteix en la introducciéd a les cél-lules d’'un vector
d’expressido que conté el gen que codifica la proteina d’interes, de manera que aquesta

s’expressa transitoriament.

3.5.1 Transfeccié amb fosfat calci
Meétode emprat per a transfectar les HEK293. Es basa en la capacitat del CaCl, de precipitar el
DNA mitjancant unions electrostatiques en una solucid salina de fosfat. Aquests precipitats sén

internalitzats per la cel-lula a través de les vies endocitiques.
Medis:

- Calci: 500 mM CaCl;, 100 mM acid N,N-Bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfonic (BES) i pH
6,95. Preparat amb aigua miliQ i filtrat amb filtres 0,22um.

- Fosfat: 280 mM NacCl, 0,75 mM NayHPOg4, 0,75 mM NaH,PO.. L’eficiéncia de transfeccio
depén del pH d’aquest tampd, i cal trobar quin és el pH optim per a cada linia cel-lular. En

cas de les HEK293, és pH 6,4. Preparat amb aigua miliQ i filtrat amb filtres 0,22um.
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Procés:

Es important que les cél-lules estiguin a una confluéncia del 70% aproximadament en el moment
de ser transfectades. En aquesta tesi, les HEK293 s’han sembrat a densitat de 40.000
cél-lules/cm?. El volum de transfeccié s’afegeix sobre el medi, sempre mantenint la mateixa
proporcié: 85ulL per a pou de MW24 i 340uL per a MW6. Passades 8 hores de la transfeccid, es
canvia el medi per medi fresc. La Taula 10 indica les proporcions de cada reactiu. Es prepara la
mescla seguint estrictament 'ordre: primer aigua, després DNA, seguidament calci i per ultim
fosfat; en afegir aquest, es mescla per bombolleig. S'incuba 15 minuts a temperatura ambient i

s’afegeix la solucid al pou corresponent gota a gota.

DNA (ig) 0,2 en total 0,8 en total
HE 0,1+0,1 en cotransfeccions 0,4+0,4 en cotransfeccions
Aigua (L) 21,25 - uL DNA 85 - uL DNA
Calci (uL) 21,25 85
Fosfat (uL) 42,5 170
Total (pL) 85 340

Taula 10. Condicions de transfeccié amb fosfat calci.

3.5.2 Transfeccié amb Lipofectamina 2000
La Lipofectamina 2000 (Invitrogen) s’ha usat per transfectar les linies cel-lulars emprades en
aquesta tesi que no sén HEK293. El métode es basa en la formacié de liposomes cationics que

uneixen el DNA (carregat negativament) i permeten la seva internalitzacio a la cél-lula.

Les cel-lules se sembren de manera que a les 24h, en transfectar-les, presentin una confluéncia
de 50-70%. Del volum final del pou, 1/10 sera de solucié de transfeccid i 9/10 de medi fresc (s’ha
de canviar abans de la transfeccid). Per preparar la solucié de transfeccio, primer es preparen
dos tubs per separat (Taula 11). El primer contindra Opti-MEM (medi sense FBS) i lipofectamina,
mentre que el segon contindra una mescla d’Opti-MEM i DNA. Tot seguit, es barregen els
continguts i s'incuba durant 5 minuts. S’afegeix la solucid gota a gota sobre les cel-lules. Entre 4

i 6 hores post transfeccid, es canvia el medi.

3.5.3 Transfeccié amb Lipofectamina 3000

La Lipofectamina 3000 (Invitrogen) comparteix metode de funcionament amb la Lipofectamina
2000, pero presenta major eficiéncia de transfeccid. Per aquest motiu, en la darrera etapa de la
tesi es va canviar de reactiu de transfeccid en favor de la Lipofectamina 3000. La preparacio és
equivalent, amb alguna excepcid. La quantitat de Lipofectamina per pou difereix, sent 1,75uL

per pou de MW24 i 7,5uL per pou de MW6. Pel que fa el DNA, a la mescla s’hi afegeix el reactiu

65



MATERIALS | METODES

P3000. La quantitat de DNA a MW6 és de 2,5ug per pou. Per Ultim, no cal canviar el medi després

de la transfeccid.

L Mw24 | MW6 | Placa60mm

Tub 1 Opti-MEM 25 uL 100 pL 150 plL
Lipofectamina 2-3uL 8-12 uL 12 -18uL
Tub 2 Opti-MEM 25 uL 100 pL 150 plL
DNA 500 ng 2 ug 3ug
Total (pL) 50 200 300

Taula 11. Condicions de transfeccié amb Lipofectamina 2000.

3.6 Silenciament de proteines

El silenciament de proteines d’interés s’ha realitzat transfectant siRNA a les cél-lules diana
mitjancant el reactiu TranlIT-siQUEST (Mirus Bio). Per silenciar en placa MW®6, s’empra una
reaccié que consta de 250uL d’OptiMEM, 7,5uL de TransIT-siQUEST i el siRNA necessari per
obtenir una concentracio final de 80nM al pou. S’incuba la reaccié durant 20 minuts i s’afegeix

a les cel-lules, damunt de medi fresc i gota a gota.

Els siRNA emprats son Silencer® Select Pre-designed (Thermo Fisher Scientific): hCNT1 (SLC28A1
ID: 4392421), RNF41 (ID: 138106), E2F1 (ID:114508) i p53 (ID: 106140).

4. Analisi de I'expressio de RNA

4.1 Extraccié d’RNA

En aquesta tesi, I'extraccio d’'RNA es fa en tots els casos a partir de cel-lules en monocapa. S’han
utilitzat dos kits d’extraccié comercials en funcié de I'experiment. Generalment, s’ha emprat el
kit d’extraccid d’RNA total SV Total RNA Isolation System (Promega). En els casos en qué s’ha
volgut mesurar també I'expressio de microRNAs, el kit usat ha estat Mirneasy Mini kit (Qiagen).

En ambdds protocols s’han seguit les instruccions del fabricant.

4.1.1 Quantificaci6 RNA
Es mesura de manera analoga a la concentracié de DNA (apartat 2.3.3). En aquest cas, pero, la

relacid de densitats optiques ha de ser entre 2§ 2.15.
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4.2 Sintesi de cDNA

El procés de retrotranscripcié consisteix en la sintesi d’'una doble cadena de DNA a partir d’una
cadena de mRNA. En primer lloc, se sintetitza la cadena complementaria, cDNA, creant aixi un
hibrid RNA:DNA. L'RNA d’aquest hibrid és degradat, i a continuacié es forma la doble cadena.
Aguests processos enzimatics sén mediats per la M-MLV RT (Thermo Fisher). A la reaccié, a més,
se li afegeix RNAsin (Promega), un inhibidor de ribonucleases perdo que no interfereix en

I’activitat de la M-MLV RT.

Per tal d’evitar contaminacions, les reaccions de retrotranscripcié i de Real Time PCR es preparen

dins una cabina de flux vertical. Les puntes emprades tenen filtre i sén esterils.

La reaccid es fa en dos passos. El primer consisteix en la dilucié de 1pug d’'RNA amb H,0 esteril,
fins a un volum final de 10uL. La mescla s’incuba 5 minuts a 652C al termociclador per tal de
desnaturalitzar I'RNA. A continuacié, es deixen les mostres momentaniament en gel.
Posteriorment, s’afegeixen 10uL de mescla de cDNA mix (4L de tampo 5X first strand, 2uL DTT
0.1M, 1uL dNTPs 10mM, 240ng random primers i H,0 esteéril fins 10uL). Un cop afegit, s’incuba
50 minuts a 372C per tal que tingui lloc la retrotranscripcio, i després 10 minuts a 702C per

inactivar els enzims.

4.3 Real Time PCR

L’analisi dels nivells de mRNA s’ha fet mitjangant PCR a temps real (Real Time PCR, RT-PCR),
utilitzant el sistema TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Consisteix en una
PCR mitjangant la qual s’amplifica el cDNA d’interés: consta d’un cicle de 2 minuts a 502C, un
cicle de 10 minuts a 952C i finalment 40 cicles de 15 segons a 952C i 60 segons a 602C. S’empren
plaques optiques de 96 pous (Applied Biosystems), en qué en cada pou té lloc una reaccié. Es
prepara amb Tagman Universal PCR MasterMix 2X (Applied Biosystems), 1uL de combinacié de
sonda i primers i 50ng de cDNA. Es fa una reaccid per cada gen que es vol analitzar, per duplicat.
L’expressid génica s’analitza amb I’Gs de sondes fluorogéniques TagMan (Applied Biosystems),
les quals presenten un fluorocrom a 5’ (reporter) i un inhibidor de I'emissid (quencher) a 3, i
primers especifics per cada gen (Taula 12). Mentre la sonda roman intacta, la preséncia del
quencher redueix I'emissié del fluorocrom, de manera que no es detecta. Quan hi ha presencia
de la seqiéncia reconeguda per la sonda, els primers I'amplifiquen, i la sonda s’uneix a les
cadenes naixents. L’activitat 5'nucleasa de la polimerasa Taqg produeix una disrupcio de la sonda,
de forma que el fluorocrom és alliberat i deixa d’estar inhibit pel quencher, i per tant pot ser

detectat. Conforme van avangant els cicles, la senyal s’anira amplificant. Durant els primers
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cicles de PCR es determina una linia basal sota la qual no s’observen canvis. Si es detecta
fluorescéncia per sobre d’aquesta linia basal, significa que es detecta producte de PCR acumulat.
Es fixa una linia limit (threshold) de fluorescencia per sobre de la linia basal, que serveix per
determinar el Cicle limit (C7) de cada reaccié; el Crindica en quin cicle la fluorescéncia producte
de la PCR ha superat el limit. Com més representacié del gen analitzat hi hagi a la mostra, més

inferior sera el valor de la Cy.

Les RT-PCR d’aquesta tesi s’han analitzat mitjancant el métode 2-*Cr. Es realitza una
quantificacio relativa del gen d’interes comparant-lo amb un gen endogen (housekeeping) que
no es vegi alterat per les condicions experimentals. En aquesta tesi, I'endogen emprat ha estat
hGAPDH per defecte, excepte en algun cas que s’ha utilitzat hGUSB. A partir de la Cr mitjana dels
duplicats del gen d’interés i del housekeeping, es calcula la ACr (gen — housekeeping), a més de
I’error estandard de ACr. A continuacio s’estableix el AACy, que consisteix en la diferéncia entre
ACr de cada condicio respecte el control. Per trobar el valor de 2-*2C; s’aplica una poténcia en
base 2 de —AAGs; aquest valor, expressat en unitats arbitraries, indica el nombre de vegades que

canvia cada condicio respecte el control.

4.4 Real Time PCR absoluta

En aquesta tesi, la RT-PCR absoluta s’ha fet seguint els mateixos principis i reactius que en
I'apartat 4.3. La diferéncia rau en la incorporacié d’'una recta patrd del gen d’interes amb
concentracié coneguda de DNA. Els gens per la recta patré s’han obtingut mitjancant la
linealitzacid del vector d’expressid que contingui el gen en questid. A partir de la concentracié
de DNA linealitzat purificat (ng/pL) es dedueix el nombre de copies per puL emprant les

equivaléncies segiients:
1 mol DNA = 6,02-10% copies de DNA
1 pmol dsDNA = 660 pg dsDNA

Es prepara una recta patré de manera que en pipetejar 9uL per pou (el mateix volum que es
posa de mostra de cDNA) hi hagi el segiient nombre de copies de DNA: 107 — 10° — 10° — 10* -
103 - 102

El processament de resultats, en aquest cas, és diferent: no es relativitza I'expressio a cap gen

endogen sind que s’obtenen valors de ng de DNA per mostra.

Com que es coneix la concentracié del gen d’interés a la recta patrd, s’infereix la concentracid

del mateix en les mostres de cDNA mitjancant la comparativa de Cr.
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| Gen | Primers / ID | Sonda | Quencher |
Dissenyades al laboratori
FAM:
SLC28A1  FW: TGATTTCTTGGAAAGCCTGGA
AAGGCCAGCTCCCTAGGA TAMRA
—101T | RV: CTGCTCCTGATCTCTGCGG GTGACTTGAG
SLC28A2  FW: AAGTAGAGCCTGAGGGAAGCAA FAM:
' AGGACTGACGCACAAGGA TAMRA
—109T @ RV: GCCCAGTCCATCCCCC CACAGCC
SLC28A3 | FW: GAGCTGTGCAAAGCAGGGA FAM:
) CACACAAACACCAAACAGG TAMRA
—109T RV: TGGAGAATCCTGCTCAACTGTG ATGAAGAACAGG
SLC29A1 FW: GCAAAGGAGAGGAGCCAAGA FAM:
' CAGGCAAAGAGGAATCTG TAMRA
-77T RV: TTCATTGGTGGGCTGAGAGTT GAGTTTCAGTCTC
FAM:
SLC29A2 FW: CCCTGGATCTTGACCTGGAG
AGGAGCCGGAATCAGAGC TAMRA
—131T RV: GGTTTTCCTGGCTTCTGGG CAGATGA
FAM:

FW: CTTTAACGGCTGCAGGAAAG
KLF6-FL RV: GGAAGTGCCTGGTTAACTCATC ACAGATGCTCATGGGAAG NFQ

GGTGTG
KLF6- FW: GGAACCTTCTCAACTGTGGG FAM:
Sv2 RV: CACTCACACCCTTCCCATG é?GCTT‘I‘I’CTCCTGGCTTCC NFQ
Comercials
hGAPDH 4310884E VIC TAMRA
hGUSB 431088E VIC TAMRA

Taula 12. Sondes Tagman emprades en aquesta tesi doctoral.

5. Analisi de I’expressio de proteines

5.1 Obtencioé d’extractes proteics totals a partir de cultius cel-lulars

L'extraccid proteica de cultius cel-lulars s’ha realitzat, en aquesta tesi, a partir de cel-lules
sembrades en plaques de 60mm de diametre o en MW, a les quals s’ha retirat el medi, rentat
2 vegades amb PBS 1X i congelat amb nitrogen liquid. Generalment s’ha emprat el tampé NP40
(50mM Tris pH 7.4, 250mM NaCl, 1% NP-40, 5mM pirofosfat sodic i 50mM NaF), suplementat
amb 1mM d’ortovanadat sodic i coctel d’inhibidors de proteasa 1X. En els casos en que es volen
detectar residus d’ubiquitina, s’ha utilitzat el tampé NEM, de mateixa composicié que NP-40
pero també conté 50mM d’N-etilmaleimida per inhibir els enzims desubiquitinitzadors. En casos
en qué es vulguin detectar proteines fosforilades, s’utilitza un tampd especial que preserva els
residus de fosforilacié (20mM Tris pH 8, 150mM NaCl, 1% NP-40, 10mM EDTA, 10mM pirofosfat
sodic, 2mM ortovanadat, 100mM NaF i 1mM B-glicerofosfat), suplementat amb inhibidors de

proteasa 1X i inhibidors de fosfatasa 1X.

69



MATERIALS | METODES

L’extraccio es fa en gel per evitar possibles degradacions. Es dipositen uns 60-100 pL de tampd
de lisi sobre el pou (segons la linia cel-lular) i es recullen les cél-lules amb I’ajuda d’un scraper.
Es passa la mostra per una xeringa de 25G i se centrifuga 15 minuts a 42C i 13200 rpm. El

sobrenedant, que conté les proteines, es traspassa a un tub nou. Es pot emmagatzemar a -202C.

5.2 Valoracio de la concentracid proteica

Es fa mitjancant el métode Bradford, utilitzant la solucié comercial Protein Assay Kit (Bio-Rad) a
proporcié 1:5 amb aigua destil-lada. En medi acid, quan el blau brillant de Coomassie s’uneix a
proteines, provoca un canvi del maxim d’absorbancia de 465 a 595nm. Aquest canvi és
proporcional a la quantitat de proteina present en la mostra. En la mateixa mesura cal afegir
mostres de concentracié coneguda. Generalment consisteixen en dilucions del rang 0-500ug/mL
fetes a partir d’albumina sérica bovina 2 mg/mL. A partir de les absorbancies de concentracié
coneguda, i gracies a la llei Lambert Beer, es pot determinar la concentracid proteica de les

mostres.

Per tal que les mostres quedin en el rang de concentracions de la recta patrd, es dilueixen 1:20
i 1:40 (HEK293) o 1:15i 1:30 (la resta de linies). Es carreguen duplicats de 10uL en una placa
MW96, juntament amb triplicats de cada punt de la recta patrd. S’afegeixen 200uL de reactiu

Bradford per pou i es mesura I'absorbancia a 595nm.

5.3 Analisi de proteines mitjancant western blot

5.3.1 Electroforesi en SDS-PAGE

Per analitzar I'expressié de proteines, aquestes han de ser separades segons el seu pes
molecular per sotmetiment a un camp eléctric. Amb aquest objectiu s’utilitzen gels de
poliacrilamida (PAGE) en preséncia de dodecil sulfat sodic (SDS), un agent desnaturalitzant que

reverteix les unions no covalents entre proteines.
Els gels de poliacrilamida estan formats per dos subtipus de gel:

- Gel concentrador: serveix per tal que les diferents mostres entrin simultaniament al gel
resolutiu. Té pH més acid i percentatge baix d’acrilamida per afavorir el moviment de les
proteines. Per preparar 4mL, calen: 2,7mL d’aigua miliQ, 0,67mL de 30% acrilamida/Bis
37,5:1 (Bio-Rad), 0,5mL de Tris 1M pH 6,8, 40uL d’SDS 10%, 40uL d’amoni persulfat (APS,
Sigma) 10% i 4uL de N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED, Sigma).

- Gel resolutiu: serveix per a la separacié de les proteines. En funcié del pes molecular que

interessi separar, el percentatge d’acrilamida variara entre 6 i 15%. En aquesta tesi s’han
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emprat generalment gels del 10% d’acrilamida, excepte gels del 15% per detectar histones
i LC3B, i gels del 8% per a la deteccié d’Rb i pRb. Per a 10mL, 2,7mL, 3,3mL o 5mL
d’acrilamida segons si el gel és del 8, del 10 o del 15% respectivament; 2.5mL Tris 1,5M

pH 8,8, 100uL SDS 10%, 100uL APS 10%, 4uL TEMED i la resta d’aigua.

Primer es prepara el gel resolutiu i, un cop polimeritzat, s’afegeix el gel concentrador damunt
amb una pinta de 10 o 15 pous segons interes. Quan estiguin preparats, els gels es munten al
sistema Mini Protean 3 (Bio-Rad); en cas de només tenir un gel, a I’altre canté s’hi posa un suport
de plastic. El muntatge es posa a una cubeta d’electroforesi, i s‘omplen amb tampé
d’electroforesi (Tris-Base 25mM, Glicina 191mM, SDS 0,1%.) tant el muntatge com la cubeta,

fins el volum indicat. Es retira la pinta del gel i es netegen els pous formats amb tampé.

Es preparen mostres dels extractes proteics que es volen analitzar. En aquesta tesi s’han
analitzat 10-40ug de proteina, preparats a un volum final de 20uL. La mostra conté proteina,
aigua miliQ i tampo de carrega 5X (2% % SDS, 20% glicerol, 0,01% blau de bromofenol i 2,5 mM
Tris-HCL pH 6,8). El tampd de carrega confereix densitat i color a la mostra. A més, se suplementa
amb un 5% de B-mercaptoetanol per tal de desnaturalitzar les proteines. Un cop preparades, les
mostres s’incuben 30 minuts a 372C si es volen detectar transportadors de nucleosids, o bé 7

minuts a 952C en cas de voler detectar proteines solubles.

Es carrega el total de volum als pous corresponents, juntament amb I'estandard de pesos
molecular Precision Plus Protein Standard Dual Color (Bio-Rad), que conté marcadors entre 10 i
250 kDa amb coloracid diferencial. L’electroforesi es produeix a amperatge constant de 40mA

en cas de tenir un gel, 80mA per dos. El temps depen del pes molecular que es vulgui analitzar.

5.3.2 Transferéncia de proteines

Per poder detectar les proteines separades mitjangant anticossos cal transferir-les primer a una
membrana de fluorur de polivinilidé (PVDF Inmobilon-P, Millipore). La membrana, tallada a
dimensions 6x9cm, ha de ser previament activada amb un cicle de 15 segons en metanol, 2
minuts en aigua miliQ i temps indefinit en tampd de transferencia. El tampd de transferéncia es
prepara amb un 20% de metanol, 10% de tampé de transferéncia 10X (Tris base 250mM, glicina

1,92M) i aigua destil-lada.

Un cop acabada I'electroforesi, s’incuba breument el gel en tampd de transferéncia per tal
d’equilibrar els ions. A continuacio, es procedeix al muntatge en un sistema Mini Protean (Bio-
Rad). Es fa un sandvitx amb el seglient ordre: (catode) esponja, 3 membranes Whatman de 3mm,
gel (només el resolutiu), membrana activada, 3 membranes Whatman i esponja (anode).

S’afegeix a la cubeta de transferéncia un suport congelat per tal que el sistema es mantingui
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fred, i s'omple amb tampd de transferéncia. S’executa a amperatge constant de 180maA, i el
temps depéen de si es volen detectar proteines de baix pes molecular (60min), pes molecular

mitja (70min) o pes molecular elevat (120min a 42C).

Per comprovar que la transferéncia hagi estat adequada, es pot tenyir reversiblement la

membrana amb solucié de Ponceau, la qual s’uneix a les proteines.

5.3.3 Bloqueig

Com a pas previ a laimmunodeteccid, cal bloquejar la membrana per cobrir els espais on no hi
hagi proteina transferida, ja que sén susceptibles d’unions inespecifiques. La solucié de bloqueig
es prepara amb TBS (Tris base 20mM, NaCl 150mM a pH 7,6) Tween 20 al 0,1%, a la qual s’afegeix
5% de llet en pols desnatada (p/v). La incubacié de la membrana té lloc durant minim 1 hora a

temperatura ambient, en agitacié.

5.3.4 Immunodeteccio

El primer pas per la immunodeteccié és la incubacié amb I’anticos primari corresponent. Els
anticossos primaris es preparen amb solucio de bloqueig principalment, a la qual se li pot afegir
azida sodica 0,1% si I'anticos no es pot congelar (ho indica el fabricant). Els anticossos que
detecten modificacions post-traduccionals, com acetilacions o metilacions, es preparen amb
BSA 5%, ja que la caseina de la llet podria intervenir en el bon funcionament. La Taula 13 indica
les condicions de preparacié dels anticossos primaris. La incubacio sol durar tota la nit, a 42C i

en rotacié — a excepcio de I'actina, que pot incubar-se 1 hora a temperatura ambient.

Després de la incubacid, I'anticos primari es recupera i es guarda per futurs usos. La membrana
es renta 3 vegades durant 7 minuts amb TBS-Tween 20, en agitacié. A continuacié, s’afegeix
I’anticos secundari que correspongui, que detecta les cadenes pesants de I’anticos primari; és a
dir, I'especie. L’anticos secundari es dilueix amb tampd de bloqueig i s'incuba durant 2 hores a

temperatura ambient i en rotaciod.

5.3.5 Revelat

En acabar la incubacié de I'anticds secundari, es repeteixen els tres rentats per treure I'excés
d’anticos, i a continuacié es procedeix amb el revelat. L'anticos secundari duu fusionada una
peroxidasa de rave. En afegir el reactiu de revelat ECL (Enhanced Chemoluminiscent Method,
Biological Industries), el qual conté peroxid d’hidrogen i luminol, la peroxidasa catalitza la
reaccié. Un dels productes de reaccio és llum, que pot ser detectada mitjancant una camera
fotografica d’elevada sensibilitat (Fujifilm), i enregistrada mitjancant el software Las-3000 en

forma de foto.
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Anticos

Casa comercial

Reactivitat

Dilucié

Espécie

Pes molecular

Anticos primari

(kDa)

Ac-K Abcam Huma 1:1000 Ratoli Multiple

Actina Sigma Huma 1:2000 Conill 42

DR5 Cell Signaling Huma 1:1000 Conill 40, 48

E2F1 Abcam Huma, —1.1000  Ratoli 60

ratoli i rata

H3K4me3 Abcam Huma 1:1000 Conill 15

hCNT1 G7 santa Cruz Huma  1:1000  Ratoli 60
Biotechnology

hCNT1 N17 Santa Cruz Huma 1:500  Cabra 60
Biotechnology

hENT1 F-12 Santa Cruz Huma, —4.1000  Ratoli 45
Biotechnology ratoli, rata

KLF6 E-10 X Santa Cruz Huma, —4.1000  Ratoli 43
Biotechnology ratoli, rata

LC3B Cell Signaling ra:'o““f"fa'ta 1:1000  Conill 14,16

p21 Cell Signaling Hmucr:r']z 1:1000  Conill 21

p53 Invitrogen ra:'o““f"fa'ta 1:1000  Ratoli 53

Hums

pRb (5780) Cell Signaling rato““,mzta 1:1000  Conill 110

Rb >anta Cruz HUma, — 1.500  Ratoli 110
Biotechnology ratoli, rata

RNF41 anta Cruz Huma  1:1000  Ratoli 36
Biotechnology

STAT3 Cell Signaling ra't"ouh,mféta 1:1000  Ratoli 80

Ubigqiiitina >anta Cruz Huma 11000  Ratoli O (fresidusen
Biotechnology proteines)

Anticos secundari

Anti-rabbit BioRad Conill 1:2000 Cabra -

Anti-mouse BioRad Ratoli 1:2000 Conill -

Anti-goat Dako Cabra 1:5000 Conill -

Taula 13. Anticossos emprats. Indicades les dilucions, I’espécie de secundari i el pes molecular detectat.

5.4 Immunoprecipitacid i co-immunoprecipitacio
En aquesta tesi s’ha emprat la immunoprecipitacié de hCNT1 per tal de poder-lo aillar i aixi

identificar possibles modificacions o interaccions amb altres proteines (co-immunoprecipitacio).

Per alaimmunoprecipitacid, s'incuben 500ug d’extracte proteic juntament amb 2ug de I'anticos
anti-CNT1 G7, en un volum final de 500uL (el volum fins a 500 es completa amb NP40

suplementat). L'endema es preparen 450ug de Protein G Dynabeads (Invitrogen) per IP, rentant-
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les 3 vegades amb tampd de lisi NP40 i descartant el sobrenedant; com que sén boletes
magnétiques, s'empra un imant per separar les Dynabeads del sobrenedant. S’afegeix la
incubacié de la IP a I'eppendorf amb les Dynabeads i es realitza la unié de I'anticos a les
Dynabeads incubant durant 10 minuts a temperatura ambient. En acabar, se separen les
Dynabeads i el sobrenedant. Les Dynabeads contindran I'anticds unit i la proteina unida a
I’epitop de I'anticds, a més de possibles altres proteines que es puguin arrossegar. Per tant, al
sobrenedant hi haura la resta de proteines. Es guarda aquest sobrenedant, del qual 20uL (que
contindran 20ug de proteina) s’empraran pel posterior western blot. Després, es renten les
Dynabeads 3 vegades amb NP40 suplementat. A continuacio, s’elueix la proteina
immunoprecipitada mitjancant tampd de carrega 2X, incubant 10 minuts a 502C. Es recull I'eluit,

que se suplementa amb 0,25uL de B-mercaptoetanol.

Les immunoprecipitacions es resolen mitjancant western blot, al qual s’hi carreguen una mostra
de l'extracte proteic, el sobrenedant i la IP. En el cas de les co-immunoprecipitacions,

s'immunodetecta primer la proteina co-immuoprecipitada.

6. Transport de nucleosids

El transport de nucleosids és el mecanisme per dur a terme la valoracié de I'activitat especifica
dels transportadors de nucleosids als sistemes de cultius cel-lulars estudiats. Un mix de substrat
no radioactiu (fred) de concentracié coneguda i una proporcid de substrat marcat
radioactivament és emprat per incubar les cel-lules durant un temps determinat. La incorporacio
de radioactivitat a les cel-lules indicara la quantitat de substrat captat durant el temps
d’incubacié previ a I'aturada brusca del transport. La lisi i solubilitzacié en liquid de centelleig

posteriors permetran obtenir valors de la mesura d’activitat.

Els transports realitzats a aquesta tesi s’han fet a 1 minut, un temps que es troba proper al rang
de velocitat inicial pels transportadors estudiats, en qué la quantitat de substrat transportat és
directament proporcional al temps d’incubacié. La concentracio de substrat ha estat 1uCii 1uM

en cada cas.

6.1 Medis i reactius
En funcid de si es vol analitzar el transport dels transportadors concentratius o equilibratius, els
medis utilitzats seran diferents. Els hCNT sén sodi dependents, de manera que per determinar-

ne 'activitat es compara I'entrada de nucleosid radioactiu en cel-lules incubades amb medi ric
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en sodi (medi sodi) o bé amb medi sense sodi (medi colina). En canvi, els hENT no presenten sodi
dependéencia, de manera que la comparativa es fa amb cél-lules incubades sempre amb medi

colina, amb o sense inhibidor (dipiridamol).
Medis:

- Medi sodi: NaCl 137mM, 5.4mM KCl, 1.8mM CaCl,, 1.2mM MgS0O,4 i 10mM HEPES, a pH
7.4 ajustat amb Tris base 1M.

- Medi colina: 137mM clorur de colina, 5.4mM KCI, 1.8mM CaCl;, 1.2mM MgS0,4 i 10mM
HEPES, a pH 7.4 ajustat amb Tris base 1M.

- Medi stop: NaCl 137mM i 10mM HEPES, a pH 7.4 ajustat amb Tris base 1M.

Se suplementen els medis amb el nucleosid corresponent, fred i radioactiu. Amb el nucleosid
fred (Sigma; estoc 1mM) s’aconsegueix la concentracié final de 1uM, mentre que el nucleosid
radioactiu permetra que els nivells de radioactivitat siguin 1uCi. Els nucleosids radioactius

emprats en aguesta tesi estan marcats en cada cas amb triti (Moravek Inc):

- Citidina: Cytidine [5-3H(N)]- amb concentracié 1mCi/mL i en solucié 1:1 etanol:aigua.

- Uridina: Uridine [5,6-3H]- amb concentracié 1mCi/mL i en solucié aquosa.

6.2 Cél-lules en monocapa
Les mesures de transport es realitzen en plaques de 24 pous. El nombre de cel-lules sembrades

depén del tipus d’experiment. Cada condicié consta de quadriplicats.

Per poder comencar I'assaig de transport, cal rentar les cél-lules amb 1mL de medi sodi o colina
temperats als pous corresponents; aixi, s’eliminen les restes de medi de cultiu. El transport en
si s’inicia quan se substitueixen els medis de rentat per medi amb substrat radioactiu, 250uL per
pou, i es deixa incubant durant un minut. Passada la incubacid, es renten dues vegades les
cél-lules rapidament amb medi stop, fred. Aixi, s’atura el transport per disminucié de
temperatura i dilucié. S’aspiren el romanents de medi i bé es congela la placa a -202C o bé
s’afegeixen 100uL de tampd de lisi per pou (trité X-100 0.5%, 100mM NaOH) per processar
I’experiment. La placa amb tampd s’agita vigorosament durant 1 hora a temperatura ambient,
en un agitador horitzontal. La mescla s’homogenitza amb I'ajuda d’una pipeta multicanal.
D’aquesta, 10uL sén emprats per a determinar la concentracié proteica, mentre que els 90uL
restants se solubilitzen en 3mL de liquid de cintil-lacié (Ecoscint™H, National Diagnostics) pel
comptatge radioactiu. A més, per poder valorar els valors de radioactivitat, cal diluir per triplicat

5uL del medi de transport utilitzat en liquid de cintil-lacid, ja que proporcionara les mesures
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d’activitat especifica de la radioactivitat. La mesura de radioactivitat es realitza mitjangant un

comptador beta que proporciona les desintegracions per minut (dpm) de I'isotop radioactiu.

6.3 Inhibicions creuades

Les inhibicions creuades comprenen el mecanisme mitjancant el qual es pot deduir I'activitat
especifica d’un sol transportador en un sistema on n’hi ha més d’un. En aquests experiments
s’afegeixen punts en qué el medi, a més de contenir el nucleosid radioactiu i la corresponent
proporcié de nucleosid fred, conté excés d’un altre nucleosid fred, a concentracié 100uM. Aixi
doncs, en un sistema en que coexisteixin hCNT1, hCNT2 i hCNT3, el transport amb citidina
donaria valors de transport concentratiu per a hCNT1 i hCNT3 que sén els que tenen capacitat
de transportar-la, sense especificar quin dels dos seria el responsable principal de I'activitat. Si
s’afegeix guanosina freda en excés, aquesta estaria sent transportada per hCNT3 i no hCNT1, de
manera que l'activitat mesurada gracies a I'entrada de nucleosid radioactiu en aquest punt

correspondria a I'activitat de hCNT1.

6.4 Valoracio de proteina pel métode BCA

La valoracié de proteina és important per corregir els valors de transport de nucleosid per la
concentracié proteica de cada punt, podent obtenir aixi I'activitat del transportador per ug de
proteina. Aquesta valoracio es realitza mitjancant el métode de I'acid bicinconinic (BCA, Pierce).
Els 10uL de proteina han estat previament afegits a una placa de 96 pous, juntament amb un
patré de dilucions d’albimina sérica bovina de concentracié de proteina coneguda (0-2mg/mL)
que servira per extrapolar les concentracions proteiques dels punts de I'assaig. El Pierce conté
dos reactius, A i B, que es mesclen en proporcio 50:1, i se n’afegeix 200l per pou a analitzar. La
placa s’incuba 30 minuts a 372C i 10 minuts a temperatura ambient, i es llegeix en un lector

d’ELISA a 550nm.

6.5 Calculs d’activitat especifica

dpm dpm estandard
AE( p )_ p

pmol " volum estandard x [substrat]

. pmol ) dpm mostra x10° )
Activitat (— mm) = -min

mg prot AE x volum mostra x [proteina] (%)
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7. Estudi funcional del promotor

L’estudi funcional del promotor s’ha dut a terme des de dues aproximacions. La primera ha estat
clonar fragments del promotor putatiu en un vector d’expressié de luciferasa (veure apartat 1.1)
per valorar-ne |'activitat reguladora. El promotor putatiu s’ha determinat a partir de I'eina
bioinformatica MatlInspector, a la qual s’hi ha introduit la seqiéncia upstream d’SLC28A1 o
SLC28A2 (fins ATG). S’obté un llistat de factors de transcripcio i la seva localitzacié. Els segments
de promotor han estat dissenyats en funcid de la densitat de llocs d’unié putatius de factors de

transcripcié que podrien estar relacionats amb hCNT1 o hCNT2.

7.1 Assaig luciferasa
Els assajos luciferasa s’han realitzat mitjancant el Dual Luciferase Reporter Assay System
(Promega). Aquest assaig es basa en la mesura de la luminiscéncia de la proteina luciferasa, la

qual només pot ser sintetitzada si el promotor clonat que estem analitzant presenta activitat.

L'assaig es realitza en plaques MW24, sembrant triplicats per a cada condicié. Cada fragment de
promotor clonat és una condicid diferent, i es cotransfecta a les cél-lules juntament amb el
vector pRL-TK. pRL-TK expressa la proteina renilla sota el control de la regié promotora del gen
timidina quinasa del virus Herpes simplex, i s’empra com a control de transfeccié (la quantitat
de DNA de pRL-TK és un 10% del DNA total). A més, cada assaig ha d’incloure el control negatiu
(pGL3 basic buit) i els primers assajos poden incloure també el control positiu, pel qual s’utilitza

el vector pGL3 promoter, donat que presenta un promotor fort per expressar la luciferasa.

Per realitzar I'assaig en si es renten les cel-lules un cop amb PBS 1X i es lisen amb el tampd PLB
1X, proveit pel kit, durant 20 minuts en agitacid. Les mostres de cada pou es recullen per separat,
son vortejades durant 15 segons i se centrifuguen a rpm maximes durant 2 minuts a 49C. Es
recupera el sobrenedant, el qual pot ser guardat a -802C o usat per a la lectura imminent. Es
dipositen 20uL de sobrenedant en pous de MW96 blanc opac (Biogen). La lectura es realitza amb
el suport d’un lumindmetre i el software Glomax. Cal afegir els dos reactius corresponents als
injectors, LARII per detectar la luciferasa i Stop&Glo per detectar la renilla. Un cop realitzada la
lectura, el software dona els valors de luminiscéncia en un full excel. El processament de dades
es realitza, en primer lloc, calculant la ratio entre la luminiscéncia de la luciferasaila de la renilla.
En segon lloc, es calcula I'activitat dels fragments de promotor respecte el control negatiu —

s’estableix com a 1 el valor del pGL3 basic buit.

En aquesta tesi, a més, s’ha provat la combinacié de transfectar els fragments de promotor

juntament amb factors de transcripcid candidats. En aquests casos, la cotransfeccié s’ha realitzat
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dividint la quantitat de DNA total a la meitat. Dels 500ng de DNA per pou de MW24, 250ng han
estat de factor de transcripcié (o pcDNA3.1 buit, el seu control negatiu) i I’altra meitat de clon

de promotor i renilla (mantenint el 10% de renilla respecte el promotor).

7.2 Immunoprecipitacié de cromatina (ChiP)

S'utilitzen plaques de 10cm de diametre a confluencia 70-80%. Sense retirar el medi, es
procedeix al cross-linking del DNA i les proteines d’unié mitjancant I'addicié de formaldehid del
36,5% a una concentracid final de I'1%, i s’incuba 10 minuts a temperatura ambient en agitacid
suau. Seguidament, s’atura el cross-linking afegint glicina a una concentracié final de 125mM.
Es retira el medii es renta dos cops amb PBS 1X. S’afegeix 1mL tampad Cell Lysis Buffer (CLB: Pipes
pH 8 5mM, KCI 85 mM, NP40 0,5% i inhibidor de proteases fresc del dia) i es recullen les cel-lules
amb l'ajuda d’un cell lifter. S’incuba en rotacié durant 30 minuts a 42C. A continuacio, se
centrifuga 5 minuts a 5000rpm i 42C i es descarta el sobrenedant. Es resuspen el pellet amb
250uL de tampé Nuclear lysis buffer (NLB: Tris HCl pH 8,1 50mM, EDTA 10mM, SDS 1% i inhibidor
de proteases fresc del dia). S'incuba 10 minuts en gel i se sonica en un sonicador Vibra-Cell™
(Sonics & Materials), amb els parametres TUNE25, 50% de poténcia i 20 cicles ON/OFF de 30”
cadascun (les condicions poden variar segons la linia cel-lular). La sonicacid serveix per a
fragmentar la cromatina, i els parametres han estat posats a punt préviament per tal que els
fragments resultants tinguin una mida de 500pb aproximadament, tal i com recomana el
protocol. Després, se centrifuga la mostra durant 15 minuts a 42C i velocitat maxima. Es guarda
el sobrenedant, i 40uL d’aquest es congelen en un tub a part — sera l'input. En paral-lel, es
preparen 450ug per condicié Protein G Dynabeads (Invitrogen), fent un bloqueig previ amb BSA
1mg/mL i esperma de salmé 1mg/mL, durant 1 hora a 42C i en rotacid. A continuacio, s’hi
uneixen 3,6ug d’anticos (Taula 14) diluit en PBS amb Tween-20, durant 30 minuts en rotacié a
temperatura ambient. Finalment, es renten les beads amb tampd de dilucié d’IP (IPdil: SDS
0,01%, tritd 1,1%, EDTA 1,2mM, Tris HCl pH 8,1 16,7mM, NaCl 167mM i inhibidor de proteases
fresc del dia). En aquest punt, s’afegeixen 30ug de DNA provinents de la mostra sonicada diluits
1/10 amb tampd IPdil, i s’incuba tota la nit a 42C en rotacid. L'endema, es retira el sobrenedant
i es renten les beads amb una serie de tampons: TSE1 (Tris HCI pH 8,1 20mM, EDTA 2mM, NaCl
150mM, trité 1%, SDS 0,1%), TSE2 (Tris HCl pH 8,1 20mM, EDTA 2mM, NaCl 500mM, tritd 1%,
SDS 0,1%), TP3 (Tris HCI pH 8,1 10mM, EDTA 1mM, acid deoxicolic 1%, NP40 1%) i TE (Tris HCI
pH 8,1 10mM, EDTA 1mM). A continuacid, s’elueix dues vegades amb 60uL de tampé d’elucid
fresc (NaHCO3 100mM, SDS 1%) incubant 10 minuts a 372C, i es guarda el sobrenedant en un sol

tub nou que procedira al de-crosslinking. Aquest es fa a 652C durant 4h. Per tal de recuperar el
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DNA tant de I'input com de la mostra de ChIP, s’afegeixen 3uL de NaCl 5M, 10uL de Tris 1M, 1ug
de RNase i 1L de solucié de proteinasa K en tampd TNEK 5X (Tris HCl pH 7,5 50mM, EDTA 5mM,
NaCl 500mM, proteinasa K 0,5mg/mL). S’incuba 1 hora a 552C i es purifica el DNA mitjancant el

kit comercial DNA Clean&Concentrator de Zymo Research.

