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RESUMEN

El sindrome de progeria Hutchinson-Gilford (HGPS) es una enfermedad
extremadamente rara pero muy estudiada debido a que su fenotipo se asemeja al
envejecimiento natural. Este sindrome es ocasionado por una mutacion puntual
silenciosa en el gen LMNA que genera una variante farnesilada de la lamina A,
denominada progerina. La progerina afecta una variedad de procesos celulares,
incluyendo la morfologia nuclear, la expresion de genes, la reparacion del ADN,
entre otras. En nuestro laboratorio se ha demostrado que el mecanismo de
exportacion nuclear esta exacerbado en las células HGPS, lo que provoca la
deslocalizacion de proteinas con sefales de exportacion nuclear (NES). De forma
inesperada, la correccion de esta alteracibn mediante tratamiento con LMB,
inhibidor de la exportina CRM1, alivia algunas caracteristicas celulares del HGPS,
como el estrés nucleolar, la senescencia celular y la morfologia celular senescente.
En este estudio decidimos evaluar si la modulacion farmacoldgica de CRM1 alivia
la morfologia nuclear aberrante, una caracteristica distintiva de las células HGPS
gue se ha estudiado ampliamente. De manera interesante, demostramos que el
tratamiento con LMB corrige la morfologia nuclear aberrante de las células HGPS,
lo que resulta en una morfologia nuclear parecida a la de los fibroblastos normales.
Para tratar de entender el mecanismo molecular del alivio de la morfologia nuclear
tras el tratamiento con LMB, evaluamos la distribucion subcelular de las proteinas
Dp71 y a-DB, las cuales tienen NES y estan implicadas en el mantenimiento de la
estructura nuclear. Ambas proteinas se encontraron deslocalizadas hacia el
citoplasma en fibroblastos HGPS, pero recuperan su localizacidén nuclear después
del tratamiento con LMB, por lo que pensamos que podrian contribuir al
restablecimiento de la morfologia nuclear. El efecto del tratamiento con LMB es
especifico ya que la distribucion subcelular del factor de transcripcion Sp3, que no
contiene NES, no se ve alterada en las células HGPS ni responde a la
administracion de LMB. En conclusién, el alivio de la morfologia nuclear aberrante
se debe a la modulacion farmacoldgica de la exportacion nuclear exacerbada y es

probable que contribuya la acumulacion nuclear de las proteinas Dpl7 y a-DB.



ABSTRACT

Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) is an extremely rare but widely
studied disease because it resembles natural aging. HGPS is caused by a mutation
in the LMNA gene, generating a permanently farnesylated variant of lamina A,
named progerin. Progerin affects a variety of cellular processes, including nuclear
morphology, gene expression, DNA repair and mitochondrial function. We previously
found that the CRM1-mediated nuclear export mechanism is exacerbated in HGPS
cells, which in turn provokes mislocalization of proteins bearing nuclear export
signals (NES). It is worth to note that attenuation of CRM1 activity through treatment
of cells with LMB (specific inhibitor of CRM1) alleviates some HGPS cellular marks,
including nucleolar stress, cellular senescence and senescent cell morphology. In
this study, we analyzed whether pharmacological modulation of CRM1 has a
beneficial effect on the aberrant nuclear morphology of HGPS fibroblasts.
Interestingly, we observed that treatment with LMB for 3 or 6 days corrected the
defective nuclear shape, resulting in a nuclear morphology similar to that of normal
fibroblasts. As an attempt to understand the molecular basis of such a therapeutic
effect, we evaluated the subcellular distribution of Dp71 and a-DB in HGPS cells,
before and after LMB treatment. These two proteins contain NES in their sequence
and have been involved in the maintenance of nuclear architecture. Both proteins
were found mislocalized in HGPS fibroblasts, but regained their nuclear distribution
upon treatment with LMB. Specificity of the LMB treatment was proved because
subcellular distribution of Sp3, a transcription factor without NES, remained
unaltered in HGPS cells even after LMB administration. In conclusion,
pharmacological modulation of the exacerbated nuclear export mechanism rescued
the aberrant nuclear morphology of HGPS cells. Furthermore, recovery of the
nuclear accumulation of Dp17 and a-DB might contribute at least in part for this

therapeutic effect.