Anticos Casa comercial

E2F1 Abcam
H3K4me3 Abcam
KLF6 E-10 X Santa Cruz Biotechnology

Taula 14. Anticossos emprats per a immunoprecipitar a assaig ChlP.

Per tal de detectar si el fragment de DNA d’interés esta a la nostra mostra, es fa una PCR
convencional amb primers dissenyats per a I’'amplificacio de fragments menors a 500bp (Taula

15), donat que la sonicacié fa que la cromatina doni fragments de maxim aquesta mida.

H3K4me3

BS1 H3K4 hCNT1 fw GTGACAGCAATGACACCTGC
BS1 H3K4 hCNT1 rv ACAACAAGGATTTAATGGGC
BS2 H3K4 hCNT1 fw TAGCTGGGACTACAGGCACCT
BS2 H3K4 hCNT1 rv AAGTGCTGGGATTACAGGCA
BS3 H3K4me3 hCNT1 fw TGCCTGTAATCCCAGCACTT
BS3 H3K4me3 hCNT1 rv CATCTGACGGGATTCACAACA
KLF6

BS1 KLF6 fw TAAGACCCTTGGTTTGCAG
BS1 KLF6 rv CAGATGTGCACCATACGCCA
BS2i3 KLF6 fw TAAAATTCGCCCTGCCTGGT
BS2i3 KLF6 rv ACTCTTTGCTTGTGACTCTTC
BS4 KLF6 P2 fw CTCTTCTGACAGTTCTTGTGC
BS4 KLF6 P2 rv TGAGTGAGACCTAGAGCTGA
BS5 KLF6 P3 fw TCAGCTCTAGGTCTCACTCA
BS5 KLF6 P3 rv TCAAGGAGGCATGGCCAGCA
BS6 KLF6 fw TAGCTGGGACTACAGGCACCT
BS6 KLF6 rv AAGTGCTGGGATTACAGGCA
BS7D KLF6 fw CTTGACAGACCTGAAACACT
BS7D KLF6 rv TGCTGCTTCTCCATCAGAGAT
BS8 KLF6 fw AGGACTGCTTGAGCCCAGGA
BS8 KLF6 rv GCTGAAAGACAAATCAGGGA
E2F1

hENT1 E2F1 FW AGAGGGAAGCTGCAGCGAGA
hENT1 E2F1 RV TGACCGCAGCCTGTTTTAGG
BS E2F1 hCNT1 fw ACTGCATGGTTGCTGCTGGA
BS E2F1 hCNT1 rv ACTCCAGCCTCGGCAACAGA

Taula 15. Primers dissenyats per a la deteccié dels fragments de promotor d’intereés.
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8. Localitzacié subcel-lular de proteines fluorescents

L'estratégia escollida per sublocalitzar proteines dins la cel-lula ha estat la creacié de proteines
quimeériques mitjancant la fusié de GFP (subapartat Vectors plasmidics, 2.1.1). Les cel-lules
emprades han estat les HEK293. Per tal de poder seguir el procés posterior de fixacio, cal
sembrar les cel-lules en MW24 sobre cobreobjectes de 12mm de diametre préeviament
esterilitzats (llum UV, 15 minuts). Les cel-lules seran transfectades segons els procediments

habituals, i a les 48h es procedira a la preparacio de la mostra.

Tenint en compte que les proteines analitzades en aquesta tesi sén quimeres de diferents
variants de hCNT1, cal emprar un tint de membrana plasmatica per a comprovar la seva
localitzacié. L'WGA (Wheat Germ Agglutinin) s’uneix als residus d’acid sialic i N-
acetilglucosaminil de la membrana. A més, també es tenyeix el nucli cel-lular amb bis-Benzimida

H 33342 (Sigma-Aldrich).

Per processar les mostres, es renten els cobreobjectes amb PBS 1X. S’afegeixen 300uL per pou
de solucié de tincié de nucli i de membrana, que es prepara amb medi sense serum, Hepes
10mM, WGA 1ug/mL i bis-Benzimida 1pg/mL. S’incuba durant 10 minuts a temperatura
ambient. Posteriorment, es retira la solucid i es renten les cél-lules dues vegades amb PBS 1X.
Els cobreobjectes sén fixats amb paraformaldehid 4% durant 15 minuts en agitacié suau i
temperatura ambient. Es tornen a rentar els cobreobjectes amb PBS 1X, tres vegades.
Seguidament, es fa el muntatge en els portaobjectes gracies a la solucié de muntatge (ProLong
Gold antifade reagent, Invitrogen). Es diposita una gota de 5uL sobre el portaobjectes i es
col-loca el cobreobjectes a sobre, girat de manera que el canté amb ceél-lules quedi en contacte

amb el medi de muntatge. Es deixa assecar a temperatura ambient i foscor durant 24h.

L’analisi de les mostres es fa amb I’ajut d’'un microscopi confocal o de fluorescéncia. Les imatges
d’aquesta tesi han estat obtingudes en el microscopi confocal Leica SP2 del Servei de
Microscopia de la Facultat de biologia, a augment x63. La longitud d’ona per cada component
és 405nm per detectar bis-Benzimida, 496nm per GFP i 561nm per WGA. Les imatges han estat

processades amb el programa Image).

9. Perfil de cicle cel-lular

L'analisi del perfil de cicle cel-lular es realitza mitjancant citometria de flux, la qual permet
detectar el DNA tenyit de les cél-lules. En una poblacié de cél-lules en creixement, el DNA es

distribueix seguint dos pics: el primer correspon a G1/Go i el segon a Go/M; a més, entre els pics
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apareix una vall que correspon a la fase S. Els pics simulen la quantitat de DNA, ja que en la fase
G2/M les cél-lules presenten el doble de DNA que en la fase G1/Go. Degut a la duplicacié del DNA,

la quantitat en fase S sera més variable.

En aquesta tesi s’ha emprat el metode del iodur de propidi per tal de determinar el percentatge
de cél-lules en les diferents fases del cicle. El iodur de propidi és un fluorocrom que s’intercala
entre les bases del DNA i I'RNA i que emet fluorescéncia a 617 nm quan s’excita amb un laser de

538 nm.
Procés:

Les cel-lules a analitzar es tripsinitzen i se centrifuguen durant 5 minuts a 1500rpm. A
continuacié es fa un rentat amb PBS 1X, es tornen a centrifugar les cél-lules i es resuspén el pellet
amb 300pL de PBS 1X (volum per cada 5-10°-1-10° cél-lules). Després es fixen les cél-lules amb
etanol absolut, el qual també actua com a permeabilitzador; s’afegeixen 700uL d’etanol fred
(guardat a -209C) gota a gota, en agitacid suau i constant. Les mostres es deixen en fixacié a -
202C durant minim 24 hores i maxim 15 dies. En el moment d’analitzar-les, se centrifuguen i es
renten un cop amb PBS 1X per tal d’eliminar I’etanol. Es resuspenen les cél-lules amb 300uL de
iodur de propidi (Sigma) 50ug/mL i RNasa (Roche) 10pg/mL — amb la RNasa s’evita la unié de
I'intercalant a 'RNA. Després d’incubar 1 hora en foscor, es dipositen 200uL de cada mostra en
una pou de placa de 96 perqué siguin processades pel citometre. Les dades s’analitzen

mitjangant el software Summit® V3.1 Build844.

10. Estadistica

Tot I'analisi estadistic de les dades generades en aquesta tesi ha estat efectuat amb el programa
GraphPad Prism 6.0 (La Jolla). A cada representacié grafica, generalment realitzada amb el
mateix programa, hi ha indicat el nombre d’experiments independents. La representacio de les

mostres indica el valor de la mitjana de les répliques independents i I'error estandard.

S’han seguit dues estratégies per analitzar la significanca estadistica de les dades, en funcio del
disseny experimental. En el cas de comparar un tractament amb un control, s’"ha emprat el test
t-Student per calcular el valor de la probabilitat p d’error que existeix quan s’afirma que dos
grups experimentals sén diferents: p<0.05(*), p<0.01(**), p<0.005(***). En canvi, si el disseny
experimental implica la comparacié entre més d’un grup diferent, s’ha realitzat el test de
multivariants ANOVA, i la significanca ha estat adrecada mitjancant el test post-hoc Tukey; els

valors p: p<0.05(*), p<0.01(**), p<0.005(***), p<0.001(****).
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BLOC 1: CARACTERITZACIO DE LA PROTEINA hCNT1

1. Estudi del primer cas clinic associat a hCNT1

1.1 Cas clinic

Durant el congrés de la Purine and Pyrimidine Society del 2015 a Nova York, el Dr. André van
Kuilenburg (Academic Medical Centre — Amsterdam) va consultar-nos en relacié a un pacient de
les Antilles Holandeses que presentava caracteristiques cliniques de les quals no havien
aconseguit detectar la causa genetica. El pacient era el segon fill de pares que no presentaven
consanguinitat. L'embaras va ser complicat degut a contraccions primerenques, probablement
relacionades amb un mioma uteri, juntament amb inici gradual d’oligohidramnis. Aquestes
complicacions van dur a programar el naixement per cesaria, a la setmana 38+1. El nadd, un
nen, va néixer amb un pes de 2750 grams, amb puntuacions Apgar de 9 i 10 després d’uni 5
minuts respectivament. L'exploracié fisica va ser normal, incloent I'exploracié del fetge i la
melsa, els quals tenien mides dins els rangs de normalitat. Tanmateix, el dia 1 va presentar
hipoglicémia (glucosa 2,1 mmol/L a 1 hora; 1,9 mmol/L a les 6 hores), de manera que se li van
administrar infusions de glucosa. Es va recuperar completament al dia seglient. Durant les
properes setmanes, la mare va notar irritabilitat i episodis de 2-3 minuts de moviments simetrics
erratics de les extremitats. A les 3 setmanes va ser readmes a |’hospital per tal de determinar
I’origen d’aquestes convulsions. La primera exploracié va determinar que el nadé estava en estat
hipertonic, i el fetge i la melsa continuaven presentant mides normals. Se li van realitzar una
sonografia cerebral, la qual no va destacar cap parametre anormal. A més, els nivells de glucosa,
electrolits i oxigen a la sang estaven dins de les normals. Es va repetir I'encefalograma, el qual
va mostrar activitat teta multifocal en un fons immadur, sense activitat epiléptica. En aquest
punt, el neurodleg pediatric responsable del cas va concloure que els moviments que patia el
nadé eren deguts a mioclonia, i que no es tractava d’un cas d’epilepsia. El pacient va ser enviat
a casa de nou. Durant aquest temps, els moviments espontanis van continuar. Se li va fer una
avaluacié metabolica, la qual va indicar que presentava nivells elevats d’uridina a orina (Taula
16); aixi, va ser readmes per tal de realitzar-li més proves als dos mesos de vida. El nadd pesava
4,8 kg (percentil 98), mesurava 53 cm (percentil 80) i la seva circumferéncia occipito-frontal era
de 38,5 cm (percentil 90). A més, va ser admes tenint febre. Se li va fer una radiografia, la qual
va mostrar signes de pneumonia amb efusions pleurals. En aquest punt, se li van administrar
antibiotics. Se li van repetir les analisis metaboliques, i es va observar que continuava presentant

nivells elevats d’excrecié d’uridina per orina (Taula 16). Durant aquest periode d’analisis, la febre
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li va desapareixer degut a I'Us d’antibiotics; de manera sorprenent, pero, el pacient va
empitjorar. Analisis dels parametres hematologics suggerien que podia tenir una infeccié viral,
pero els resultats de la serologia eren negatius. Va desenvolupar acidosi lactica (pH 7.22 [ref:
7.35-7.45]; excés de base -6.9 mmol/L [ref: -3 a +3]; lactat 16.6 mmol/L [ref: 1.1-3.5]), alteracid
dels enzims hepatics (aspartat aminotransferasa 2242 U/L [ref: 9-90]; alanina aminotransferasa
678 U/L [ref: 13—45]; gamma glutamil transferasa 127 U/L [ref: 8—90]; lactat deshidrogenasa
4695 U/L [ref: 180-430]), ascites gradual i insuficiéncia respiratoria. El pacient va ser intubat per
suport respiratori. L’acidosi lactica va empitjorar (pH 6.88, excés de base -24 mmol/L; lactat 17.4
mmol/L), aixi com la hipoglicemia (glucosa 1.9 mmol/L; ref: 2.8-5.5). Se li va realitzar una
sonografia abdominal, la qual va revelar que el fetge estava lleugerament engrandit (diametre
maxim 8 cm; ref: 4,7-7,5 cm), la melsa presentava augments importants (diametre 8 cm; ref: 3-
6 cm) i també es va detectar necrosi aguda del cortex renal. Els nivells elevats d’uridina en orina
van persistir, i es va observar que presentava citidinuria (Taula 16). Els tests cardiacs i neuronals
van concloure que l'activitat en aquests organs era normal. En aquest punt, el pacient va
desenvolupar fallida multiorganica i va morir a les 9 setmanes de vida. No es va concedir permis

per a l'autopsia.

PACIENT CONTROLS (rang)

Edat 4 setmanes 8 setmanes 9 setmanes

Orina (mmol/mol creatinina)

Uridina 102 56 48 0,06 — 2,5 (n=50)
Citidina n.d. 12,6 5,0 0,08 — 2,2 (n=50)
Plasma (uM)

Uridina n.d. 4.6 6,5 1,3-9,4 (n=39)

Citidina n.d. 0,6 n.d. <0,1-0,2 (n=39)

Taula 16. Valors d’uridina i citidina a orina i plasma del pacient. El rang de referéncia correspon a I'edat
entre 0i 2 anys. n.d., no disponible.

1.2 Analisi genética del pacient

Es va procedir a analitzar mitjangant mostres del pacient quina podria ser la base genética de la
simptomatologia severa que presentava. Degut a la pirimidindria detectada, es va decidir
analitzar els nivells de purines i pirimidines del plasma (Taula 16). Es va observar que la uridina
presentava nivells normals, mentre que hi havia un petit augment de citidina en plasma. Aixi
doncs, en primer lloc es van analitzar enzims del metabolisme de pirimidines. S’han descrit molts
desordres geneétics relacionats principalment amb la sintesi de novo i la degradacié de
pirimidines, els quals presenten fenotips clinics molt diversos; entre altres, anémia,

immunodeficiéncia, pedres renals, convulsions, discapacitat intel-lectual, autisme i retard en el
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creixement (Balasubramaniam et al. 2014). Es van analitzar les seqliencies dels enzims més
relacionats amb la citidina i la uridina: uridina citidina quinasa 1 i 2 (UCK1, UCK2), responsables
de la fosforilacid de citidina i uridina per formar CMP i UMP, respectivament; i uridina fosforilasa
1i2 (UPP1, UPP2), que catalitzen el pas d’uridina a uracil. La manca d’aquests dos enzims podria
explicar I'acumulacié de citidina i uridina en les mostres del pacient. Tanmateix, els resultats de
seqlienciacio van revelar que aquests enzims no presentaven cap variant patologica, aixi que es

va descartar la seva participacio.

Fins aquest punt, doncs, no estava clar d’on venia la pirimidindria. La col-laboracié amb el nostre
grup va comengar quan vam suggerir que potser els nivells alts de citidina i uridina s’explicaven
per un déficit en la recaptacié enlloc d’un problema en la sintesi dels metabolits. hCNT1 és I’Gnic
transportador de nucleosids que transloca especificament pirimidines, de manera que el vam
suggerir com a gen candidat. A més, I'expressido d’hCNT1 al ronyé es troba sobretot al tubul
contornejat proximal, que és la localitzacié implicada en la reabsorciéo de biomolécules com
glucosa i nucleosids (Pastor-Anglada et al. 2007). Per tant, es va procedir a seqlienciar el gen
SLC28A1, concretament les seqliéncies genomiques dels exons seus exons i les regions
flanquejants dels introns. Els resultats de seqienciacié es van comparar amb la seqiiencia de
referéncia NM_001287762.1. Es van detectar un total de 13 variants en heterozigosi per aquest
gen (Taula 17): una insercié de tres nucleotids, 4 variants silencioses, 4 variants introniques i 4
variants amb canvi de sentit. De totes aquestes variants, algunes son variants amb freqléencia
elevada a la poblacié — el que s’anomenava anteriorment polimorfismes. Es el cas, per exemple,
de la insercié de 3 nucleotids, que té com a conseqiiencia la insercidé d’una valina després de la
lisina 141. Altres canvis freqlients son el canvi d’'una G per una C a la posicié 63 de I'intré 9, la
variant silenciosa p.K383K i les variants amb canvi de sentit p.vV189li p.Q237K. L'alta freqiiéncia
d’aquestes variants va fer que fossin descartades per als estudis posteriors de la proteina hCNT1,
donat que si fossin responsables per la pirimidinuria del pacient aquest simptoma seria més
habitualment detectat. A més, es van deixar de banda les altres variants sindnimes i la majoria
de variants introniques. Per tant, es va procedir I'estudi per a 3 variants d’SLC28A1: el canvi
intronic ¢.97-10 C>T i les variants amb canvi de sentit p.R510C i p.R561Q. Tal i com mostra la

Taula 17, la baixa freqiiéncia d’aquestes variants fa que siguin considerades rares.

La variant c.97-10 C>T esta localitzada immediatament abans de la posicid d’acceptacié
d’splicing de I'exd 3. La mateixa seqiienciacio del gen va revelar que el pacient era heterozigot
per aquesta variant. Tot i només tenir-ne una copia, la proximitat al lloc d’acceptacié d’splicing
podria estar alterant la maduracié del pre-mRNA sorgit d’aquest al-lel. Aixi, en primera instancia

es va voler determinar si la variant podia afectar I'splicing del pre-mRNA del gen SLC28A1.
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Aquesta part es va realitzar al laboratori del Dr. André van Kuilenburg. Es va amplificar per PCR
un fragment genomic del pacient de 3272 pb de la regid exd 2 — exd 4 del gen SLC28A1, incloent
els introns, tant per I'al-lel wild type com per I'al-lel mutant que presentava la variant (Figura
12). Els fragments es van clonar en el vector pcDNA3.1Zeo; aquesta construccié s’anomena
minigen. Es van transfectar a cel-lules HEK Fl-In els dos minigens, tant el WT com el que
presentava la variant, per tal d’avaluar I'expressiéo d’'RNA d’SLC28A1. La seqlienciacio del cDNA
de les HEK FI-In transfectades amb els diferents minigens va revelar que I'splicing era igual per

a les dues construccions. Per tant, la variant c.97-10 C>T no afectava I'splicing del gen SLC28A1.

Ex6 / Intré Variant dbSNP ID Efecte ESP MAF EXAC MAF
AE AA
Ex6 2 c.[9C>T]; [9C=] rs8187737 p.N3N 001% 86%  0.77%
Intr62  c.[97-10C>T]; [97-10C=]  rs8187742 006% 1.53%  0.19%
, c.[419_420insTGT]; p.Leu140

E - 1510384 - A% 29.79 27.39
X6 5 418 4200 s151038463 |70 304%  29.7% 3%
EX6 6 c.[565G>A[; [565G=]  rs2290272 p.V189 35%  21.8%  40.4%
Ex6 7 c.[630A>T]; [630A=] rs8187755 p.G210G  0.03% 92%  0.72%
Ex6 7 ¢.[709C>A]; [709C=] rs8187758 p.Q237K  22.4% 171%  28.1%

17 T];
Intré 8 c {73;22((‘;] L rs2305365 nr. nr. 30.4%
87 :

Intré 9 c [[272:2222?' rs1562885 nr. nr. 35.6%

Intr69  c.[958-9T>C]; [958-OT=]  rs3825875 37.4% 41.7% 39%

Ex612  c[1149G>A]; [1149G=]  rs2305367 pK383K  37.1% 405%  47.1%

. c.[1368A>G];

Ex6 1 2 7 Q4 12.69 29 49
X6 13 368A5G] rs230536 p.Q456Q 6% 52%  88.4%

Ex614  c[1528C>T]; [1528C=]  rs2242047 p.R510C 17%  85% 5.7%

Ex616  c[1682G>AJ; [1682G=] rs149246522  p.R561Q nr. nr.  0.0041%

Taula 17. Variants del gen SLC28A1 trobades al pacient. Abreviacions: ESP, Exome Sequencing Project;
MAF, Minor Allele Frequency; ExAC, Exome Aggregation Consortium; AE, americans europeus; AA,
americans africans; n.r., no registrat. La seqiiencia de referéncia per analitzar SLC28A1 és NM_001287762.

BamHI EcoRlI
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Figura 12. Esquema de la construccio del minigen del locus proper a I’exé 3 del gen SLC28A1.

1.3 Estudi funcional de les variants d’hCNT1
A continuacio, es va prosseguir amb I'estudi de les dues variants de canvi de sentit que
presentaven baixa freqiiéncia en la poblacio: p.R510C i p.R561Q. La primera es tracta d’una

variant que és molt poc freqiient a la poblacié europea (1,7%). Ara bé, en altres poblacions, com
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I'asiatica, presenta major incidéncia (36%). La baixa freqliéncia a la poblacié del pacient va fer
incloure p.510C a I'estudi. Per altra banda, la variant p.R561Q practicament no havia estat
descrita, i les dades indiquen una freqliéncia de 0,0041%. Per tant, es pot qualificar de variant

rara.

1.3.1 Efecte de les variants a 'estructura terciaria d’hCNT1

Es va analitzar I'estructura d’'hCNT1 per tal de determinar si les variants c.1528C > T (p.R510C) i
c.1682G > A (p.R561Q) estaven associades a un mal funcionament del transportador hCNT1, i
per tant es pogués explicar la pirimiddria del pacient. La proteina hCNT1 no ha estat
cristal-litzada fins el moment. Per estudiar canvis en l'estructura es va aprofitar un model
d’estructura d’"hCNT1 creat al nostre laboratori en col-laboracié amb els Drs. Xavier Barril i Axel
Bidon-Chanal. El model es va crear mitjangcant modelatge per homologia, emprant com a base
I’estructura cristal-litzada de I'ortoleg procariota vcCNT (ID de PDB: 3TlJ) (Johnson et al. 2012).
Es va realitzar un alineament de seqliéncies entre |'estructura cristal-litzada i hCNT1, mitjancant
MOE (Molecular Operating Environment, Canada, 2016), per generar els models d’homologia tal

i com es descriu per hCNT1 a Arimany-Nardi et al. 2017.

A

Figura 13. Modelatge per homologia d’hCNT1 per tal de determinar canvis en el patré d’interaccié dels
residus R510 i R561 d’hCNT1. (A) Indicacio de la localitzacié intramolecular dels residus R510 i R561 en el
model d’hCNT1 insertat a la membrana plasmatica. (B) R510 (a dalt a I'esquerra) i R561 (a baix a
I'esquerra) son representats amb bastons, igual que els residus del voltant, mostrant les interaccions. Els
panells de la dreta mostren el mateix pero de les variants R510C (dalt) i R561Q (baix). Totes dues variants
generen canvis en el patrd d’interaccio entre residus i el volum ocupat pels residus.

Segons el model d’hCNT1, el residu R510 és extracel-lular, mentre que el residu R561 es troba a
la part citosolica de la proteina de membrana (Figura 13A). Com que tots dos residus es troben

lluny del lloc d’unié del substrat, es va descartar que les variants afectessin la unié del nucleosid
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al transportador. A continuacid, es van analitzar individualment els canvis trobats en el pacient.
La carrega positiva de la cadena lateral d’R510 interacciona amb la carrega negativa de D503
mitjangant interaccions carrega-carrega. A més, també interacciona mitjangcant ponts
d’hidrogen amb Q461 i N443 (Figura 13B). Per altra banda, R561 presenta interaccions
semblants amb D564, L330, A331 i M333 (Figura 13B). Les mutacions a cisteina en el cas d’'R510
i a glutamina en el cas d’R561 causen canvis drastics en el patré d’interaccions electrostatiques
d’ambdds residus. La cisteina a la posicié 510 presenta una naturalesa més hidrofobica i una
cadena lateral més curta. Per altra banda, la glutamina en la posicié 561 no canvia tant la
naturalesa del residu pero la cadena lateral també és sensiblement més curta. Segons el model
d’estructura, el volum ocupat pels residus també canvia substancialment. Tot plegat indica que
les variants afecten I'estructura de la proteina i fins i tot la seva capacitat de realitzar canvis

conformacionals.

1.3.2 Impacte de les variants en I'activitat i expressié d’'hCNT1

Amb l'objectiu d’estudiar els efectes funcionals de les variants, es va clonar hCNT1 a partir de
cDNA de teixit hepatic al vector d’expressié pcDNA3.1. Les variants ¢.1528C > T (p.R510C) i
c.1682G > A (p.R561Q) es van generar en vectors independents mitjancant mutageénesi dirigida.
A més, també es va generar un vector d’expressié d’hCNT1 amb les dues variants, R510C;R561Q,

per tal d’estudiar els possibles efectes en cas que les variants estiguessin al mateix al-lel.

Es van realitzar assajos funcionals amb les quatre construccions generades (WT, R510C, R561Q
i R510C;R561Q). Es van expressar heterologament a cel-lules HEK293, donat que s’ha descrit que
aquesta linia cel-lular no presenta expressié d’hCNT1 ni activitat associada (Arimany-Nardi et al.
2017). Uactivitat del transportador va ser analitzada mitjangant I'entrada de citidina marcada
amb triti a les cel-lules transfectades. Es va observar que a les 24 hores post-transfeccid
I'activitat de les variants R510C i R561Q era significativament menor comparat amb hCNT1 WT
(Figura 14A). A les 48 hores post-transfeccio les variants continuaven presentant activitat
reduida, pero amb menys diferéncies entre si (Figura 14B). Aquestes diferéncies podrien ser
degudes a una maduracié més lenta per part de la variant R510C en comparaciéo amb R561Q, o
a un major recanvi de la variant R561Q. Més endavant es detallaran els analisis pertinents. Cal
destacar que el doble mutant R510C;R51Q presentava una reduccié dramatica de I'entrada de
citidina a tots dos temps (Figura 14). En paral-lel es va analitzar el patré d’expressio de totes les
variants. Destaca el fet que hCNT1 presentava multiples bandes de pesos moleculars diferents.
En comparar la proteina resultant de la traduccié de cada variant, es va observar que el patré
de bandes diferia considerablement, sobretot pel que fa les bandes de major pes molecular.

hCNT1 WT presentava alta expressid de les bandes més pesades tant a 24 com a 48 hores post-
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transfeccid. La variant R510C presentava més intensitat de les bandes del voltant de 60 kDa,
sobretot a 48 hores. El fet que més va cridar I'atencié fou la reduccié de les bandes de pes més
elevat a 24 hores, que es recuperava en certa manera a 48 hores. Aquest canvi quantitatiu podria
anar lligat al fet que I'activitat a les 48 hores era més semblant a la variant R561Q que no pas a
les 24 hores. Per altra banda, la variant R561Q presentava un patré més semblant a hCNT1 WT
pero amb menor intensitat de les bandes de pes molecular alt. Tant R510C com R561Q, a més,
contenien una banda d’uns 53 kDa amb major intensitat que hCNT1 WT. Per ultim, el doble
mutant R510C;R561Q era el que presentava diferéncies més substancials: les bandes de pes
molecular més elevat desapareixien i només romanien les de 60 kDa aproximadament (Figura
14). La desaparicid de les bandes de pes molecular més alt, lligada a la manca d’activitat
transportadora d’R510C;R561Q, va suggerir que les bandes de més pes podrien estar associades

a I'activitat d’hCNT1.
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Figura 14. Les variants R510C i R561Q modifiquen I'activitat i expressié d’hCNT1 comparat amb el WT.
Les cél-lules HEK293 van ser transfectades durant 24 (A) o 48 (B) hores amb els diferents vectors
d’expressié d’hCNT1 indicats. L’activitat d’hCNT1 es va mesurar mitjangant I'entrada de citidina tritiada a
les cel-lules, calculada a partir de la diferencia de valors entre un medi ric en sodi i un medi ricamb colina.
Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=4 per 24h, n=3 per 48h). La significacié estadistica es va
determinar mitjancant 1 way ANOVA; * indica la comparativa amb el WT (* p<0.05, *** p<0.005, ****
p<0.001); # indica la comparativa amb R510C (# p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.005, ###t# p<0.001); £ indica
la comparativa amb R561Q (### p<0.001). L'expressié d’hCNT1 a nivell proteic es va analitzar sota les
mateixes condicions experimentals en cada cas. S’inclou un western blot significatiu de 4 (24h) i 3 (48h)
experiments independents.
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Figura 15. La localitzacié d’hCNT1 a la membrana plasmatica es veu reduida per a les variants R510C i
R561Q. La localitzacid subcel-lular d’hCNT1 es va realitzar mitjangant microscopia confocal. Es van
transfectar cel-lules HEK293 amb els vectors quimera de GFP-hCNT1, durant 24 o 48 hores. La membrana
plasmatica i el nucli van ser tenyits amb WGA-TRITC i Hoechst, respectivament. Magnificacio x63.
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Es van subclonar hCNT1 WT, les dues variants i el doble mutant al vector pEGFP-C1, per tal
d’aconseguir proteines quimera producte de la fusié entre GFP i hCNT1 a través de I'extrem N-
terminal del darrer. La fusié amb GFP és una eina molt util per tal de sublocalitzar la proteina
d’interés a la cél-lula. Es va comprovar si les proteines quimera resultants tenien activitat
semblant a les proteines expressades amb el vector pcDNA3.1. Es va detectar una lleugera
disminucié de la translocacié de citidina tritiada que podria ser deguda a interferencia del GFP,
a eficiéncia de transfecciod dels diferents vectors o a diferencies entre els promotors presents als
vectors. Com que l'activitat de WT-GFP, R510C-GFP i R561Q-GFP era suficient per considerar
que la proteina quimera podia efectuar la funcié de transportador (dades no mostrades), es va
prosseguir a localitzar les variants d’hCNT1 a la cél-lula. Aixi doncs, es van expressar
heterologament les quatre construccions hCNT1-GFP a HEK293. Es va tenyir la membrana
plasmatica amb el marcador WGA-TRITC i es van fixar les cel-lules. Mitjangant microscopia
confocal, es va analitzar si les diferents variants d’hCNT1 colocalitzaven amb el marcador de
membrana. Es va confirmar la preséncia d’'hCNT1 WT a la membrana plasmatica principalment
(Figura 15). Les variants R510C i R561Q també es trobaven a la membrana plasmatica, més a les
48 hores post-transfecci6 que a les 24. Tanmateix, es va observar certa quantitat de
transportador a l'interior de la cel-lula, sobretot en el cas de la variant R510C. Aixi doncs, les
imatges confirmen que les variants R510C i R561Q arribaven a membrana plasmatica pero de
manera reduida en comparacié amb hCNT1 WT. El doble mutant R510C;R561Q es detectava
majoritariament intracel-lular, de manera que es podria relacionar la seva manca d’activitat amb
la no preséncia del transportador a la membrana plasmatica. Difereix d’aquesta manera de la
variant d’"hCNT1 descrita que no presenta activitat, \CNT1S546P, ja que aquesta variant s’inserta
correctament a la membrana plasmatica; en aquest cas, es va descriure que la variant és incapag

de translocar el substrat (Cano-Soldado et al. 2011).

1.3.3 Alteracio de la vida mitjana d’hCNT1

Les dades de localitzacié subcel-lular d’hCNT1 no explicava les diferencies d’activitat i
d’expressid entre variants. En aquest punt es va plantejar la possibilitat que els impediments
estructurals de les variants predits per modelatge d’homologia alteressin la vida mitjana de la

proteina.

La vida mitjana d’hCNT1 i les variants es va analitzar sota diferents condicions. En primer lloc es
va estudiar el recanvi mitjangant la inhibicid de la sintesi proteica. A les 24 hores post-transfeccio
de les variants es van tractar les cel-lules amb cicloheximida durant 2, 4 i 6 hores (Figura 16). La

cicloheximida és un inhibidor de la sintesi proteica en eucariotes que actua interferint en
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I'activitat peptidil transferasa de la subunitat ribosdmica 60S, de manera que bloqueja el pas
d’elongacié traduccional. Es va observar com hCNT1 WT era molt estable, només s’intuia
disminucié de les bandes de menor pes molecular a temps 6 hores. En canvi, les variants R510C
i R561Q presentaven una disminucié de I'expressid considerable a partir de les 4 hores de
tractament amb cicloheximida. Aixi com a hCNT1 WT les bandes de pes molecular alt mantenien
I’expressié en el temps, I'expressié de les variants es veia reduida en totes les formes proteiques.
De fet, per a R561Q la banda de pes inferior practicament desapareixia. En aquest punt es va
plantejar la possibilitat que el patré de bandes d’hCNT1 observat en el western blot fos degut a
modificacions post-traduccionals, essent les formes no processades (i per tant, de menor pes
molecular) menys estables que les processades. El doble mutant R510C;R561Q també
presentava disminucié de I'expressié per efecte de la cicloheximida, sobretot a les 6 hores, en
que la preséncia d’aquesta variant doble és escassa. Aixi doncs, la inhibicié de la sintesi proteica

va permetre observar que les variants d’hCNT1 presentaven vida mitjana més curta que hCNT1

WT.
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Figura 16. El recanvi proteic de les variants d’hCNT1 presenta alteracions. Analisi mitjangant western
blot d’extractes proteics totals de HEK293 transfectades amb les diferents construccions. Les cel-lules van
ser tractades o no amb cicloheximida (CHX, 40ug/mL) durant els temps indicats, a les 24 hores post-
transfeccid.

Per altra banda, fins el moment no estava descrit quina via de degradacio segueix hCNT1. Per
aquest motiu, i per determinar si la diferéncia d’activitat entre variants era deguda a una major
o menor taxa de degradacio, es van inhibir les dues vies de degradacio principals de la cél-lula:
el proteasoma i la via lisosomal. Es va inhibir la formacié d’autofagolisosomes amb
hidroxicloroquina sulfat, un farmac aprovat per al tractament de malaria, lupus i altres malalties

inflamatories que bloqueja la via lisosomal mitjangant l'increment del pH en aquests
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compartiments; aixi, els enzims es troben fora del seu pH optim per actuar. El tractament va
funcionar correctament, tal i com demostra I'increment d’expressié d’LC3B Il, perd no es van
observar canvis d’expressié d’'hCNT1 respecte el control ni entre variants (Figura 17B). Per altra
banda, es va inhibir el proteasoma amb MG132, que és un peptid sintétic que bloqueja el
complex 26S del proteasoma sense afectar-ne les activitats ATPasa ni isopeptidasa; per tant, és
una inhibicio reversible. El tractament amb MG132, en aquest cas, produia una acumulacio de
I’expressid de totes les variants, sobretot pel que fa les bandes de menor pes molecular (Figura
17A). Aixi doncs, aquest resultat va suggerir que el proteasoma juga un paper important en la
regulacié de I'expressid d’hCNT1, pero caldria aprofundir per determinar si és directe per

degradacié d’hCNT1, o indirecte per degradacié d’algun factor regulador.
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Figura 17. La degradaciéo d’hCNT1 podria estar relacionada amb el proteasoma. Analisi mitjangant
western blot d’extractes proteics totals de HEK293 transfectades amb les diferents construccions. (A) Les
cél-lules van ser tractades durant 16 hores a les 8 hores post-transfecci6 amb MG-132 (5uM) o (B)
hidroxicloroquina sulfat (HCQ, 20uM). DR5 i LC3B-II sén els controls positius en cada cas.

1.3.4 Glicosilacié d’"hCNT1

El patré de bandes de proteina hCNT1 va suscitar I'analisi in silico de possibles modificacions
post-traduccionals d’'hCNT1. Degut a la localitzacié a membrana plasmatica d’hCNT1, es va mirar
I'acilaci6 de la proteina, concretament la miristil-lacio, i es van identificar 12 clusters
susceptibles. Tanmateix, es va descartar que les variants poguessin diferir entre si per canvis en

la miristil-lacid, ja que els canvis d’aminoacid R510C i R561Q no es troben en cap dels clusters.
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Aixi, es van identificar residus glicosilables per N-glicosilacié, O-glicosilacié i C-glicosilacio, aixi
com 3 lisines susceptibles de ser ubiquitinades i 54 serines/treonines/tirosines susceptibles de

ser fosforilades (Taula 18).

Modificacions post-traduccionals predites per hCNT1

N-glicosilacié

N543 N605 N643
C-glicosilacio
D41
O-glicosilacio
S13
Ubiquitinacio
K19 K393 K401
Miristil-lacié
88-93 115-160 302-307
344-349 351-356 355-360
361-366 399-404 417-422
548-553 552-557 576-581
Fosforilacio
S6 S11 T15
S31 S40 S43
S50 S52 S60
S73 T87 S95
S169 T172 S173
S203 $208 S243
$249 $250 T304
T308 S$318 T334
T343 Y346 S$352
S$359 S366 S371
Y386 $392 T403
Y404 T416 S421
S447 S465 Y501
S505 S$527 T535
S546 S$563 S566
T575 $602 T606
S609 $610 S611
S$612 Y616 S631

Taula 18. Modificacions post-traduccionals predites per a la seqiiéncia proteica d’hCNT1. Es va analitzar
la seqliencia en els softwares NetNGlyc 1.0 server (DTU Health Tech), NetCGlyc 1.0 server (DTU Health
Tech), NetOGlyc 4.0 server (DTU Health Tech), UbPred (Indiana University Bloomington), NMT
Myristoylation Predictor (DTU Health Tech), i NetPhos 3.1 server (DTU Health Tech).

En primera instancia es va voler determinar si la N-glicosilacid i la fosforilacié participaven de les
modificacions post-traduccionals d’hCNT1. Fins el moment no s’havia descrit que els

transportadors concentratius de nucleodsids presentessin modificacions post-traduccionals; en

96



RESULTATS | DISCUSSIO

canvi, s’ha demostrat que tant hENT1 com hENT2 sdn fosforilats i glicosilats (Baldwin et al. 2004;
Reyes et al. 2011; Bicket and Coe 2016; Grafie-Boladeras et al. 2019). La primera aproximacio va
ser in vitro, mitjancant I'endonucleotidasa PNGasaF, la qual elimina el sucres units a les proteines
per enllag N-glicosidic. En paral-lel també es va emprar la fosfatasa alcalina d’intesti de vedella,
CIP, per tal d’eliminar les fosforilacions dels residus d’"hCNT1. En ambdds casos es van tractar
extractes proteics amb els enzims. La desfosforilacio de I'extracte no va mostrar diferéncies en
el patré de bandes d’'hCNT1 (dades no mostrades), mentre que la desglicosilacié mitjancant
PNGasaF si (Figura 18). Tal i com s’observa a la figura, en tots els casos les bandes de major pes
molecular desapareixen amb el tractament de desglicosilacié, i només romania una banda de
pes molecular més baix. Aquesta banda coincidia amb les bandes de pes molecular inferior de
R510C, R561Q i R510C;R561Q, pero la banda no era present en hCNT1 WT. Aquest resultat
suggeria que hCNT1 WT és glicosilat, pero que les variants presenten menys grau de glicosilacid
en comparacié amb el WT. A més, la comparativa de les bandes de western blot del doble
mutant R510C;R561Q, amb i sense tractament amb PNGasaF, mostrava com I'extracte tractat
amb I'’endonucleasa presentava menys expressié. Aixdo semblava indicar que el doble mutant
sense les modificacions post-traduccionals de glicosilacié era menys estable, i per tant

I’expressié era menor.

WT R510C R561Q R510C:R561Q
PNGasaF: - + - + - + - +
750
: ' hCNT1
- P

T — I — W — . | acting

Figura 18. Eliminacid dels residus glucidics units per un enllag N a les proteines mitjangant PNGasaF. Els
extractes proteics de HEK293 transfectades amb els corresponents vectors d’expressié d’hCNT1 van ser
tractats amb PNGasaF durant 4 hores, i posteriorment es va detectar hCNT1 mitjangant western blot.