1. INTRODUCCION
1.1.Nducleo

El nacleo es un organelo especifico de células eucariotas que contiene la
informacion genética que define la apariencia y el comportamiento de los
organismos; este material genético o ADN se encuentra empaquetado dentro del
ndcleo como un complejo ADN-proteina llamado cromatina, formando a su vez

unidades de tamafio variable denominadas cromosomas (Jackson, 2011).

En organismos eucariotes multicelulares, los tipos de células que los
conforman estan definidos por los distintos genes que expresan; dichos patrones de
expresion de genes surgen conforme las células son comprometidas para
desempeiniar funciones especificas durante el proceso de diferenciaciéon celular, el
cual es controlado por la ubicacién de las células dentro del organismo durante su

desarrollo (Jackson, 2011).

La expresion de genes es regulada a varios niveles en cada célula; el
principal paso regulatorio ocurre dentro del ndcleo durante la transcripcion, cuando
el gen es copiado a ARN mensajero (ARNm), que después transfiere la informacién
genética al citoplasma, donde sirve como templado para la sintesis de proteinas
durante el proceso de traduccion (Jackson, 2011).

1.2.Envoltura nuclear

El ndcleo estd delimitado por una doble membrana que lo separa del
citoplasma y que se conoce como envoltura nuclear (EN), formada por la membrana
nuclear externa (MNE) y la membrana nuclear interna (MNI) (Fig. 1) (Hetzer, 2010;
Schooley et al., 2012; Burke y Stewart, 2013; Smith et al., 2017); la EN permite el
transporte bidireccional selectivo entre el nucleo y el citoplasma mediante los
complejos proteicos del poro nuclear, a través de los cuales ocurre el intercambio
pasivo de iones y pequefias moléculas y el transporte activo de macromoléculas
(Jackson, 2011; Schooley et al., 2012; Ungricht y Kutay, 2017).



Las dos membranas de la EN se encuentran separadas por un espacio de
40-50 nm de grosor denominado espacio lumenal o perinuclear; sin embargo,
ambas membranas se conectan mediante los poros nucleares y las asociaciones
entre proteinas intermembranales (Fig. 1) (Schooley et al., 2012; Burke y Stewart,
2013; Smith et al., 2017). La MNE y la MNI son distintas en composicion y funcién
(Smith et al., 2017); la MNE tiene multiples conexiones con el reticulo endoplasmico
(RE), por lo que es rica en componentes de este organelo, mientras que la MNI, a
pesar de interaccionar con la MNE en la periferia de cada poro nuclear, contiene su
propio arreglo distintivo de 60 0 mas proteinas integrales de membrana que varian
significativamente entre los diferentes tipos de células (Schooley et al., 2012; Burke
y Stewart, 2013).

La EN es esencial para la organizacion global del nucleo, ya que ademas de
regular el movimiento de moléculas dentro y fuera del nucleo, ha sido implicada en
la organizacién de la cromatina y en la regulacion de genes, ya que provee sitios de
anclaje para dominios de cromatina a través de la denominada lamina nuclear,
especialmente aquellos enriquecidos en genes silenciados; ademas la EN también
proporciona sitios de anclaje para el citoesqueleto (Hetzer, 2010; Burke y Stewart,
2013).

1.3.Lamina nuclear

Asociada a la cara nuclear de la MNI y a la periferia de los poros nucleares,
se localiza una compleja y delgada matriz de proteinas (de 15-20 nm en mamiferos;
Burke y Stewart, 2013), la lamina nuclear (LN) (Fig. 1), la cual tiene un papel
importante en la modulacién de la morfologia del nicleo mediante el aumento de la
rigidez de la EN (Dechat et al., 2008; Burke y Stewart, 2013; Smith et al., 2017). La
LN est& constituida principalmente por proteinas llamadas laminas (Reddy y Comai,
2016; Turgay et al., 2017), las cuales se ensamblan formando una malla filamentosa
que sirve como puente entre la EN y la cromatina (Turgay et al., 2017).

Ademas de proveer estabilidad estructural y mecanica al ndcleo, la lamina

esté involucrada en la mayoria de las funciones nucleares, como son la organizacién



de la cromatina, la replicacion y la reparacion del ADN, la regulacion transcripcional,
y la diferenciacion y proliferacion celular, por lo que tiene un papel importante en el
mantenimiento de la fisiologia normal de la célula (Burke y Stewart, 2013; Reddy y
Comai, 2016; Charar y Gruenbaum, 2016; Turgay et al., 2017). La lamina funciona
como una plataforma de anclaje para dominios de heterocromatina llamados
dominios asociados a lamina (LADs, por sus siglas en inglés), y para varias
proteinas regulatorias, incluyendo moléculas de sefalizacion y factores de

transcripcion (Burke y Stewart, 2013; Ungricht y Kutay, 2017).
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Fig. 1. Laenvoltura nuclear (Modificada de Schooley et al., 2012). La membrana nuclear interna
(MNI) y la membrana nuclear externa (MNE) que componen a la envoltura nuclear (EN), estan
separadas por un espacio lumenal, pero se conectan mediante los complejos de poro nuclear y
proteinas intermembranales; la MNE tiene ademas conexiones con el reticulo endoplasmico
(RE). La MNI tiene proteinas integrales caracteristicas. La lamina esta asociada a la MNI y a la
periferia de los poros nucleares y funciona como una plataforma de anclaje para la cromatina;
ademas se conecta con el citoesqueleto a través de la EN mediante los complejos LINC.

El complejo LINC (Linker of the nucleoskeleton and cytoskeleton) conecta la
LN y la cromatina con los tres componentes del citoesqueleto (micofilamentos de
actina, microtubulos y filamentos intermedios) y sus proteinas asociadas, a través
de la EN (Fig. 1) (Cau et al., 2014), actuando como vinculo estructural entre el

nacleo y el citoplasma; ademas modula la mecanotransduccion desde el citoplasma



y la matriz extracelular hasta el nacleo (Brayson y Shanahan, 2017). El complejo
LINC consiste de proteinas con dominio SUN (Sad1/UNC84) en la MNI y proteinas
con dominio KASH o nesprinas en la MNE, cuyos dominios lumenales interactian
directamente dentro del espacio perinuclear (Burke y Stewart, 2013; Brayson y
Shanahan, 2017).

1.4.Laminas

Las laminas son proteinas pertenecientes al grupo de filamentos intermedios
tipo V localizadas mayormente en la LN, pero también se encuentran distribuidas
en todo el nucleoplasma, aunque en bajas concentraciones; la organizacion de las
laminas, tanto en la periferia nuclear como dentro del nucleoplasma, esté
influenciada por la gran cantidad de proteinas que se unen a ellas (Dechat et al.,
2008; Burke y Stewart, 2013; Reddy y Comai, 2016); por ejemplo, las laminas
asocian con las proteinas LEM (LAP2, Emerina, MAN) de la EN (Brayson y
Shanahan, 2017).

Las células de mamiferos tienen dos tipos de laminas: las laminas tipo A, que
se expresan en células diferenciadas, y las laminas tipo B, expresadas en todas las
células somaticas (Vidal et al., 2012; Reddy y Comai, 2016; Charar y Gruenbaum,
2016). A pesar de que las laminas son consideradas proteinas ubicuas, se ha
demostrado que pueden encontrarse diversos niveles de expresion y distintas

isoformas en diferentes tipos de células y 6rganos (Lattanzi et al., 2016).

Las laminas estan constituidas por un domino amino terminal corto (cabeza),
un dominio central a-hélice (varilla) y un dominio carboxilo terminal de 200-300
aminoacidos (cola); este ultimo dominio contiene un plegamiento B tipo
inmunoglobulina (Ig), una region no estructurada, una sefal de localizacién nuclear
(NLS, por sus siglas en inglés), requerida para el transporte de las laminas al nucleo,
y una caja CaaX (C=cisteina, a=aminoacido alifatico, X=cualquier aminoacido); esta
altima secuencia de aminoacidos es importante para su procesamiento
postraduccional (Fig. 2) (Burke y Stewart, 2013; Gruenbaum y Foisner, 2015; Reddy
y Comai, 2016; Charar y Gruenbaum, 2016).
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Fig. 2. Estructura de las laminas (Modificada de Gruenbaum y Foisner, 2015). Se muestra la
organizacion de un mondmero de lamina: el dominio N-terminal (cabeza); el dominio central
(varilla), compuesto por cuatro a-hélices (1A, 1B, 2A, 2B) y tres regiones linker (L1, L12, L2); y el
dominio C-terminal (cola), que incluye la sefial de localizacién nuclear (NLS), el dominio
inmunoglobulina (Ig) y la caja CaaX (C=cisteina, a=aminoacido alifatico, X=cualquier
aminoacido).