A continuacid es va optar per demostrar |'efecte de la glicosilaciéo d’hCNT1 en cultiu cel-lular, és
a dir, en cel-lules HEK293 transfectades amb els vectors corresponents de cada variant d’"hCNT1.
Es va emprar |'antibiotic tunicamicina, que bloqueja la N-glicosilacié en eucariotes mitjangant la
inhibici6 de la GIcNAc fosfotransferasa (GPT), la qual catalitza la transferéncia d’N-
acetilglucosamina-1-fosfat de la UDP-N-acetilglucosamina al dolicol fosfat, de manera que
s’inhibeix el primer pas de la sintesi de glicoproteines. Aixi doncs, es van tractar les cel-lules que
expressaven heterologament les variants d’'hCNT1 i es va mesurar |'expressid proteica, la

localitzacid i I'activitat. El patré de bandes de proteina observat en el western blot s’assemblava
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forca al patrd resultant del tractament amb PNGasaF (Figura 19A). Per tant, la inhibicié de la N-
glicosilacié en un sistema cel-lular confirmava que hCNT1 és glicosilat. A més, es va detectar que
hCNT1 WT, sota condicions de tractament amb tunicamicina, era practicament intracel-lular
(Figura 19B), amb un patré molt semblant al doble mutant R510C;R561Q en condicions basals
observat a la Figura 15. La localitzacio, doncs, semblava indicar que la glicosilacio és un fenomen
determinant per a la correcta insercié del transportador hCNT1 a la membrana plasmatica. Per
ultim, també es va determinar 'activitat d’"hCNT1 i les variants mitjancant la valoracié de la
captacid de citidina tritiada. Tant hCNT1 WT com les variants presentaven una disminucié de
I’activitat en condicions de tractament amb tunicamicina, essent molt similars entre si (Figura
20). El doble mutant R510C;R561Q, que ja no presentava activitat, no es veia modulat per accié
de la tunicamicina. Tot i que les activitats de WT, R510C i R561Q eren reduides, els resultats
indicaven que encara perdurava certa activitat residual dels transportadors en cada cas. Aixo
indicaria que la glicosilacié d’'hCNT1 és determinant per a la seva correcta activitat, pero no és
I’Gnic parametre que la modula. Es possible que hCNT1 pateixi alguna altra modificacié post-
traduccional que no hagi estat detectada i que participi també del correcte funcionament del

transportador de nucleosids.

A WT R510C R561Q  R510C;R561Q
TNM: - + - + - + - +

75p
e = 0

-; -- - - hCNT1

50

L —— i I Tet ¢ |

GFP-hCNT1 WGA-TRITC COMBINACIO

WT + TNM

Figura 19. La forma madura de la proteina hCNT1 és glicosilada. (A) Analisi de I'expressio proteica de les
diferents variants d’hCNT1 transfectades a HEK293, sota condicions de tractament amb tunicamicina
(TNM, 100nM) durant 16 hores. Es mostra un western blot representatiu de 3 experiments independents.
(B) Analisi de la localitzacio subcel-lular d’"hCNT1-WT transfectada a HEK293 després del tractament amb
tunicamicina (TNM, 100nM) durant 16 hores. Es mostra una imatge representativa de 3 experiments
independents.
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Figura 20. La glicosilacio és determinant per a I'activitat d’hCNT1. Es mesura 'activitat de transport
d’hCNT1 en HEK293 transfectades amb les corresponents variants i tractades o no amb tunicamicina
(TNM, 100nM) durant 16 hores. L’activitat d’'hCNT1 es va mesurar mitjangant I'entrada de citidina tritiada
a les cel-lules, calculada a partir de la diferéncia de valors entre un medi ric en sodi i un medi ric amb
colina. Els resultats s’expressen com a mitjana * SEM (n=4). La significacio estadistica es va mesurar amb
el test 2-way ANOVA; * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.001.

1.3.5 Estudi de I'heterozigositat del pacient

En paral-lel a I'estudi de les variants a nivell proteic es va voler determinar el genotip del pacient.
No es va poder obtenir gDNA dels pares per tal de discernir el model d’herencia de les variants
estudiades. Afortunadament, les dades del Whole Genome Sequencing efectuat van ser
suficients, i van revelar que les variants detectades en el pacient eren heterozigotiques; per tant,
el pacient presentava una copia WT per a cada variant. Es van realitzar analisis PCR especifiques
d’al-lels per tal d’esbrinar si la disposicié de les variants ¢.1528C>T (p.R510C) i c.1682G>A
(p.R561Q) era en cis (en el mateix al-lel) o en trans (diferent). Les variants rs2242047 (ID que
identifica la variant ¢.1528C>T) i rs149246522 (ID que identifica la variant c.1682G>A) es troben
separades per 9119 parells de bases, de manera que no es podia realitzar I’estudi mitjanant PCR
convencional. Es va aprofitar I'existencia d’una variant heterozigota entremig dels dos loci,
rs28430562 A/G. L’estratégia seguida va ser determinar si rs28430562 estava en cis o en trans
respecte les variants d’interes. El resultat de seqlienciacié demostra com la variant rs28430562A
es troba en el mateix cromosoma que rs2242047C, I'al-lel WT per a c.1528C>T; en canvi,
rs28430562G es troba en el mateix cromosoma que rs149246522G, el WT corresponent per a
€.1682G>A (Figura 21). Per tant, es demostra que la disposicié de ¢.1528C>T i c.1682G>A era en

trans.
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Figura 21. Confirmacio que les variants rs2242047 i rs149246522 es troben en trans.

Aguests resultats van descartar la participacié del doble mutant R510C;R561Q en el fenotip del
pacient. Per un cantd, el primer WGS ja va demostrar que les variants eren presents en
heterozigosi, perd no se sabia fins aquest punt si el pacient tenia un al-lel WT i 'altre doble

mutant, o bé era una combinacié de les dues variants.

Tot plegat suggeria que I'activitat resultant de la combinacié d’R510C i R561Q es veia minvada
respecte hCNT1 WT, donat que el pacient presentava pirimidindria. La funcié dels
transportadors hCNT sembla estar condicionada per I'oligomeritzacié (Johnson et al. 2012); fins
el moment s’ha demostrat només per hCNT3 (Stecula et al. 2017). Aixi doncs, es va decidir
demostrar in vitro I'efecte de I’heterozigosi del pacient mitjangant la co-transfeccié de les
construccions corresponents. Per tant, es va comparar 'activitat del WT amb I'activitat de la
combinacié del WT amb les variants per separat (WT + R510C i WT + R561Q) i amb I’activitat de
la combinacié de les variants R510C + R561Q (Figura 22A). Es va observar que una copia d’'hCNT1
WT era suficient per tal que les cel-lules presentessin el transport de citidina normal associat a
hCNT1. En canvi, la combinacié d’R510C i R561Q mostrava només aproximadament el 50%
d’activitat. A més, I'expressio proteica associada era inferior a la resta de combinacions (Figura
22B). Amb aquests resultats es va demostrar que la disposicié al-lelica en trans va contribuir a
empitjorar el fenotip del pacient, i que la co-expressié de dues variants que presentaven menor

activitat pero no nul-la era suficient per disminuir la recaptacio de citidina per part de la cél-lula.

L’estudi de I'heterozigosi del pacient va donar peu a l'indici, per primera vegada, que hCNT1 és
capag d’oligomeritzar. Si hCNT1 funcionés en forma de monomer, s’esperaria que una sistema
cel-lular que co-expressés alhora el WT i una de les dues variants (és a dir, WT + R510C o WT +
R561Q) presentés transport reduit de citidina en comparacié a un que només expressés el WT.
En canvi, es va observar que la presencia de les variants passava desapercebuda quan hi havia
una copia d’'hCNT1 WT. L'analisi de les variants per separat va demostrar que eren capaces

d’inserir-se a la membrana plasmatica — excepte la R510C;R561Q, pero es va descartar en saber
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que el pacient presentava les variants en trans. Els oligomers es formen en el transit cap a
membrana plasmatica (Reddy and Corley 1998), de manera que s’esperaria que un hipoteétic
oligomer entre hCNT1 WT i hCNT1 R510C, per exemple, pogués arribar a la membrana i exercir

la seva funcio.
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Figura 22. La disposicid al-lélica de les variants condiciona I'activitat hCNT1. Les cél-lules HEK293 van ser
cotransfectades amb les segilients condicions: WT, WT + R510C, WT + R561Q or R510C + R561Q. (A)
L’activitat d’"hCNT1 es va mesurar mitjancant I'entrada de citidina tritiada a les cél-lules, calculada a partir
de la diferencia de valors entre un medi ric en sodi i un medi ric amb colina. Els resultats s’expressen com
a mitjana + SEM (n=3). La significacio estadistica es va determinar mitjancant 1 way ANOVA; * indica la
comparativa amb el WT (*** p<0.005); # indica la comparativa amb WT + R510C (### p<0.005); f indica
la comparativa amb WT + R561Q (+#1 p<0.005). (B) Expressid proteica de les variants d’hCNT1. Es mostra
un western blot representatiu de 3 experiments independents.

En resum, els resultats presentats en els apartats anteriors induien a pensar que la glicosilacié
era parcialment responsable de qué I'expressid i activitat de les variants R510C i R561Q fossin
disminuides respecte hCNT1 WT. En aquesta part de I'estudi, pero, es va intuir el possible rol de
I'oligomeritzacid d’hCNT1 per tal que aquest transportador sigui funcional. L'ortoleg de V.
cholerae es va cristal-litzar en forma de trimer (Johnson et al. 2012), i hCNT3 és un homotrimer
(Stecula et al. 2017). Aixi, si s’"hagués de plantejar una forma d’oligomeritzacié d’hCNT1 seria en
forma trimeérica. Per aquest motiu es va voler identificar la posicio relativa dels residus R510 i
R561 en el model d’homologia d’hCNT1 en forma trimeérica. Es va observar que R561 presentava
una situacido més interna en els monomers, mentre que R510 estaria posicionat prop de la zona
hipotetica d’interaccid entre els diferents monomers (Figura 23). Aquest model indicaria, doncs,
que en cas d’existir en forma d’homotrimer, la variant R510C podria presentar alteracions en la
cinetica de formacid del complex, degut al canvi de naturalesa del residu, que podria estar

vinculat amb I’homotrimeritzacié. Tanmateix, primer caldria confirmar ['oligomeritzacid
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d’hCNT1 per tal de poder hipotetitzar la seva possible implicacié en la disminucidé d’activitat

d’hCNT1R510C i hCNT1R561Q.

Figura 23. Modelatge per homologia del complex d’hCNT1 en forma de trimer. Els cercles blaus
destaquen la posicié de cada residu en el model de trimer (R510 a I'esquerra i R561 a la dreta).

1.4 Detecciod d’altres variants implicades en el cas clinic

En paral-lel, es va tornar a seqiienciar el genoma del pacient amb Whole Genome Sequencing,

realitzat al laboratori del Dr. André van Kuilenburg. El motiu d’aquest segon analisi va ser que

I'alteracid de la funcid transportadora d’hCNT1 no explicava el fenotip clinic observat de

desregulacié immunitaria, febre, hepatomegalia, esplenomegalia i disfuncié hepatica. Es van

identificar 109 gens candidats que presentaven variants considerades rares, és a dir, poc

freqlients en la poblacié. Gens destacats:

9 candidats amb variants homozigotes: STAMBPL1, ABI3BP, CELSR2, OR5P3, MEFV, TAF4,
POU4F1, NCOA3 i ZSWIM6.

11 candidats amb variants hemizigotes: MED12, RBMX2, GJB1, TMILHE, WNK3, BCOR, APLN,
FAM120C, BCOR, CXorf30 i MAGEA4.

89 candidats amb variants heterozigotiques: ABCA13, ABCC11, ABI3BP, ADAMTS1S,
ADARB2, AGRN, AKAP13, AMDHD2, ANKDD1B, ANKZF1, ARID4A, C150RF37, CCDC92,
CELSR1, CLIC6, CORO7, CRYBG3, D2HGDH, DCHS2, DLC1, DNAH10, DNAH11, DNAH7,
DNAH9, DPYD, El24, ELFN1, ELP2, ENTHD2, ENTPD6, FAMA47E, FAT1, FAT3, FSTL5, GDPD4,
GIGYF2, GPX1, GRIK4, HERC1, HMCN1, HOXA4, KMT2C, KRT24, LAMAS5, LAMB1, LGRS,
LOXL4, LRPPRC, MMP26, MOGAT3, MTHFSD, MUC12, MUC17, MUC6, MYPN, NCOR2,
NLRP1, NRD1, OR56B1, PCK1, PKHD1L1, POLQ, PRF1, PROMI1, PTX3, QRICH2, R3HCCIL,
RLTPR, RNF213, RNF223, RPUSD4, SEC24D, SELP, SLC28A1, STRA6, SYNE2, SYNPO, SYVN1,
TCHHL1, TMC3, TMPRSS15, TMPRSS9, TRIM17, TTC40, TTN, USP53, WDR38, YBX3 i ZNF556.
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Es va analitzar si els gens destacats havien estat previament implicats en malalties rares. A més
de les variants d’hCNT1 ja descrites préviament, només hi havia un gen candidat d’aquests 109
que podia encaixar amb el fenotip patologic del pacient: PRF1 (MIM 170280), que codifica la
proteina perforina-1. La perforina-1 és una de les proteines citolitiques principals, ja que forma
part d’'una de les vies de citolisi del sistema immunitari. Els limfocits T efectors o les cél-lules NK
la contenen en els seus granuls citolitics, i la secreten sobre les membranes de les cél-lules diana,
on formara porus que induiran la lisi d’aquestes cel-lules. Aquesta funcié converteix la perforina-
1 en una pega clau en I'eliminacié de cél-lules infectades per virus. L'any 1999 es va identificar
per primera vegada que pacients amb limfohistiocitosi hemofagocitica familiar (FHL2)
presentaven mutacions al gen PRF1 en homozigosi i en heterozigosi composta (Stepp et al.
1999). Aquesta patologia es caracteritza per la proliferacié descontrolada de limfocits T activats
i de macrofags, que segreguen grans quantitats de limfocines que indueixen hemofagocitosi.
Principalment estan afectats la medul-la ossia, el fetge, la melsa i el sistema nervids central. Al
llarg dels anys s’han anat identificant altres variants en diferents poblacions (Ericson et al. 2001;
Molleran Lee et al. 2004; Risma et al. 2006; Trizzino et al. 2008). El pacient d’aquest cas era un
heterozigot compost i presentava dues variants previament identificades. La primera
(rs147035858) era una variant patogénica causada per un canvi de pauta de lectura,
g.72360608CA>C (c.50delT; p.L17Rfs*34) (Stepp et al. 1999). La segona (rs745902829) era una
deleciod en pauta, g.70598866_70598868Del (c.853_855delAAG; p.K285Del) (Ericson et al. 2001;
Zur Stadt et al. 2006). Es va determinar mitjangant seqiienciacié de Sanger el model d’heréncia
de les dues variants de PRF1 i la conclusié va ser que estaven disposades en trans. Per tant, el

pacient presentava dues copies infuncionals del gen que codifica la perforina.

En resum, en aquest bloc s’ha descrit el cas del primer pacient amb uridina-citidinuria que podria
estar relacionada amb una deficiencia funcional del transportador de pirimidines hCNT1. Les
dues variants identificades, ¢.1528C>T (p.R510C) i c.1682G>A (p.R561Q) presents al gen
SLC28A1 del pacient alteren la glicosilacié i disminueixen la vida mitjana de les proteines
mutants, i conseqiientment presenten una activitat reduida respecte hCNT1 WT. El pacient va
resultar ser heterozigot per ambdues variants, amb disposicio trans, de manera que es va emular
el genotip mitjancant la co-expressié de les dues variants i es va comparar amb la combinacié
de cadascuna individualment amb hCNT1 WT. Els resultats van indicar que una copia WT de
I'al-lel era suficient per a mantenir I'activitat hCNT1, mentre que la combinacié de dues copies
deficients reduia l'activitat del transportador de pirimidines fins la meitat. Les diferencies

podrien explicar-se per efecte de I'oligomeritzacio hipotéetica d’'hCNT1.

103



RESULTATS | DISCUSSIO

La majoria de simptomes presentats pel pacient s’explicarien amb la troballa del déficit de
Perforina-1. Tanmateix, en els Ultims temps s’ha realcat la importancia de la combinacié de dos
defectes genics com a causa de patologia (Tarailo-Graovac et al. 2016). Tot en conjunt, doncs,
sembla indicar que el cas clinic descrit en aquest bloc presentava un fenotip agreujat per la co-

existéncia de dos defectes monogenics.
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2. l'interactoma d’hCNT1 com a element regulador

2.1 Domini N-terminal d’hCNT1

En comparar la seqliéncia proteica dels tres membres de la familia SLC28 amb el seu ortoleg de
Vibrio cholerae vcCNT s’observa que s’ha adquirit evolutivament tot un domini N-terminal.
Aguest consta de la cua N-terminal intracel-lular i els seglients 3 dominis transmembrana
(Johnson et al. 2012). Un treball previ ja havia demostrat mitjan¢ant delecions que el domini N-
terminal d’hCNT1 i rCNT1 no era necessari per al transport d’uridina en oocits de Xenopus
(Hamilton et al. 2001). Aixi, s’hipotetitza que aquest domini N-terminal podria conferir noves

funcions als transportadors concentratius de nucleosids (Pérez-Torras et al. 2013).

Les possibles noves funcions dels hCNTs podrien estar regulades mitjancant proteines
d’interaccid. Per aquest motiu al grup s’han realitzat diferents aproximacions per a definir
I'interactoma dels transportadors de nucleodsids. Les dues primeres estratégies seguides varen
ser el GST-Pull Down i el Bacterial Two-Hybrid, dues técniques que tenen com a limitacié que
només es pot emprar la part soluble de la proteina, que en el cas dels hCNTs és la cua N-terminal.
Mitjancant aquestes técniques s’han identificat varies proteines d’interaccid: Rackl per hCNT1,

GRP58 i Aldolasa B per hCNT2, i ADK i Galectina-4 per hCNT3.

La nova aproximacié emprada recentment s’anomena Membrane Yeast Two-Hybrid (MYTH). A
diferéncia de les dues anteriors, aquesta técnica permet I'is de la proteina de membrana
sencera (Snider et al. 2010). El sistema emprat és Saccharomyces cerevisiae, que en ser una
cél-lula eucariota les proteines poden presentar modificacions post-traduccionals semblants a
les que tenen lloc en la cel-lula humana (Leach and Brown 2012). La técnica MYTH té com a base
la divisid de la ubiqiitina en dos dominis estables, Nub (N-terminal) i Cub (C-terminal). La
pseudoubiquitina resultant de la unié dels dos dominis pot ser detectada per enzims que la
proteolitzen. Ara bé, si es muta la isoleucina 13 del domini Nub per una glicina (NubG), la unié
entre NubG i Cub es veu debilitada, i només pot tenir lloc si els dos dominis es troben molt
propers a l'espai. En el MYTH s’aprofita aquest principi per a detectar interaccions entre

proteines, les quals poden donar-se en qualsevol localitzacié cel-lular.

Aixi, en el marc de la tesi doctoral del Dr. Albert Viel-Oliva es va realitzar la tecnica MYTH per a
hCNT1, hCNT2 i hCNT3. Es van fusionar els transportadors a Cub, i es va realitzar 'assaig contra
una llibreria de cDNA de ronyd i una altra de cDNA de sistema nervids central; contenien cDNAs
de fusié amb NubG per a poder realitzar la técnica. El transportador hCNT2 no va reportar cap
proteina d’interaccid per aquests parametres. Per altra banda, hCNT1 va donar tres positius:

Gamma-Butyrobetaine Dioxygenase (BBOX1), Nuclear Factor 1 C-type isoform 5 (NFIC) i E3
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Ubiquitin Protein Ligase Nrdpl (RNF41). Per altim, hCNT3 també va proporcionar tres positius:
General Transcription Factor Il Complex 5 (GTF3C5), Gamma-aminobutyric Acid Receptor-

Associated Protein-like 2 (GABARAPL2) i Dihydropteridine reductase (QDPR).

2.2 Regulacié d’hCNT1 per RNF41

El Dr. Albert Viel-Oliva va validar els resultats de MYTH durant la seva tesi doctoral demostrant
la interaccié entre hCNT1 i RNF41. Tant els assajos de co-immunoprecipitacié com els de co-
immunolocalitzacié cel-lular es van realitzar emprant els vectors hCNT1-HA i myc-RNF41,
aprofitant I'avantatge que proporciona I'Us de tags. Posteriorment la Dra. Sandra Moro va
demostrar la co-immunoprecipitacié entre hCNT1 i RNF41 utilitzant anticossos especifics per a
cadascuna de les proteines. El sistema en aquest cas va ser transfectar un vector d’expressié
d’hCNT1 generat al laboratori (referéncia de la seqlieéncia: NM_004213.5) a les HEK293, les quals
no presenten expressio ni activitat hCNT1 (Arimany-Nardi et al. 2017). Es va demostrar la
interaccié tant amb RNF41 endogen (carril de I'esquerra) com amb myc-RNF41 (carril de la

dreta) (Figura 24).
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Figura 24. Co-immunoprecipitacié d’hCNT1 amb myc-RNF41. Es van sembrar cél-lules HEK293 i 24 hores
després es van co-transfectar amb dos vectors d’expressio: pcDNA3.1 buit i pcDNA3.1-hCNT1, o bé
pcDNA3.1-myc-RNF41 i pcDNA3.1-hCNT1. 48 hores després es van processar les mostres i es va realitzar
la immunoprecipitaciéo d’"hCNT1 amb I'anticos N17 (SCB) i posteriorment es va analitzar RNF41 mitjancant
western blot. SN: sobrenedant. IP: immunoprecipitat. Resultats de la tesi de la Dra. Sandra Moro.

En paral-lel també es va voler demostrar el sentit biologic de la interaccié. RNF41 (Ring Finger
Protein 41), també anomenada Nrdp1 (Neuregulin receptor protein 1), és una ubiqlitina lligasa
E3 de tipus RING. Conté un domini RING (Really Interesting New Gene), el qual li proporciona
capacitat per reconeixer els seus substrats via interaccions proteina-proteina (Qiu and Goldberg

2002). Les E3 lligases, en general, ubiqgiitinen les proteines diana. En funcié del tipus
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d’ubiquitinitzacio, les conseqliéncies per a la proteina diana sén unes o altres. Aixi, si una
proteina és poliubiqglitinada, el seu desti sera la degradacid via proteasoma. Tanmateix, les
modificacions mitjangant ubiqlitines poden tenir altres funcions més enlla de la proteolitica,
com per exemple internalitzacié de receptors, trafic intracel-lular, regulacié de I'activitat
transcripcional mitjangant la modificacié d’histones, assemblatge de complexos multiproteics i

regulacié d’activitats enzimatiques (Reyes-Turcu et al. 2009; Grabbe et al. 2011).

La familia d’E3 lligases de tipus RING és molt diversa i comprén un gran nombre de funcions a la
cel-lula. Tant és aixi que s’han descrit desregulacions de membres d’aquesta familia que
contribueixen a la patogénesi de varies malalties humanes, incloent carcinogenesi (Wang et al.
2014; Wen et al. 2014). Per exemple, I'expressio de p53 esta regulada per un membre d’aquesta
familia, I'E3 lligasa HdmM2, perd també s’ha observat que RNF31 pot promoure’n la degradacié
(Zhu et al. 2016). La familia RING E3 lligases ubiquitinitza tant proteines oncogéniques com
supressores de tumors; aixi, elles mateixes poden actuar com a oncogens o supressors de

tumors en funcié de la naturalesa de les seves dianes.

RNF41 també ha estat relacionada amb processos oncogénics, concretament amb tumors
mamaris, mitjancant la seva interaccié amb el receptor tirosina quinasa ErbB3. RNF41 regula
I'expressié d’ErbB3 a través de I'ubiquitinitzacio, que té com a conseqliencies la internalitzacié
del receptor i posterior degradacio via proteasoma (Diamonti et al. 2002; Qiu and Goldberg
2002; Cao et al. 2007). De fet, s’ha relacionat la perdua d’RNF41 amb el creixement tumoral

dependent d’ErbB3/ErbB2 en cancer de mama (Yen et al. 2006).

En tractar-se d’'una E3 ubiquitina lligasa, s’intueix que la funcié de la interaccié hCNT1-RNF41
sigui la regulacid d’expressid del transportador mitjangant la seva degradacié dependent
d’ubiquitina. Fins el moment no s’havia descrit el mecanisme de degradacid de cap
transportador de nucleosids. En la present tesi doctoral s’ha vist que la inhibicié de la funcié del
proteasoma amb MG-132 produeix una acumulacié d’'hCNT1 (apartat 1.3 — Pérez-Torras et al.
2019). S’havia descrit que un transportador de nucleosids especific d’eritrocits (eENT1) és
subjecte a la senyalitzacié d’adenosina, la qual indueix la ubiqiitinitzacié d’eENT1 i posterior
degradacio via proteasoma (Song et al. 2017). Per tant, es va decidir validar la degradacié via

proteasoma d’hCNT1 dependent d’RNF41.

En primer lloc, es va modular I'expressié d’'RNF41 i es va valorar I'impacte sobre |'activitat
d’hCNT1. Es van utilitzar les cél-lules HEK293-hCNT1, un clon de HEK293 produit al laboratori en
qué s’ha induit I'expressio estable de la proteina hCNT1. Es tracta d’un model molt til per a

caracteritzar canvis en I'activitat d’aquesta proteina, aixi com estudiar possibles interaccions
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amb farmacs. El Dr. Albert Viel-Oliva va demostrar que la sobreexpressido d’'RNF41 produia una
reduccio de I'activitat d’hCNT1 del 13% (Figura 25A), mentre que el silenciament d’'RNF41 induia
I'activitat d’"hCNT1 un 37% (Figura 25B). Ambdds resultats lligarien amb la hipotesi que RNF41
indueix la degradacié d’hCNT1 via proteasomal. Aquest sistema indicaria que en condicions de
sobreexpressido d’'RNF41 hi hauria major taxa de degradacié d’hCNT1, i per tant I'activitat seria
reduida. En canvi, en condicions de knock down d’'RNF41, la ubiquitinitzacié d’hCNT1 seria
menor, igual que la degradacid conseqiient per via proteasoma, i per aquest motiu es detectaria

major activitat de transport.
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Figura 25. La modulacié de I'expressio d’RNF41 produeix canvis en I'activitat d’hCNT1. Les cel-lules
HEK293-hCNT1 es van sembrar, i a les 24 hores es van transfectar amb pcDNA3.1 o pcDNA3.1-myc-RNF41
(A), o bé es van silenciar amb siRNA C o siRNA RNF41 (B). L’assaig de transport en ambdds casos es va
realitzar a les 48 hores post transfeccié o silenciament. L’activitat d’hCNT1 es va mesurar mitjangant
I’entrada de citidina tritiada a les cél-lules, calculada a partir de la diferencia de valors entre un medi ric
en sodi i un medi ric amb colina. Els resultats estan referits a I’activitat basal de HEK293-hCNT1, a la qual
se li atorga un valor del 100%. Les barres representen la mitjana dels percentatges de cada experiment
SEM (n=3). La significacio estadistica es va mesurar amb test t-Student aparellat; * p<0.05. Resultats de la
tesi del Dr. Albert Viel-Oliva.

Aixi doncs es va voler comprovar si RNF41 ubiqiitinava hCNT1 i conseqlientment aquest era
degradat via proteasoma. El mecanisme va ser inhibir la funcié del proteasoma amb el farmac
MG-132 en condicions de sobreexpressido d’'RNF41. Els resultats no van ser clars pel fet que en
comparar les dues condicions control es va observar com I'expressio d’hCNT1 semblava
augmentar quan es va sobreexpressar RNF41 (Figura 26). Per altra banda, en comparar
I’expressié d’hCNT1 quan el proteasoma estava inhibit es va detectar acumulacié de les bandes
de menor pes molecular en ambdds casos, tal i com s’havia observat en I’estudi del cas clinic en
I'apartat anterior. L’acumulacié sembla major en cas de sobreexpressié d’RNF41. Aquest resultat
es podria explicar pel fet que en una situacié en que hi hauria major preséncia d’'RNF41, hCNT1

seria més ubiqiitinat i per tant, en inhibir-se el proteasoma, I'acumulacio seria major.
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Figura 26. La inhibicié del proteasoma interfereix en I'expressié d’hCNT1. Analisi mitjangant western blot
d’extractes proteics totals de HEK293 transfectades amb les combinacions indicades. Les ceél-lules van ser
tractades durant 16 hores a les 8 hores post-transfeccio amb MG-132 (5uM). DR5 és el control positiu. Es
mostren els resultats d’un sol experiment.

La ubiqitinitzacid de proteines té lloc tipicament en residus lisina (revisat a Hochstrasser 2009),
perd també s’han descrit ubiquitinitzacions a residus cisteina o treonina (Wang et al. 2007).
D’entrada, pero, es va analitzar la seqliéncia proteica d’'hCNT1 amb el software UbPred (Indiana
University Bloomington), el qual indica quines lisines sén susceptibles de ser ubiquitinades. Es
van detectar 3 lisines: K19, K393 i K401 (Taula 18 de I'apartat 1.3 de Resultats). Segons el model
d’homologia estructural descrit en I'apartat anterior d’aquest mateix bloc, K393 i K401 es troben
en el cantd extracel-lular. K19, en formar part del domini N-terminal no present en I'ortoleg
procariota, no va poder ser modelat, perd segons la prediccié d’estructures es trobaria a la cua
N-terminal. Considerant que la ubiquitinacié és un procés que té lloc a I'interior de la cel-lula, es

va hipotetitzar que K19 era la lisina d’hCNT1 susceptible de ser ubiqiitinada.

Consequentment, es va procedir a mutar la K19 per elucidar el seu paper en la ubiquitinitzacid
d’aquest transportador de pirimidines. Tanmateix, el sistema d’estudi havia de canviar, ja que
les mutacions de la K19 es van realitzar sobre el vector d’expressié pcDNA3.1-hCNT1 i no sobre
la linia estable HEK293-hCNT1. Com que tot 'estudi previ s’havia realitzat a la linia estable, es
va comprovar si hi havia modulacié de I'activitat d’hCNT1 per part d’'RNF41 en un sistema de
HEK293 transfectades transitoriament. Es va poder observar que I'activitat també disminuia, un

16% en aquest cas (Figura 27) — en les HEK293-hCNT1 era un 13%.
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Figura 27. RNF41 també modula I’activitat d’hCNT1 en un sistema HEK293 de transfeccié transitoria. Les
cél-lules van ser sembrades i transfectades I’'endema amb els vectors indicats (3.1 indica pcDNA3.1 buit).
A les 48 hores es va realitzar I'assaig de transport. L'activitat d’hCNT1 es va mesurar mitjancant I'entrada
de citidina tritiada a les cél-lules, calculada a partir de la diferencia de valors entre un medi ric en sodi i un
medi ric amb colina. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=3). La significacié estadistica es va
calcular per un test t-Student de mostres aparellades.

Un cop confirmat que es podia emprar el sistema de transfeccid transitoria es va procedir a la
mutagenesi dirigida de la K19. Es van realitzar les substitucions K19R, K19T i DelK19 (Figura 28A).
Posteriorment es va comprovar si I’activitat de les proteines resultants variava respecte hCNT1
WT, aixi com I'expressio. La substitucid K19R va mostrar tenir la mateixa activitat que el WT,
mentre que K19T i DelK19 presentaven menys transport de citidina (Figura 28B). L'expressio a

nivell proteic lleugerament inferior al WT en tots els casos (Figura 28C).
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Figura 28. Mutants de K19. (A) Esquema representatiu de les substitucions en cada cas. (B) Activitat
d’hCNT1 mesurada per I'entrada de citidina a les cél-lules i calculada com la diferéncia de transport entre
un medi ric en sodi i un medi ric en colina. Les barres representen la mitjana + SEM de dos experiments
independents. (C) Extractes proteics totals de HEK293 transfectades amb els vectors indicats.
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Es van descartar les mutacions K19T i DelK19, ja que els canvis en I'activitat d’"hCNT1 es podrien
explicar per canvis drastics en I'estructura del transportador per preséncia d’'una cadena lateral
polar sense carrega o la manca d’un residu, respectivament. En aquest punt, doncs, es va
procedir a comprovar si hi havia canvis en I'expressié d’hCNT1 en modular I'expressié d’'RNF41.
La sobreexpressié d’'RNF41 (sense el tag myc) no semblava afectar I'expressié d’hCNT1 (Figura
29A). Per altra banda, hCNT1 WT s’acumulava en certa manera en condicions de knock down

d’RNF41, mentre que I'expressiéo d’'hCNT1K19R es mostrava invariable (Figura 29B).
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Figura 29. L’expressio d’hCNT1K19R no varia per modulacio de I'expressié d’RNF41. Extractes totals de

HEK293 transfectades (A) o silenciades (B) amb els vectors indicats mesurats per western blot. Es mostra
la resolucid de 10ug de proteina en cada cas.

A continuacioé es va comprovar I'efecte d’inhibir el proteasoma amb MG-132 sobre I'expressiod

d’hCNT1K19R, i en comparacié amb I'efecte sobre hCNT1 WT (Figura 30).
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Figura 30. La inhibicié del proteasoma amb MG-132 també indueix canvis d’expressié d’hCNT1K19R.
Analisi mitjangant western blot d’extractes proteics totals de HEK293 transfectades amb els vectors
indicats. Les cel-lules van ser tractades durant 16 hores a les 8 hores post-transfeccio amb MG-132 (5uM).
DR5 és el control positiu. Es mostra un resultat representatiu de 3 experiments independents.
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Tal i com s’havia observat anteriorment, la inhibicié del proteasoma produia dos efectes sobre
hCNT1: una disminucié de les bandes de més pes molecular i una acumulacié de les bandes de
menor pes molecular. Aquesta acumulacid és menys pronunciada a hCNT1K19R, suggerint que

la lisina 19 podria estar implicada en la degradacié d’hCNT1 via proteasoma.

El seglient pas va ser comprovar si realment hCNT1 era ubiqiitinat i si aquest fet canviava en
substituir la lisina 19 per una arginina. Es va procedir a immunoprecipitar hCNT1 i detectar
ubiquitina en les mostres immunoprecipitades. Els primers resultats semblaven suggerir que no
hi havia diferéncies entre hCNT1 WT i hCNT1K19R en quant a nivells d’ubiqitinitzacié (Figura

31). Per tant, els resultats indicaven que hCNT1 era ubiquitinat en residus diferents a la K19.
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Figura 31. No es detecten diferéncies d’ubiqiiitinitzacié entre hCNT1 i K19R. Es van sembrar cel-lules
HEK293 i 24 hores després es van transfectar amb els vectors d’expressié indicats. 48 hores després es
van processar les mostres i es va realitzar la immunoprecipitacié d’hCNT1 amb I'anticos G7 (SCB) i
posteriorment es va analitzar ubiquitina (Ub) mitjangant western blot. Els extractes proteics totals resolts
contenen 20ug de proteina. SN: sobrenedant, 20ug; IP: immunoprecipitat. La fletxa indica la banda
romanent del revelat d’Ub en el revelat d’"hCNT1.

Es va decidir procedir de forma diferent. Es va comprovar en en condicions de sobreexpressié
d’hCNT1 WT si el silenciament d’RNF41 alterava la ubiquitinitzacié de la proteina. Es va afegir en
paral-lel un control de HEK293 buides sense transfectar hCNT1. Els resultats van revelar que
I'anticos d’ubiqiitina presentava un alta inespecificitat per a detectar-se després d’una
immunoprecipitacid, ja que el control de HEK293 buides mostrava les mateixes bandes que els
immunoprecipitats en que hi havia hCNT1 present (Figura 32). L'Unica banda que només
apareixia en HEK293 transfectades amb hCNT1 i siRNA control pesava 120 kDa aproximdament,
un pes molt més elevat del d’'hCNT1 (60-75 kDa). De fet, si hCNT1 oligomeritzés en forma de
dimer, 120kDa seria el pes predit per aquesta estructura. Tanmateix, en revelar hCNT1 no es va

detectar cap banda a aquest pes molecular.
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Figura 32. La deteccié d’ubiqiiitines després d'immunoprecipitar hCNT1 és inespecifica. Les HEK293 van
ser transfectades I'endema que sembrades, i posteriorment silenciades amb siRNA control o siRNF41. A
les 48 hores després del silenciament es van processar les mostres i es va immunoprecipitar hCNT1 amb
I'anticos G7. Primer es va detectar ubiquitina per western blot i posteriorment hCNT1. Els extractes
proteics totals resolts contenen 20ug de proteina. SN: sobrenedant, 20pg; IP: immunoprecipitat.

Fins aquest punt s’havia demostrat que I'expressié d’hCNT1 era modulada pel proteasoma
d’alguna manera, pero no s’havia pogut demostrar ni descartar que la ubiqiitinacié de la lisina
19 hi participés. Tot plegat es podria deure a un fenomen de competéncia entre anticossos. La
lisina 19 es troba en la cua N-terminal d’'hCNT1, que és la mateixa regié que detecta I'anticos
anti-hCNT1 (G7) que s’ha emprat, el qual és un anticos monoclonal comercial (SCB). Si realment
la lisina 19 fos ubiquitinada, podria impedir que I'anticos G7 reconegués la cua N-terminal
d’hCNT1-Ub. En el context de les immunoprecipitacions aixo significaria arrossegar només els
transportadors no ubiquitinats, de manera que no es detectarien diferéncies entre hCNT1 WT i
hCNT1K19R. Un anticos optim per a la deteccié d’ubiqiitina podria detectar aquesta porcid
romanent d’hCNT1 no ubiquitinat en el sobrenedant de les immunoprecipitacions. Per evitar
possibles fenomens d’interferencia caldria realitzar la immunoprecipitacié d’'hCNT1 amb un
anticos que detectés el domini C-terminal de la proteina. Al laboratori es va produir un anticos

monoclonal contra el C-terminal, pero no s’ha aconseguit immunoprecipitar hCNT1.

La ubiqiitinitzacid és una senyal de trafic intracel-lular i regula el sorting. S’ha descrit que RNF41
és responsable d’ubiquitinitzacions de caire diferent. La poliubiquitinitzacié al residu K48 de les
proteines esta relacionat amb la degradacié via proteasoma, i RNF41 I'efectua sobre MyD88,
Parkin i BRUCE (Qiu et al. 2004; Yu and Zhou 2008; Wang et al. 2009). En canvi, la

poliubiquitinitzacid o monoubiqitinitzacié en el residu K63 tipicament envia les proteines a
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degradacié per la via lisosomal (revisat a Piper and Lehner 2011); RNF41 regula la
poliubiquitinitzacid6 en K63 de TBK1 (Wang et al. 2009). Per ultim, se sap que RNF41
poliubiquitinitza altres proteines pero se’n desconeix el residu, com ara ErbB3, RARa i IL-3R (Qiu
and Goldberg 2002; Jing et al. 2008). Per altra banda, s’ha relacionat RNF41 amb la regulacié del
trafic de receptors de citoquina de membrana plasmatica. Dos treballs molt seguits publicats pel
mateix grup han descrit de quina manera RNF41 participa del control de la ruta dels receptors
de citoquines dependents de JAK2. En el primer treball s’havia descrit com RNF41 bloquejava la
formacié d’una part escindida de la regié C-terminal del receptor de leptina (LR), anomenada
CTS. La proteasa catepsina L és responsable de la formacié de CTS i posterior degradacio per via
lisosomal, pero RNF41 bloqueja la formacié de CTS i per tant redueix la degradacié d’aquests
receptors per via lisosomal. En canvi, afavoreix el fenomen anomenat ectodomain shedding, és
a dir, formacio de receptor soluble, en la qual hi participen les proteases ADAM. En cap cas es
va confirmar la ubiqitinitzacid del receptor (Wauman et al. 2011). En el segon treball revelen
que els efectes d’'RNF41 sobre LR es donen a través d’un altre element, la desubiqliitinasa USP8.
USP8 i RNF41, que s’ha demostrat que interaccionen, presenten una regulacio reciproca entre
si, ja que RNF41 indueix la ubiquitinitzacié d’USP8 i en disminueix I'expressid, mentre que USP8
promou l'estabilitzacié d’RNF41 mitjancant el bloqueig de la seva autoubiquitinitzacié. Alhora,
aquesta regulacié reciproca també controla el trafic de receptors de citoquines com LR. La
formacié del CTS té lloc en uns microdominis anomenats cossos multivessiculars (MVB), els quals
acaben fusionant-se amb els lisosomes i per tant el contingut és degradat. USP8 és
imprescindible per a qué els receptors de citoquina puguin arribar als MVB. Com que RNF41
indueix la degradacié d’USP8, la reduccié d’aquesta proteina fa que LR no pugui accedir als MVB
i per tant és reciclat a la membrana plasmatica. La major preséencia d’LR a membrana plasmatica

afavoreix ectodomain shedding (De Ceuninck et al. 2013).

Aix0 va portar a hipotetitzar si RNF41 podia exercir un efecte semblant a I'efectuat sobre el
receptor de leptines. Ja s’"ha demostrat que hCNT1 i RNF41 interaccionen, de manera que la
funcié d’'RNF41 podria ser apropar hCNT1 a la maquinaria de reciclatge. Caldria comprovar si els
actors son els mateixos i si hCNT1 pot patir ectodomain shedding. En tot cas, si RNF41 afavoris
la solubilitzacié d’hCNT1, el transport es veuria disminuit, que és el que s’ha observat en
sobreexpressar RNF41; i s’esperaria el contrari del silenciament, és a dir, major presencia

d’hCNT1 a la membrana plasmatica i per tant més activitat.