En mamiferos existen tres genes que codifican para las cuatro isoformas
principales (A, C, B1, B2) (Fig. 3) y las tres isoformas menores (AA10, C2, B3) de
las laminas (Vidal et al., 2012; Gruenbaum y Foisner, 2015; Charar y Gruenbaum,
2016). Las laminas Ay C (tipo A), asi como la isoforma AA10, son codificadas por
el gen LMNA y generadas por splicing alternativo, mientras que las laminas B1 y B2
(tipo B) son codificadas por dos genes separados: LMNB1 y LMNB2; las isoformas
cortas C2 y B3 codificadas por LMNA y LMNB2, respectivamente, se expresan
solamente en gametos (Burke y Stewart, 2013; Cau et al., 2014; Reddy y Comai,
2016; Charar y Gruenbaum, 2016; Lattanzi et al., 2016).

Las laminas A, B1 y B2 se expresan inicialmente como proteinas citosolicas
precursoras, o0 prelaminas, las cuales sufren una serie de modificaciones
postraduccionales que involucran su caja CaaX C-terminal para convertirse en
laminas maduras, mientras que la lamina C, la cual no tiene caja CaaX, se sintetiza
directamente como forma madura mediante splicing alternativo. (Dechat et al., 2008;
Cau et al., 2014; Lattanzi et al., 2016).
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Fig. 3. Genes que codifican las laminas nucleares en mamiferos (Modificada de Worman et
al., 2009). Son 3 los genes que codifican para las laminas en los mamiferos. EI gen LMNA
ubicado en el cromosoma 1g21.2 codifica las laminas tipo A, siendo la prelamina A y la lamina
C, generadas por splicing alternativo, las mas abundantes. El gen LMNBL1 localizado en el
cromosoma 5¢23.3-g31.1 codifica para la lamina B1 y el gen LMNB2 que se encuentra en el
cromosoma 19p13.3 codifica para la lamina B2, las principales isoformas en células somaticas.

El procesamiento de las prelaminas consiste en cuatro pasos; los tres

primeros pasos son comunes para las prelaminas tipo A y tipo B (Fig. 4) (Cau et al.,
2014; Gruenbaum y Foisner, 2015; Reddy y Comai, 2016; Lattanzi et al., 2016;
Charar y Gruenbaum, 2016):

1)

2)

3)

Un grupo farnesilo es adicionado a la cisteina de la caja CaaX por la enzima
farnesiltransferasa (FT). El grupo farnesilo hidrofébico de 15 carbonos facilita el
anclaje de la prelamina a la cara citosoélica de la membrana del RE o de la MNE,
permitiendo asi los siguientes pasos del procesamiento, los cuales son llevados
a cabo por enzimas que residen en estas membranas, cuyos sitios activos se
ubican hacia el citosol.

Los dltimos tres aminoacidos aaX son cortados por una de las dos proteasas,
FACE1/ZMPSTE24 o FACE2/Rcel.

La adicién de un grupo metilo al residuo de cisteina C-terminal ejecutada por la

enzima isoprenil-cisteina-carboxilo-metiltransferasa (ICMT). El procesamiento



de las ldminas tipo B termina en este paso, generando las laminas maduras que
estan permanentemente farnesiladas y carboximetiladas.

4) La prelamina A sufre un segundo corte proteolitico por la enzima
FACE1/ZMPSTEZ24, lo que remueve los ultimos 15 aminoacidos del extremo C-
terminal, incluyendo el residuo de cisteina farnesilado y carboximetilado, para

generar la ldmina A madura.
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Fig. 4. Procesamiento de las laminas (Modificada de Burke y Stewart, 2013). La farnesilacién
de las laminas en la cisteina situada en la caja CaaX la lleva a cabo la enzima farnesiltransferasa
(FT) y ocurre poco después de la sintesis de estas proteinas; enseguida ocurre la protedlisis de
los residuos aaX por la enzima FACE2 para el caso de las laminas tipo B, y por la enzima
ZMPSTE?24 para el caso de la lamina A. Posteriormente se lleva a cabo la carboximetilacion de
la cisteina por la enzima ICMT. La lamina A, pero no las laminas tipo B, sufre la remocién de los
Ultimos 15 amino &cidos, incluyendo la cisteina farnesilada, por la enzima ZMPSTE24, dando
lugar a la lamina A madura.

La presencia o ausencia del grupo farnesilo determina la localizacion de las
laminas. La farnesilacion de las laminas tipo B fortalece su asociacion con la MNI
dentro de la LN, pero pueden localizarse también en el nucleoplasma perinucleolar
y en el reticulo nucleoplasmico (RN); por otro lado, la ausencia de dicha
modificacion en las laminas A y C permite que estas proteinas tengan una

asociacién mas laxa con la EN dentro la LN, y que ademdas formen parte de la matriz
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nuclear, distribuyéndose en todo el nucleoplasma (Cau et al., 2014; Reddy y Comai,
2016).

De acuerdo con algunos experimentos de respuesta del ndcleo a la
deformacion, se ha demostrado que las laminas tipo A incrementan la rigidez del
nucleo, mientras que las laminas tipo B mantienen la elasticidad nuclear; asi, las
células de tejidos rigidos contienen mayor cantidad de las laminas tipo A que de las
laminas tipo B. Otros estudios sefialan que las células tienen la capacidad de
adaptar su contenido de laminas en respuesta a las demandas de su micro-

ambiente (Ungricht y Kutay, 2017).
1.5.Las Laminopatias

Cuando se altera la integridad de la LN, los procesos que controla esta
estructura celular se desregulan, lo que conlleva consecuencias patolégicas
(Brayson y Shanahan, 2017). Un gran niumero de mutaciones en las laminas y en
las proteinas de unién a lamina se han ligado con un grupo heterogéneo y raro de
enfermedades hereditarias llamadas laminopatias, lo que resalta la relevancia de
las laminas en la salud humana (Gruenbaum y Foisner, 2015; Gonzalo et al., 2017,
Lattanzi et al., 2016; Tariq et al., 2017). La mayoria de los sintomas de las
laminopatias se desarrollan durante la infancia o adolescencia, pero algunas

laminopatias son letales a muy temprana edad (Dorado y Andrés, 2017).

El gen LMNA es el que presenta una mayor frecuencia de mutaciones; la
mayoria son mutaciones sin sentido, autosémicas dominantes que pueden interferir
con el plegamiento, estabilidad y ensamble de la lamina A, o afectar sus
propiedades bioquimicas e interacciones; también se pueden presentar mutaciones
silenciosas que, aunque son silenciosas alternan el proceso de splicing (Gruenbaum
y Foisner, 2015).

Las mutaciones en el gen LMNA ocasionan cambios en la abundancia o
procesamiento postraduccional de la lamina A, lo que da lugar a multiples fenotipos

clinicos que se agrupan en cuatro grupos principales de enfermedades:
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enfermedades de musculo estriado o distrofias musculares (p.ej. Distrofia muscular
Emery-Dreifuss o EDMD), sindromes lipodistroficos (p. ej. Lipodistrofia familiar
parcial o FPLD), neuropatia periférica (p.ej. Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
tipo 2B1 o CMT2B), y desordenes que causan envejecimiento prematuro como el
Sindrome de progeria Hutchinson-Gilford (HGPS), el Sindrome de Werner atipico
(AWS), y la Dermopatia restrictiva (RD) (Gruenbaum y Foisner, 2015; Dorado y
Andrés, 2017; Gonzalo et al., 2017).