Com a primera prova es va decidir comprovar si RNF41 intervenia en la vida mitjana d’'hCNT1,
és a dir, si la seva sobreexpressié induia d’alguna manera menor expressié d’hCNT1 o increment

de bandes de menor pes molecular (que correspondrien a una possible solubilitzacid). Es va
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inhibir la sintesi proteica amb cicloheximida durant 2, 4 i 6 hores, en condicions d’expressié
endogena d’RNF41 (hCNT1 + 3.1) o en condicions de sobreexpressié (hCNT1 + RNF41) (Figura
33).
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Figura 33. La sobreexpressié d’'RNF41 sembla afectar la vida mitjana d’hCNT1. Analisi mitjangant western
blot d’extractes proteics totals de HEK293 transfectades segons esta indicat. Les cel-lules van ser tractades
o no amb cicloheximida (CHX, 40ug/mL) durant els temps indicats, a les 24 hores post-transfeccié. Es
mostra un western blot representatiu de dos experiments.

Es va observar com la inhibicié de la sintesi proteica afectava tant hCNT1 com RNF41, tot i que
a les 6 hores encara es mantenia una expressido considerable d’ambdues proteines. En
condicions control, la sobreexpressido d’'RNF41 semblava disminuir I'expressié de les bandes de
major pes molecular d’hCNT1. Hem determinat recentment que el patré d’expressiéo d’"hCNT1
presenta bandes de diferents pesos moleculars, en qué les bandes superiors corresponen a
hCNT1 funcional, amb les modificacions post-traduccionals pertinents (Pérez-Torras et al. 2019).
Aquest resultat, doncs, lligaria amb el fet que la sobreexpressié d’'RNF41 produia una disminucid
de l'activitat d’'hCNT1. En comparar els tractaments amb cicloheximida amb els controls
corresponents, es va intuir una disminucié de la vida mitjana d’hCNT1 quan RNF41 estava
sobreexpressat, tot i que molt subtil. Aquests resultats indicarien que RNF41 estaria participant
en la degradacié d’'hCNT1. Una manera de comprovar-ho seria silenciant RNF41 i inhibint la
sintesi proteica amb cicloheximida, ja que s’esperaria menys disminucié de I'expressié d’'hCNT1

en abséncia d’'RNF41.

Per tant, s’ha demostrat que RNF41 modula I'activitat d’"hCNT1 i que ambdues proteines
interaccionen. En ser RNF41 una E3 lligasa, s’havia hipotetitzat que la funcié d’aquesta interaccio
estava relacionada amb la degradacié d’hCNT1 via proteasoma. La seqiiencia d’hCNT1 presenta

tres lisines susceptibles de ser ubiquitinades: K19, K393 i K401. S’ha descrit que tipicament el
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residu relacionat amb la degradacio de proteines via proteasoma és la K48 (Grice and Nathan
2016), perd hCNT1 no presenta aquesta lisina. En primera instancia s’havia hipotetitzat que la
K19 podria exercir aquesta funcid, donat que s’havia detectat acumulacié d’expressiéo d’hCNT1
en inhibir farmacologicament el proteasoma. Tanmateix, no s’ha pogut demostrar que hCNT1
s’ubiqlitina, almenys a través d’aquesta lisina. Tal i com s’ha comentat, no es pot descartar que
K19 sigui ubiqlitinada, ja que els resultats presentats podrien estar condicionats per una
possible competencia pel lloc d’unié dels anticossos a I’'N-terminal. Per altra banda, no es pot
descartar que les lisines K393 i K401 puguin ser ubiquitinades. En els ultims anys ha incrementat
la consciéncia de queé la ubiquitina, a més de marcar les proteines per a degradacio proteasomal,
també és un element regulador de molts processos. S’ha vist que en funcié del context i del
residu marcat, una proteina ubiqlitinada pot ser degradada per via lisosomal o pot ser
estabilitzada (revisat a Kwon and Ciechanover 2017). A més, el domini cel-lular en quée tingués
lloc la ubiquitinitzacié també és rellevant. S’havia descartat K393 i K401 perqué segons el model
d’homologia sén extracel-lulars, i per tant RNF41 no podria accedir-hi per exercir d’E3 lligasa.
Ara bé, si el transportador hCNT1 fos reciclat i accedis a un compartiment cel-lular en qué hi
hagués RNF41, aleshores hi hauria la possibilitata que aquesta E3 lligasa accedis a aquests dos
residus de lisina i ubiquitinar-los. Per tant, s’"haurien de mutar aquests dos residus, en la mateixa
molécula i per separat, i posteriorment comprovar si els hCNT1 mutants sén ubiquitinats,

degradats per proteasoma o d’alguna manera canvia la localitzacié cel-lular.

Per altra banda, no es pot descartar la possibilitat que la funcid d’RNF41 sigui afavorir el
reciclatge d’hCNT1. Aquest transportador no sembla degradat per la via lisosomal, tal i com
indica la inhibicié mitjangant hidroxicloroquina sulfat (Pérez-Torras et al. 2019). Tanmateix,
RNF41 podria conduir-lo a un altre microdomini cel-lular. Es podria analitzar mitjangant
immunolocalitzacié si la interaccid es pot donar en algun indret de la cél-lula diferent a la
membrana plasmatica, per exemple emprant un marcador d’endosomes tardans. De la mateixa
manera, es podria comprovar si canvia localitzacid d’hCNT1 en situacions de modulacié de
I'expressié d’RNF41. Si en sobreexpressar RNF41 es detecta major proporcid d’hCNT1
intracel-lular, aixo indicaria que RNF41 estaria afavorint la internalitzacid del transportador. Per
altra banda, no es pot descartar que alhora es produeixi algun fenomen ectodomain shedding o
fins i tot la solubilitzacié del transportador, tal i com succeeix amb el receptor de leptina LR
(Wauman et al. 2011). Si 'escissié d’'un domini es produis per I'extrem C-terminal, les eines
actuals no permetrien detectar aquests fragments d’hCNT1 amb menor pes molecular, ja que
I’'anticos detecta la part N-terminal. De la mateixa manera, la formacié de proteines amb menor

pes molecular (la part restant) podria no detectar-se. El sistema d’estudi emprat és el cultiu
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cel-lular en el qual s’expressa heterologament hCNT1 mitjancant el vector d’expressio
pcDNA3.1, que presenta un promotor fort. L'expressié constant del vector, aixi com les bandes
de diferent pes molecular producte de les modificacions post-traduccionals, podrien

emmascarar la possible aparicié de proteines hCNT1 amb menor pes molecular.

En resum, els resultats de I'estudi funcional de la interaccido entre hCNT1 i RNF41 encara es

troben en estadis molt primerencs, pero s’ha vist que RNF41 regula la funcié d’hCNT1.
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BLOC 2: ESTUDI DE LA REGULACIO DE L’EXPRESSIO DE LES
FAMILIES SLC28 | SLC29

3. Regulacio epigeneética de les families SLC28 i SLC29

3.1 Introduccio

El DNA eucariota s’organitza dins el nucli cel-lular de forma condensada. La cromatina consisteix
en un octamer d’histones (duplicats de les histones H2A, H2B, H3 i H4) al voltant del qual
s’enrotllen 147 parells de bases de DNA. El terme ‘epigenética’ s’empra per a descriure tots
aquells esdeveniments basats en |'estructura de la cromatina que regulen els processos
d’expressio del DNA. Els enzims implicats en I'estructura i funcié de I'epigenoma sén de tres
tipus. Els writers sén els encarregats d’afegir les marques covalents descrites a continuacio,
mentre que els erasers sén els responsables d’eliminar-les. Tal i com es mencionara més
endavant, aquestes categories inclouen quinases com a writers i fosfatases com a erasers, per
exemple. Per ultim hi ha els readers, que reconeixen les marques i recluten altres enzims
modificadors, complexos d’activacié de la transcripcid, entre altres (revisat a Dawson and

Kouzarides 2012).

Dins aquests esdeveniments hi ha modificacions del propi DNA també, perd aquestes no alteren
la seqléencia de nucleotids. La modificacié principal consisteix en la metilacié de la citidina
convertint-la en 5-metilcitidina (5mC), que alhora pot ser oxidada en el mateix residu metil
successivament per donar lloc a la resta de modificacions (5-hidroximetilcitidina, 5-formilcitidina
i 5-carboxilcitidina). Recentment s’han identificat residus de N®-metiladenina en genomes de
mamifer, pero se’n desconeix la funcié (Xiao et al. 2018). La metilacié del DNA esta associada a
zones transcripcionalment inactives, com centromers, telomers, la part inactiva del cromosoma

X i sequiencies repetitives (Baylin and Jones 2011).

El segon grup de modificacions epigenétiques engloba els canvis en residus de les histones. S’han
descrit una amplia varietat de canvis: metilacid, acetilacio, fosforilacid, ubiquitinacid,
SUMOilacié, ADP ribosilacid, deaminacid, isomeritzacié de prolines, crotonilacié, propionilacid,
butirilacié, formilacié, hidroxilacié i O-GlcNAcilacio (revisat a Dawson and Kouzarides 2012).
Tanmateix, els més estudiats son la metilacid, I'acetilacié i la fosforilacié. L’acetilacié d’histones
és l'esdeveniment principal implicat en canvis de transcripcid, estructura de cromatina i
reparacid del DNA. L’acetilacidé neutralitza les carregues positives de les lisines de les histones,
debilitant les interaccions electrostatiques entre histones i DNA, de manera que I'estructura del

nucleosoma es relaxa i es passa a I’estat que s"anomena conformacié oberta de la cromatina. Es
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una modificacié molt dinamica, regulada per dues families de proteines principals: les Histona
Acetiltransferasa (HAT) i les Histona Desacetilasa (HDAC). Analisis de ChIP-seq han relacionat
I'acetilacié d’histones a promotors i enhancers de gens transcripcionalment actius. De forma
analoga, la fosforilacié és semblant a I'acetilacid en el sentit que també altera la carrega de les
histones, afectant I'estructura de la cromatina. Es poden distingir dues categories de fosforilacié
de les histones, la primera més relacionada amb la regulacié de la transcripcid i la segona
implicada en la condensacié de la cromatina. A diferéncia de I'acetilacid, la fosforilacié esta més
implicada a processos cel-lulars com mitosi o reparacié del dany. Per altra banda, la metilacié de
les histones no suposa cap canvi en la carrega neta del nucleosoma. Pot tenir lloc a les cadenes
laterals de lisines (K), arginines (R) o histidines (H), pero les més abundants sén les metilacions
de lisines, les quals poden ser mono, di o trimetilades. Els enzims son bastant especifics de
residu, tant les metiltransferases com les desmetilases. A més, hi ha marques especifiques
associades a gens actius (H3K4me1/2/3, H3K36me3 o H3K79me3) i marques associades a
heterocromatina (H3K9me3, H3K27me3 o H4K20me3). Addicionalment, la localitzacié dels
residus respecte els gens també és important. S’ha descrit que H3K4me3 és una modificacié
associada a inici de transcripcid, mentre que H3K4me1l és més tipica d’enhancers (Sharifi-Zarchi

et al. 2017).

L’dltim grup esta format pels RNA no codificants (ncRNA). Aquest tipus d’'RNA inclou tots aquells
RNAs que no tenen potencial de ser traduits a proteina. Estudis de Whole Genome Sequencing
(WGS) i de Whole Transcriptome Sequencing (WTS) van revelar que només un 2% del genoma
huma codifica proteines, mentre que el 75% del genoma és transcrit a ncRNAs (Djebali et al.
2012). Hi ha moltes subcategories de ncRNA i cadascuna té funcions diferents. Una d’elles esta
compresa pels microRNAs o miRNAs, els quals sén RNAs petits de 20-24 parells de bases que
causen la degradacié o inhibicié dels seus gens diana. Els miRNAs s’uneixen al 3’'UTR de I'mRNA
diana per complementarietat, i aixi en modulen I'expressié. Si la complementarietat és parcial
té lloc una inhibicié de la traduccié, mentre que si la complementarietat és total, I'mRNA és

degradat (Bartel 2009).

Tots els processos epigenétics estan molt regulats pero sén alhora molt dinamics, al contrari del
que es creia inicialment. Aixi, en funcié de si una cél-lula s’esta dividint o és quiescent, les
marques seran unes o altres. En aquesta mateixa linia, durant el procés de carcinogenesi
I’epigenética juga un paper determinant. Els canvis en el patré de modificacions epigenetiques
han estat inclosos en els anomenats hallmarks del cancer (Hanahan and Weinberg 2011). S’ha
observat que les cel-lules tumorals presenten hipermetilacié global, tipicament a les illes CpG

dels promotors. Aquesta hipermetilacié esta associada a un silenciament genic que té especial
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repercussié en gens supressors de tumors, i que probablement esta vinculat a un guany de

marques d’histones repressores (Flavahan et al. 2017).

Donat que I'expressid dels transportadors concentratius de nucleosids es perd en el procés
carcinogenic, una de les hipotesis d’aquesta tesi és que les modificacions epigenétiques

participen del silenciament dels gens que codifiquen els hCNTs.

3.2 Farmacs epigeneétics

Els farmacs epigenetics tenen com a objectiu la remodelacié de la cromatina per tal que torni a
I’estat pretumoral, o que els canvis estructurals afavoreixin d’alguna manera el tractament del
tumor. Es distingeixen dos tipus de farmacs tumorals: els reprogramadors d’ampli espectre i els
farmacs especifics de residus. Dins els reprogramadors d’ampli espectre hi ha els inhibidors de
DNA metiltransferasa (DNMTI), els inhibidors d’histona desacetilasa (HDACI) i els inhibidors de
bromodominis i proteines amb motiu extra-terminal (iBET) — els bromodominis sén dominis
presents en els readers que detecten I'acetilacié d’histones. Aquests farmacs causen canvis
d’expressid genica a gran escala, i sovint reverteixen les alteracions d’expressid associades a
cancer. Més concretament, els DNMTi eliminen la hipermetilacié associada als gens supressors
de tumors, especialment en els respectius promotors. En canvi, els HDACi redueixen la
transcripcié i senyalitzacié d’oncogens, i també promouen arrest de cicle cel-lular i apoptosi. Els
iBET funcionen de forma semblant, pero la reduccié de la senyalitzacié oncogénica es produeix
mitjangant la inhibicié de la unié dels readers als superenhancers dels oncogens. Molts d’aquests
farmacs es troben en fase clinica encara, pero alguns ja han estat provats per la FDA. Per altra
banda, els farmacs especifics inhibeixen writers responsables de la modificacié d’algun residu
concret. La Taula 19 recull alguns exemples de farmacs i el seu estatus en quant a aprovacié

(Revisat a Jones et al. 2016).

El Vorinostat (Zolinza®), o acid suberoilanilida hidroxamic (SAHA), és un inhibidor d’histones
desacetilases que esta aprovat per la FDA des de I'any 2006 pel tractament de manifestacions
cutanies en pacients amb limfoma de cél-lules T cutani. SAHA inhibeix I'activitat enzimatica de
les histones desacetilases de classe | (HDAC1, HDAC2 i HDAC3) i classe Il (HDAC6). Aquesta
inhibicié permet I'acumulacioé de grups acetil als residus lisina de les histones, i conseqiientment
la cromatina adopta una estructura més oberta i esdevé transcripcionalment més activa. En
cél-lules tumorals I'accié de SAHA s’associa a reduccid de la proliferacié i de la migracid, a
inhibicié de la progressié del cicle cel-lular i a augment de la mort cel-lular (Ververis et al. 2013)

(Figura 34).
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Taula 19. Alguns exemples de farmacs epigenétics emprats en clinica o en vies d’aprovacié. Taula
adaptada de Jones et al. 2016.
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Figura 34. Esquema representatiu del mecanisme d’accié de SAHA. Adaptat de Ververis et al. 2013.

122



RESULTATS | DISCUSSIO

3.3 Modulacié de I’expressié dels gens de les families SLC28 i SLC29 per SAHA

La pérdua d’expressiod dels transportadors concentratius de nucleodsids en cél-lules tumorals
podria estar relacionada amb el procés carcinogenic. En el cas particular d’hCNT1, aquesta
hipotesi esta recolzada per les funcions descrites per aquest transportador relacionades amb el
fenotip tumoral (Pérez-Torras et al. 2013). Com que |'epigenética juga un paper important en el
desenvolupament tumoral, I'objectiu d’aquest apartat és determinar si els gens que codifiquen

els hCNTs estan regulats mitjangcant mecanismes epigenetics.

L’aproximacio escollida per tal d’avaluar la influéncia de I'epigenética sobre els transportadors
de nucleodsids ha estat el farmac epigenétic SAHA. Com que els transportadors de nucleosids
s’expressen al llarg del tracte gastrointestinal, com a model d’estudi es va escollir un panell de

linies cel-lulars derivades de tumors gastrointestinals d’origens diversos.

En primer lloc es va analitzar la citotoxicitat de SAHA. Es van realitzar assajos de citotoxicitat
després de 72 hores de tractament a les linies tumorals derivades de cancer colorectal HT-29 i
CaCo-2, aixi com a les linies derivades de colangiocarcinoma EGI-1, TFK-1 i BCLC-12 (Figura 35).
Totes les linies testades van mostrar ser sensibles a SAHA dins el rang micromolar. A partir de
les dades de citotoxicitat es va determinar la ICy i ICso per a cada linia cel-lular (Taula 20).
Préviament en el grup s’havien realitzat els mateixos assajos de citotoxicitat per a les linies
derivades d’adenocarcinoma ductal pancreatic CP15T i NP-9 i per a les linies derivades
d’hepatocarcinoma BCLC-3 i BCLC-5. Els valors obtinguts d’ICy i ICso van ser 3,24 i 8,71 per NP-
9, 2,51i3,98 per CP15T, 3,02i4,37 per BCLC-3i4,17i 6,76 per a BCLC-5.
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Figura 35. Corbes dosi-resposta del tractament amb SAHA a les linies HT-29, CaCo-2, EGI-1, TFK-1i BCLC-
12. Corbes dosi-resposta de model sigmoidal (GraphPad Prism). Les cél-lules indicades van ser tractades
amb dosis creixents de SAHA durant 72 hores, en que es va realitzar I'assaig de viabilitat cel-lular MTT. Es
mostra la mitjana de 3-6 experiments.
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Linia cel-lular IC30 £ SEM ICs0 £ SEM
HT-29 3,02 £ 0,08 3,27 £ 0,06
CaCo-2 2,78 £0,08 3,04 £ 0,06
EGI-1 3,01 +0,07 3,40 £ 0,07
TFK-1 2,95+ 0,09 3,16 £ 0,08
BCLC-12 2,56%0,11 2,91+0,04

Taula 20. Valors ICx i ICso del tractament amb SAHA de les linies cel-lulars indicades. Els valors van ser
determinats amb el programa GraphPad Prism, mitjangant ajustament a la corba utilitzant un model
sigmoidal de dosi-resposta. Els resultats indiquen la mitjana + SEM de 5 experiments independents per
HT-29 i CaCo-2i 3 per a la resta de linies.

Préeviament en el grup s’havia intentat determinar I'efecte de SAHA sobre |'expressio dels
transportadors concentratius de nucleosids. S’havia mesurat I’expressid a nivell d’'RNA d’hCNT1,
hCNT2 i hCNT3 en tractaments de 24 hores per a les linies tumorals HT-29 i CaCo-2, i de 48 i 72
hores per a NP-9 i CP15T. Els resultats no mostraven canvis significatius de I'expressié dels
transportadors, o fins i tot certa tendéncia a disminuir en el temps. Com que els farmacs
epigenetics d’ampli espectre com SAHA indueixen canvis d’expressié de molts gens, tractaments
de llarga durada com 24-72 hores poden modular molts factors de transcripcio o altres elements
repressors que podrien estar regulant negativament I'expressié dels hCNTs. Aixi doncs, es va
optar per tractaments de curta durada. L'objectiu era comprovar si el tractament a temps curts
era suficient per a incrementar I'expressié dels transportadors concentratius de nucleosids. En

cas afirmatiu, a continuacid es comprovaria si la funcié del transportador també era restituida.

Per tant, el primer pas va ser comprovar que SAHA produis un efecte sobre el panell de linies
cel-lulars analitzat a temps curts de 4 i 6 hores. Les linies derivades de cancer colorectal HT-29 i
CaCo-2 van ser analitzades també per al temps de 12 hores, i HT-29 per a 24 hores. Les dosis de
SAHA escollides van ser 1 i 2uM per a les linies derivades de cancer colorectal i
colangiocarcinoma, mentre que les linies d’adenocarcinoma ductal pancreatic i
hepatocarcinoma es van tractar a 4 i 8uM. Es va analitzar I'efecte de SAHA per western blot,
mitjangant la deteccié de I'augment de lisines acetilades (Figura 36). En aquest cas no es va
mesurar concretament les lisines de les histones, sind que es van detectar les lisines acetilades
en general. Es va observar que el tractament amb SAHA funcionava a totes les linies cel-lulars
analitzades. Ara bé, I'efecte no era el mateix. A HT-29, CaCo-2 i EGI-1 es va poder observar un
efecte dependent del temps i de la dosi. En canvi, a CP15T i NP-9 es veia més increment de
I'acetilacié en funcié del temps que no pas en funcié de la dosi. Per altra banda, a TFK-1, BCLC-
12, BCLC-3 i BCLC-5 semblava que I'efectivitat del tractament depenia més del tractament per
se, donat que es va detectar increment de les lisines acetilades en cadascun dels punts analitzats,

i amb la mateixa intensitat.

124



RESULTATS | DISCUSSIO

4h 6h 12h 24h CRC
SAHA (UM): - 1 2 - 1 2 - 1 2 -1 2
500 -
2 5
= - ©
cctina [ S ]
O
Ac-K — p— ‘ §
aCtinaI ---------lh
@
actina R ————— -._‘ 4h on
- 4 8 - 4 8
AC-K e c— — :]1 — — =
= 2
ACTING | ——— N ——— > > — [Ze]
Ac-K g
c- — — — —— g
actina | — i‘, ———— e * i~ | ]
4h 6h
HCC
SAHA (UM): - 4 8 - 4 8
Ac-K e — -— e m— e — — '8

€-071049

actina -..-.-l I--.-l 3

Figura 36. El tractament amb SAHA incrementa la quantitat de lisines acetilades (Ac-K) a totes les linies
cel-lulars testades. Analisi mitjangant western blot del nivell de lisines acetilades a les linies cel-lulars
indicades. Es mostra un resultat representatiu per cada cas. CRC, cancer colorectal; CCA,
colangiocarcinoma; PDAC, adenocarcinoma ductal pancreatic; HCC, hepatocarcinoma.

L'analisi dels nivells d’'mRNA dels transportadors concentratius de nucleosids es va realitzar
inicialment en linies cel-lulars derivades de cancer colorectal i d’adenocarcinoma ductal
pancreatic. Els resultats van demostrar que la resposta de cadascun dels hCNTs al tractament
amb SAHA és diferent (Figura 37). 'mRNA d’hCNT1 i hCNT2 mostrava una tendéncia a
incrementar I'expressid en tots els casos. L'increment d’hCNT1 era considerablement elevat a
CP15T, NP-9 i CaCo2 a les 6 hores. El tractament de SAHA 2uM a HT-29 durant 4 hores si que
mostrava un augment significatiu de I'expressié del gen SLC28A1 (hCNT1). Per altra banda
I'augment d’hCNT2 es mostrava encara més accentuat. hCNT2 presentava una tendéncia a
augmentar I'expressido més elevada que hCNT1, significativa per 6 hores de tractament a HT-29.
Per altra banda, I'expressié d’hCNT3 practicament no variava en les linies testades, excepte a 6

hores de tractament a HT-29, que mostrava una disminucié de I'expressio.
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Figura 37. SAHA modula I'expressid dels transportadors concentratius de nucleosids. Expressio relativa
dels transportadors concentratius de nucledsids hCNT1, hCNT2 i hCNT3 en un panell de linies cel-lulars
derivades de cancer colorectal (HT-29 i CaCo-2) i adenocarcinoma ductal pancreatic (CP15T i NP-9).
L’expressio va ser determinada mitjangant PCR a temps real. Tots els valors van ser referits a una condicio
control sense tractament, indicada amb la linia horitzontal. Les barres representen la mitjana + SEM
d’experiments independents. La significacid estadistica es va determinar mitjangant test t-Student
aparellat; * indica la comparativa amb el control (* p<0.05)

Excepte a HT-29, I'efecte de SAHA sobre I'expressid dels transportadors era superior a les 6 hores
que a les 4. Aixi, es van provar tractaments de més llarga durada a HT-29, amb I'objectiu
d’intentar entendre si I'efecte se sostenia en el temps 0 no, ja que els resultats observats a la
Figura 37 indicaven que I'efecte de SAHA a les 4 hores podria comengar a minvar a les 6 hores —
tot i que la diferéncia d’expressié era molt subtil. Per tant, es va analitzar I'expressié d’hCNT1,
hCNT2 i hCNT3 a temps més llargs: 12, 18 i 24 hores (Figura 38). Pel que fa hCNT1, 'augment
degut a I'efecte de SAHA oscil-lava entre 2-3 al llarg del temps, aixi que es podria considerar que
era forga constant al llarg del temps. hCNT2, per altra banda, si que semblava presentar un pic
a les 18 hores de tractament, i a les 24 hores comencava a mostrar una tendéncia menys clara,
tot i que continuava augmentat respecte el control. Per Ultim, hCNT3 es mantenia reprimit, més

a dosi 2uM que a 1uM, seguint la tendencia dels tractaments a curt termini.
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Figura 38. Els tractaments amb SAHA a HT-29 durant temps més llargs no incrementa I’expressié dels
transportadors concentratius de nucleosids. Expressio relativa dels hCNTs durant 12, 18 i 24 hores de
tractament amb SAHA. L’expressié dels transportadors es va determinar mitjangcant RT-PCR. Tots els
valors estan referits a una condicié control sense tractament, indicada amb la barra horitzontal. Les barres
representen la mitjana + SEM de dos experiments independents.

Es va realitzar el mateix analisi de I'expressio dels hCNTs després del tractament de SAHA durant
4 0 6 hores a les linies derivades de colangiocarcinoma BCLC-12, EGI-1i TFK-1. En aquest cas, la

regulacié de I'expressié dels transportadors va resultar ser molt diferent entre linies cel-lulars

(Figura 39).
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Figura 39. La modulacié de I'expressié dels transportadors concentratius de nucleosids pel tractament
de SAHA en linies derivades de colangiocarcinoma depén principalment de la linia tractada. Expressid
relativa dels hCNTs a BCLC-12, EGI-1 i TFK-1. L’expressio dels transportadors es va determinar mitjancant
RT-PCR. Tots els valors estan referits a una condicié control sense tractament, indicada amb la barra
horitzontal. Es representa un sol experiment. Les barres representen la mitjana dels duplicats
intraexperimentals + SEM.
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Els nivells dels transportadors a BCLC-12 es mostraven invariables — excepte per hCNT3, que
semblava presentar un augment lleuger. EGI-1, en canvi, mostrava un perfil més semblant a HT-
29: hCNT1 semblava incrementar a les 4 hores de tractament i no tant a les 6, i hCNT2 exhibia
un augment més ampli. La diferéncia més destacable era que I'augment d’hCNT2 no semblava
sostenir-se en el temps, ja que a les 6 hores presentava fins i tot una tendéncia a disminuir.
hCNT1 es comportava a la inversa, a TFK1, ja que a les 4 hores no presentava diferencia mentre
gue a les 6 hores la tendéncia a augmentar era més accentuada. El canvi més destacable, pero,
és d’hCNT2 a TFK-1, ja que la tendéncia escalava fins a gairebé 20 vegades més I'expressid del
gen SLC28A2 a les 6 hores de tractament amb SAHA 2uM. Tant a EGI-1 com a TFK-1, hCNT3 es

mostrava invariable.

Els resultats mostrats indicaven que I'expressiéo d’hCNT1 i hCNT2 era incrementada mitjancant
la inhibicié dels enzims histona desacetilasa, perd no la d’hCNT3, a les linies cel-lulars testades.
Per tant, SAHA es postulava com un bon candidat per restituir la funcié dels transportadors
hCNT1 i hCNT2 en tumors. Tanmateix, en el marc de la tesi doctoral de la Clara Boces-Pascual es
va analitzar I'expressié dels transportadors concentratius de nucleosids hCNT1 i hCNT2 en
mostres aparellades de tumor i teixit adjacent, de cancer colorectal, adenocarcinoma ductal
pancreatic i hepatocarcinoma. Es va confirmar la disminucié d’expressié d’hCNT1 en tumor,
mentre que la disminucid d’hCNT2 era més dubtosa. Aixi doncs, 'estudi de la modulacié
mitjancant el farmac epigenétic SAHA es va centrar en hCNT1 fins tenir més clar el paper
d’hCNT2 en el fenotip tumoral. A més, hCNT1 és el transportador de nucleosids pel qual s’han

descrit altres funcions més enlla del transport relacionades amb el procés carcinogénic.

Abans de prosseguir es va voler analitzar |'efecte de SAHA sobre els transportadors equilibratius
de nucleosids. S’ha observat que les cel-lules tumorals preserven |'expressid i funcio dels
transportadors equilibratius en general — tot i que no sempre és aixi. De fet s’ha demostrat que
la resposta a gemcitabina depén de I'expressio intratumoral d’hENT1 (Deng et al. 2014; Tavano
et al. 2014; Vincenzi et al. 2017; Kim et al. 2018). Per tant calia comprovar que SAHA no produis
un efecte negatiu sobre els transportadors equilibratius. De les tres linies cel-lulars analitzades,
hENT1 es mostrava relativament invariable a les dues derivades de cancer colorectal, HT-29 i
CaCo-2; a HT-29 semblava fins i tot va mostrar certa tendéncia a augmentar (Figura 40). Per altra
banda, NP-9 mostrava una reduccio considerable d’hENT1 sobretot a les 6 hores de tractament.
hENT2 es mostra invariable a CaCo-2, igual que hENT1, mentre que a HT-29 presenta disminucié
de I'expressio en tots els punts de tractament. A NP-9 es mostra més variable. Per tant, aquests
resultats semblaven indicar que SAHA mantenia I'expressiéo d’hENT1 a linies d’origen colorectal,

mentre que el comportament d’hENT2 depenia de la linia, presentant generalment tendéncia a
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disminuir. La diferencia entre els dos transportadors equilibratius podia suggerir que en cas de
trobar sinérgia entre el tractament amb el farmac epigenétic SAHA i un analeg de nucleosid

citotoxic, caldria tenir en compte la possible disminucié del transportador equilibratiu hENT2.
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Figura 40. Els transportadors equilibratius de nucleosids no sén modulats pel tractament amb SAHA.
Expressio relativa d’hENT1 i hENT2 a HT-29, CaCo-2 i NP-9. L'expressié dels transportadors es va
determinar mitjangant RT-PCR. Tots els valors estan referits a una condicié control sense tractament,
indicada amb la barra horitzontal. Les barres representen la mitjana + SEM de dos experiments
independents, excepte pel punt de 6 hores 1uM, en que només es representa un experiment.

3.4 Modulacié de I'activitat de les proteines hCNT per SAHA
Es van escollir HT-29 i CP15T com a models per a seguir I'estudi, representant aixi dos origens
tumorals diferents com son el cancer colorectal i I'adenocarcinoma ductal pancreatic,

respectivament.

Es va provar de detectar hCNT1 i hCNT2 endogens provinents d’extractes proteics d’HT-29
tractades amb SAHA, de forma paral-lela a la deteccié de canvis en I'expressié d’'mRNA. En un
primer moment es va provar de resoldre 20ug de proteina total mitjancant western blot, pero
no es va detectar hCNT1 amb cap dels anticossos provats, que eren I’anticos policlonal comercial
anti-CNT1 N17 (SCB) i un anticos monoclonal produit al laboratori contra la cua C-terminal del
transportador. De forma paral-lela al desenvolupament d’aquesta tesi la casa comercial Santa
Cruz va treure un nou anticos per a detectar CNT1, aquest cop un anticos monoclonal que

detectava la cua N-terminal. Es van realitzar proves en el laboratori per tal d’intentar
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immunodetectar hCNT1 endogen en varies linies cel-lulars, mitjangant silenciament. Es van
resoldre 100ug de proteina i es detectaven varies bandes, de les quals només tres baixaven
d’expressio en silenciar hCNT1: una banda a uns 120 kDa, una banda a uns 60 kDa i una altra
entre 37 i 50 kDa. Amb aquestes dades, i observant el pes molecular d’hCNT1 transfectat en
I'apartat anterior (60-75 kDa), es va realitzar un western blot amb 100ug d’extractes proteics
d’HT-29 tractats o no amb SAHA. En aquest cas es van detectar varies bandes també, perdo només
presentaven canvis un conjunt de bandes detectades al voltant de 40-45 kDa (Figura 41). No es
pot assegurar que correspongui a hCNT1, ja que s’havia trobat en I'apartat 1.3 que el pes minim
del transportador sense modificacions post-traduccionals és de 55 kDa (resultats d’extractes
proteics tractats amb PNGasaF, Figura 18). Ara bé, aquests 55 kDa sdn de proteina expressada
heterologament, mentre que en aquest cas s’esta detectant proteina endogena. No es pot
descartar que les HT-29 posseeixin algun tipus de mecanisme mitjancant el qual el transportador
pateixi una escissio, i per tant s’estigui detectant una versié més curta d’hCNT1. Caldria
comprovar, doncs, si les bandes pertanyen a hCNT1 mitjangant silenciament. Respecte les altres
bandes detectades, no s’observen canvis, ni tan sols for¢ant I'exposicié del western blot. Per
tant, no es pot concloure que hCNT1 varii a nivell de proteina en resposta al tractament amb

SAHA.
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Figura 41. La deteccié d’hCNT1 endogen no permet identificar si hi ha canvis després del tractament
amb SAHA. Ressolucié mitjancant western blot de 100ug de proteina total, n = 1.

Pel que fa hCNT2, fins el moment no s’ha trobat un anticos adequat per a la seva deteccid. De

fet, I'anticos disponible al moment presentava alta inespecificitat i es detectaven multiples
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bandes. Es van realitzar proves per tal de determinar quina de les bandes corresponia a hCNT2,

perod van resultar inefectives. Aixi, es va descartar la detecciéd d’hCNT2 mitjangant western blot.

La incertesa respecte a la modulacid dels transportadors concentratius de nucleosids a nivell de
proteina va propiciar I'analisi de I'activitat dels hCNTs. La técnica d’us quotidia al grup per tal de
mesurar |'activitat dels transportadors té alta sensibilitat, de manera que es va procedir a
comprovar l'impacte del tractament amb SAHA sobre [lactivitat dels transportadors
concentratius de nucleodsids. En primer lloc es va mesurar la internalitzacié d’uridina en cel-lules
HT-29 tractades amb SAHA (Figura 42A). La uridina és I'Unic nucleosid transportat pels tres
hCNTs, de manera que analitzant-ne I'entrada es podria determinar si hi havia un augment del
transport concentratiu. Tal i com s’observa en la figura, el transport concentratiu de les HT-29
és practicament nul, ja que es va detectar només 1pmol d’uridina radioactiva per mg de proteina
i per minut. Ara bé, el transport d’uridina tendia a augmentar després del tractament amb SAHA,
tant ales 4 com ales 6 hores, i amb les dues dosis testades. L'augment era superior i significatiu
per a 6 hores de tractament. Cal recordar que I'efecte de SAHA és inhibir els enzims HDAC, els
quals al seu torn produeixen canvis en I'acetilacié d’histones. Com a conseqiiéncia es produeix
una remodelacié de la cromatina, s’afavoreix la transcripcié i els mRNA dels transportadors
concentratius de nucleosids han de ser processats, traduits i la proteina s’ha d’inserir a la
membrana plasmatica. Podria ser que 4 hores de tractament no fossin suficients per a qué
tingués lloc tot aquest procés, i per tant s’observessin més canvis a les 6 hores. Es va realitzar
una assaig de transport per tal de comprovar si a temps més llargs hi havia més internalitzacié
d’uridina, en HT-29 tractades amb SAHA durant 12 i 18 hores. En aquest cas, el transport
detectat va ser nul (grafic no inclos), de manera que es va decidir mantenir els temps de 4 i 6
hores. A continuacid es va voler determinar quin era el transportador concentratiu responsable
de lI'increment d’entrada d’uridina a les 6 hores. Amb aquest objectiu es va realitzar un nou
assaig de transport amb uridina tritiada, perd en aquest cas es van incloure els parametres
citidina i guanosina fredes a 100uM. El nucleosid fred competeix amb el radioactiu per entrar a
les cel-lules a través dels transportadors, i com que la concentracié és 100 vegades superior
bloqueja I'entrada de la uridina radioactiva. Aixi doncs, I'addicié de citidina freda bloqueja
hCNT1 i hCNT3, els dos transportadors que la internalitzen; per tant, el valor d’activitat en
preséncia de citidina freda correspon a hCNT2. En canvi, la guanosina bloqueja hCNT2 i hCNT3,
i per tant I'activitat d’aquesta condicié correspon a hCNT1. Els resultats de la cis-inhibicié

mitjancant nucleosids freds van ser inconclusius (Figura 42B).
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Figura 42. Modulacié de I'activitat de transport concentratiu de nucleosids a HT-29. (A) L’activitat dels
hCNTs es va mesurar mitjangant I'entrada d’uridina tritiada a les cél-lules, calculada a partir de la
diferencia de valors entre un medi ric en sodi i un medi ric amb colina. Els resultats s’expressen com a
mitjana = SEM (n=3). La significacié estadistica es va determinar mitjangant test t-Student aparellat; *
indica la comparativa amb el control (* p<0.05). (B) Activitat dels hCNTs mesurada de la mateixa manera
que en el panell A, pero s’afegeixen els nucleosids freds a concentracié 100uM indicats per a realitzar la
cis-inhibicié dels transportadors. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=3).

A continuacié es va procedir a intentar mesurar I'activitat a CP15T. Es una linia cel-lular d’origen
tumoral, com HT-29, pero el background i el teixit originals sén diferents. A més, s’havien
observat tendéncies d’increment d’expressié d’hCNT1 i hCNT2 superiors respecte HT-29 (Figura
37), tot i no ser significatives. En aquest punt ja s’havia descartat hCNT3, i el paper d’hCNT2 en
oncogenesi era dubtds. Per tant, es va procedir a intentar mesurar la internalitzacié de citidina
tritiada a CP15T tractades amb SAHA durant 4 i 6 hores. Es va confirmar que el transport basal
de citidina en aquesta linia cel-lular era zero, i el tractament de SAHA va mostrar un increment
de I'entrada de nucleosid radioactiu a les cél-lules, significatiu a les 6 hores (Figura 43). Per tant,
aquest model semblava indicar que SAHA incrementava I'activitat d’hCNT1. Es va descartar que
hCNT3 pogués jugar algun paper, donat que I’'mRNA romania invariable amb el tractament de
SAHA (Figura 37). Caldria, pero, afegir una cis-inhibicié amb guanosina per tal de confirmar el

paper d’'hCNT1 i no hCNT3 en I'increment de translocacié de la citidina a CP15T.
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Figura 43. SAHA incrementa la internalitzacié de citidina mitjancant transportadors concentratius de
nucleosids a CP15T. Les cél-lules van ser sembrades i I’endema tractades amb SAHA 8uM durant 6 hores.
L'activitat dels hCNTs es va mesurar mitjangant I'entrada de citidina tritiada a les cél-lules, calculada a
partir de la diferencia de valors entre un medi ric en sodi i un medi ric amb colina. Els resultats s’expressen
com a mitjana + SEM (n=3). La significacié estadistica es va determinar mitjancant T-test aparellat; * indica
la comparativa amb el control (* p<0.05).