1.6.El sindrome de progeria Hutchinson-Gilford

Entre las distintas laminopatias, el sindrome de progeria Hutchinson-Gilford
(HGPS, por sus siglas en inglés) es el mas estudiado, a pesar de ser un desorden
genético extremadamente raro, con una tasa de incidencia de 1 por cada 4-8
millones de nacimientos. ElI HGPS ha llamado la atencién de los investigadores
debido a su singular fenotipo clinico que asemeja aspectos del envejecimiento
fisiologico y que se manifiesta a una edad muy temprana (después de los 12 meses
de edad); este fenotipo incluye osteoporosis, pérdida de grasa subcutanea, atrofia
de la piel, alopecia, rigidez de las articulaciones, lipodistrofia de las extremidades y
region facial, displasia esquelética, y enfermedad cardiovascular (Deepu et al.,
2015; Charar y Gruenbaum, 2016; Vidak y Foisner, 2016; Tariq et al., 2017; Dorado
y Andrés, 2017; Gonzalo et al., 2017). Los pacientes con progeria mueren a una
edad promedio de 14.6 afios, predominantemente por infarto del miocardio (Vidak y
Foisner, 2016; Dorado y Andrés, 2017; Gonzalo et al., 2017).

La mutacion causante de este sindrome es la mas comun entre las ligadas al
envejecimiento prematuro (Gruenbaum y Foisner, 2015). Se trata de una mutacién
puntual silenciosa dominante de novo (c.1824C>T: GGC>GGT; p. G608G) en el
exon 11 del gen LMNA, la cual activa un sitio criptico donador de splicing,
generandose la sintesis de una variante de la prelamina A que carece de 50
aminoacidos, dentro de los cuales se localiza el sitio de corte para la enzima
FACE1/ZMPSTE?24; esta isoforma, denominada progerina, permanece farnesilada
y carboximetilada permanentemente debido a que el sitio de corte proteolitico se
localiza dentro de los aminoacidos eliminados por el splicing alternativo (Fig. 5). La
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consecuencia funcional es que lo progerina no puede insertarse eficientemente en
la LN y queda anclada a la MNI (Fig. 6) (Gruenbaum y Foisner, 2015; Charar y
Gruenbaum, 2016; Reddy y Comai, 2016; Vidak y Foisner, 2016; Dorado y Andrés,
2017; Brayson y Shanahan, 2017; Tariq et al., 2017; Gonzalo et al., 2017).

A Normal B HGPS

Splicing normal Splicing mutante

A —\
(it (o))

150 nucledtidos
Delecién de 50 aa deletados Sitio de deleci6n de
en HGPS 50aaen HGPS

Prelémina A | Pre-progerina |
L - C5'M [ - Csiv

606 656 661
FT FT
[ I CsIM I - CsiM
Zmpste24 806 658 Zmpste24
ICMT ICMT
[ I C-OCH, [ I C-OCH,

606 656

Sitio de
corte final

Zmpste24 deletado
L N~ ,” I B C-OCH,

606

Ny,
%
Ldmina A madura Progerina

Fig. 5. Procesamiento anormal de la ldmina A en el HGPS (Modificada de Gonzalo et al.,
2017). (A) La lamina A madura se produce a partir de la prelamina A, la cual sufre farnesilacién y
metilacion de un residuo de cisteina en el extremo C-terminal. Finalmente, el corte por la proteasa
Zmpste24 entre los residuos 646-647 remueve el extremo C-terminal farnesilado. (B) En
pacientes con HGPS, una mutacion en el exén 11 activa un sitio criptico de splicing, lo que
ocasiona la eliminacion de 50 aminoacidos de la proteina precursora, incluyendo el sitio de corte
final de Zmpste24, y la acumulacion de la progerina farnesilada.
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La progerina se expresa en multiples tejidos, principalmente de origen
mesenquimal como piel, hueso, masculo esquelético, tejido adiposo, corazén y
arterias (Vidak y Foisner, 2016). La expresion de progerina provoca una reduccion
en los niveles de la lamina B1, asi como el adelgazamiento y la desorganizacion
global de la LN (Prokocimer et al., 2013; Tariq et al., 2017). Ademas, la progerina
causa dafios severos en la célula, especialmente en el nucleo (Fig. 6), ocasionando
defectos en el ciclo celular y diferenciacion, apoptosis y senescencia celular

prematura (Reddy y Comai, 2016; Prokocimer et al., 2013).