Els transportadors de nucleosids tenen capacitat d’internalitzar a les cél-lules analegs de
nucleosids, alguns dels quals sén emprats en clinica com a farmacs antitumorals o antivirals
(Minuesa et al. 2011; Jordheim et al. 2013). Es va decidir aprofitar aquesta capacitat per avaluar
si I'efecte de SAHA sobre I'expressié dels transportadors es traduia en un augment d’entrada
d’analeg de nucleosid. Aixi doncs, es va procedir a efectuar assajos de citotoxicitat d’un
tractament amb dosis creixents del farmac antitumoral combinat amb un pre-tractament amb
SAHA i comparat amb cél-lules control que no havien estat pre-tractades. Es va escollir
gemcitabina, ja que és un dels analegs de nucledsids més emprats en clinica i a més hCNT1 és
un dels transportador que participen de la seva internalitzacié. Tanmateix, la gemcitabina també
és transportada per hENT1 i en certa mesura per hENT2. Per tant, es va afegir dipiridamol, un
inhibidor dels hENTs, amb I'objectiu d’analitzar el paper d’hCNT1. La primera aproximacioé de
tractament es va realitzar a HT-29 seguint dues estratégies. La primera va consistir en pre-tractar
les cel-lules amb SAHA 2uM i a les 6 hores tractar-les amb dosis creixents de gemcitabina, del
rang nanomolar, durant 72 hores (Figura 44A). L'Unic punt en qué es podria intuir menys
supervivencia amb el pre-tractament amb SAHA comparat amb el seu control seria a 10nM de
gemcitabina, pero a la resta no es van observar diferencies. Per aquest motiu es va optar per fer
un tractament amb dosis més altes de gemcitabina durant 24 hores (Figura 44B). En cap punt es
va detectar menys supervivencia degut a I'efecte de SAHA; de fet, es podia intuir un cert

augment — contrari al que s’esperaria.
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Figura 44. La citotoxicitat de gemcitabina no es veu incrementada per accié d’un pre-tractament amb
SAHA. Assaig de citotoxicitat a cel-lules HT-29 després de la combinacié de SAHA (2uM) i gemcitabina
(indicat), en preséncia i absencia de dipiridamol. Els resultats corresponen a un sol experiment en cada
cas. Les barres indiquen la mitjana de 5 duplicats intraexperimental i el corresponent error. Els valors
estan referits a un control sense tractament, indicat amb la linia horitzontal al 100%. (A) El tractament de
gemcitabina o gemcitabina i dipiridamol es va deixar en contacte amb les cél-lules durant 72 hores,
moment en queé es va realitzar I'assaig MTT. (B) El tractament de gemcitabina o gemcitabina i dipiridamol
va ser de 24 hores, després de les quals es va canviar el medi. 48 hores després es va realitzar |'assaig
MTT.

La seglient estrategia va ser incrementar les dosis de gemcitabina durant un periode molt curt
de temps com és 90 minuts. El motiu pel qual es va decidir seguir aquesta estratégia era el perfil
d’expressido dels transportadors després del tractament de SAHA: I'augment d’expressio

d’hCNT1 a les 4 i 6 hores era significativa, mentre que a les 12-24 hores era més variable, fins i
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tot semblaria mostrar una tendéncia a disminuir (Figura 37 i 38). Per tant, si després del pic
d’expressid a les 6 hores no es mantenia la quantitat d’'hCNT1, es va optar per afegir més
gemcitabina coincidint amb aquesta fase de pic, i comprovar si SAHA n’augmentava |'efecte
citotoxic. Aquest assaig es va realitzar tant per HT-29 com per CP15T. En cap dels casos s’observa

sinérgia entre el pre-tractament amb SAHA i el tractament amb gemcitabina (Figura 45).
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Figura 45. SAHA no augmenta el potencial citotoxic de la gemcitabina. Assaig de citotoxicitat a cel-lules
HT-29i CP15T després de la combinacié de SAHA (2uM a HT-29 i 8uM a CP15T) i gemcitabina, en preséncia
i abséncia de dipiridamol. El pre-tractament de SAHA va ser de 6 hores. El tractament de gemcitabina o
gemcitabina i dipiridamol va durar 90 minuts. 72 hores després es va realitzar I'assaig MTT. Resultats
corresponents a un sol experiment. Les barres indiquen la mitjana de 5 répliques intraexperimentals +
SEM. Els valors estan referits a un control sense tractament, indicat amb la linia horitzontal al 100%.
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En resum, els resultats d’mRNA semblaven indicar que SAHA incrementava I'expressié dels
transportadors concentratius de nucleosids, i aquest augment es traduia en increment
d’activitat de transport concentratiu, tant a HT-29 com a CP15T. Tanmateix, aquest augment
d’activitat era petit i potser no era suficient per reflectir-se en un efecte sinérgic sobre la
citotoxicitat de gemcitabina. A més, cal tenir en compte que que I'efecte de la gemcitabina no
depeéen Unicament de la seva entrada a la cel-lula, sind que ha de ser activada i també pot ser
detoxificada. Les alteracions de I'epigenoma conseqlients al tractament amb SAHA poden
propiciar canvis en I’expressio dels gens relacionats amb I'efecte de la gemcitabina. Dins aquests
gens hi ha candidats com la bomba d’extrussié Multidrug Resistance-associated Protein 5
(MRP5), la qual ha estat relacionada amb resistencia a la gemcitabina, les 5-nucleotidases
encarregades d’inactivar la gemcitabina, o els enzims que la fosforilen per tal d’activar-la, com
son la Timidina Quinasa 2 (TK2) o la deoxiCitidina Quinasa (dCK) (Schnekenburger et al. 2014).
S’havia descrit que SAHA no induia I'expressié d’MDR ni MRP1 en altres models cel-lulars (Fedier
et al. 2007). Per tant, es va comprovar |'efecte del tractament amb SAHA sobre |'expressio de
dCK en unes mostres d’HT-29 préviament analitzades. Es va detectar una disminucié d’aquest
gen en resposta al tractament amb SAHA, en totes les condicions testades (Figura 46). Per tant,
si dCK disminueix, la citotoxicitat de la gemcitabina també es veuria compromesa, i aix0 podria
ser un motiu pel qual no s’ha detectat increment de la citotoxicitat de la gemcitabina després

de pre-tractar les cel-lules amb SAHA.
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Figura 46. L’expressio de I’enzim dCK sembla disminuir en resposta al tractament amb SAHA. Analisi de
I’'expressid d’'mRNA després de 4 i 6 hores de tractament amb SAHA, en comparacié amb la condicié
control indicada amb la linia horitzontal. Es representa la mitjana = SEM de les repliques d’un sol
experiment.

Aixi doncs, s’"ha demostrat que SAHA incrementa I'expressié dels transportadors de nucleosids

a temps curts tot i que tan sols s’ha detectat un petit increment d’activitat en totes les
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estrategies seguides. Els models emprats sén linies tumorals a les quals no s’expressen els
transportadors concentratius de nucleosids, probablement degut a una combinacié d’elements
reguladors que en el context tumoral en reprimeixen I'expressié. SAHA podria estar revertint el
possible silenciament genic degut a la presencia de marques d’histones repressores associades
als gens SLC28A1 i SLC28A2, pero cal tenir en compte altres elements que podrien participar de
la regulacié d’expressié dels transportadors. Fins el moment s’ha descrit que HNF4a regula
I’expressié d’hCNT1 en diferents models (Fernandez-Veledo et al. 2007; Klein et al. 2009), pero
és probable que altres factors de transcripcié hi participin. Caldria comprovar si aquests
elements reguladors mantenen I'expressio tipica de teixit en les linies tumorals, o si bé també
disminueixen durant el procés carcinogenic. S’ha observat que la inhibicié de la funcié d’"HNF4a
és un dels processos destacats en el desenvolupament d’hepatocarcinoma (Seshachalam et al.
2018). Si aquest factor de transcripcié és indispensable per a I'expressid d’'hCNT1 en altres
teixits, com pancrees i colon, es podria suggerir que la inhibicié de les histones desacetilases no

seria suficient per a restituir la funcié d’aquest transportador de pirimidines.

Per altra banda, tampoc es va detectar efecte sinérgic en la citotoxicitat de gemcitabina en
condicions de pre-tractament amb SAHA. La gemcitabina és internalitzada per hCNT1, hCNT3,
hENT1 i hENT2 (Mackey et al. 1999; Hu et al. 2006; Govindarajan et al. 2009). De tots aquests,
només I'expressié d’hCNT1 a nivell d'mRNA augmentava en condicions de tractament amb
SAHA. hENT1 i hCNT3 semblaven mantenir-se invariables, mentre que hENT2 tendia a disminuir.
SAHA incrementava el transport dependent dels hCNTs, tot i que de forma subtil. Per tal de
descartar un possible emmascarament de I'efecte per hENTSs, es va decidir afegir dipiridamol a
les condicions d’assajos de citotoxicitat. En presencia d’aquest inhibidor la supervivéncia de les
cel-lules era superior que en absencia (Figures 44 i 45), deixant intuir que els hENTs eren
mediadors de molta part de I'efecte citotoxic de la gemcitabina. Tot i no haver vist canvis
d’expressiod, es va optar per a comprovar si SAHA produia algun canvi en |'activitat dels
transportadors equilibratius de nucleosids, i per tant es va mesurar I'activitat especifica dels
hENTs en absencia i preséncia de dipiridamol. Va resultar que a les 4 hores el transport era
invariable, pero a les 6 hores s’observava una disminucio lleugera pero significativa de I'activitat
dels hENTs (Figura 47). 6 hores és el temps de pre-tractament emprat per a les citotoxicitats
combinades, aixi que podria ser que aquesta reduccié del transport es reflectis amb major
supervivencia de les cél-lules pre-tractades amb SAHA. De fet, si es reanalitzen les Figures 44 i
45 es pot veure com en alguns punts les cel-lules que van estar amb contacte amb SAHA no

morien tant com els respectius controls.

137



RESULTATS | DISCUSSIO

15- Activitat hENTs
£
E
°
5 o T
)] *
£
E 5.
°
£
o
0- T
Control 4h 6h

SAHA 2uM

Figura 47. La internalitzacié d’uridina a través dels transportadors equilibratius de nucleosids és
disminuida per accié del tractament amb SAHA. L’activitat dels hENTs es va mesurar mitjangant I'entrada
d’uridina tritiada a les cél-lules, calculada a partir de la diferencia de valors entre dos medis colina, un dels
quals conté I'inhibidor dipiridamol a 10uM. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM (n=3 per a 4h,
n=6 per a 6h). La significacido estadistica es va determinar mitjancant T-Test aparellat; * indica la
comparativa amb el control (* p<0.05).

Aixi doncs, el farmac epigenétic SAHA ha estat una eina que ha permeés relacionar per primera
vegada els transportadors de nucledsids amb I'estatus epigenétic de les cél-lules. Caldria elucidar
el mecanisme a través del qual SAHA incrementa I'expressié dels transportadors, donat que hi
podria haver multiples factors implicats, com ara factors de transcripcid6 o microRNAs que
intervenen en I'expressié dels transportadors concentratius de nucleosids. L'expressio dels
transportadors de nucleosids en cél-lules polaritzades esta associada a diferents regions, ja que
els hCNTs s’expressen a la cara apical i els hENTs a la membrana basolateral. Per aquest motiu,
caldria revisar les condicions experimentals i emprar altres técniques que simulin millor el teixit
tumoral. Seria el cas del cultiu 3D amb esferoides, un metode basat en emprar plaques de baixa
adhesid en les quals les cél-lules no s’adhereixen en el suport siné que formen un esferoide al
centre. Aquest model presentaria estructura tridimensional, la qual és important per a I'estudi
dels transportadors, ja que s’ha descrit que els transportadors concentratius de nucleosids
s’insereixen al domini apical de les cel-lules polaritzades (Mangravite et al. 2001; Mangravite et
al. 2003; Errasti-murugarren et al. 2007). La insercidé correcta del transportador al domini
pertinent potser afavoriria I'activitat dels hCNTs en aquest sistema, i per tant es podria
determinar si SAHA indueix un increment de la internalitzacié de nucleosids mediada per

aquests transportadors.
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4. Regulacio transcripcional d’SLC28A1 i SLC28A2

Els transportadors concentratius de nucledsids presenten el mateix origen evolutiu, tal i com
demostra I'existéncia de transportadors concentratius en organismes procariotes o eucariotes
inferiors. Tanmateix, en mamifers van apareixer els tres gens que codifiquen cadascun dels
hCNTs, probablement degut a un fenomen de divergencia genica. El transportador més
semblant als ortolegs procariotes és CNT3, mentre que CNT1 i CNT2 presenten major homologia
entre si (Young et al. 2013). Aquest fenomen de divergéncia va lligat a la complexitat de
I’organisme. Per tant, és logic pensar que la regulacié de I'expressié de cadascun dels gens també
sera més complexa, i diferent entre si. Fins el moment s’han descrit alguns dels mecanismes
implicats en la regulacié dels tres transportadors concentratius de nucleosids — detallats en
I'apartat 2.3.2 de la Introduccid. Breument, s’han descrit alguns elements que participen de la
regulacié de I'expressié dels CNTs en diferents models. Per a CNT1 hi ha TNFa, IL-6, HNF4a i
acids biliars (Fernandez-Veledo et al. 2004; Fernandez-Veledo et al. 2007; Klein et al. 2009). Per
a CNT2 hi ha TGFB, acids biliars, C/EBPa, HNF3y i la hipoxia (Fernandez-Veledo et al. 2006; Valdés
et al. 2006; Fernandez-Veledo et al. 2007; Medina-Pulido et al. 2013); a part, s’ha descrit que
alguns polimorfismes presents en el seu promotor alteren la capacitat d’unié dels factors de
transcripcié HNFla i HNF1B (Li et al. 2009; Yee et al. 2009). En aquesta mateixa tesi s’ha
demostrat que I'epigenética també juga un paper en la regulacié dels gens SLC28A1 i SLC28A2,

tot i que falta determinar el mecanisme.

La disminucié d’expressid dels transportadors concentratius de nucleosids en cancer,
especialment hCNT1, deixa intuir que els factors que en regulen I'expressié varien d’alguna
manera durant la carcinogénesi. Entendre quins factors regulen els gens de la familia SLC28 seria
el primer pas per elucidar els mecanismes de pérdua d’expressié durant la carcinogenesi, i per

tant provar de revertir-los per restituir la funcio dels transportadors concentratius de nucleosids.

Aixi doncs, I'objectiu d’aquest apartat és estudiar els gens SLC28A1 i SLC28A2 per tal
d’identificar-ne les regions promotores i els factors de transcripcié que participen de la seva

regulacié.

4.1 Determinacio de la regié promotora dels gens SLC28A1 i SLC28A2
A la bibliografia hi ha referéncies sobre els promotors putatius dels gens SLC28A1 i SLC28A2. En
el treball de Klein et al. es defineix el promotor d’SLC28A1 com la regié compresa entre -2450

parells de base fins +110, respecte l'inici de transcripcid. Ells mateixos van identificar I'inici de

139



RESULTATS | DISCUSSIO

transcripcié mitjangant 5’-RACE (Klein et al. 2009). Tanmateix, dades actualitzades del GenBank
sobre el gen SLC28A1 (referencia NM_004213.5) situen el lloc d’inici de transcripcié 7 parells de
bases després de l'indicat per Klein et al. Per altra banda, els dos treballs que identifiquen el
promotor d’SLC28A2 discrepen en la regid que consideren promotora. Li et al. consideren que
el promotor s’estén des de -1072pb fins a +16 respecte I'inici de transcripcié (Li et al. 2009). En
canvi, Yee et al. acoten la regié upstream i allarguen la downstream, de manera que consideren

promotor des de -265bp fins +100 (Yee et al. 2009).

L'estratégia seguida en aquesta tesi va ser una mica diferent. Es va voler analitzar una zona molt
amplia al voltant de l'inici de transcripcié, que comprenia fins a 10kb upstream de l'inici de
transcripcié i fins I'ATG en el cas d’SLC28A1 (Cromosoma 15, 84.875.424 — 84.887.803) i des de
5kb upstream fins a 'ATG per SLC28A2 (Cromosoma 15, 45.247.260 — 45.253.216). lLes
seqliencies de referéncia es van obtenir del GenBank. Es van realitzar analisis amb el software
Matlnspector (Genomatix, Intrexon Bioinformatics Germany GmbH — descripcid a Cartharius et
al. 2005). Els resultats van ser proporcionats en forma de taules en qué s’indicaven parametres
com la matriu (familia genica), informacié sobre la matriu, el teixit en que s’ha identificat i la
sequencia d’unié. El primer criteri per a distingir quins factors de transcripcié podrien ser
rellevants va ser que s’expressessin en teixits del tracte gastrointestinal, fetge o pancrees, ja que
son els organs i teixits en qué hCNT1 i hCNT2 s’expressen més. Per hCNT1 es va mirar també

ronyd. Per ultim, es van tenir en compte tots aquells factors de transcripcio d’expressié ubiqua.

4.1.1 Promotor d’SLC28A1

El primer analisi dels resultats del Matlnspector va destacar tres zones denses en factors de
transcripcié varis que s’expressen a fetge, pancrees i teixits gastrointestinals. Aquestes zones se
situaven al voltant de -6kb respecte I'inici de transcripcié (TSS), -2,6kb i -1,2kb. Es va decidir
dissenyar diferents construccions que comprenguessin aquestes zones de manera diferencial,
per tal de distingir quina presentava major activitat. A més, es va incloure la seqliencia entre TSS
i ATG, ja que també presentava zones reguladores. Com que la distancia TSS-ATG és superior a
3kb, es va decidir incloure un punt a +746pb per acotar les regulacions més properes al TSS. Per
tant, les construccions 4-9 presentaven 2 punts d’inici diferents i 3 punts de final diferent: -2,4kb
i -1kb aproximadament per l'inici, i TSS, +746pb i ATG pel final (Figura 48). Totes elles es van

clonar en el sistema de vectors de luciferasa pGL3 basic.
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+1 ATG

-2461pb -1069pb E +746pb +3099pb
15 SLC28A1

NOM MIDA (pb)

pGL3-4 5560

pGL3-5 I 3207

pGL3-6 2461

pGL3-7 4168

pGL3-8 I 1815

pGL3-9 1069

Figura 48. Esquema representatiu del locus del gen SLC28A1 i construccions del promotor putatiu
clonades. S’indica amb +1 el lloc d’inici de transcripcid (TSS), al qual es refereixen les valors de distancia
en parells de base. S’inclouen els esquemes corresponents a les construccions 4-9 juntament amb la mida
mesurada amb parells de bases.

La primera prova d’assaig luciferasa es va realitzar a la linia cel-lular derivada de cancer
colorectal HT-29 (Figura 49). Cadascuna de les construccions va mostrar menys activitat que el
control, que és el vector pGL3 basic buit. Aixd podria ser degut a qué en teixit colorectal hCNT1
no s’expressa amb la mateixa abundancia que en altres teixits, com fetge. Tanmateix, part del
treball de Klein et al. va realitzar a CaCo-2, que tenen origen similar a HT-29, i ells si que van

detectar activitat (tot i que la mostren en unitats relatives al que consideren promotor total).

<

§ HT-29

- 4

1]

§ 5

g

g 6 4

Q.

o 7

5

S 8 |

Q

2 o9

2 | | L] | ) 1
S 0.0 0.5 1.0 1.5
(&)

unitats arbitraries

Figura 49. Les construccions dissenyades pel promotor putatiu d’SLC28A1 no presenten activitat
luciferasa. Activitat relativa de les construccions 4-9 respecte el vector pGL3 basic buit, representat amb
una linia vertical. 'endema de la sembra de les HT-29, les construccions van ser co-transfectades
juntament amb el vector pRL-TK, el qual serveix de control endogen de la transfeccid. A les 48 hores es va
procedir a lisar les cel-lules i mesurar I'activitat luciferasa (vector pGL3) i renilla (vector pRL-TK). El
quocient entre ambdues activitats correspon a l'activitat del fragment del promotor. Les dades
corresponen a un sol experiment, i les barres representen la mitjana + SEM de les repliques
intraexperimentals.
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Per tant, el seglient pas va ser incloure un panell de linies cel-lulars d’origen divers per a testar
les construccions. Es va mantenir HT-29 com a linia derivada de cancer colorectal i es van afegir
CP15T, derivada d’adenocarcinoma ductal pancreatic, Huh7, derivada d’hepatocarcinoma, i
HepG2, derivada d’hepatoblastoma. També es van limitar les construccions testades a només la
7,1a 8 ila 9 (Figura 50A). El lloc d’'unié d’HNF4a es troba entre -38 i -56pb respecte el TSS. Totes
les construccions testades contenien aquesta regid, aixi que s’esperaria certa activitat deguda a
HNF4a. Els resultats van indicar que les construccions 7, 8 i 9 no presentaven activitat per a les
linies HT-29 i CP15T (Figura 50B). De fet, que el valor fos inferior a pGL3 basic indicaria la
participacié de factors repressors. En canvi, Huh7 i HepG2 si que presentaven certa activitat de

les construccions 7 i 9, pero no de la 8 (Figura 50B).
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Figura 50. L’activitat de les construccions del promotor d’SLC28A1 depén del background cel-lular. (A)
Esquema representatiu de les construccions testades. (B) Activitat de les construccions 7, 8 9 a les linies
HT-29, CP15T, Huh7 i HepG2. Les cél-lules van ser sembrades i 'endema co-transfectades amb el vector
de cadascuna de les construccions i pRL-TK. A les 48 hores es van lisar les cél-lules i es van mesurar les
activitats luciferasa i renilla, a partir de les quals es van calcular les ratios d’activitat de les construccions.
Cada activitat esta relativitzada al control, pGL3 basic buit, indicat amb una linia vertical. Les barres
representen la mitjana + SEM d’experiments independents (n=3-6). L'estadistica es va mesurar mitjangant
un test t-Student per a mostres aparellades entre construccid i control, amb significacié *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,005.
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La diferencia entre les linies podria ser deguda a I’origen tissular de les diferents linies cel-lulars.
Huh7 i HepG2, tot i ser derivades de tipus de tumors diferents, sén originaries de fetge. S’ha
descrit que aquest organ, juntament amb duode i intesti prim, presenta I'expressiéo d’hCNT1 més
alta (Figura 8). Es podria suggerir que tot i ser linies tumorals, Huh7 i HepG2 probablement
expressin més factors implicats en I'expressié d’'hCNT1, com ara HNF4a. Ara bé, els resultats van
mostrar que la construccié 8 no presentava activitat a Huh7 i estava reprimida a HepG2. La
diferencia entre la 8 i la 9 sén els 746 parells de base de després del TSS presents en la
construccio 8. Aixo indicaria que aquest locus presenta alguna zona repressora capag de revertir
I'activitat de la construccié 9. Per altra banda, la construccid 7 també conté aquesta zona
repressora, pero si que es va detectar activitat a nivells semblants que la construccié 9. Aixo
donaria peu a pensar que entre +746 i I’ATG hi ha zones activadores que revertirien la repressio

del fragment TSS-746.

Els resultats obtinguts van propiciar un segon analisi del promotor putatiu d’'SLC28A1. Aquest
cop també es va incloure dades del projecte Ensembl, el qual indica el promotor per defecte
d’un gen mitjangant I'analisi de parametres habituals dels promotors de mamifers. Les dades
proporcionades per Ensembl van revelar que el promotor d’SLC28A1 seria un fragment de 400
parells de bases situat 1695 parells de base downstream respecte el TSS. Per aquest motiu es
van redissenyar els fragments del promotor per tal d’incloure fragments escalats de la zona
downstream. També es va decidir descartar les construccions 4-6, ja que I'estudi es va centrar
en el locus que comprén el TSS fins I'ATG, aixi com la regié immediatament abans del TSS. Aixi,

es va mesurar l'activitat d’un total de 8 fragments, 5 nous respecte els anteriors (Figura 51).

+1 ATG
-2461pb -1069pb +746ph +3099pb
Cr15___ _M _____

NOM MIDA (pb)
pGL3-7 4168
pGL3-8 I 1815
pGL3-9 1069
pGL3-10 655
pGL3-11 2374
pGL3-12 1369
pGL3-13 969
pGL3-down 400

Figura 51. Esquema de les noves construccions clonades del promotor putatiu d’SLC28A1. S’indica amb
+1 el lloc d’inici de transcripcid (TSS), al qual es refereixen les valors de distancia en parells de base.
S’inclouen els esquemes corresponents a les construccions 7-13 i down juntament amb la mida de
cadascun.
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En primer lloc es va afegir el fragment 10, comprés entre -660pb i TSS, amb I'objectiu de
comprovar si l'activitat augmentava en comparacio de la construccid 9, ja que preserva el lloc
d’unié d’'HNF4a. Després es van dissenyar 4 construccions per estudiar la zona que va de +746
fins a 'ATG. No es van dissenyar construccions des del TSS per tal d’evitar que les zones
repressores emmascaressin |’activitat dels nous fragments. Aixi doncs, es va clonar el fragment
down, que correspon al promotor per defecte suggerit per Ensembl, i també els altres tres

fragments, que presentaven el mateix inici a +746 pero diferien en la mida.

Es va procedir a mesurar |'activitat de cadascun dels fragments a les diferents linies cel-lulars
testades ja amb anterioritat: HT-29, CP15T, Huh7 i HepG2. Primer es van realitzar les proves amb

les construccions 10 11 (Figura 52).
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Figura 52. Activitat promotora dels fragments 10 i 11 a les linies HT-29, CP15T, Huh7 i HepG2. Les
cél-lules van ser sembrades i I’endema co-transfectades amb el vector de cadascuna de les construccions
i pRL-TK. Les cél-lules es van lisar a les 48 hores i es van mesurar les activitats luciferasa i renilla per
determinar I'activitat de cada fragment relativitzada al control pGL3 basic buit (linia vertical). Les barres
representen la mitjana £+ SEM d’experiments independents (n=2-4). L’estadistica es va mesurar mitjangant
un test t-Student per a mostres aparellades entre construccid i control, amb significacié **p<0,01.

El fragment 10 va demostrar no tenir activitat en les linies derivades de fetge, el qual contradeia
la hipotesi de I’activitat de la construccid 9 deguda a HNF4a, ja que el lloc d’unié a aquest factor
de transcripcié també és present en el fragment 10. A les linies HT-29 i CP15T, en canvi,
presentava menys activitat que el vector buit, el qual indicaria que presenta zones de repressio
— és estadisticament significatiu a CP15T perque es mostra el resultat de 3 experiments
independents, mentre que el resultat d’'HT-29 correspon només a 2 experiments. L’activitat
d’aquest fragment 10 s’assembla a I'activitat de la construccid 9 a les mateixes linies cel-lulars
(Figura 50), de manera que es podria deduir que el fragment diferent (entre -1069 i -660pb) no

semblaria presentar cap lloc d’unié putatiu destacat per a factors de transcripcid que s’expressin
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a HT-29 i CP15T i que tinguin rellevancia per a I'expressid d’hCNT1. Per altra banda, la
construccié 11 no presenta activitat en cap de les linies testades. Si es compara amb les activitats
dels fragments 7 i 9 a Huh7 i HepG2 es podria extreure la conclusidé que la zona que confereix

certa activitat promotora a aquests fragments es trobaria abans del TSS i no entre +746 i 'ATG.

A continuacié es van analitzar la resta de construccions: 12, 13 i down, a les mateixes 4 linies
cel-lulars (Figura 53). S’inclouen les dades ja mostrades de les construccions 7 i 9 per a poder

comparar millor els diferents fragments de promotor.
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Figura 53. Les construccions 12 i down sén les que presenten major activitat promotora, tot i que
difereixen entre linies cel-lulars. Les cel-lules es van lisar 72 hores després de ser sembrades i 48 hores
després de ser transfectades amb els vectors pGL3 corresponents i pRL-TK. Es van mesurar les activitats
de les construccions calculant la ratio entre luciferasa i renilla, i relativitzant-les al vector buit pGL3 basic
(linia vertical). Les barres representen la mitjana + SEM d’experiments independents (n=2-6). L’estadistica
es va mesurar amb un test t-Student per a mostres aparellades entre construccié i control, amb
significacio *p<0,05, **p<0,01.

La construccid 12 presentava activitat a totes les linies cel-lulars en diferent mesura, mentre que
el fragment 13 no en presentava en cap. El promotor per defecte down mostrava activitat

variable segons la linia cel-lular, essent molt major a HepG2 que a CP15T. La diferéncia entre 12
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i 13 és precisament el fragment down, i els resultats indicaven com en cadascuna de les linies
I’omissio del down (13) reduia totalment I'activitat del fragment 12, o fins i tot podia intuir-se
una dominancia de factors repressors. Aixi doncs, tal i com havia predit Ensembl, les proves van
corroborar que el fragment down era rellevant per a I'expressié d’'hCNT1. En comparar les
activitats entre linies, es va observar que I'activitat del fragment 12 era forga semblant en HT-
29, CP15T i Huh7, mentre que a HepG2 era superior. Aixo podria suggerir que aquesta zona seria
determinant per a I'expressié d’hCNT1 independentment del teixit — almenys en el context de
linia cel-lular. Es podria especular, doncs, que s’hi uniria algun complex activador de la
transcripcié. Tanmateix, el valor més elevat d’activitat es va trobar en la construccié down a
HepG2, sent els valors molt superiors a la resta de linies. L'origen de HepG2 és un
hepatoblastoma, un tipus de tumor maligne hepatic infantil forca agressiu perdo amb pronostic
bastant favorable (Sharma et al. 2009). Els teixits infantils presentem un perfil d’expressié molt
diferent als teixits adults, ja que encara no s’ha assolit la maduracié dels organs. Per tant, la

diferéncia d’activitat a HepG2 es podria explicar per I'origen peculiar d’aquesta linia cel-lular.

4.1.2 Promotor d’SLC28A2

En paral-lel a I'estudi del promotor d’SLC28A1 es va realitzar I'estudi del promotor d’SLC28A2,
seguint les mateixes estratégies. Els resultats del Matlnspector van revelar una zona densa en
llocs d’unid putatius a factors de transcripcié al voltant d’1kb abans del TSS, coincidint amb I'inici
del promotor segons Li et al. Per aquest motiu es van dissenyar 4 construccions diferents (1-4)
per a estudiar una zona més amplia a les publicades, ja que comprén des de -3695pb fins a 'ATG

(coincidint amb la construccié més llarga, 1) (Figura 54).

+1 ATG
-3695pb -742pb +986pb
Cr.15_ _ _ [ I

NOM MIDA (pb)
pGL3-1 I 4681
pGL3-2 I 3695
pGL3-3 I 1728
pGL3-4 | 742

Figura 54. Esquema representatiu del locus del gen SLC28A2 i construccions del promotor putatiu
clonades. El +1 indica el lloc d’inici de transcripcié (TSS), al qual es refereixen els valors de distancia en
parells de base. S’inclouen els esquemes corresponents a les construccions 1-4 juntament amb la mida de
cadascuna d’elles mesurada amb parells de bases.
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Es va analitzar I'activitat de les 4 construccions a les linies cel-lulars HT-29, Huh7 i HepG2 (Figura

55).
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Figura 55. Les construccions del promotor putatiu d’SLC28A2 presenten activitat alta a HT-29 i Huh7, i
menor a HepG2. Activitat relativa de les construccions 1-4 respecte el vector pGL3 basic buit, representat
amb una linia vertical. 'endema de la sembra les construccions van ser co-transfectades juntament amb
el vector pRL-TK. 48 hores després es van lisar les cél-lules i es va determinar I'activitat de cadascun dels
fragments mitjangant la ratio entre luciferasa i renilla i posterior relativitzacié al valor de pGL3 basic buit.
Les barres representen la mitjana + SEM d’experiments independents (n=4 per HT-29, n=3 per la resta).
L’estadistica es va mesurar amb un T-test per a mostres aparellades entre construccio i control, amb
significacio *p<0,05, **p<0,01.

El primer fet destacable va ser que I'activitat dels fragments presentava un ordre de magnitud
superior a les activitats trobades pels fragments del promotor d’SLC28A1 vistes en |'anterior
subapartat. Per tant, el promotor putatiu d’SLC28A2 si que sembla que uneixi factors de
transcripcié activadors en aquestes linies tumorals. Comparant els perfils d’activitat entre linies,
es va observar que HT-29 i Huh7 tenien un perfil molt semblant, en que les construccions
posseien més activitat en ordre 1-3-2-4. En canvi, el perfil de HepG2 era 4-3-2-1. A més, en
comparar Huh7 i HepG2, ambdues d’origen hepatic, I'Unica coincidéncia trobada era I'activitat
del fragment 4, de valor 10 en tots dos casos. Es poden extreure varies conclusions d’aquests
resultats. La primera esta relacionada amb I'origen de HepG2. En aquest cas, pero, semblaria
que li manquen factors de transcripcio activadors que tindrien llocs d’'unid entre -3695pb i I'ATG,
donat que les construccions 1 i 3 quasi no presenten activitat. Per tant, es podria hipotetitzar
que aquests factors activadors estarien associats a teixit adult. En segon lloc, es pot concloure
que entre el TSS i ’'ATG hi ha elements activadors també, tal i com van demostrar les diferéncies

d’activitat entre les parelles 1-2 i 3-4.

A partir d’aquest punt I’estudi es va centrar en SLC28A1 per la seva relacié amb cancer.
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4.2 Modulacié de I'expressio del gen SLC28A1 per factors de transcripcio

4.2.1 Primer screening

Les dades d’activitat basal en diferents contexts del promotor putatiu d’SLC28A1 van propiciar
a I'analisi de quins factors de transcripcio podrien estar jugant un paper en I'expressié d’'hCNT1.
El criteri, de nou, va ser comprovar |'efecte d’aquells factors de transcripcié que s’expressen a
teixit gastrointestinal, fetge i pancrees. En primera instancia se’n van destacar quatre: ING4,

Ikaros, HNFla i HNF1B. A més, es va afegir HNF4a com a control positiu (Figura 56).

+1 ATG

-2461pb -1069pb +746pb +3099pb
SLC28A1
cri15 _ _ _———

HNF1a/f ————- %:‘----

Figura 56. Esquema representatiu del promotor d’SLC28A1 i els llocs d’unié putatius als factors de
transcripcio indicats. A la part superior es representa el locus en el cromosoma 15 del gen SLC28A1; el
rectangle gris indica la seqiiencia corresponent al fragment down del promotor. Els llocs d’unié putatius
dels factors de transcripcid estan indicats mitjangant fletxes.

Breument:

- ING4. Es un membre del complex HBO1, el qual té activitat acetil transferasa especifica per
a la histona H4 (dades UniProt). S’ha reportat la seva pérdua en varis tumors, fins i tot
relacionant-se amb pitjor prognosi (revisat a Guérillon et al. 2014). Se li han atorgat papers
d’inhibicié de la migracid, cicle cel-lular i induccié de I'apoptosi, en algun cas a través de la
seva interaccié amb p53.

- Ikaros (IKZF1). La familia genica IKAROS esta composta per cinc membres (IKZF1-5), els quals
difereixen entre si en la funcié d’unié al DNA — per exemple, IKZF4 és un dominant negatiu.
IKZF1 és un factor de transcripcié relacionat amb hematopoesi i diferenciacié de limfocits.
Presenta una funcié important com a remodelador de la cromatina mitjancant la seva

interaccido amb complexos que presenten HDAC (UniProt). IKZF1 és considerat un supressor
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de tumors, ja que la seva pérdua contribueix a la carcinogénesi en Leucémia Limfocitica
Aguda (ALL). A més, s’ha trobat delecionat o mutat en un gran nombre de casos d’ALL
pediatrica i d’adult, i s’ha correlacionat la seva pérdua a pitjor prognosi (Marke et al. 2018).
- HNF1a i HNF1B. Factors de transcripcid de fetge que regulen un gran nombre de gens, pero
gue també han estat identificats en altres teixits com pancrees i ronyé (UniProt). La perdua
d’expressiéo d’'HNFla ha estat identificada com a factor de risc per cancer de pancrees, ja
qgue té un rol de supressor de tumors. HNF1pB interacciona amb HNFla i comparteixen via
de senyalitzacié. Ambdds han estat relacionats amb resisténcia a farmacs en varis cancers
(Lu et al. 2019). A més, mutacions en el gen que codifica HNF1B han estat relacionades

també amb malformacions renals (Bockenhauer and Jaureguiberry 2016).

Amb l'objectiu d’elucidar el paper de tots aquests factors de transcripcidé es van adquirir els
vectors d’expressio per a HNF4a (HNF4A2 i HNF4AS8, ja que Klein et al. no indicaven quina
isoforma van identificar) i ING4 del repositori d’Addgene. En paral-lel es van clonar els CDS dels
factors de transcripcio lkaros, HNFla i HNF1B al vector d’expressiéo pcDNA3.1, a partir de cDNA
de la linia tumoral HT-29. Es van expressar transitoriament a les linies cel-lulars CaCo-2, HT-29,

Huh7 i CP15T, i es va mesurar I'expressié del gen SLC28A1 mitjancant RT-PCR (Figura 57).
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Figura 57. Els factors de transcripcié ING4, Ikaros, HNF1a i HNF1 no modulen I'expressiéo d’hCNT1 a les
linies cel-lulars testades. Les cél-lules van ser sembrades, 'endema transfectades i a les 48 hores
processades. L’expressio d’'mRNA d’hCNT1 es va determinar mitjangant RT-PCR. Els resultats indiquen les
mitjanes + SEM dels duplicats intraexperimental (n=1), relativitzats a un control de pcDNA3.1 buit indicat
amb la linia taronja horitzontal.
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HNF4A2 i HNF4A8 eren els controls positius de regulacié de I'expressié d’hCNT1, i en tots els
casos n‘augmenten I'expressié a nivell d’RNA — tot i que amb magnituds variables entre linies.
En canvi, la resta de factors de transcripcid testats no semblaven modular I'expressié d’hCNT1,

a excepcio d'ING4 a CaCo-2 i HNF1B a HT-29.

Per tant, es va procedir a reanalitzar les dades de Matlnspector per tal de trobar altres factors
de transcripcié que poguessin modular I'expressié d’hCNT1. En aquest cas es van incloure també
els factors de transcripcié d’expressié ubiqua, i es va mantenir HNF4a com a control positiu. Els
criteris seguits van ser més amplis. En primer lloc, es va intentar trobar algun factor de
transcripcidé repressor que expliqués la baixa activitat de les diferents construccions del
promotor d’SLC28A1. En segon lloc, es va analitzar més en detall la regié down per tal
d’identificar quins factors de transcripcié hi presentaven lloc d’unié putatiu que expliquessin
I'alta activitat a HepG2 i I’abséncia d’activitat a CP15T. Amb tots aquests criteris es van identificar
els factors de transcripcié STAT3, E2F1, p53, KLF6 i YY1 (Figura 58). Abans de comencar a
treballar individualment amb cadascun d’ells es va realitzar un screening d’expressié dels factors

de transcripcio a les diferents linies cel-lulars amb queé s’ha treballat (Figura 59).

+1 ATG

-2461pb -1069pb +746pb +3099pb
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Figura 58. Esquema representatiu dels llocs d’unié putatius als factors de transcripcio indicats al
promotor d’SLC28A1. A la part superior es representa el locus en el cromosoma 15 del gen SLC28A1; el
rectangle gris indica la seqiiéncia corresponent al fragment down del promotor. S'indiquen amb fletxes
els llocs d’unid putatius dels factors de transcripcié.
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Figura 59. Expressio dels diferents factors de transcripcio a les diferents linies cel-lulars emprades en
aquest apartat. Es van emprar extractes proteics control de cadascuna de les linies cel-lulars indicades.

4.2.2 YY1
En un intent d’entendre quin agent podia estar al darrere de la repressié d’expressié d’hCNT1,
es van analitzar els resultats de MatInspector amb I'objectiu de trobar algun element repressor.

Va ser aixi com es van trobar 4 llocs putatius d’unid de YY1 al promotor d’SLC28A1.

YingYangl (YY1) és un factor de transcripcid d’expressid ubiqua que pertany a la familia de
factors de transcripcié GLI-Krippel. Tal i com indica el seu nom, exerceix funcié dual sobre els
promotors dels gens, ja que pot ser activador o repressor (Bonavida and Kaufhold 2015). La
seqilencia reconeguda per YY1 comenca per CG susceptibles de ser metilades, el qual redueix la
capacitat d’unio del factor de transcripcié al DNA. L'efecte sobre la regulacié de la transcripcié
depén del context, és a dir, principalment els cofactors que es recluten. Per exemple, s’ha
proposat que YY1 recluta el complex PRC2/EED-EZH2 als gens diana que han de ser reprimits
(Gabriele et al. 2017). També s’ha relacionat YY1 amb la progressié tumoral. S’ha vist que té un
paper important en la transicié epiteli-mesénquima (EMT) i en metastasi, ja que s’ha detectat
que correlaciona negativament amb I’expressié d’E-cadherina (Baritaki et al. 2009; Bonavida and
Baritaki 2011). Es considera un oncogen en varis contextos, com en cancer de mama, cancer de
prostata i hepatocarcinoma (Dong et al. 2017; Wang et al. 2018). En hepatocarcinoma s’ha
relacionat la seva activitat amb la malignitat del tumor mitjancant la regulacié de I'expressié
d’un factor d’splicing, QKI, que activa I'EMT (Han et al. 2019). De fet, dades del projecte Human
Protein Atlas indiquen que és un marcador de pronostic negatiu en cancer de fetge i d’endometri

(Figura 60).
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Figura 60. Corbes de supervivencia al llarg del temps en cancer de fetge i d’endometri segons si
I'expressio de YY1 és baixa (blau) o alta (rosa). Grafics obtinguts de The Human Protein Atlas.