Algunos de los fenotipos celulares mas prominentes del HGPS son una
morfologia nuclear aberrante caracterizada por lobulaciones, alteraciones en la
organizacién de la cromatina y en las marcas epigenéticas, desregulacion de genes,
aumento de dafio al ADN, alteracion en la distribucién y funcionamiento de los poros
nucleares, aberraciones teloméricas, y disfuncion mitocondrial (Prokocimer et al.,
2013; Reddy y Comai, 2016; Vidak y Foisner, 2016; Tariq et al., 2017; Brayson y
Shanahan, 2017; Gonzalo et al., 2017). La inestabilidad de la heterocromatina y la
disfuncion de los poros nucleares parecen ser los responsables del reclutamiento
deficiente de factores de reparacion en los sitios de dafio al ADN (Brayson vy
Shanahan, 2017), mientras que la morfologia nuclear anormal es la que

aparentemente inicia el proceso patolégico (Tarig et al., 2017).
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Fig. 6. La expresion de la progerina altera la organizacién nuclear y la estabilidad del
genoma (Gonzalo et al., 2017). Las células de pacientes con HGPS se caracterizan por una serie
de alteraciones que incluyen la expresion reducida de componentes de la matriz extracelular
(ECM), protuberancias en la envoltura nuclear, agrupacién de complejos de poro nuclear (NPC),
pérdida de heterocromatina periférica, y reorganizacién de microtdbulos. La expresiéon de
progerina afecta también la dinamica de las proteinas transmembranales de la envoltura nuclear
(NETSs, por sus siglas en inglés), incluyendo la emerina, y sus interacciones con las proteinas
asociadas a la cromatina, como BAF, factores de transcripcion (TF) y modificadores de la
cromatina. Las células de progeria tienen mayores niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y dafio al ADN, mientras que la proteina LAP2a esta regulada a la baja. ONM: Membrana
nuclear externa; INM: Membrana nuclear interna.
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2. ANTECEDENTES

La progerina dafa la envoltura nuclear, provocando una cascada de
alteraciones celulares y moleculares, incluyendo defectos en la morfologia del
nacleo y del nucléolo, perdida de heterocromatina, dafio al ADN y acortamiento de
teldmeros; sin embargo, no se conoce con precisidon cémo ejerce su efecto sobre
cada proceso celular. Es posible que la progerina altere un proceso celular clave y
gue este a su vez expanda los dafios rio abajo. En nuestro grupo de trabajo se
decidié explorar esta posibilidad tomando en consideracion que el trasporte de
proteinas a través del poro nuclear podria ser una funcién primaria que estéa dafiada
en las células de progeria, ya que la progerina altera la arquitectura nuclear y causa
agrupamiento anormal de poros nucleares. El transporte activo de proteinas entre
el nucleo y el citoplasma es mediado por un grupo de proteinas llamadas importinas
y exportinas, y modulado por el gradiente nucleo-citoplasma de la proteina Ran
GTPasa. Consistente con esta idea, previamente se demostro que el gradiente de
Ran esta afectado en el sindrome de progeria, lo que provoca una reduccion en los
niveles nucleares de ciertas proteinas (Kelley et al., 2011). Por lo tanto, decidimos
analizar si el trasporte de proteinas reciproco, es decir la exportacién nuclear, esta
afectado en las células HGPS. Escogimos diferentes proteinas nucleares que
contienen sefales de exportacion nuclear (NES, por sus siglas en inglés)
reconocidas por la exportina CRM1 (B23, STAT3 y ZO-2). De manera interesante,
se observé una disminucion en la intensidad de la sefial en el ndcleo y un aumento
de la misma en el citoplasma de los fibroblastos HGPS, en comparacion con los
fibroblastos control, sugiriendo una deslocalizacién de las proteinas del nucleo hacia
el citoplasma, lo que se confirmé mediante la cuantificacion de la relaciéon
nacleo/citoplasma de la sefial de fluorescencia (Fn/c) para cada proteina (Fig. 7).
Para discernir si su localizacion aberrante se debe a una falla en la importacion o
en la exportacion nuclear, los cultivos celulares se trataron por 24 horas con el
farmaco Leptomicina B (LMB), inhibidor de la exportina CRM1. Después del
tratamiento los fibroblastos HGPS recuperaron la acumulacién nuclear de las tres