En ser un factor dual, es va voler comprovar si tenia paper de repressor mitjancant la delecio
dels llocs d’unié putatius en les construccions del promotor d’SLC28A1. Dels 4 llocs d’unio, 3 es
trobaven en el si del fragment 12, el qual era el que presentava major activitat a les linies
cel-lulars testades. Aixi doncs, es van dissenyar 5 construccions per a estudiar |'efecte de
delecionar els llocs d’unié de YY1 (Figura 61A). Dos dels llocs d’unid estaven situats a 60pb de
distancia, de manera que es van dissenyar dues versions, una en qué només se’n va delecionar
un dels dos (DEL 2A) i una en que es van eliminar ambdés incloent la seqiiencia entremig (DEL
2B). Les delecions es van realitzar mitjangant mutagenesi dirigida. La generacié de DEL 1 sola va
ser infructuosa, pero es va poder combinar amb les DEL 2A i 2B. A continuacid es van testar les
activitats dels fragments amb les delecions a HT-29 i HepG2, ja que eren les linies en que la
construccio 12 havia demostrat activitat més elevada. Els resultats de la construccié DEL 1+2B
van presentar molt error, ja que en un experiment augmentava l’activitat respecte el fragment
12ien/'altre disminuia. La resta de construccions amb les delecions presentaven menys activitat
que el fragment 12 en ambdues linies cel-lulars (Figura 61B). Aquests resultats indicarien que
YY1 té un rol activador del promotor d’SLC28A1 en el context cel-lular analitzat i no repressor

com era la hipotesi inicial.
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Figura 61. Les delecions dels llocs d’unié putatius per a YY1 van suggerir que té un paper activador i no
repressor. (A) Esquema representatiu del locus del gen SLC28A1. S’indica la regié promotora down amb
el rectangle gris. Els llocs d’unio putatius de YY1 estan representats per fletxes. Es mostra quins llocs d’unio
té delecionats cadascuna de les construccions. (B). Activitat de les construccions delecionades a HT-29 i
HepG2. Es van sembrar les cel-lules i 'endema es van transfectar amb els vectors pGL3 corresponents i
pRL-TK. Es van mesurar les activitats de les construccions calculant la ratio entre luciferasa i renilla, i
relativitzant-les al vector pGL3-12 (linia vertical). Les barres representen la mitjana £ SEM d’experiments
independents (n=2).

4.2.3 KLF6

L’estudi en aquest punt es va focalitzar en trobar factors de transcripcié amb rol activador de
I'expressié d’SLC28A1. Un dels candidats més ferms era KLF6, o CPBP, ja que presentava un
elevat nombre de llocs putatius d’unié al locus del gen SLC28A1. A més, 5 d’aquests locus
estaven en zones del promotor en que s’havia trobat activitat; un d’ells, per exemple, es trobava

a l'inici de la zona down (Figura 58).

KLF6 és un membre de la familia de factors de transcripcié Kriippel-like d’expressié ubiqua i amb
participacié important en diversos processos cel-lulars, incloent desenvolupament,
diferenciacio, proliferacid i apoptosi (Narla et al. 2007). Tant és aixi que la seva expressié és molt
elevada en el desenvolupament de la placenta i és essencial pel fetus (Yang et al. 2018). De fet,
es va intentar produir un model de ratoli KO per KIf6 pero va resultar inviable (Matsumoto et al.
2006). S’ha descrit KLF6 com un factor de transcripcid bifuncional, ja que pot trans-activar i
trans-reprimir alguns gens en funcié del context cel-lular (Bieker 2001). Per exemple, KLF6 és
repressor quan s’associa en un complex del qual hi forma part HDAC3; s’ha trobat que aquest

complex reprimeix DIk1, un protooncogen que inhibeix la diferenciacié d’adipocits (Li et al.
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2005). S’ha demostrat que KLF6 esta desregulat en molts tipus de cancer, com cancer de
prostata, carcinoma colorectal, cancer gastric, tumors nasofaringis, carcinoma ovaric,
hepatocarcinoma o gliomes (Narla et al. 2001; Chen et al. 2002; Jeng and Hsu 2003; Kremer-Tal
et al. 2004; Reeves et al. 2004; Cho et al. 2005; DiFeo et al. 2006). Els mecanismes de
desregulacié sén diversos, des de pérdua d’heterozigosi a mutacions somatiques, hipermetilacié

del promotor o increment de I’splicing alternatiu (Diab et al. 2014).

Les variants d’splicing de KLF6 sén claus per entendre el rol d’aquest factor de transcripcio en
cancer. El gen KLF6 té 4 exons, els quals formen part de KLF6-FL (full lenght), la proteina

canonica. L’splicing alternatiu dona lloc a les altres 3 variants, SV1, SV2 i SV3 (Figura 62).

Sv1 Ssv2 Sv3

gDNA ——- -—- A - cr10p15
E1 E2 E3 Ed4
FL NLS TGA 283 AA
I 1958
sv2 [ ] 241AA
sSV3 NLS | TGA 237 AA

Figura 62. Estructura génica de KLF6 i les seves variants d’splicing. E1-4 representa exons 1-4. FL significa
full length, SV splice variant i AA aminoacids. S'indiquen el lloc de I'ATG i els codons STOP, aixi com la
senyal de localitzacié nuclear NLS. Adaptada de Hanoun et al., 2010.

D’aquestes només SV3 conserva el senyal de localitzacié nuclear, de manera que les altres sén
citoplasmatiques. No es coneix gaire bé quina funcio té SV3 al nucli. SV1 i SV2 han estat millor
caracteritzades. KLF6-FL i KLF6-SV2 sén proteines considerades supressores de tumors. De fet,
s’ha descrit que I'expressié de la variant SV2 es troba disminuida a hepatocarcinoma i a
carcinoma colorectal. En ambdds tipus de cancer s’ha vist que la restitucié d’SV2 resulta en
increment de I"apoptosi i arrest de cicle cel-lular en Gi; efectes regulats per p21°PYWARL KL F6
produeix un augment de I'expressié de p21, que al seu torn exerceix els efectes supressors de
tumors de forma independent de p53 (Hanoun et al. 2010; Zhang et al. 2018). En canvi, KLF6-
SV1 s’ha relacionat amb la progressié tumoral en diferents tipus de cancer com prostata, ovari

o adenocarcinoma pulmonar (Narla et al. 2001; DiFeo et al. 2006; DiFeo et al. 2009).

Amb aquests antecedents es va hipotetitzar que KLF6-FL era un factor de transcripcié que
regulava positivament I'expressié d’hCNT1. El seu paper com a supressor de tumor lligaria amb
el fet que s’han descrit funcions més enlla del transport per hCNT1, les quals també sén de
caracter supressor de tumors. A més, I'eina UALCAN (Universitat d’Alabama) permet analitzar

dades dels OMICs de cancer, tant de The Cancer Genome Atlas (TGCA) com de MET500 (cohort
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de 500 pacients adults amb tumors solids metastatics d’origens diversos, Robinson et al. 2017).
S’ha trobat correlacié positiva entre I'expressido d’SLC28A1 i KLF6 en carcinoma de cel-lules
renals, de valor 0,3 (Figura 63).
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Figura 63. Correlacio d’expressié geénica entre SLC28A1 i KLF6 en mostres de carcinoma de ceél-lules
renals. Grafic obtingut de la base de dades UALCAN (Chandrashekar et al. 2017).

En primer lloc es va optar per a caracteritzar I'expressié de KLF6 a un panell de linies cel-lulars
d’origen tumoral del laboratori, tant a nivell de RNA (Figura 64A) com a nivell de proteina (Figura
64B), ja que s’havia descrit que la disminucié d’expressié de KLF6 a nivell d’'mRNA és un procés
primerenc en |I’hepatocarcinogénesi (Kremer-Tal et al. 2007). Totes les linies testades van
demostrar tenir una expressié semblant a nivell d’mRNA i de proteina, a excepcié d’'Huh7, que

presentava nivells de proteina més baixos.
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Figura 64. Caracteritzacio de I'expressido de KLF6 a diferents linies cel-lulars d’origen tumoral. (A)
Deteccid dels nivells absoluts d’'mRNA de KLF6-FL a les linies cel-lulars indicades. CRC, carcinoma
colorectal; HCC, hepatocarcinoma; CCA, colangiocarcinoma; PDAC, adenocarcinoma ductal pancreatic.
Les barres representen la mitjana + SEM de dos duplicats experimentals (excepte Panc-1, CP15T i NP-29,
en que representen un sol valor). (B) Expressid proteica de KLF6 a les linies cel-lulars indicades detectada
per western blot en extractes control de cadascuna.
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A continuacid es va procedir a analitzar I'efecte de la sobreexpressié de KLF6 en les linies

cel-lulars HT-29, CP15T, Huh7 i HepG2 (Figura 65A).
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Figura 65. L’expressié heterologa de KLF6 produeix una tendéncia a incrementar I’expressié d’hCNT1 a
les linies cel-lulars testades. (A) L'expressié d’hCNT1 esta relativitzada a un control en qué es va
transfectar el vector pcDNA3.1 buit, indicat amb la linia horitzontal. Les barres representen la mitjana
d’experiments independents + SEM (n=4 HT-29, n=3 la resta). La significacié estadistica es va mesurar amb
un T-Test de dades aparellades. (B) Comprovacio de I'eficiencia de transfeccié de KLF6 a HT-29 mitjangant
RT-PCR. L’expressid esta relativitzada a la condicid control en quée s’ha transfectat pcDNA3.1 buit.
S’indiquen els valors per separat de cada experiment independent.

El resultat va mostrar una variabilitat molt alta, sobretot a HT-29, en queé el rang d’expressio
d’hCNT1 se situava entre 43,51 i 0,97. Per descartar un possible error de manipulacié es va
comprovar mitjangant RT-PCR si la transfeccid de KLF6 havia funcionat utilitzant una sonda
especifica per KLF6-FL. Es va veure que en cadascun dels experiments analitzats |'expressio de
KLF6 augmentava amb un minim de 24 vegades (Figura 65B). El mateix experiment en que
I’expressié de KLF6 augmentava més de 2000 vegades no coincidia amb I'augment de 43 vegades
d’hCNT1. Per tant, la variabilitat no era donada per I'eficiencia de la transfeccid, sind que
probablement es degués a un efecte indirecte del mateix KLF6. Les linies cel-lulars CP15T, Huh7
i HepG2 també mostraven una tendencia a incrementar I'expressido d’hCNT1 pero en menys

mesura que HT-29.

En paral-lel es van generar els vectors d’expressié de les variants d’'splicing SV1 i SV2 mitjancant
mutagénesi dirigida, ja que a cadascuna li manca un fragment continu del CDS. Es va comprovar
I’efecte de I'expressid heterologa de KLF6-SV1 i KLF6-SV2 sobre hCNT1, pero com era d’esperar
degut a la manca de senyal nuclear d’aquestes variants cap de les dues modulava I'expressio

d’SLC28A1 (Figura 66).
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Figura 66. Les variants d’splicing KLF6-SV1 i KLF6-SV2 no modulen I'expressié d’hCNT1. Analisi dels
nivells d’mRNA d’hCNT1 després de sobreexpressar KLF6-SV1 a HepG2 i KLF6-SV2 a HT-29, relativitzat a
una condicié control de transfeccié del vector buit indicada amb la linia horitzontal. Es mostra un sol
experiment; les barres representen la mitjana dels duplicats intraexperimentals £ SEM.

Durant I'epoca en que s’estava realitzant la part experimental d’aquest bloc, Santa Cruz
Biotechnology va treure un nou anticos monoclonal per a la deteccié d’hCNT1. Es van realitzar
proves comparant-lo amb I’antic policlonal anti-CNT1 N17 i es va comprovar que funcionava
millor, tant per a western blot com per immunoprecipitacions. Per aquest motiu es va procedir
a provar de detectar hCNT1 endogen a les linies cel-lulars testades. Es va optar per HepG2
perque és la linia cel-lular de les emprades en aquesta tesi que presenta major expressio
d’hCNT1 endogena — mesurat pel meétode AACT, a nivell d’'mRNA. Tot i que HT-29 fos la linia en
que major augment d’hCNT1 es detectava en transfectar KLF6, les dificultats experimentades en
intentar detectar la proteina en el bloc de regulacié epigenética van propiciar el canvi de model
d’estudi. Aixi doncs, es va mirar de detectar hCNT1 endogen a HepG2 després de transfectar
KLF6 i HNF4a com a control positiu. Els resultats van mostrar una banda d’uns 60kDa, el pes
d’hCNT1, que semblava augmentar quan se sobreexpressava HNF4a pero no KLF6 (Figura 67).
No es pot assegurar si les bandes de major pes molecular corresponen també a altres formes
d’hCNT1, amb modificacions post-traduccionals o de possibles oligomers. Per a demostrar-ho
caldria silenciar hCNT1 endogen amb un siRNA i comprovar si les bandes de major pes molecular

desapareixen o no.
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Figura 67. La transfeccié de KLF6 no modula hCNT1 a nivell proteic. Extractes de proteina total de
cél-lules transfectades amb pcDNA3.1 buit, HNF4a (control positiu) i KLF6. Es van resoldre 100ug de
proteina i es va provar de detectar hCNT1 amb I'anticos nou anti-CNT1 G7 (Santa Cruz Biotechnology).

En paral-lel es va voler comprovar si hi havia algun impacte de la sobreexpressié de KLF6 sobre
I'activitat d’hCNT1. Aixi, es va realitzar un assaig d’internalitzacié de citidina tritiada a HepG2 en

condicions de transfeccié de pcDNA3.1 buit o pcDNA3.1-KLF6 (Figura 68).
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Figura 68. KLF6 indueix una tendéncia a augmentar el transport concentratiu de citidina. L’activitat dels
hCNTs es va mesurar mitjancant I'entrada de citidina tritiada a les cél-lules, calculada a partir de la
diferéncia de valors entre un medi ric en sodi i un medi ric amb colina. Els resultats s’expressen com a
mitjana + SEM (n=3). La significacio estadistica es va determinar mitjangant T-Test aparellat.

Es va detectar certa tendéencia a augmentar lI'entrada de citidina a les HepG2 que
sobreexpressaven KLF6. Tanmateix, les condicions en qué es van realitzar aquests experiments
no permeten assegurar que aquest augment sigui degut a major expressido d’hCNT1. La citidina
és internalitzada per hCNT1 i hCNT3, de manera que caldria comprovar |'efecte de I'expressié
heterologa de KLF6 sobre hCNT3 per a descartar que no hi hagi efecte d’aquest transportador.

Una altra opcio6 seria afegir guanosina freda en excés a les condicions experimentals, que en ser
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transportada per hCNT3, bloquejaria I'activitat d’aquest transportador i per tant només es
detectaria I'activitat d’"hCNT1. De totes formes, amb un augment tan petit és molt dificil detectar

canvis significatius en inhibicions creuades.

A continuacio es va determinar 'efecte de la sobreexpressié de KLF6 sobre |'activitat promotora
d’SLC28A1. Es van realitzar assajos luciferasa per avaluar I'activitat de les construccions 12 i
down en condicions d’expressid heterologa de KLF6, ja que presentaven dos i un lloc d’unié
putatius respectivament. L’activitat del fragment 12 no semblava modular-se per accié de KLF6,
mentre que la del fragment down si que mostrava tendéncia a augmentar, ja que passava de

gairebé 5 a unes 8 unitats arbitraries (Figura 69).
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Figura 69. KLF6 mostra tendéncia a augmentar I'activitat del fragment down del promotor d’SLC28A1.
Les cel-lules van ser sembrades i 'endema co-transfectades amb els vectors pGL3-12 o pGL3-down, pRL-
TK i pcDNA3.1 buit o pcDNA3.1-KLF6. A les 48 hores es van lisar les cél-lules i es van mesurar les activitats
luciferasa i renilla, a partir de les quals es van calcular les ratios d’activitat de les construccions. Cada
activitat esta relativitzada al control corresponent, pGL3 basic buit + pcDNA3.1 o pGL3 basic buit + KLF6,
indicats amb una linia vertical. Les barres representen la mitjana + SEM d’experiments independents
(n=5). Lestadistica es va mesurar mitjancant un test T d’Student per a mostres aparellades.

Per ultim, es va procedir a realitzar un assaig de immunoprecipitacié de cromatina (ChIP) amb
KLF6 per a comprovar si s’unia a algun dels llocs d’unioé putatius del promotor d’SLC28A1. Es va
provar amb HepG2 i Huh7, tant amb KLF6 endogen com amb KLF6 sobreexpressat. Es va
aconseguir només en Huh7, immunoprecipitant KLF6 endogen, ja que va ser I'Gnica condicio en

que el control negatiu de la immunoprecipitacié va sortir net (Figura 70).
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Figura 70. La immunoprecipitacio de cromatina confirma la unié de KLF6 al promotor d’SLC28A1, a
Huh7. Les cél-lules es van sembrar i a les 48 hores es va procedir a realitzar I'assaig ChIP. Unicament es va
amplificar el fragment que correspon al lloc d’unié indicat amb la fletxa taronja, amb els primers BS5 fw
5’'TCAGCTCTAGGTCTCACTCA3’ i BS5 rv 5’TCAAGGAGGCATGGCCAGCA3’. Es mostra un sol experiment.

Aguest resultat va confirmar la unié de KLF6 al promotor d’SLC28A1. El resultat només s’ha
obtingut amb Huh7. En expressar heterologament KLF6 en aquesta linia cel-lular es va observar
un augment de I'expressié d’'hCNT1 de 3 vegades aproximadament. Per altra banda, es va optar
en estudiar HepG2 perqueé I'expressié endogena d’hCNT1 era més elevada que en la resta de
linies, de manera que si hi havia alguna modulacid per part de KLF6 seria més facil detectar-la.
Pero els resultats no van ser tan esperangadors com s’esperava, ja que no es va poder demostrar
que sobreexpressar KLF6 incrementés |’expressido d’'hCNT1 a nivell de mRNA o de proteina, ni
que augmentés 'activitat del transportador. Es va intuir cert increment de I'activitat promotora
de la construccié down, i per aguest motiu els assajos ChIP s’havien dirigit a detectar la unié de
KLF6 al lloc putatiu d’unié inclos en aquesta regio; els resultats van ser negatius. Només s’ha
demostrat la unié de KLF6 al promotor d’SLC28A1 en Huh7, en un locus molt proper al TSS. Aixo
fa canviar totalment la visié que es tenia fins el moment. Caldria revisar I'efecte sobre hCNT1 de
la sobreexpressio de KLF6 a Huh7, tant a nivell proteic i d’activitat del transportador. A més,
sabent que el lloc d’unid es troba a -470pb, els fragments de promotor susceptibles
d’incrementar I'activitat en condicions de sobreexpressié de KLF6 sén el 7 i el 9. Per tant, KLF6

no sembla ser el responsable de I'activitat del fragment down.

S’ha descrit que la vida mitjana de la proteina KLF6 és molt curta: 18 minuts a Hela, 50-70
minuts a HEK293. La seva expressid pot ser estabilitzada mitjancant fosforilacié, de la qual
GSK3B n’és responsable, i d’aquesta manera GSK3B contribueix a I'activitat supressora de
tumors de KLF6 (Lang et al. 2013). El western blot en quée es va detectar KLF6 a les diferents

linies cel-lulars no mostra un doblet en relacié als dos diferents estats de fosforilacié (hipo- o
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hiper-), ja sigui perque I'anticos no ho detecta o bé perquée en aquestes linies KLF6 no és
fosforilat. Aquest fet podria explicar la variabilitat interexperimental observada quan es
transfecta KLF6 a les diferents linies cel-lulars. Per altra banda, I'acetilacié també interfereix en
la funcid de KLF6. L'acetilacid de la lisina 209 és indispensable per a que KLF6 pugui activar el
promotor de p21WAFY/CPL (L et al. 2005). De fet, la mateixa acetilacié és necessaria per tal que
KLF6 formi part d’'un complex activador en que també hi ha els coactivadors PCAF, CBP i p300,
els quals presenten funcié histona acetiltransferasa (HAT). Tanmateix, s’han descartat com a
responsables de I'acetilacié de KLF6 (Camolotto et al. 2013). Ara bé, el fet que KLF6 formi part
d’un complex amb activitat HAT suggeriria que |’estatus epigenétic de les cél-lules podria regular

d’alguna manera la funcié de KLF6.

En resum, caldria aprofundir en I'estudi de KLF6 com a factor de transcripcié candidat per a la
regulacié de I'expressié d’hCNT1, ja que els indicis indiquen que hi participa pero encara no s’ha

elucidat el mecanisme d’accid.

4.2.4 p53

p53 és el supressor de tumors per excel-leéncia. Exerceix la seva funcié mitjancant la regulacié de
la transcripcié de molts gens diana involucrats en arrest del cicle cel-lular, apoptosi, reparacié
del DNA, senescencia i metabolisme (revisat a Lane and Levine 2010). A més, p53 pot exercir
funcions independents de la seva funcioé de factor de transcripcid, com la induccié de I'apoptosi
a mitocondri després de ser reclutat en aquest organul (revisat a Vaseva and Moll 2009). Pero
totes aquestes funcions només les exerceix en ser activat. En condicions fisiologiques,
I'expressié de p53 és molt baixa, ja que esta constantment sent degradat via proteasoma
després de ser ubiqiitinat per les E3 lligases HDM2, Pirh2 i COP1 (revisat a Pant and Lozano
2014). En condicions d’estrés genotoxic, p53 és estabilitzat mitjancant fosforilacié i acetilacio, i
exerceix les seves funcions de supressor de tumors en que les conseqliéncies principals son

I’aturada del cicle cel-lular i/o mort cel-lular.

S’ha observat que aproximadament el 85% de cancers presenten mutacions o inactivacions de
p53 (Muller and Vousden 2013). La pérdua de funcié d’aquest supressor de tumor provoca el
descontrol en el creixement i mort cel-lular de les cél-lules normals, el qual condueix a una
immortalitzacio i finalment cancer. Les mutacions del gen TP53 impedeixen principalment la
unié de p53 al DNA, de manera que no es pot induir I’expressié dels gens necessaris per a reparar
el dany cel-lular o arrestar les cel-lules en cas de necessitat. Es poden classificar en dues

categories: classe |, en qué hi ha incloses les mutacions que produeixen canvis d’'aminoacid que

161



RESULTATS | DISCUSSIO

directament s’uneixen a I'element de resposta de p53 al DNA, o les mutacions de classe Il o
conformacionals, en que s’altera I'estructura de p53 i s’aboleix la capacitat d’unié al DNA. Com
que p53 actua en forma de tetramer, p53 mutant no només deixa d’unir-se al DNA, sind que a
més actua de dominant negatiu oligomeritzant amb p53 WT. Addicionalment, p53-mutant
presenta funcions oncogéniques com progressié tumoral, potencial metastatic i resistencia a

farmacs (revisat a Parrales and Iwakuma 2015).

La revisié de I'analisi dels factors de transcripcié que podrien tenir un paper en regular
I’'expressié d’hCNT1 va revelar 4 llocs d’uniod putatius de p53 pel promotor d’SLC28A1, dos dels
quals es troben molt propers al TSS (Figura 71A). Aixi doncs es va decidir avaluar el rol de p53
en I'expressié d’hCNT1. El primer pas va ser escollir el model cel-lular. Les linies cel-lulars
emprades en aquesta tesi sdn totes d’origen tumoral — excepte HEK293. Tenint en compte que
p53 presenta alteracions de funcid en la majoria de tumors, les linies cel-lulars seguiran el mateix
perfil. Per aguest motiu es va decidir escollir dues linies cel-lulars amb estat diferent de p53. En
primer lloc, la linia cel-lular NP-29, originaries d’un adenocarcinoma ductal pancreatic, les quals
han estat testades préviament en el laboratori i sén p53-WT. Per altra banda, es va escollir Saos-
2, una linia derivada d’osteosarcoma que han estat descrites com a p53-null, és a dir, no
expressen p53 degut a una delecié del gen (Diller et al. 1990). A continuacié es va realitzar un
assaig luciferasa en NP-29 i Saos-2 amb les construccions del promotor putatiu d’SLC28A1
préviament testades. Es van escollir les construccions 4, 7, 9, 12, 13 i down. La principal
diferéncia respecte les proves efectuades en HT-29, CP15T, Huh7 i HepG2 va ser la incorporacio
del fragment 4. En un principi s’havia descartat perqué no havia mostrat activitat en la primera
prova en HT-29 (Figura 49). Tanmateix, és I"Unic fragment clonat que inclou els quatre llocs
d’unié putatius de p53. L'analisi d’activitat luciferasa a NP-29 i Saos-2 va revelar que la
construccié 4 era la que presentava més activitat a NP-29 (semblant al valor de down a HepG?2,
que era el maxim que s’havia observat), mentre que a Saos-2 estava reprimida (Figura71B). La
resta d’activitats s’assemblen a les obtingudes anteriorment: NP-29 va mostrar un perfil molt
semblant a CP15T, en quée down no semblava actiu, mentre que Saos-2 presentava un perfil
semblant a HT-29, perdo amb major activitat de down. Dels resultats també en va destacar
I'activitat de la construccié 9, que conté els mateixos llocs putatius d’unié per a p53 que la 4 a
excepcio del situat a -1212pb. El fragment 9 esta reprimit a Saos-2, pero tampoc presenta
activitat a NP-29. La diferéncia entre 4 i 9 suggeriria que el lloc d’'unié per a p53 és el situat a
-1212pb, i no la resta. Aixi doncs, aquests resultats demostraven que en presencia de p53 WT el

fragment més llarg del promotor d’SLC28A1 tenia més activitat.
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Figura 71. L'estatus de p53 a les linies cel-lulars condiciona I'activitat del promotor d’SLC28A1. (A)
Esquema representatiu del promotor d’SLC28A1 en queé s’indiquen els llocs d’unid putatius amb fletxes i
les construccions analitzades. (B) Activitat relativa de les construccions indicades respecte el vector pGL3
basic buit, representat amb una linia vertical. 'endema de la sembra, les construccions van ser co-
transfectades juntament amb el vector pRL-TK. 48 hores després es van lisar les cél-lules i es va determinar
I'activitat de cadascun dels fragments mitjancant la ratio entre luciferasa i renilla. Les barres representen
la mitjana £ SEM d’experiments independents (n=3-5). L’estadistica es va mesurar amb un test t-Student
per a mostres aparellades entre construccid i control, amb significacié *p<0,05, **p<0,01.

Per confirmar la troballa, es va co-transfectar el vector d’expressio de p53 (p53-GFP) juntament
amb els vectors luciferasa, a Saos-2. L’analisi il-lustra només els canvis del vector luciferasa que
conté els fragments de promotor i no pas la ratio entre luciferasa i renilla, ja que el vector pRL-
TK va mostrar molts canvis d’activitat per acciéd de p53 que emmascaraven els resultats. Es va
observar com I'activitat de la construccié 4, la que conté tots els llocs d’unio putatius per a p53,
presentava cert augment de I'activitat (Figura 72). Per altra banda, I'activitat del fragment 9
semblava disminuir. També es van detectar canvis en I'activitat de down, sense que aquest
tingués cap lloc d’unié putatiu. Tant la disminucié del 9 com I'increment de down podrien ser
efectes indirectes de I'expressié de p53, ja que té molts gens diana (revisat a Fischer 2017). Un
dels candidats seria STAT3, sobretot pel canvi observat en down. No és el factor de transcripcio
amb major increment d’expressié per accié de p53, ja que per exemple la regulacié del factor
de transcripcié dependent de cAMP 3 (ATF3) és major. Tanmateix, STAT3 presenta dos llocs
putatius d’unio a la regié down del promotor d’SLC28A1, a més de 3 llocs putatius addicionals

tots downstream respecte el TSS.
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Figura 72. L’expressid de p53 a Saos2 sembla revertir la repressio de la construccié 4 i augmentar
I'activitat del fragment down. Les cél-lules van ser sembrades, a les 24 hores co-transfectades amb els
vectors indicats i 48 hores més tard lisades. Es representen valors luciferasa i no renilla, relativitzats al
valor de cada construct + GFP, indicat amb la linia vertical. Les barres representen la mitjana + SD de tres
triplicats (n=1).

De la mateixa manera que amb KLF6, es va proposar analitzar I'expressié d’"hCNT1 en condicions
de modulacié de I'expressié de p53. Abans, pero, calia tenir en compte I'estatus de p53 de
cadascuna de les linies cel-lulars. La IARC TP53 Database recull dades del perfil de p53 en moltes
de les linies cel-lulars emprades en recerca. La Taula 21 compila les dades de les linies cel-lulars

emprades en aquest bloc obtingudes d’aquest consorci.

Linia cel-lular Estatus TP53 Exé cDNA Proteina
HepG2 WT - WT WT
Huh?7 Mutat Ex6 6 C.659A>G p.Y220C
HT-29 Mutat Ex6 8 c.818G>A p.R273H
NP-29 WT - WT WT
Saos-2 Null Exd 2 - Delecio - -

Taula 21. Estat del gen TP53 i la repercussio a nivell proteic en les linies cel-lulars indicades. Dades de
IARC TP53 Database, International Agency for Research on Cancer — excepte NP-29, obtingudes a partir
de resultats previs del grup.
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A continuacié es va procedir a modular I'expressié de p53 a les linies cel-lulars Huh7, HepG2, HT-
29, NP-29 i Saos-2. Es van presentar dificultats experimentals relacionades amb les linies NP-29
i Saos-2. Per un cantd, el silenciament no semblava funcionar a la linia NP-29 (Figura 73A). No
era el primer cas del laboratori de dificultats de silenciament o transfeccidé en una linia derivada
d’adenocarcinoma ductal pancreatic. Per tant, es va descartar provar de silenciar p53 en aquesta
linia. Per altra banda, les Saos-2 presentaven dificultats per obtenir suficient RNA per poder ser
analitzat posteriorment. Aixi doncs, es va analitzar I'efecte de la modulacié de p53 sobre
I'expressié d’'hCNT1 a les linies restants (Figura 73B). La modulacié més evident es donava a la
linia Huh7, en que el silenciament de p53 induia una tendéncia a augmentar I'expressié d’hCNT1
d’unes quatre vegades, mentre que la sobreexpressié de p53-GFP produia una disminucié de
I’expressié d’hCNTL1. Els canvis van ser menors a la resta de linies. Tant a HepG2 com a HT-29, el
silenciament de p53 indicava una tendéncia a la disminucio de I'expressiéo d’hCNT1, mentre que

la sobreexpressio incrementava lleugerament hCNT1.
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Figura 73. La modulacié de p53 varia I'expressiéo d’hCNT1 segons la linia cel-lular. (A) Comprovacié del
silenciament de p53 mitjangant western blot. (B) Analisi de I'expressié d’hCNT1 a nivell d’'mRNA en
condicions de silenciament de p53 (esquerra) o sobreexpressié de GFP-p53 (dreta). Les cel-lules es van
sembrar i I’'endema es van silenciar o transfectar. Les barres representen la mitjana + SEM d’experiments
independents (n=3, excepte HT-29 sip53 que és n=2 i HepG2 sobreexpressant p53 que és n=1), referides
al valor siRNA control o transfeccié del vector buit, respectivament, indicats amb la linia horitzontal en
cada cas. L'estadistica es va mesurar amb un test t-Student per a mostres aparellades en comparacié amb
el control, amb significacié *p<0,05.
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Tant Huh7 com HT-29 sén mutants per a p53, perd Huh7 té la mutacié p.Y220C, mentre que HT-
29 té la mutacid p.R273H. Les mutacions del gen TP53 es classifiquen en dues categories, de
manera general. La primera implica canvis en el domini d’'uni6 amb el DNA (DBD), de manera
gue aquestes mutacions impediran la interaccid entre p53 i el DNA. Aquesta categoria inclou les
mutacions en els residus 175, 242, 248, 249, 273 i 282, de les quals les mutacions a les posicions
175, 248 i 273 sén les més comunes en pacients amb cancer — es consideren hotspots (Olivier et
al. 2010). Com que p53 exerceix la seva funcié en forma de tetramer, la mutacié p53R273H
exerceix de dominant negatiu: en formar part del tetramer n’impedeix la unié al DNA. En aquests
casos p53 esta incapacitat de funcionar com a supressor de tumors, de manera que pot adquirir
funcions oncogéeniques a través d’un mecanisme de guany de funcié (Muller and Vousden 2013).
De fet, s’ha descrit que el knowckdown de p53R273H reverteix totalment la migracié i capacitat
invasiva de les cél-lules en comparacio al control (Lv et al. 2017a). La segona categoria compren
aquelles mutacions que causen canvis drastics en |'estructura de p53 per desestabilitzacié, ja
que la majoria alteren el centre hidrofobic. S’han trobat 9 mutacions d’aquest tipus, entre les
quals destaca Y220C. Aquest residu reté la capacitat d’unié al DNA; de fet, a 202C té un 68% de
capacitat d’unir-s’hi, pero a 372C p53Y220C és desnaturalitzat (Sundar et al. 2019). Les proteines
desnaturalitzades tendeixen a produir agregats, que tenen efectes toxics. En aquest cas, les
mutacions per desestabilitzacié de I'estructura estan sent estudiades com a diana per a la sintesi
de compostos que puguin revertir la desestabilitzacid i per tant recuperar la funcié p53 WT

(Joerger and Fersht 2007; Baud et al. 2018).

Analitzant la tendéncia d’expressiéo d’'hCNT1 a HepG2, la qual és p53-WT, es van observar els
canvis que s’esperarien si p53 fos activador de I'expressié d’"hCNT1: una certa disminucié quan
se silenciava p53 i un cert augment en transfectar-lo. El fet que la disminucié d’expressid
d’hCNT1 després del silenciament fos tan petita podria explicar-se pel fet que el silenciament de

p53 era molt subtil, tal i com mostra el western blot (Figura 73A).

La linia cel-lular HT-29 presenta un p53-mutant que exerceix de dominant negatiu. En transfectar
p53-WT, I'efecte que s’observaria seria minim, ja que p53-mutant endogen estaria segrestant-
ne la funcid. Per altra banda, s’esperaria que el silenciament si que interferis en les funcions
oncogeniques de p53-mutant. Respecte I'expressidé d’hCNT1, es va observar una lleugera
tendeéncia a la disminucié. Amb aquestes dades no es pot saber si es tracta d'un efecte directe
de silenciar p53-mutant o és un efecte indirecte. A més, s’hauria de combinar el silenciament

amb la introduccio de p53 WT a les cél-lules.
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En quant a la linia cel-lular Huh7, es va veure com el silenciament de p53 era molt bo, i la
conseqliencia era un augment de I'expressié d’'hCNT1 (Figura 73). Aixo semblaria indicar que el
mutant Y220C present a p53 tindria un efecte repressor sobre el gen SLC28A1. Per altra banda,
la transfeccid de p53-WT disminuia I'expressié d’'hCNT1. De la mateixa manera que en HT-29, el
mutant p53-Y22C exerciria de dominant negatiu. Per tant, si p53-WT tingués funcio activadora
sobre I'expressid d’hCNT1, el mutant no permetria analitzar-ho en aquesta linia cel-lular. A
diferencia d’"HT-29, pero, en aquest cas I'expressiéo d’hCNT1 disminuia. p53-mutat d’'Huh7 conté
també la variant P72R, la qual afecta I'estructura de la proteina quan és WT. S’ha vist que la co-
existéncia d’aquesta variant amb p53-mutant produeix pitjor prognosi en cancers de pit (Basu
et al. 2018), ja que, entre altres, inactiva 'apoptosi a través de p73 (Marin et al. 2000). Si I'efecte
de p53 sobre el promotor d’SLC28A1 fos indirecte, aquest doble mutant d’"Huh7 podria afectar
altres elements reguladors de I'expressid d’hCNT1, els quals podrien explicar les diferéncies

entre Huh7 i HT-29.

Una segona hipotesi implica el factor de transcripcid E2F1. El rol d’aquest factor de transcripcio
en I'expressié d’hCNT1 esta estudiat en 'apartat 5 d’aquesta tesi. S’ha descrit que p53 i E2F1
interaccionen, i presenten regulacid reciproca (Inoue et al. 2016). De fet, E2F1 promou la

transcripcié de p14ARF

, el qual s'uneix directament a HDM2 i estabilitza i activa p53 (revisat a
Poppy Roworth et al. 2015). En condicions de silenciament de p53 a les Huh7 es va observar una
lleugera disminucié d’expressio del factor de transcripcié E2F1 (Figura 74). Les dades detallades
en I'apartat 5 demostren que E2F1 és un factor de transcripcio repressor del gen SLC28A1. Per
tant, es podria explicar I'efecte de silenciar p53 a Huh7 a través de la disminucié d’E2F1, de
manera que el promotor d’SLC28A1 estaria menys reprimit i per tant augmentaria I'expressio

d’hCNT1. Cal plantejar nous experiments per a validar aquesta hipotesi.
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Figura 74. El silenciament de p53 indueix una disminucié de I'expressio d’E2F1 a Huh7. Extractes proteics
totals d’"Huh7 després de 48 hores de silenciament de p53.
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Per altra banda, recentment s’ha relacionat la funcié de p53 com a activador genic amb la marca
d’histones H3K4me3. De les marques d’histones relacionades amb processos de transcripcio,
potser la més estudiada és H3K4me3, la qual esta associada a gens transcripcionalment actius
(Santos-Rosa et al. 2002). Tanmateix, estudis recents gliestionen que aquest residu sigui causa
de transcripcid i proposen que n’és conseqliéncia; en altres paraules, hi ha altres factors que
determinen quins gens sén transcrits en un context cel-lular determinat, i arrel de la transcripcié
apareix la marca H3K4me3 (revisat a Howe et al. 2017). Una de les evidéncies que va propiciar
aquest canvi de perspectiva va ser la relacid entre p53 i H3K4me3. En un estudi es van identificar
els gens que presentaven un augment de la transcripcié com a conseqiéncia de I'expressié de
p53-WT. Es va detectar, a més, que les marques H3K4me3 d’aquests gens augmentaven al doble.
Aixi, es va proposar que la transactivacio efectuada per p53 constava de dos passos: primer, la
unié de p53 al seu motiu en el DNA, i segon l'increment d’H3K4me3 en els gens (Menendez et

al. 2013).

Dades del GenBank indiquen que el gen SLC28A1 presenta tres loci associats al residu H3K4me3,
dos dels quals es troben molt propers a l'inici de transcripcid, i el tercer a 1kb downstream
(Figura 75A). Aquestes marques han estat detectades a fetge i ronyd, dos dels teixits que més
expressen hCNT1. Per tant, es podria intuir una relacié entre la presencia d’aquesta modificacio
epigenetica i I'expressié d’'hCNT1. Aixi doncs, es va provar d'immunoprecipitar aquest residu a
lalinia cel-lular Huh7, derivada d’hepatocarcinoma, pero no es va aconseguir. En saber d’aquesta
nova perspectiva del residu H3K4me3 i la seva relacié amb p53, es va repetir 'assaig amb la linia
cel-lular NP-29, que és p53-WT. Els resultats van demostrar que 534pb downstream del TSS hi

ha una seqiiéncia associada a la marca d’histones H3K4me3 (Figura 75B).
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Figura 75. L’assaig d'immunoprecipitacié de la cromatina contra el residu H3K4me3 demostra que les
NP-29 presenten aquesta senyal prop del TSS d’SLC28A1. Les cel-lules es van sembrar i a les 48 hores es
va procedir a realitzar I'assaig ChlIP. Dels tres loci putatius associats a la marca H3K4me3, només va donar
positiu l'indicat amb la fletxa taronja, amplificat amb els primers H3K4me3 FW2
5'TAGCTGGGACTACAGGCACCT3' i H3K4me3 RV2 5’AAGTGCTGGGATTACAGGCA 3.
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Ara bé, en la linia cel-lular NP-29 I'expressié d’hCNT1 continua sent molt reduida. Amb les dades
presentades s’intueix la participacié de p53 en I'expressié d’hCNT1, i fins i tot una relacié amb
la marca H3K4me3. Tanmateix, falta trobar factors repressors de |'expressié d’hCNT1 que

expliquin el baix nivell d’expressié d’aquest transportador en tumors.
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5. Paper d’E2F1 en la regulacio dels transportadors de nucleosids

5.1 Introduccio

L’eix CDK4-pRB-E2F1 és primordial per a la regulacié del cicle cel-lular. En arribar un estimul
mitogen, CDK4 s’activa; aleshores, el complex ciclina D1-CDK4/6 promou la progressio de la fase
Gi del cicle cel-lular mitjangant la inactivacidé de la proteina Rb a través d’hiperfosforilacié. Rb
forma un complex amb E2F1 de caracter repressor, del qual també hi formen part sovint altres
proteines com histones desacetilases o altres enzims relacionats amb I'estatus de la cromatina
(Fabbrizio et al. 2002; Fajas et al. 2010). En ser hiperfosforilat, pRb allibera E2F1, el qual s’activa
i recluta coactivadors com DP als promotors, donant lloc aixi a la transcripcio de gens clau per a
la progressio del cicle (Sharpless and Sherr 2015; Gennaro et al. 2018). Com que E2F1 és diana
de si mateix, la seva activacié consequlient a la dissociacié d’Rb fa que de seguida hi hagi més
E2F1 actiu a la cél-lula, de manera que s’assegura la progressio de G;. Entre les dianes d’E2F1 hi
ha gens implicats en la replicacié del DNA, en la mitosi, en la reparacié del DNA i en I'apoptosi
(Poppy Roworth et al. 2015). Per assegurar la progressio a fase S, E2F1 és reprimit per la ciclina
E, la qual té un pic d’expressié a G1/S, i per ciclina A, el pic d’expressio de la qual és a la fase G,
(Schulze et al. 1995; Zhang et al. 2000)). En paral-lel, s’activa la proteina fosfatasa 1 (PP1), la qual
promou la desfosforilacié de pRb i per tant, aquest passara a unir-se a E2F1 formant de nou un
complex que reprimeix sobretot els gens de progressio cel-lular (revisat a Kolupaeva and

Janssens 2013).

L'alteracid de I’eix CDK4-pRb-E2F1 esta associada a molts tipus de cancer degut a I'estreta relacio
amb el cicle cel-lular. Els complexos CDK-ciclina estan desregulats en tumorogénesi (Deshpande
et al. 2005). En concret, CDK4-ciclina D1 presenta activitat més elevada, ja sigui per
sobreexpressiod de ciclina D1 (Sheppard and McArthur 2013) o de CDK4. De fet, la sobreexpressié
de CDK4 és considerada un driver oncogenic en la majoria de cancers humans, i sol apareixer
per amplificacié génica, per mutacions puntuals o inactivacié de la maquinaria de degradacié
(Qie and Diehl 2016). El paper de p16 també és important, ja que es tracta d’'una proteina que
s’uneix a CDK4 per inhibir la seva activitat quinasa i per tant inhibir la fosforilacié d’'Rb. Un dels
mecanismes de sobreexpressié de CDK4 és una mutacié puntual en el lloc d’unié de p16, que fa
que la quinasa sigui insensible a la inhibicio (Wolfel et al. 1995). El gen CDKN2A (locus
INK4B/ARF/IKN4A) codifica dos proteines considerades supressores de tumor, p14A°%F j p16'Nk4a,
S’ha descrit que un 90-98% de les cel-lules derivades d’adenocarcinoma ductal pancreatic
presenten una perdua de funcid d’aquest gen, ja sigui per mutacions o hipermetilacio del
promotor (Tang et al. 2015). Per altra banda, RB1 (gen que codifica Rb) va ser el primer gen

supressor de tumors identificat per la seva relacié amb la predisposicid al retinoblastoma
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(revisat a Dimaras and Corson 2019), principalment pel seu rol inhibint E2F1 i per tant evitant la
transcripcié dels gens de progressio del cicle cel-lular (revisat a Vélez-Cruz and Johnson 2017).
Degut al seu domini pocket, Rb és una proteina multifuncional de la qual s’han descrit
interaccions varies a través de les quals no només regula el cicle cel-lular sind que també regula
altres activitats cel-lulars com la replicacié del DNA, la senescéncia, la diferenciacié i I'apoptosi
(Knudsen and Knudsen 2006). Aixi, la desregulacié d’'Rb esta considerada un dels hallmarks del
cancer. La pérdua de funcié d’Rb pot ser conseqiiencia de I'augment de I'activitat de CDK4 com
s’ha mencionat, pero també de delecions geniques o mutacions en el gen RB1, que en ser un
gen de mida considerable (unes 200kb) és relativament facil que hi hagi fenomens d’aparicions
de senyal STOP prematures o delecions internes (Di Fiore et al. 2013). Pel que fa E2F1, dades del
Catalogue of Somatic Mutation in Cancer (COSMIC) revelen que només s’han descrit 43
mutacions somatiques del gen E2F1, molt poques comparat amb les 1143 d’RB1 o 7716 de TP53
(Poppy Roworth et al. 2015). Hi ha dades contradictories sobre si la familia E2F és de caracter
oncogenic o supressor de tumors (Kent and Leone 2019). E2F1 majoritariament ha estat descrit
com oncogenic, i de fet s’ha relacionat la seva sobreexpressi6 amb pitjor prognosi, com
recentment en hepatocarcinoma i adenocarcinoma ductal pancreatic (Kent et al. 2016; Kent et
al. 2017; Lan et al. 2018). Estudis de models animals amb sobreexpressié d’E2F1 indiquen que la
predisposicié a cancer esta vinculada a I'abséncia de p53 funcional, ja que E2F1 és un regulador

positiu de I'activitat de p53 (Pierce et al. 1998; Pierce et al. 1999).

Els transportadors de nucleosids han estat relacionats amb el cicle cel-lular i amb I'estat
proliferatiu de les cel-lules. Es poden considerar els NT com el primer pas de la via de
recuperacio, ja que constitueixen la porta d’entrada dels nucledsids a les cel-lules. Per aquest
motiu és logic pensar que en situacions d’alta demanda de dNTPs, com en la fase S del cicle
cel-lular en qué s’ha de replicar el DNA, I'entrada de nucleodsids hauria de ser major. S’ha detectat
en linies cel-lulars que I'expressié d’'hCNT1 augmenta en fase S, i s’interpreta com a la resposta
a la necessitat d’incrementar els pools de dNTPs (Valdés et al. 2002). En canvi, s’ha observat que
en fase G,-M hi ha el doble d’expressié d’hENT1 que en fase G; (Baldwin et al. 2004), moment
en qué ja ha tingut lloc la replicacid. Per altra banda, hENT2 i les seves variants d’splicing més
curtes han estat identificades com a elements clau per regular el pool de nucleosids nucli-
citoplasma, de manera que proveeixen el nucli de nucleosids per a la sintesi de DNA i assegurar

aixi la progressio del cicle cel-lular (Grafié-Boladeras et al. 2016).

Les ceél-lules del tracte gastrointestinal fa evident la relacio entre I'expressié dels transportadors
de nucleosids i I'estat proliferatiu de les cél-lules. hENT1 i hENT2 sén més abundants en les

cél-lules de la cripta, que sén les cel-lules més proliferatives, mentre que hCNT1 i hCNT2 es
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troben més expressats als enterocits fent la funcié d’absorcid, que sén les cél-lules totalment
diferenciades (Pastor-Anglada et al. 2018). A més, cel-lules altament proliferatives com ho sén
les cel-lules tumorals presenten perdua d’expressid dels hCNTs, sobretot hCNT1. S’ha descrit
com la restituciéd d’hCNT1 a linies cel-lulars tumorals derivades d’adenocarcinoma pancreatic
redueix la progressio de cicle cel-lular en que les cél-lules s’acumulen a fase S (Pérez-Torras et

al. 2013).

En posar en comu tots aquests antecedents es proposa que I'eix CDK4-pRb-E2F1 contribueix a

la regulacié dels transportadors de nucleosids.

5.2 Antecedents: I'’eix CDK4-pRb-E2F1 en el metabolisme
En els dltims anys han anat sorgint evidéncies que els mateixos agents que regulen el cicle
cel-lular poden regular processos metabolics. Tant és aixi que s’han descrit funcions per a CDK4

i E2F1 destacades en el metabolisme homeostatic i tumoral.

La quinasa CDK4 s’ha postulat com a reguladora de I'homeostasi energética (Aguilar and Fajas
2010). Aquesta regulacié I'exerceix a través de diferents efectius. El primer de tots és a través
de I'eix pRb-E2F1, que a més de participar en el cicle cel-lular contribueix a la regulacié del
metabolisme oxidatiu (Blanchet et al. 2011) També s’ha descrit que CDK4 és capag¢ de promoure
la glicolisi anaerobica i reprimir la oxidacié d’acids grassos mitjancant la fosforilaciéo d’AMPK en
models de ratoli (Lopez-Mejia et al. 2017). CDK4 participa en la resposta a insulina; en adipocits
de ratoli, la insulina activa el complex CDK4-ciclina D3, el qual fosforila el receptor d’insulina
substrat 2 (IRS2), a través del qual es crea un loop de feedback positiu que manté la senyalitzacid
de la insulina (Lagarrigue et al. 2016). Recentment s’ha descrit que CDK4 regula també la via
d’'mTOR, ja que s’ha vist que aquesta quinasa és necessaria per tal que mTORC1 pugui localitzar
en els lisosomes (la via mTOR s’activa en aquest organul). A més, els efectes de CDK4 sobre

I'activitat d’'mTORC sén independents d’E2F1 (Martinez-Carreres et al. 2019).

Per la seva banda, E2F1 participa en la diferenciacié de diversos teixits. Recentment també s’han
descrit funcions de regulacié metabolica especifiques en organs ja diferenciats com pancrees,
teixit adipds, muscul o fetge (revisat a Denechaud et al. 2017). Segons si el teixit és sa o tumoral,
la participacié d’E2F1 en la regulacié del metabolisme difereix. La Figura 76 esquematitza quines
son les principals vies regulades per E2F1 en els teixits indicats. E2F1 participa en la secrecio
d’insulina, tant pel desenvolupament de les cél-lules B com per la secrecid d’insulina mitjangant
la regulacié de Kir6.2 (Fajas et al. 2004; Annicotte et al. 2009). A fetge, E2F1 afavoreix la sintesi

d’acids biliars, la glicolisi i la lipogenesi, mentre que inhibeix el transport de colesterol.
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Recentment també s’ha descrit que E2F1 promou la gliconeogenesi de manera dependent de
PKA (Giralt et al. 2018). En teixit adipds blanc esta més relacionat amb promoure adipogenesi a
través de PPARYy i RIP140, pero inhibeix la lipolisi i la B-oxidacid mitocondrial (Fajas et al. 2002;
Abella et al. 2005; Docquier et al. 2012; Liew et al. 2013). Es va trobar en models de ratoli que
E2F1 reprimeix la diferenciacié muscular inhibint MyoD i miogenina (Wang et al. 1996). A partir
de dades de ChIP s’ha trobat que el complex repressor pRb-E2F1 reprimeix el metabolisme
oxidatiu en aquest mateix teixit, aixi com a muscul cardiac i teixit adipds marrd; en aquest ultim

inclou la termogenesi (Blanchet et al. 2011).
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Figura 76. Funcions principals d’E2F1 en teixits metabolics. E2F1 participa en la diferenciacid de diversos
teixits, pero també en la regulacié de funcions metaboliques especifiques en organs ja diferenciats.
S’especifiquen quins contextos fisiopatologics han estat relacionats amb E2F1 segons el teixit. Adaptat de
Denechaud et al. 2017.

E2F1 també és important en el context de processos patologics en els diferents teixits esmentats
anteriorment. Es el cas de I'obesitat, en qué s’ha trobat que els nivells d’E2F1 estan incrementats
en teixit adipds blanc visceral dels pacients amb obesitat, amb correlacié positiva amb la
resisténcia d’insulina i els nivells d’acids grassos lliures circulants (Haim et al. 2015). S’ha
relacionat E2F1 amb la resposta genica a I'estrés en teixit adipds blanc durant la progressié
d’obesitat (Haim et al. 2017), amb la resposta inflamatoria regulada per NF-kB (Warg et al. 2012)
i amb hipertrofia cardiac que pot conduir a infart de miocardi (Vara et al. 2003; Wang et al.
2015). S’ha demostrat també la participacié d’E2F1 en la malaltia del fetge greixds no alcoholic

(NAFLD), ja que s’han trobat nivells d’E2F1 hepatic elevats en pacients amb fetge esteatotic i
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una correlacid significativa entre la fosforilacié de pRb a fetge i I'aparicié de NAFLD en diferents
models de ratoli d’obesitat i diabetis (Denechaud et al. 2016). En definitiva I'activitat E2F1 és
incrementada en context d’obesitat, i contribueix a algunes de les co-morbiditats associades a

aquesta condicid.

La reprogramacié metabolica en cél-lules tumorals és un dels hallmarks del cancer, ja que les
cél-lules tumorals adapten el seu metabolisme per tal de promoure el creixement, la
proliferacié, la supervivencia i la metastasi. L'anomenat efecte Warburg consisteix en un
increment de la glicolisi aerdbica i reduccié de I'oxidacié de la glucosa, afavorint aixi la rapida
produccié d’energia. Les conseqiiéncies de I'efecte Warburg sdn una enorme consum de glucosa
i una gran produccid de lactat per part de les cél-lules tumorals (Schwartz et al. 2017). S’ha
demostrat que E2F1 pot promoure el canvi metabolic, és a dir, afavorir I'efecte Warburg, donat
gue pot afavorir la glicolisi i reprimir I'oxidacié de la glucosa a nivell de mitocondri, tal i com s’ha
demostrat en hepatocarcinoma (Tarangelo et al. 2015) i cél-lules tumorals de pancrees (Wang

et al. 2016).

El transportador concentratiu de nucleosids hCNT2, mitjancant la seva interaccié amb aldolasa
B i GRP58, ha estat relacionat amb el metabolisme energétic (Huber-Ruano et al. 2010). Per altra
banda, es va detectar en models de rata que I'estat energeétic cel-lular regula I'activitat de CNT2
a través de I'activacio purinérgica del receptor d’adenosina Al (Duflot et al. 2004). Aquests
antecedents posicionen hCNT2 com a possible regulador del metabolisme. La disminucié
d’expressio d’'hCNT2 en fenotips tumorals va donar peu a la hipotesi que la participacio d’hCNT2
en el metabolisme energeétic de la cel-lula anava en sentit contrari a I'efecte Warburg, i que per

tant la restitucid de la funcié hCNT2 podria atenuar el canvi metabolic de la cel-lula tumoral.

El fetge és un dels teixits en qué s’expressa hCNT2, i E2F1 ha estat relacionat amb afavorir
I’efecte Warburg en hepatocarcinoma. Aixi, es va hipotetitzar que E2F1 podria estar modulant
els nivells d’'hCNT2. Per aquest motiu, la primera prova realitzada va ser mesurar els canvis
d’expressio del gen SLC28A2 en condicions de sobreexpressié d’E2F1 en tres linies derivades
d’hepatocarcinoma (BCLC-3, BCLC-5 i Huh7), a una linia derivada d’hepatoblastoma (HepG2) i
una linia derivada d’adenocarcinoma colorectal (HT-29). Els resultats mostren com E2F1 no
modula I'expressié del transportador de purines hCNT2 en cap dels casos; només la linia BCLC-
5 mostra certa tendéencia a disminuir I'expressié a conseqliéncia de la sobreexpressio d’E2F1

(Figura 77).
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Figura 77. La sobreexpressio d’E2F1 no modula I'expressio del transportador concentratiu de nucleosids
hCNT2. Les cel-lules van ser sembrades i transfectades 'endema amb el vector pSGL5HA (control) o
pSGL5HA-E2F1, durant 48 hores. Els resultats estan referits a la condicio control, representada amb la linia
horitzontal. Les barres representen la mitjana + SEM de tres experiments independents. L'estadistica es
va mesurar amb un test T d’Student per a mostres aparellades entre control i sobreexpressié d’E2F1.

E2F1 també ha estat relacionat amb el metabolisme anabolic. Anteriorment s’ha mencionat la
relacié entre CDK4 i mTORC1, pero E2F1 també participa de I'activitat d’aquest complex. E2F1
promou |'expressid de la v-ATPasa lisosomal, que és clau per al funcionament de la via.
Consequentment, es bloqueja I'autofagia (Meo-Evoli et al. 2015). D’aquesta manera mTORC1
pot efectuar el seu rol central en ’'homeostasi metabolica, en qué regula la sintesi de lipids,
proteines, la glicolisi, les biogénesis mitocondrial i lisosomal i la sintesi de nucleotids (revisat a
Murugan 2019). Per altra banda, E2F1 per se també ha estat relacionat amb la sintesi de lipids i
de nucledtids, processos que es relacionen amb afavoriment de la metastasi i la divisio cel-lular.
E2F1 promou un increment de I'expressié de la sintasa d’acids grassos (FASN) en cel-lules
progenitores i medul-loblastoma (Bhatia et al. 2011). A més, afavoreix la sintesi de nucleotids
mitjangant la regulacio de la timidina quinasa (Li et al. 1994) i la dihidrofolat reductasa (Slansky

et al. 1993).

Aixi doncs es va voler determinar el paper d’E2F1 en el metabolisme de nucleosids. Arrel
d’aquest fet es va iniciar una col-laboracié amb el laboratori del Dr. Lluis Fajas, del centre de
Genomica Integrativa de la Universitat de Lausanne, Suissa. El grup del Dr. Fajas va realitzar un
analisi ChIP-seq per E2F1, en el qual van analitzar una serie d’enzims del metabolisme de
nucleotids d’interes per al nostre grup. Es van efectuar dos analisis, un més restrictiu que I'altre.
El menys restrictiu va indicar que E2F1 ocupa els promotors dels gens SLC29A2 (hENT2), PPAT
(fosforibosil pirofosfat amidotransferasa), PRPS1 (fosforibosil pirofosfat sintasa 1), HPRT1
(hipoxantina fosforibosiltransferasa 1) i UMPS (uridina monofosfat sintasa). L’analisi més

restrictiu va indicar la presencia d’E2F1 en els promotors dels gens SLC29A1 (hENT1) i CAD
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(carbamoil-fosfat sintetasa 2, aspartat transcarbamilasa i dihidroorotasa). Per tant, els resultats
suggerien la participaciéo d’E2F1 en la regulacié de la sintesi de nucleotids per la via de novo

(regulant CAD) i també per la via de recuperacié (regulant hENTs i HPRT1).

Aixi doncs, de la mateixa manera que s’havia fet amb hCNT2 es va voler valorar la modulacié de
I'expressié d’hENTL, ja que en resultar positiu en el ChIP-seq més restrictiu és un resultat amb
major confianga. La sobreexpressié d’E2F1 no va mostrar cap canvi respecte I'expressié d’'hENT1

en cap de les linies emprades (Figura 78).
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Figura 78. La sobreexpressié d’E2F1 no modula I'expressié del transportador equilibratiu de nucleosids
hENT1. Les cél-lules van ser transfectades amb el vector pSGL5HA (control) o pSGL5HA-E2F1, durant 48
hores. Les barres representen la mitjana + SEM de tres experiments independents referida al control,
representat amb la linia horitzontal. L'estadistica es va mesurar amb un test t-Student per a mostres
aparellades entre control i sobreexpressié d’E2F1.

Per tant, els antecedents suggerien que E2F1 podria jugar un paper en la modulacidé dels
transportadors de nucleosids, sobretot hENT1 per la seva vinculacié en I'estat proliferatiu de les
cél-lules i els resultats previs provinents de ChIP-seq. Tanmateix, els resultats obtinguts

sobreexpressant E2F1 no mostraven aquesta relacié entre factor de transcripcid i transportador.

5.3 Modulacié de I’expressié dels transportadors de nucleosids per abemaciclib

Abemaciclib (LY2835219, Verzenio) (Figura 79A) forma part dels farmacs anomenats inhibidors
de CDK de tercera generacidé, juntament amb Palbociclib (PD0332991, Ibrance) i Ribociclib
(LEEO11, Kisqali). Els inhibidors de CDK han resultat molt efectius com a tractament contra el
cancer. Tanmateix, els anomenats inhibidors de primera (Flavopiridol, Roscovitine) o de segona
(Dinaciclib) generacié presentaven una citotoxicitat molt elevada, la qual ha estat disminuida

amb I'aparicié dels farmacs de tercera generacio (revisat a Poratti and Marzaro 2019).
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Figura 79. Abemaciclib. (A) Estructura quimica. (B) ICso trobades per a les diferents quinases de cicle
cel-lular. Adaptat de Poratti & Marzaro, 2019.

Abemaciclib és un inhibidor dels enzims CDK4/6, tal i com indiquen els valors d’ICso (Figura 79B).
Consequentment, suprimeix la fosforilacié de Rb i indueix un arrest de cicle cel-lular en fase Ga.
Presenta una elevada bioassequibilitat oral, i el punt de maxima efectivitat és 4-24 hores després
de ser administrat (revisat a Poratti and Marzaro 2019). Aquest farmac va ser aprovat per la FDA
per al tractament de cancer de pit ER-positiu (Patnaik et al. 2016; Torres-Guzman et al. 2017), i
actualment es troba Fase Il d’assajos clinics per al tractament d’adenocarcinoma ductal
pancreatic, tant sol com amb combinacioé de I'inhibidor de PI3K (NCT02981342 ClinicalTrials.gov)
(Dhir et al. 2019). A més, I'eficacia d’abemaciclib ha estat testada en cancer de pulmé (Patnaik

et al. 2016), cancer d’esofag (Kosovec et al. 2017) i cancers de teixits tous (Dowless et al. 2018).

Degut a la projeccié dels tractaments amb inhibidors de CDK4/6 i la possible relacié entre I'eix
CDK4-pRb-E2F1 i els transportadors de nucleodsids, es va decidir comprovar si I'expressié dels

transportadors podia ser modulada pel tractament amb aquests inhibidors.

En primer lloc es van analitzar dades d’experiments in vivo realitzats al laboratori del Dr. Lluis
Fajas en els quals es van tractar els ratolins amb palbociclib. Les mostres dels in vivo eren
obtingudes per altres finalitats, perdo van ser cedides per analitzar els possibles canvis
d’expressio dels transportadors de nucleodsids. Es van analitzar 3 experiments independents que
presentaven pautes de tractament diferents en quant a dosi, temps de tractament i dejuni, aixi
com diferent temps entre el tractament i I'obtencié de la mostra. Es van detectar canvis de
I’expressié dels transportadors de nucleosids en tots els experiments. Atés que les condicions
experimentals no eren les mateixes, els canvis trobats també eren diferents en cada cas, i no es
va poder extreure cap conclusid. Aixi doncs, es va decidir buscar un model més senzill per a
estudiar els canvis en I'expressidé dels transportadors de nucleosids deguts a I'accié dels

inhibidors de CDK4/6, com sén les linies cel-lulars tumorals.

Els primers experiments es van realitzar amb palbociclib, perd no es va detectar eficacia del

farmac en els models cel-lulars emprats. Per tant, es va decidir comprovar 'efecte d’abemaciclib.
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Abans, pero, calia establir el temps de tractament amb ABM a través de I’analisi de |'efecte del
farmac sobre components de I'eix CDK4-pRb-E2F1. En inhibir CDK4, I'efecte d’ABM s’havia de
reflectir mitjancant la hipofosforilacié de pRb i per tant, menys E2F1 alliberat. En ser diana de si
mateix, I'expressié d’E2F1 també hauria de disminuir. La sobreexpressié d’E2F1 s’havia
relacionat amb pitjor prognosi en hepatocarcinoma i adenocarcinoma ductal pancreatic, aixi que
per aquest motiu es van escollir 4 linies cel-lulars: Huh7 (HCC), HepG2 (Hepatoblastoma), CP15T
(PDAC) i NP-9 (PDAC). Com que el pic d’efectivitat d’ABM es trobava a les 4-24 hores, es van
escollir els temps 6 hores i 24 hores per comprovar si realment eren suficients per a modular
I’eix CDK4-pRb-E2F1. Addicionalment es van afegir els temps 48 i 72 hores per analitzar I'efecte
d’ABM a temps més llargs. A totes les linies testades es va poder identificar una reduccio
considerable de la fosforilacié de pRb, major a 24 hores que a 6 hores (Figura 80A). Es va
comprovar |'efecte sobre E2F1 en les linies Huh7 i HepG2, i també es va poder observar com
disminuia I'expressioé (Figura 80B). Tanmateix, a HepG2 I'efecte semblava ser menor als temps
més llargs, en qué la disminucid és molt més subtil. Degut a que els temps més curts ja es
mostraven efectius i a la incertesa de qué passa amb E2F1 a HepG2 a temps més llargs, es va

escollir els temps 6 i 24 hores per a procedir amb I'estudi.
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Figura 80. El tractament amb abemaciclib produeix canvis en les proteines de I'eix CDK4-pRb-E2F1.
Extractes proteics totals de cél-lules tractades amb ABM 1uM durant els temps indicats. Es mostra un blot
representatiu de 3 experiments independents. (A) Analisi del nivell de fosforilacié de pRb i Rb total. (B)
Analisi de I'expressié d’E2F1.

Per altra banda, el tractament amb ABM també produia canvis en el cicle cel-lular, tal i com s’ha
identificat en altres casos (Dhir et al. 2019). A les 6 hores I'acumulacid a fase G; és molt subitil,
pero a les 24 hores de tractament s’observa com la majoria de cel-lules es troben en fase G i

n’hi ha molt poques que estiguin ciclant (Figura 81).
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Figura 81. El tractament amb abemaciclib produeix acumulacié de les cel-lules en fase Gi. Les cel-lules
van ser tractades amb ABM 1uM durant el temps indicat i posteriorment fixades amb etanol absolut
durant 24 hores. Es van tenyir amb iodur de propidi i posteriorment van ser analitzades per citometria de
flux. Es representa la mitjana de 3 experiments independents.

A continuacié es va procedir a analitzar si ABM modulava I'expressié dels transportadors de

nucleosids a nivell d’mRNA (Figura 82).
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Figura 82. Abemaciclib modula I’expressioé dels transportadors de nucleosids hCNT1, hCNT2 i hENT1 en
diferents linies cel-lulars. Les cél-lules van ser tractades amb ABM 1uM durant els temps indicats. Es va
relativitzar I'analisi d’mRNA a una condicié control sense tractament, indicada amb la linia horitzontal. Les
barres representen la mitjana + SEM d’experiments independents (n=3-4). La significacid estadistica es va
determinar mitjancant test t-Student aparellat; * p<0.05, **p<0.01.
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Els transportadors concentratius es comportaven de manera diferent segons la linia cel-lulari el
temps de tractament. En el temps de 6 hores hCNT1 no canviava o fins i tot disminuia a Huh7,
mentre que a les 24 hores I'increment d’expressid era més elevat, excepte a NP-9 que no variava.
En canvi, hCNT2 es comportava de forma contraria: a les 6 hores I'augment era més gran que a
les 24 hores a HepG2 i CP15T; a Huh7 practicament no variava, mentre que a NP-9 tendia a
augmentar de manera semblant en els dos punts temporals. Per altra banda, els canvis en
I"'expressié d’"hENT1 eren més homogenis entre les linies cel-lulars testades. Es va observar una
disminucié de I'expressié al temps 6 hores, mantinguda fins les 24 hores a HepG2 i NP-9. En
canvi, a Huh7 i CP15T semblava que I'expressié d’hENT1 tornava als nivells del control a les 24

hores.

En la comprovacio de I'efecte del farmac s’havia vist com el tractament romania efectiu a les 48
hores, de manera que es va decidir analitzar la modulacié de I'expressié dels transportadors de
nucledsids hCNT1, hCNT2 i hENT1 a aquest temps més llarg de tractament. Es va observar com

la tendéncia observada a les 6 i a les 24 hores es mantenia a les 48, sobretot a Huh7 (Figura 83).

10+ Huh? 10- HepG2

g 51 | g o

.: B

,E 'E

E 6 E 6+

[ [t

o ©

n 44 w44

5 i}

‘s e -

S 24 S 2

e 1 0 1
hCNT1 hCNT2 hENT1 hCNT1 hCNT2 hENT1

Figura 83. El tractament amb abemaciclib sembla modular I'expressié dels transportadors hCNT1 i
hCNT2 a les 48 hores de tractament. Les cel-lules van ser sembrades i I'endema tractades amb ABM 1uM
durant 48 hores. Es va relativitzar I'analisi d’mRNA a una condicié control sense tractament, indicada amb
la linia horitzontal. Les barres representen la mitjana + SEM d’experiments independents (n=2).

L’expressié del transportador de pirimidines hCNT1 augmentava unes 7 vegades a les 48 hores
de tractament a Huh7, mentre que I'augment era menor a HepG2. La diferencia entre ambdues
linies es podria explicar per I'aparent menor efectivitat del tractament a HepG2, tal i com
mostrava que la reduccié d’expressio d’E2F1 no era tant significativa com en els temps 6 i 24
hores (Figura 82). Aixi doncs, la tendéncia que seguia I'expressié d’hCNT1 era d’augment,
superior a mesura que es prolongava el temps de tractament. Pel que fa hCNT2, a les 48 hores

semblava que hi havia disminucid de la seva expressiéo comparat amb el control, a ambdues linies
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cel-lulars. En aquest cas, la tendéencia semblaria indicar que hi hauria un pic primerenc
d’increment d’expressid que es perdria en el temps i fins i tot acabaria disminuint I’expressié del
transportador concentratiu especific de purines. En canvi, I'expressié d’hENT1 semblava
mostrar-se invariable a les 48 hores de tractament. Cal recalcar que s’havia vist com a les 24
hores de tractament les cél-lules ja estaven arrestades a fase Gi del cicle, de manera que a 48
hores probablement ho estiguin molt més. Per aquest motiu, i per les diferencies observades
entre transportadors concentratius i transportadors equilibratius, es va decidir continuar

I’analisi dels temps 6 i 24 hores.

Es va procedir a comprovar si els canvis detectats a nivell d’'mRNA també eren detectats a nivell
de proteina, a la linia cel-lular Huh7. Tal i com s’ha comentat en I'apartat 3.4, la manca d’un
anticos adequat per a la deteccié d’hCNT2 no permet mesurar aquest transportador a nivell
proteic, de manera que es van analitzar hCNT1 i hENT1. Degut a la dificultat de detectar hCNT1
endogen, es va forcar el western blot resolent 100ug de proteina, tal i com s’havia realitzat en
I'apartat 3. Es van detectar multiples bandes entre els pesos moleculars de 50 i 75 kDa, pero no
es van detectar diferéncies entre control i tractament en cap dels dos temps (Figura 84A). Per
altra banda, I'expressid d’hENT1 a les linies cel-lulars permet detectar-lo per western blot.
Tanmateix, el tractament amb abemaciclib no va mostrar canvis d’expressié d’aquest
transportador a nivell proteic (Figura 84B). La reduccié de I'expressié a nivell d'mRNA era molt
petita; si la vida mitjana del transportador tendeix a ser més aviat llarga, aleshores els temps de

6 0 24 hores potser no serien suficients per a detectar la disminucio a nivell de proteina.
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Figura 84. No es detecten canvis a nivell de proteina dels transportadors hCNT1 i hENT1 en condicions
de tractament amb abemaciclib. Analisi dels transportadors mitjangant western blot a Huh7. (A) Es van
resoldre 100ug de proteina total. Es vaimmunodetectar hCNT1 endogen i actina com a control de carrega.
(B) Resolucié de 20ug de proteina total. Es va comprovar I'expressiéo d’hENT1 i d’actina com a control
endogen.

En paral-lel es va determinar si ABM induia canvis en I'activitat dels transportadors de nucleosids
a Huh7. Les linies cel-lulars no presenten activitat dels transportadors concentratius de

nucleosids degut a la seva baixa expressié. Si que s’ha detectat expressié i activitat dels
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transportadors equilibratius. Com que els canvis d’expressi6 d’hCNT1 i hCNT2 seguien
tendencies diferents, es va optar per analitzar la translocacié de citidina, la qual no és
transportada per hCNT2. El primer analisi es va realitzar als temps de tractament 6 i 24 hores,
pero per a 6 hores no es va detectar transport concentratiu en cap de les condicions. Tot i
I'augment a nivell d’'mRNA detectat, no es van observar canvis a nivell de proteina, el qual podria
explicar la manca de transport d’'hCNTs a les 6 hores de tractament. Aixi doncs, es va prosseguir
I’analisi mantenint 24 hores i afegint el punt de 48 hores, ja que en aquest Ultim temps s’havia
detectat un augment considerable de I'expressié d’hCNT1. Tant I’activitat dels hCNTs com la dels

hENTs semblava disminuir a ambdés temps, de forma més acusada en el cas dels equilibratius

(Figura 85).
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Figura 85. El tractament amb abemaciclib mostra una tendéncia a disminuir el transport dels hCNTs i
dels hENTs a Huh7. Es va analitzar el transport després dels temps de tractament indicats amb ABM 1uM.
L'activitat dels hCNTs es mesura mitjancant I’'entrada de citidina tritiada a les cél-lules, calculada a partir
de la diferencia de valors entre un medi ric en sodi i un medi ric amb colina. L’activitat dels hENTs es
mesura calculant la diferéncia d’entrada de citidina tritiada en un medi colina sense i amb dipiridamol. Els
resultats s’expressen com a mitjana = SEM (n=3). La significacio estadistica es va determinar mitjancant
test t-Student aparellat.

Els resultats d’activitat dels transportadors concentratius no seguien la mateixa linia que els
resultats d’expressid. En primer lloc no es van detectar canvis a nivell de proteina, de manera
que no s’esperarien canvis a nivell d’activitat. Tanmateix, es va observar una tendéncia a
disminuir la translocacid de substrat tritiat. La citidina és internalitzada per hCNT3 a més
d’hCNT1, i fins el moment no s’havia tingut en compte el paper d’aquest transportador. La
reduccio del transport concentratiu podria ser deguda a una disminucio de I'expressio d’"hCNT3,
emmascarant aixi I'laugment d’hCNT1. Per tant, es va analitzar hCNT3 a les mostres tractades
amb abemaciclib a les 6 i a les 24 hores. No es va detectar expressid d’'hCNT3 en cap de les

condicions a Huh7. De fet, aquest transportador de nucleosids no s’expressa en hepatocits.

Per altra banda, els transportadors equilibratius si que presentaven activitat reduida en
condicions de tractament amb ABM durant 6 hores aixi com a les 24 hores (amb citidina). Cal

tenir en compte que aquests valors inclouen el transport dependent d’hENT2. Es van mesurar
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els canvis d’aquest transportador i no es van detectar canvis en capt dels dos punts temporals

de tractament.

En aquest apartat s’ha detectat una modulacié de I'expressié dels transportadors de nucleosids
consequent al tractament amb ABM, un inhibidor de CDK4/6. Tanmateix, les dades no indiquen
si E2F1 és I'agent efector d’aquests canvis o si hi hauria algun altre actor participant. Palbociclib
és un altre inhibidor de CDK4/6 (Poratti and Marzaro 2019). Actualment esta aprovat per la FDA
per al tractament de cancer de pit avancat i es troba en Fase Il d’assajos clinics pel tractament
d’hepatocarcinoma en pacients intolerants a sorafenib (NCT01356628). Es creia que els efectes
de Palbociclib (PLB) es donaven a través de I’eix CDK4-pRb-E2F1. Un estudi comparatiu entre les
linies cel-lulars Huh7 i Hep3B va mostrar que en ambdds casos el tractament de PLB induia
apoptosi, pero la linia Hep3B era Rb-null i per tant els efectes no podien estar regulats per I'eix
pRb-E2F1. Es va determinar que I'eix PP5/AMPK (és a dir, I'activacié d’AMPK) és clau per a la
sensibilitat de les cél-lules a PLB (Hsieh et al. 2017). Per tant, abemaciclib podria estar actuant
de la mateixa manera que palbociclib influint en vies que no sén les esperades per a un inhibidor
de CDK4. Conseqglientment, es podrien estar modulant altres factors influents en I'activitat dels
transportadors, com proteines implicades en la correcta maduracid o proteines d’interaccio, i

per tant els canvis a nivell d’'mRNA no es veurien reflectits en I'activitat dels transportadors.

5.4 E2F1 com a regulador dels transportadors de nucleosids
S’ha demostrat com la inhibicié farmacologica de CDK4/6 regula I'expressio dels transportadors
de nucleosids hCNT1, hCNT2 i hENT1. Tanmateix, no s’ha demostrat si aquesta regulacio esta

intercedida per I'’eix CDK4-pRb-E2F1 o per alguna altra via de senyalitzacio.

En els antecedents s’havia determinat que la sobreexpressid6 d’E2F1 no produia canvis en
I'expressié d’hCNT2 ni d’'hENT1 (Figures 77 i 78), Unicament es podia intuir certa tendéncia de
disminuir hENT1 a Huh7. Aixi doncs, es va procedir a analitzar |'efecte de la sobreexpressié
d’E2F1 durant 48 hores en l'expressi6 d’hCNT1. Es van emprar les linies Huh7 i HepG2,
préviament emprades per I'analisi amb ABM, i es va afegir HT-29, derivada d’adenocarcinoma
colorectal, ja que s’havia emprat per analitzar la majoria de factors de transcripcio en I'apartat
anterior. Es va poder observar com I'expressié d’hCNT1 era fortament reprimida a Huh7 i HT-
29, mentre que a HepG2 els resultats varen ser més variables (Figura 86). Aquests resultats

anticipaven un paper repressor d’E2F1, almenys en Huh7 i HT-29.
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Figura 86. La sobreexpressié d’E2F1 disminueix I'expressido d’hCNT1 a la linia Huh7. Les cél-lules van ser
sembrades i transfectades 'endema amb el vector pSGL5HA (control) o pSGL5HA-E2F1, durant 48 hores.
Els resultats estan referits a la condicid control, representada amb la linia horitzontal. Les barres
representen la mitjana £ SEM de tres experiments independents. L’estadistica es va mesurar amb un test
T d’Student per a mostres aparellades entre control i sobreexpressié d’E2F1; **p<0.01.

El seglient pas va ser comprovar si realment E2F1 exercia un paper repressor mitjancant el
silenciament d’aquest factor de transcripcid. S’esperava que el silenciament d’E2F1 produis un
efecte semblant a I’'ds d’ABM, ja que inhibir CDK4 redueix la fosforilacié de pRb i per tant hi ha
menys E2F1 lliure que pugui exercir la seva funcié. Per tant es va procedir a silenciar E2F1 durant
48 hores. Degut a dificultats de la técnica no es va poder silenciar durant els temps de 6 i 24
hores, ja que el siRNA no és efectiu amb tant poc temps d’actuacio. El silenciament a les 48 hores
va resultar ser optim (Figura 87A). L'expressio dels transportadors també variava després del

silenciament (Figura 87B).
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Figura 87. El silenciament d’E2F1 modula I'expressié d’hCNT1, hCNT2 i hENT1. (A) Comprovacié per
western blot de I'eficacia del silenciament d’E2F1. (B) Analisi per RT-PCR de I'expressié dels transportadors
hCNT1, hCNT2 i hENT1 a nivell d’mRNA. Les cél-lules van ser sembrades i I'endema silenciades amb siRNA
control o siRNA per E2F1, i a les 48 hores es van processar les mostres. L’expressié en cada cas esta
referida al valor de siRNA control, representat per la linia horitzontal. Les barres mostren la mitjana £ SEM
d’experiments independents (n=3-4). L'estadistica es va determinar per tests T Student de mostres
aparellades; *p<0.05, **p<0.01.
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El canvi més evident era I'augment d’expressié d’'hCNT1 a Huh7 després del silenciament. A HT-
29 també semblava intuir-se un increment del doble, mentre que a HepG2 I'expressié d’hCNT1
es mostrava invariable. Aquests resultats s’assemblen molt als mostrats en el subapartat
anterior, ja que el tractament amb ABM durant 48 hores produia un augment d’expressid
d’hCNT1 d’aproximadament 7 vegades a Huh7 (Figura 83), practicament el mateix que en
silenciar E2F1. La semblanga entre els dos resultats indicava que E2F1 era intermediari dels
efectes d’inhibir farmacologicament CDK4. Respecte hCNT2, a Huh7 i HT-29 I'expressid es va
mantenir forca constant en silenciar E2F1. A HepG2, pero, va mostrar un augment significatiu
d’aproximadament 3 vegades. En la figura anterior (Figura 86) s’havia observat com la
sobreexpressié d’E2F1 a HepG2 semblava induir un augment de I'expressid d’hCNT2, i en
aquesta s’aprecia un augment d’hCNT2 després de silenciar E2F1. El problema potser es troba
en qué sobreexpressar una proteina en un sistema en qué aquesta mateixa proteina presenta
nivells elevats podria generar un estat de saturacid i per tant no veure els canvis esperats. Pel
que fa hENT1, en les tres linies cel-lulars es va observar com el silenciament augmentava
I’expressié d’'hENT1, de manera significativa a Huh7. Tanmateix, aquests augments son molt
petits. Per tant, amb aquests resultats es va proposar que E2F1 regulava |'expressiéo d’"hCNT1,

hCNT2 i hENT1 amb funcid repressora.

Es va procedir a comprovar si els canvis detectats a nivell d’mRNA es traduien a canvis a nivell
de proteina, de manera que es va mesurar |'expressié proteica mitjancant western blot d’"hCNT1
i hENT1, a les 48 i a les 72 hores de silenciament. Es va afegir aquest ultim temps per si I'augment
observat a nivell d’'mRNA a les 48 hores es reflectia més tard a nivell de proteina. Els resultats
d’hCNT1 van mostrar un doblet d’uns 70kDa i una banda a uns 60kDa (Figura 88A). El doblet
semblava disminuir d’expressid en silenciar E2F1, mentre que I'expressié de la banda de 60
augmentava. En el primer bloc d’aquesta tesi s’ha discutit sobre les multiples bandes d’hCNT1
detectades per western blot. Si la banda de 60kDa correspon a la proteina naixent, aleshores
aquests resultats indicarien que el transportador hCNT1 augmenta en silenciar E2F1. Respecte
hENT1, el silenciament durant 48 hores semblava intuir un lleuger augment de I'expressio
d’aquest transportador equilibratiu, mentre que a 72 hores no es detecten canvis (Figura 88B).
La diferéncia entre els dos temps podria deure’s a que el silenciament d’E2F1 afectés altres

proteines vinculades a I'expressiéo d’hENT1 amb vides mitjanes més llargues.
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Figura 88. El silenciament d’E2F1 exerceix una modulacié molt subtil de I'expressié dels transportadors
hCNT1 i hENT1 a nivell proteic. E2F1 es va silenciar durant els temps indicats. (A) Analisi de 100ug de
proteina total. Es mostren dos temps d’exposicié diferents per a detectar hCNT1 endogen. (B) Analisi de
20ug de proteina total per a detectar hENT1.

Aixi doncs, s’ha vist que el silenciament d’E2F1 produeix increment d’expressié a nivell d’'mRNA
d’hCNT1, hCNT2 i hENTL, i pel cas d’'hCNT1 els efectes sdn molt semblants al tractament amb
abemaciclib durant 48 hores. El seglient pas seria comprovar els efectes del knockdown d’E2F1
a temps més curts, i especular aixi si els efectes que s’han vist per abemaciclib estan mitjancants
per E2F1. Una opcid seria un CRISPR d’E2F1 induible, un sistema en que el knockout fos induit
només per accié farmacologica (Aubrey et al. 2015). D’aquesta manera es podrien analitzar tant

els efectes a curt termini com els efectes d’una posterior restitucié d’E2F1.

En I'apartat anterior s’havien definit diferents fragments dels promotors dels gens SLC28A1 i
SLC28A2, que codifiquen hCNT1 i hCNT2 respectivament. Per SLC28A1 també s’havien indicat
els llocs d’unié putatius dels membres de la familia E2F, obtinguts a partir de I'analisi de la
seqlencia amb Matlnspector. El mateix analisi pero per SLC28A2 va mostrar també 5 llocs d’unié

putatius de membres de la familia E2F (Figura 89).

No s’havia analitzat on hi havia lloc d’unié putatiu per E2F1 en el promotor d’SLC29A1, que
codifica hENT1. El promotor d’SLC29A1 ha estat definit en varis treballs. En un principi es va
estudiar la zona upstream respecte l'inici de traduccio, a la qual es van identificar llocs d’unid
per a factors de transcripcié com PPARa o HIF-1a (Eltzschig et al. 2005; Puebla et al. 2008; Farias
et al. 2010; Montero et al. 2012). Un estudi més recent indica 3 zones diferencials amb activitat
promotora en el locus d’SLC29A1, una upstream de I'ATG (la ja identificada) i les altres dues a
-3,7 i -7,7kb respecte I’ATG (Furihata et al. 2014b). La zona de -3,7kb coincideix amb I'inici de

transcripcié del gen. Es va procedir a identificar la regié en que es podria unir E2F1 mitjancant
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la base de dades ENCODE ANNOTATIONS, i el resultat va ser que la zona putativa es trobava

entre -14kb i +309kb respecte I'inici de transcripcio (Figura 89).
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Figura 89. Esquema representatiu dels promotors dels gens SLC28A1, SLC28A2 i SLC29A1. S’indiquen el
lloc d’inici de transcripcid (+1), 'ATG i els llocs putatius d’'unié de membres de la familia E2F.

Per tant, es va procedir a analitzar I'impacte de la sobreexpressié d’E2F1 sobre I’activitat dels
fragments de promotors dels transportadors de nucleosids (Figura 90). Respecte SLC28A1, es
van emprar les construccions 7, 12 i down per tal d’avaluar I'impacte dels diferents llocs putatius
d’unié. La sobreexpressido d’E2F1 semblava tenir un minim impacte sobre |’activitat luciferasa
d’aquests fragments de promotor, tant a Huh7 com a HepG2 (Figura 91A). S’intuia certa
repressio de I'activitat del fragment 12 en ambdues linies cel-lulars, i del down a Huh7, pero les
diferéncies eren molt baixes. Respecte SLC28A2, es va analitzar I'impacte sobre les 4
construccions dissenyades. En aquest cas la repressid de I’activitat promotora era molt evident,
sobretot a Huh7, en que totes les activitats disminuien considerablement. A HepG2 la disminucid
no era tan drastica (Figura 91B). El promotor d’SLC29A1 que tenim al laboratori correspon al
clonat a Farias et al. 2010, que compren des de +1535 respecte el TSS fins I’ATG. El lloc putatiu
d’E2F1 per a SLC29A1 es troba proper al TSS. Es va provar de mesurar increments en |'activitat

luciferasa d’aquest fragment de promotor en condicions de sobreexpressié d’E2F1 i, com era
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d’esperar, no es van detectar canvis. Actualment s’esta clonant la regié promotora

corresponent.
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Figura 90. La sobreexpressié d’E2F1 redueix I'activitat de les construccions dels promotors d’SLC28A1 i
SLC28A2. Es van co-transfectar les construccions indicades dels promotors d’SLC28A1 (A) i SLC28A2 (B) i
pRL-TK, juntament amb els vectors pSGL5HA o pSGL5HA-E2F1. A les 48 hores es va mesurar 'activitat
luciferasa (vector pGL3) i renilla (vector pRL-TK). La ratio entre ambdues activitats correspon a I'activitat
del fragment del promotor. Les dades corresponen a un sol experiment, i les barres representen la mitjana
+ SEM de les répliques intraexperimentals.

A continuacié es va procedir a determinar si E2F1 s’unia als promotors d’SLC28A1 i SLC29A1. Es
va descartar analitzar la unid al promotor d’SLC28A2 per manca de resultats consistents respecte
la modulacié d’expressié d’hCNT2 en variar els nivells d’E2F1. Les dades de ChIP-seq presentades
en els antecedents només havien revelat hENT1 com a candidat, perd la modulacié de
I'expressié d’hCNT1 era més clara, i per aixd es va analitzar la unié d’E2F1 al promotor

d’SLC28A1. Aixi doncs, es va realitzar un assaig d’'immunoprecipitacié de la cromatina amb
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anticos especific d’'E2F1 a Huh7, i es va determinar mitjangant PCR si s’havia precipitat DNA

corresponent als promotors analitzats (Figura 91).
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Figura 91. E2F1 s’uneix als promotors d’SLC29A1 i SLC28A1. S’indiquen les localitzacions corresponents
dels llocs d’unié d’E2F1 en el promotor d’SLC29A1 (A) i SLC28A1 (B), aixi com el resultat de |'assaig
d’'immunoprecipitacié de la cromatina. La cromatina després del crosslinking es va sonicar, i es va
immunoprecipitar E2F1 O/N unit a ProteinG Dynabeads. L’endema es va procedir a I’elucié de la cromatina
resultant, el des-crosslinking i purificacié del DNA.

Es va confirmar la unié d’E2F1 al promotor d’SLC29A1, en el lloc d’unié indicat per ENCODE
ANNOTATIONS (Figura 91A). A més, es va determinar que E2F1 s’unia al promotor d’SLC28A1,
sent el primer cop que es relacionava aquest factor de transcripcié amb hCNT1 (Figura 91B). Es
van analitzar tots els llocs putatius de la familia E2F, pero només va resultar positiu I'indicat amb
la fletxa; de fet, els resultats de Matlnspector ja havien indicat especificament que E2F1 s’unia

en aquest locus.

Els resultats presentats en aquest bloc indiquen que el factor de transcripcid E2F1 regula
I'expressié d’hCNT1 i hENT1. En un principi s’havia especulat que la regulacié podria ser
diferencial, ja que I'expressid dels transportadors concentratius s’associa a epitelis diferenciats,
mentre que l'expressid dels transportadors equilibratius esta més associada a proliferacié
(Pastor-Anglada et al. 2018). Per altra banda, la restitucié de cadascun dels transportadors ha
estat relacionada amb cicle cel-lular en models tumorals, ja que en restituir hCNT1 les cel-lules
s’arresten en fase S (Pérez-Torras et al. 2013) mentre que en sobreexpressar hENT1 I'arrest es
produeix en fase Gi (Pérez-Torras et al. 2008). S’ha vist que en les mateixes condicions, E2F1 es
troba unit alhora al promotor d’SLC28A1 (hCNT1) i SLC29A1 (hENT1). En fer un knockdown

transitori d’aquest factor de transcripcié es va determinar que, almenys en Huh7, I'expressié
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tant d’hCNT1 com d’hENT1 incrementa; aixi, les dades suggerien que E2F1 era repressor
d’ambdds transportadors de nucleosids. Val a dir que I'expressié d’"hCNT1 augmentava molt més

que la d’"hENT1, suggerint que la regulacié era diferent.

Les dades proporcionades per la inhibiciéd farmacologica amb abemaciclib indiquen que, tal i
com s’havia anticipat, la regulacié dels hCNTs i dels hENTs no es dona en el mateix sentit. S’ha
vist com hi ha increment de I'expressio dels transportadors concentratius de nucleosids hCNT1
i hCNT2. Aquesta regulacié també és diferent, ja que hCNT1 presenta un perfil més tarda, en
qgue l'augment es detecta a les 24 hores, mentre que I'increment d’expressiéo d’"hCNT2 és major
ales 6 que ales 24 hores. Per altra banda, I'expressié d’"hENT1 esta reprimida des de les 6 hores
i se sosté fins a les 24 hores. Els canvis observats en hCNT2 i hENT1 no es mantenen a les 48
hores, a diferéncia d’hCNT1. Tenint en compte les dades del silenciament d’E2F1, els resultats
de la inhibicié6 amb abemaciclib suggereixen que E2F1 forma part de complexos reguladors
diferents quan s’uneix a SLC28A1 o a SLC29A1. El complex que formen E2F1 i Rb té funcions
repressores sobre varis gens, sobretot gens importants en la progressié del cicle cel-lular.
Aguestes funcions repressores son exercides mitjancant el bloqueig del reclutament d’elements
co-activadors i la unié amb altres elements co-repressors transcripcionals (Vélez-Cruz and
Johnson 2017). Els efectes sobre el promotor d’SLC29A1 es podrien explicar, precisament, per
la unié d’E2F1 quan forma part d’'un complex co-repressor amb Rb. Abemaciclib inhibeix CDK4,
de manera que Rb es troba en estat hipofosforilati per tant s’afavoreix la formacié de complexos
repressors Rb-E2F1. Sis’incrementés I'acumulacié d’aquests complexos, I’accié repressora sobre
el promotor d’SLC29A1 seria major, i per tant I'expressié d’hENT1 disminuiria, que és el que s’ha
observat. Les dades de silenciament d’E2F1 també lligarien amb aquest fet, ja que a menor
preséncia d’aquest factor de transcripcid, menor proporcié de complexos repressors i per tant
pot augmentar I'expressié d’hENT1. Per tal de confirmar-ho caldria realitzar un assaig ChIP amb
les mateixes condicions perd immunoprecipitant Rb, i comprovar si es detecta el mateix locus

del promotor d’SLC29A1.

Per altra banda, la regulacié del gen SLC28A1 s’anticipa més complexa. E2F1 sembla exercir com
a repressor, tal i com indiquen les dades de silenciar aquest factor de transcripcié. Tanmateix,
les dades del tractament amb abemaciclib suggereixen que, a diferencia d’hENT1, la repressiod
no s’exerciria a través del complex amb Rb sind que els actors serien diferents. En aquest cas,
E2F1 formaria part d’'un complex repressor en el que no hi hauria Rb i que caldria determinar.
Dins el paper de I'eix CDK4-pRb-E2F1 cal tenir en compte els altres membres de la familia E2F.
La familia E2F esta formada per 8 membres en humans. Alguns d’aquests membres, com E2F3,

presenten fenomens d’splicing alternatiu que donen lloc a isoformes amb diferents funcions. Els
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membres d’E2F es classifiquen en activadors (E2F1-E2F3a), repressors (E2F3b-E2F6) i atipics
(E2F7-E2F8); aquests ultims també presenten funcions repressores. Tot i que presenten funcions
oposades o contraries, en el seu conjunt modulen finament I'activitat de la familia E2F i sén
essencials per a I’homeostasi normal de les cel-lules (Kent and Leone 2019). Les dades de
MatlInspector van revelar dos llocs d’unié putatius per E2F7 i un per E2F8 en el promotor
d’SLC28A1, mentre que el promotor d’SLC28A2 presentava dos llocs per a E2F7. No es pot
descartar que aquests dos membres també participin de la regulacié de I'expressié d’hCNT1.
E2F1 incrementa I'expressié d’E2F8 (Christensen et al. 2005; Kent et al. 2016). Tant E2F7 com
E2F8 comencen a expressar-se a l'inici de la fase S del cicle cel-lular, i la seva expressid
incrementa a fase S tardana (Westendorp et al. 2012). A més, s’ha vist que I'expressié d’E2F8
esta incrementada en hepatocarcinoma (Baiz et al. 2014), el qual es relaciona amb el procés
d’hepatocarcinogenesi (Lv et al. 2017b). Aquestes dades podrien indicar un possible loop
repressiu de I'expressié d’hCNT1 mitjancant E2F1-E2F8, tant a cel-lules normals, en que el pic
d’expressido d’'hCNT1 a la fase S disminuiria en paral-lel a I'increment d’E2F8, com en cél-lules
tumorals, en que s’ha detectat disminucié de I'expressié d’hCNT1 pero augment d’E2F8. Per
aquest motiu els resultats en hCNT1 sén més clars que pels altres transportadors. Caldria
explorar aquesta via modulant especificament I'expressiéo d’E2F8, aixi com realitzant un ChIP

especific per aguest membre no canodnic de la familia E2F.

La participacié d’E2F1 en I'expressid dels transportadors de nucleosids confirmaria que els
efectes d’inhibir CDK4 amb abemaciclib serien realitzats, almenys en part, per E2F1. Tanmateikx,
no es poden descartar efectes fora de I'eix CDK4-pRb-E2F1 que també puguin modular
I’expressid dels transportadors, els quals podrien explicar els canvis en I'expressié d’hCNT2, que

no es mostren tan consistents com per a hCNT1 i hENT1.
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En humans, hi ha casos en queé proteines diferents exerceixen aparentment la mateixa funcio. Es el
cas dels enzims lisina acetil transferasa CBP i p300, o els canals anionics dependent de voltatge
mitocondrials VDAC (Caterino et al. 2017; Lipinski et al. 2019). Quelcom semblant succeeix amb els
transportadors de nucleosids. Estan classificats en dues families evolutivament diferents. Per un
cantd hi ha la familia SLC29, que codifica els transportadors equilibratius de nucleosids (hENTSs), en
gue els seus membres més estudiats, hENT1 i hENT2, presenten expressid ubiqua. Per altra banda,
la familia SLC28 codifica els transportadors concentratius de nucleosids (hCNTs), i inclou els
membres hCNT1, hCNT2 i hCNT3, codificats pels gens SLC28A1, SLC28A2 i SLC28A3 respectivament.
Difereixen en quant a la selectivitat de substrat, ja que hCNT1 transporta pirimidines, hCNT2 purines
i uridina i hCNT3 ambdds tipus de nucleosids. El patré d’expressio també difereix entre els diferents
hCNTs, pero coincideixen en teixits epitelials especialitzats en I'absorcid/reabsorcié com sén el

fetge, l'intesti prim i el ronyd (Molina-Arcas et al. 2009; Young et al. 2013).

S’ha detectat que I'expressié dels transportadors concentatius de nucleosids disminueix en cancer,
un context en que, a priori, s’hauria d’afavorir la recaptacio de nucleosids per fer front a la demanda
provinent de I'alta taxa de duplicacid de les cél-lules. Aquest fet ha estat demostrat sobretot per a
hCNT1, del qual se n’ha descrit la perdua en en tumors ginecologics (Farré et al. 2004),
hepatocarcinoma (Zollner et al. 2005; Martinez-Becerra et al. 2012), tumors en bufeta urinaria (Mey
et al. 2006), cancer de mama (Gloeckner-Hofmann et al. 2006; Lane et al. 2010), adenocarcinoma
pancreatic (Bhutia et al. 2011; Mohelnikova-Duchonova et al. 2013) i colangiocarcinoma (Urtasun
et al. 2017). A més, les linies cel-lulars tampoc presenten activitat associada a hCNT1, tot i que es
pot detectar tenuement a nivell de proteina i d’'mRNA. La restitucié d’"hCNT1 en models de tumors
de pancrees va demostrar que hCNT1 és un transceptor i que indueix canvis en les cel-lules
independentment de la seva capacitat translocadora (Pérez-Torras et al. 2013). El conjunt de canvis
tenen efecte supressor de tumors. Per tant, amb aquests antecedents s’hipotetitza que la pérdua

d’expressio d’'hCNT1 es produeix en un pas primerenc en el procés carcinogenic.

En el marc de la tesi doctoral de la Dra. Hamsa Banjer es va analitzar mitjangant microarray I'efecte
de la restitucid de I'expressié d’hCNT1 en les linies tumorals derivades d’hepatocarcinoma BCLC-3 i
BCLC-5, i es van trobar canvis d’expressié en més de 2000 gens. Aquests gens es podien classificar
en diferents families segons la funcié. Per exemple, en les BCLC-3 hi havia increment de I'expressié
de gens relacionats amb la progressié del cicle cel-lular com sén E2F2, CDK4 o RB1. Per altra banda

es van trobar canvis en varis factors de transcripcid, com disminucié de C/EBPB, de C/EBPS,
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d’HNF1pB, de KLF6, d’'STAT3 o de p53. Si tots aquests factors participen en I'expressié d’hCNT1,
aleshores la restitucié d’aquest transportador podria conduir a una mena d’efecte feedback negatiu

sobre tots ells.

En aquesta tesi s’ha pretés entendre precisament el contrari: quins elements condicionen
I'expressié del gen SLC28A1, des de marques epigenetiques fins a la degradacié de la proteina
hCNT1, passant per factors de transcripcid i altres actors que participen del correcte funcionament
d’aquest transceptor. El model d’estudi han estat linies cel-lulars d’origen tumoral majoritariament,
el qual suposa un handicap degut a la perdua d’expressié del propi hCNT1. Tanmateix, suposa un

model optim per tal d’esbrinar a partir de quins mecanismes es podria restituir hCNT1 en tumors.

Seguint I'ordre DNA — proteina funcional, el primer pas ha estat establir el promotor per als gens
SLC28A1 i SLC28A2. A I'inici, I'estudi es focalitzava en conéixer quins factors causaven la péerdua
d’hCNT1 i hCNT2 en tumors, de manera que es van determinar els promotors d’ambdds gens. En
paral-lel a aquesta tesi, en el marc de la tesi doctoral de la Clara Boces-Pascual, es va analitzar
I’expressié dels transportadors en mostres aparellades de tumor i teixit sa adjacent. Es va confirmar
la pérdua d’expressié d’'hCNT1, pero per a hCNT2 els resultats no eren tan clars, ja que en alguns
tipus de tumor es mostrava augment d’expressié enlloc de disminucié com s’havia vist fins el
moment. La mesura d’activitat dels fragments de promotor putatiu enllagava amb aquests resultats.
Les activitats corresponents es van analitzar en linies cel-lulars, i comparant els resultats entre
promotor d’SLC28A1 i promotor d’SLC28A2 es va veure com en el darrer I'activitat era més de 10
vegades superior. Per tant, I'estudi es va centrar amb hCNT1. Respecte el promotor d’SLC28A1, es
van identificar dos fets a destacar. El primer va ser I'alt nivell de repressié al qual estava sotmes el
promotor en les linies cel-lulars testades, ja que practicament la majoria de fragments clonats de
promotor mostraven menys activitat que el basal (corresponent al vector buit). El segon fet va ser
que un fragment de 400pb situat a +1695pb respecte el TSS era el que presentava major activitat
en la majoria de linies testades — excepte les derivades d’adenocarcinoma ductal pancreatic. Aixi
doncs, aquest fragment anomenat down semblava conferir I’activitat promotora al gen SLC28A1.
Tanmateix, estudis anteriors havien demostrat que I'expressié d’hCNT1 estava regulada pel factor
de transcripcié HNF4a i per acids biliars, ambdds relacionats entre si (Fernandez-Veledo et al. 2007,
Klein et al. 2009). El lloc d’unié d’"HNF4a es trobava just abans de I'inici de transcripcio, pero I'analisi
d’aquesta regidé no va mostrar activitat excepte a les linies derivades de tumors hepatics. Donat que

HNF4a s’expressa a pancrees (Guo and Lu 2019), s’esperaria també activitat en les linies derivades
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d’adenocarcinoma pancreatic. Per aguest motiu caldria analitzar el promotor en un model d’origen
no tumoral, com podria ser la linia cel-lular HPDE, que prové de la immortalitzacié de cel-lules
epitelials de ducte pancreatic, o fins i tot en hepatocits humans. Les dades d’activitat, en comparacié
amb les dades obtingudes de linies cel-lulars d’origen tumoral, podrien indicar quins factors podrien

estar implicats en I'expressiéo d’"hCNT1 i que perden el seu efecte durant el procés carcinogenic.

Atés que es va identificar activitat promotora en un Jocus on no se n’havia descrit préviament (el
segment down), es va procedir a analitzar més profundament quins altres factors de transcripcid
estaven implicats en I'expressio del gen SLC28A1. Els candidats varen ser KLF6, p53, STAT3, YY1 i
E2F1; aquest ultim va sorgir a partir d’un altre projecte. Com s’ha mencionat abans, en paral-lel al
desenvolupament d’aquesta tesi en el grup es va realitzar un microarray després de la restauracio
de l'expressi6 d’hCNT1 en linies derivades d’hepatocarcinoma. L'expressié dels factors de
transcripcié p53, KLF6 (les variants supressores de tumors), STAT3 i YY1 disminuia en restituir
hCNT1, indicant que hCNT1 podria modular d’alguna manera les vies de senyalitzacié a les quals

pertanyen aquests factors de transcripcio.

No s’ha analitzat el paper que juga STAT3 en la regulaci6 d’hCNT1, perd es va postular com a
candidat degut a la preséncia de dos llocs d’unid putatius dins la regié down. Les linies derivades
d’adenocarcinoma ductal pancreatic, com sén CP15T i NP-29, no presentaven activitat del fragment
down, i STAT3 ha estat identificat com un factor oncogénic clau en el desenvolupament d’aquest
tipus de tumor (Corcoran et al. 2011). Aixi doncs, caldria estudiar si I'activitat d’STAT3 esta alterada
en aquestes linies tumorals en comparacié amb la resta de linies d’origen gastrointestinal, i

determinar si participa en I'expressié del gen SLC28A1.

Quant a KLF6, s’ha vist que I'expressid heterologa d’aquest factor de transcripcié causa tendencies
d’increment d’expressié d’'hCNT1, augment de I'entrada sodi dependent de citidina a les cél-lules i
increment de l'activitat del fragment down del promotor d’SLC28A1, perd en cap cas ha estat
estadisticament significatiu. Es podria especular que el fet que la vida mitjana de la proteina sigui
molt curta compliqui I'estudi de la capacitat reguladora d’aquest factor de transcripcid. En canvi, si
que es va detectar la unié de KLF6 al promotor d’SLC28A1, just abans de I'inici de transcripcié i abans
del lloc d’unié d’HNF4a. S’ha vist que que KLF6, un cop activat mitjangant acetilacid, forma part de
complexos activadors juntament amb PCAF, CBP i p300, amb activitat histona acetiltransferasa
(Camolotto et al. 2013). Aixo indicaria que I'estatus epigenétic de les ceél-lules, aixi com el balang

dels enzims modificadors d’histones, podrien regular la funcid de KLF6. En aquest sentit, el
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tractament amb SAHA podria afavorir I’accio de KLF6 i incrementar aixi I'expressié d’'hCNT1. De totes
maneres cal tenir en compte que KLF6 té varies variants d’splicing, entre les quals n’hi ha de caracter
supressor de tumors i una d’oncogeénica. Caldria elucidar si només KLF6-WT participaria en la

regulacié d’hCNT1, o si les diferents variants tenen algun paper modulador.

Un altre factor de transcripcié identificat va ser YY1. Es va hipotetitzar que podria ser repressor,
pero la delecid dels llocs putatius d’unié va mostrar una reduccié de I'activitat promotora, intuint
funcid activadora. El paper de YY1 en cancer és dual, ja que s’ha trobat casos en qué és supressor
de tumors (Liu et al. 2018) pero la seva sobreexpressio en altres tipus de cancer esta relacionada
amb pitjor prognosi (Kang et al. 2014). El rol d’aquesta proteina és molt divers, ja que pot exercir de
factor de transcripcid, modula I'activitat i expressid d’altres factors de transcripcié mitjancant
interaccions proteina-proteina, i fins i tot participa en la regulacié de I'epigenoma (revisat a Ruosi
et al. 2017). Dins el seu ventall d’interaccions es troba la formacié d’un complex ternari juntament
amb p53 i Mdm2, en el qual la seva funcié és promoure la correcta ubiqitinitzacié de p53; per tant,
YY1 regula negativament p53 (Sui et al. 2004). En aquesta tesi s’ha vist que tant p53 com I'estat de
la cromatina son rellevants per a I'expressié d’hCNT1, de manera que el paper de YY1 en I'expressio
d’hCNT1 podria estar més encarat al seu rol regulador que no pas a la seva funcié de factor de
transcripcié. També s’ha descrit la participacio de p53 en I'expressiéo d’hCNT1. Malgrat que no s’ha
pogut demostrar la interaccié directa entre el factor de transcripcid i el promotor d’SLC28A1, la
modulacié de I'expressié de p53 induia canvis en I'expressié d’hCNT1, i I'activitat del promotor
diferia segons I'estatus de p53 de la linia cel-lular. Precisament el fet que p53 estigui mutat amb
guany de funcidé en moltes linies cel-lulars en dificulta I'estudi, ja que s’ha vist que pot interaccionar
amb altres elements reguladors com ETS2 i unir-se a llocs atipics en els promotors dels gens diana
(Kollareddy et al. 2015). Aixi doncs, caldria determinar les diferencies entre p53-WT i p53-mutant
respecte I'expressid d’"hCNT1. Per altra banda, recentment s’ha descrit la relacié entre p53 i algunes
marques de cromatina, com la marca activadora H3K4me3, en que p53 primer efectua una
transactivacié del gen diana i posteriorment s’observa un increment de la marca H3K4me3
(Menendez et al. 2013). S’ha demostrat I'associacié entre H3K4me3 i el gen SLC28A1 en una linia
p53-WT; la marca es trobaria situada just després de l'inici de transcripcid. Aixi, s’hauria de
determinar si el rol de p53 consistiria en reclutar elements activadors per afavorir I'expressio

d’hCNT1, o la regulacié és directa.
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Aixi, tal i com s’ha comentat, en aquesta tesi s’han identificat dos elements que podrien contribuir
a l'expressié d’'hCNT1 que han estan relacionats amb I'epigenoma de les cel-lules, que sén YY1 i p53.
Mitjangant I’Gs d’un farmac epigenétic, SAHA, es va demostrar que |'acetilacié d’histones afavoria
I’expressié dels transportadors concentratius de nucleosids hCNT1 i hCNT2. El conjunt de canvis en
el patré epigenétic de les cél-lules esta considerat un dels hallmarks del cancer (revisat a Hanahan
and Weinberg 2011), i aquests canvis sén primerencs durant la tumorogénesi. Coincidiria, doncs,
amb la perdua d’expressié del gen SLC28A1, a la qual s’associa tant la metilacié com I'acetilacié
d’histones. De nou, les dades indiquen que la regulacié d’hCNT1 és molt complexa i dirigida per

elements que es mostren desregulats en tumors.

L’altim element identificat va ser E2F1. Aquest factor de transcripcid ha estat relacionat amb la
progressié del cicle cel-lular a través de I'eix CDK4-pRb-E2F1, el qual promou el pas de fase G; a fase
S del cicle. La majoria de tumors presenten desregulacié d’aquest eix, tant de les tres proteines

6'NK4A &5 un supressor de

indicades com de p16™*** el qual inhibeix I'activitat CDK4. Precisament p1
tumors que esta altament regulat, entre altres, per esdeveniments epigenétics. Per exemple, s’ha
trobat la marca repressora H3K9me3 associada al gen Ink4b/ARF/Ink4a, que codifica p14RF |

6'NKA aixi com repressié transcripcional efectuada per complexos en els quals participen enzims

pl
histona desacetilasa HDAC (Rayess et al. 2012). En aquest sentit, SAHA afavoriria 'activitat de

p16'™N*A i per tant la inhibicié de CDK4, que afavoreix la retencié d’E2F1 amb Rb.

Tanmateix, en els darrers anys s’ha identificat que E2F1 juga un paper important en el metabolisme
homeostatic i tumoral (revisat a Denechaud et al. 2017). Per aquest motiu s’havia proposat en
primera instancia que E2F1 regularia hCNT2, ja que aquest transportador havia estat relacionat amb
el metabolisme cel-lular a través de la seva interacci6 amb GRP58 i AldolasaB. Els primers
experiments no van mostrar regulaciéo d’hCNT2 a través de la modulacié d’E2F1. En paral-lel es va
identificar el gen SLC29A1, que codifica hENT1, com a diana d’E2F1 mitjan¢ant un assaig ChIP-seq.
Consequientment es va decidir analitzar la implicacié d’E2F1 en I'expressié dels transportadors de
nucleosids. La primera estratégia va ser mitjancant la inhibicié farmacologica de CDK4/6 amb
abemaciclib. Els tractaments a temps curts produien un augment dels hCNTs, amb certes diferéncies
donat que a 6 hores augmentava més hCNT2 i a les 24 hores incrementaven hCNT1 i hCNT3. En
canvi, I'expressio d’'hENT1 disminuia. De tots aquests canvis només es mantenia I'augment d’hCNT1
a temps llargs. Aquests resultats anticipen una regulacid diferencial dels transportadors de

nucleosids per part dde I'eix CDK4-pRb-E2F1. S’ha vist que el patré d’expressid dels transportadors
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de nucleosids difereix segons I’estat proliferatiu de les cél-lules, de manera que els hCNTs estan més
associats a fenotips diferenciats i els hENTs a fenotips més proliferatius (Pastor-Anglada et al. 2018).
Aixi, la relacio entre transportadors de nucleosids i cicle cel-lular podria explicar-se per E2F1. Es va
sobreexpressar aquest factor de transcripcid i només es va detectar disminucié drastica de
I"'expressié d’hCNT1. El silenciament d’E2F1 augmentava minimament I'expressié d’hENT1, mentre
gue els increments d’hCNT1 eren majors. A més, es va veure que E2F1 s’unia alhora als promotors
d’SLC28A1 i SLC29A1. Tot en conjunt semblava suggerir un paper repressor d’E2F1 tant per hCNT1
com per hENT1. Tanmateix, les dades d’abemaciclib indicaven que precisament la regulacié no es
donava en el mateix sentit. Per tant, es podria especular que E2F1 formaria part de dos complexos
diferents per a regular I'expressio dels gens SLC28A1 i SLC29A1. Determinar els membres d’aquests
complexos permetria elucidar els mecanismes a través dels quals els transportadors de nucleosids

estan relacionats amb el cicle cel-lular.

hCNT1 també podria estar regulat a nivell post-transcripcional, mitjancant un segon mecanisme
epigenetic. En el marc de la tesi doctoral de la Clara Boces-Pascual s’esta estudiant el paper dels
miRNAs en la regulacid de I'expressié dels transportadors de nucleosids. S’ha confirmat que dos
mMiRNAs s’uneixen al 3’UTR d’hCNT1 i en disminueixen I'expressié. A més, en mostres aparellades de
tumor i teixit sa s’ha vist com I'expressié d’aquests miRNAs augmenta en tumor i la d’hCNT1
disminueix, mostrant aixi una correlacié negativa entre els dos elements (manuscrit en preparacio).
Per tant, I'expressid d’hCNT1 esta molt finament regulada en cadascun dels passos previs a la
traduccié. Un altre punt és la regulacid de la funciéo d’hCNT1 un cop ja és traduit, que es discuteix a

continuacio.

En aquesta tesi s’ha descrit el primer cas clinic amb uridina-citidinudria probablement relacionada
amb la deficiencia funcional d’"hCNT1. El treball va ser publicat sota el titol Deficiency of perforin and
hCNT1, a novel inborn error of pyrimidine metabolism, associated with a rapidly developing lethal
phenotype due to multi-organ failure, a BBA-Molecular Basis of Disease (Pérez-Torras et al. 2019).
L’estudi del cas clinic va determinar que la presencia de dos errors monogenics en els gens que
codifiquen hCNT1 i Perforina-1 van contribuir a la rapida deterioracié del pacient, conduint a una
fallada multiorganica a les 9 setmanes de vida. La majoria de la simptomatologia coincidia amb la
presentada pels pacients amb Limfohistiocidosi hematologica familiar de tipus 2, a la qual s’han
associat les deficiencies en PRF-1. Tanmateix, cap cas d’aquesta patologia havia presentat nivells

elevats de pirimidines en orina, i per tant es van associar a deficiencia d’'hCNT1. Es van identificar
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dues variants, ¢.1528C>T (p.R510C) i ¢.1682G>A (p.R561Q) en el gen SLC28A1, i les proteines
resultants presentaven alteracions en el patré de glicosilacié i disminucié de la vida mitjana.
L’emulacio del genotip del pacient va mostrar com clarament I’heterozigosi composta, provinent de
la co-expressié d’ambdues variants, comprometia I’activitat d’hCNT1. En canvi, la conservacié d’una
copia d’'hCNT1 WT era suficient per a preservar la funcidé d’aquest transportador de pirimidines, tot
i la preséncia d’una de les dues variants. Per tant, probablement les diferéncies es podrien explicar
per fendmens d’oligomeritzacié. Es la primera vegada que es mostren evidéncies que hCNT1 podria
oligomeritzar, i que I'estat de glicosilacié del transportador podria ser determinant per a la formacié
del complex proteic. El model estructural va permetre analitzar els possibles canvis produits per
alteracions en la glicosilacié, donat que els residus susceptibles de ser glicosilats no es troben en

I'ortoleg procariota cristal-litzat i, per tant, no apareixen en el model d’homologia generat.

En revisar el cas clinic presentat des d’una perspectiva més fisiologica es va observar que en plasma
el pacient presentava nivells d’uridina normals i lleugerament elevats de citidina. En canvi, en orina
la pirimidinuria era més evident. Aquest fenomen es podia explicar per la distribucié de I'expressio
d’hCNT1 dins la nefrona, ja que es troba en la cara apical de les cél-lules del tubul contornejat
proximal i en el glomerul, de manera que és responsable de la reabsorcié de citidina i uridina
(Rodriguez-Mulero et al. 2005). Per altra banda, el sistema nervidés central presenta diverses
funcions vitals per les quals necessita pirimidines (a més de la sintesi d’acids nucleics), i sobretot
uridina (Cansev 2006; Dobolyi et al. 2011). La uridina es comporta com a anticonvulsiu en varis
models de convulsions, i inhibeix GABA de forma competitiva mitjangant la unié a les membranes
del cerebel, cortex frontal, hipocamp i talem, en rates (Connolly and Duley 1999; Dobolyi et al.
2011). Aixi, no es pot descartar que la deficiencia d’hCNT1 afectés els nivells intracel-lulars d’uridina
i que per tant alterés I’homeodstasi de la uridina en el cervell, produint la disfuncié cerebral lleu

trobada en el pacient.

D’aquesta manera, I'estudi del cas clinic ha permes identificar caracteristiques del transportador
hCNT1 que no s’havien descrit amb anterioritat, com per exemple que la glicosilacid és necessaria
per a la seva funcid, o que la seva expressio esta regulada per la funcié proteasoma. La interaccid
amb I'enzim E3 ubiqiitina lligasa RNF41, identificada mitjangant la técnica MYTH en el marc de la
tesi del Dr. Albert Viel i validada en el marc de la tesi de la Dra. Sandra Moro, podria suposar en nexe
d’unié entre hCNT1 i el proteasoma. En aquesta tesi s’ha demostrat que la manipulacié de

I'expressi6 d’RNF41 modula I'activitat d’hCNT1. Tanmateix, no s’ha pogut demostrar la
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ubiquitinitzacié del transportador, si bé s’ha confirmat que la inhibicié de la funcié del proteasoma
produeix una acumulacié del transportador de pirimidines. Per tant, queda pendent entendre la
funcié de la interaccié entre hCNT1 i RNF41, la qual podria estar vinculada al reciclatge del

transportador més que a la seva degradacié.

A mode de resum, s’ha plantejat de forma esquematica el mecanisme d’expressié per hCNT1, des
de nivell génic fins a la proteina funcional (Figura 92). Els resultats d’aquesta tesi han permes
determinar que la regulacido d’hCNT1 és altament complexa. L’analisi funcional és complicat en el
model cel-lular escollit, degut a la relacié entre hCNT1 i el procés carcinogénic; tanmateix, és
dificultds trobar un model adequat per a I'estudi dels transportadors de nucleosids. Tot i aixi, d’han
pogut identificar alguns elements que participen en I'expressié d’hCNT1, la majoria dels quals sén

proteines relacionades amb I'oncogénesi i que estan interrelacionades entre si.

H3K9me3 ABM F

b 1 Rb — E2F1
e )\ pl6 —| CDK4 —— YY1 ?
J “ISAHA _{ HDAC ciclinaD KLF6
p53
pRb
E2F1°[ H3K4me3
RNF41 HNFag 1 s
<+ Prot Ac-K
? roteasoma SLC28A1 — Histones |_ HDAC
hCNT1 : Hstones)
Reciclatge T
funcional SAHA
N ./" -~ v [;\l/ ':\E’\’A\/\’l\g’w
Insercidala ~ ~ _ SLC28A1 MRNA |— mirnAs
membrana plasmatica ‘:" l,ad% _
Oligomeritzacié = "/- -
Glicosilacio hCNTl )

Figura 92. Model de regulacié de I'expressié d’hCNT1. En negre s’indiquen vies o interaccions descrites en
aquesta tesi, mentre que en gris s’indiquen resultats procedents de la bibliografia o trobats en el marc d’altres
tesis doctorals del grup.
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Es presenta el primer cas clinic associat a una deficiéncia del transportador concentratiu de
nucleosids hCNTL1. El fenotip del pacient es va veure agreujat per la coexistencia d’un altre
defecte monogenic, concretament en el gen que codifica Perforina-1. La coexisténcia de
dues variants en disposicid al-lelica trans, h\CNT1R510Ci hCNT1R561Q, va reduir la capacitat

de translocar pirimidines en el pacient, el que podria explicar la pirimidinudria detectada.

La proteina hCNT1 és glicosilada, i la glicosilacio és necessaria per tal que es pugui insertar
a la membrana plasmatica i exercir la funcié transportadora. Les variants hCNT1R510C i
hCNT1R561Q presenten un patré alterat de glicosilacié, aixi com reduccié de la vida mitjana.
Aquestes diferencies explicarien la menor presencia de les variants a la membrana

plasmatica i, conseqlientment, la seva activitat reduida en comparacié amb hCNT1WT.

L'E3 lligasa RNF41 és una proteina d’interaccié d’hCNT1 i esta involucrada amb I'activitat
d’aquest transportador. Aquests efectes podrien ser deguts a la funcid del proteasoma de

forma directa sobre el transportador o indirecta sobre el reciclatge.

La inhibicié farmacologica dels enzims HDAC amb SAHA incrementa I'expressiéo d’hCNT1 i
hCNT2 a temps curts, en un panell de linies cel-lulars tumorals d’origen gastrointestinal.
Aquest augment d’expressié es tradueix en/correspon amb un increment del transport

dependent de sodi de nucleosids a les linies HT-29 i CP15T.

S’ha identificat regions reguladores del promotor del gen SLC28A1, compreses entre
-1069pb respecte I'inici de transcripcid i fins I’ATG. El promotor es troba altament reprimit
en un panell de linies cel-lulars tumorals d’origen gastrointestinal, excepte la regié que hem
anomenat down, situada a +1695pb respecte l'inici de transcripcid, que conserva certa

activitat en gairebé totes les linies testades.

L'expressié del gen SLC28A1 ha estat associada a factors de transcripcid de caracter
supressor de tumor. Aixi, KLF6 s’uneix al promotor del gen SLC28A1 i indueix I'expressio
d’hCNT1. Mentre que, per altra banda, I'estatus mutacional de p53 de les linies tumorals

estudiades condiciona I'activitat del promotor del gen SLC28A1.
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7. La inhibicié farmacologica de CDK4/6 amb abemaciclib modula [I'expressié dels
transportadors de nucleosids hCNT1, hCNT2 i hENT1 a temps curts, i d’hCNT1 a temps més
llargs, en linies derivades d’hepatocarcinoma i d’adenocarcinoma ductal pancreatic.

Aquests efectes estarien coordinats per E2F1, el qual s'uneix als promotors dels gens

SLC28A1 i SLC29A1.
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