proteinas analizadas (Fig. 7), lo que demuestra que su deslocalizacion hacia el
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citoplasma se debe a un aumento en su exportacién nuclear mediada por CRM1 y

no a una deficiencia en el proceso de importacion nuclear.
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Fig. 7. Tres diferentes proteinas nucleares que tiene sefial de exportacion nuclear (NES)
estan deslocalizadas hacia el citoplasma en los fibroblastos HGPS (Vélez-Aguilera y
Rodriguez-Pérez, datos no publicados). Se muestran los experimentos de IFI para las proteinas
STAT3, B23y Z0-2 (verde) en los fibroblastos de progeria (HGPS1y HGPS2) y en los fibroblastos
normales.
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De acuerdo con los resultados del restablecimiento de la localizacion
subcelular de proteinas después del tratamiento con LMB, se procedio a evaluar la
expresion de CRML1 en los fibroblastos HGPS. Se observo un aumento de CRM1
en el nucleo de los fibroblastos HGPS mediante IFI, en comparacién con los
fibroblastos control (Fig. 8A), lo cual se confirmd por ensayos de inmunodeteccion
en fase solida (Fig. 8B), y RT-qgPCR (Fig. 8C). Estos resultados sugieren que el
mecanismo de exportacion nuclear mediado por la exportina CRM1 se encuentra
exacerbado en las células de pacientes con HGPS, debido a la sobreexpresion a

nivel transcripcional de CRM1.
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Fig. 8. Los niveles de la exportina CRM1 estan aumentados en fibroblastos HGPS
(Rodriguez-Pérez y Vasquez-Limeta, datos no publicados). (A) Ensayo de IFI contra CRM1
(verde) en fibroblastos HGPS1 y HGPS2. Cuantificacion de CRM1 por Western blot (B) y por RT-
gPCR (C) en los diferentes cultivos de fibroblastos.

Debido a que la LMB mitiga el mecanismo de exportacion nuclear mediado
por CRM1, nuestro grupo de trabajo decidié abordar la hip6tesis de que la
atenuacion de la exportacion nuclear exacerbada podria aminorar el fenotipo de las
células HGPS.
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La progerina provoca un fenotipo de estrés nucleolar que se caracteriza por

una disminucion del nimero de nucléolos y un aumento en su tamafio (Fig. 9A, By

C). Por lo tanto, se evalud el efecto de LMB sobre la morfologia del nucléolo

mediante ensayos de IFl contra la proteina nucleolar fibrilarina. Los resultados

mostraron que en las células tratadas con LMB disminuye el area nucleolar y

aumenta el numero de nucléolos (Fig. 10A, B y C), lo que asemeja la estructura de

los nucléolos de los fibroblastos normales. En conclusion, la disminucién de la

exportacion nuclear exacerbada alivia el estrés nucleolar de las células de progeria.
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Fig. 9. Los fibroblastos de progeria presentan estrés nucleolar (Vélez-Aguilera y Garcia-
Aguirre, datos no publicados). (A) IFI contra fibrilarina (verde), (B) medicion del area nucleolar
(um?), y (C) cuantificacién de nucléolos en los fibroblastos normales y HGPS1 y HGPS2.
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Fig. 10. La disminucion de la exportacidon nuclear mediante LMB alivia el estrés nucleolar
de los fibroblastos HGPS (Vélez-Aguilera y Garcia-Aguirre, datos no publicados). (A) IFI contra
fibrilarina (verde), (B) medicién del area nucleolar (um?2), y (C) cuantificacion del numero de
nucléolos en los fibroblastos HGPS1 y HGPS2 tratados con LMB o solamente con el vehiculo.

Un siguiente paso fue evaluar el efecto de la disminucion de la exportacion
nuclear sobre la senescencia celular, caracteristica distintiva de las células HGPS,
utilizando la actividad de la B-Galactosidasa (SA-BGal) y los niveles de lamina B1
como marcadores senescentes. Sorprendentemente los fibroblastos HGPS tratados
con LMB presentaron una disminucion considerable en el nimero de células
senescentes (Fig. 11A) y una recuperacion de los niveles de lamina B1 (Fig. 11B 'y
C).

Los fibroblastos HGPS presentan una morfologia senescente, es decir que
las células son mas extendidas y por tanto tienen un mayor tamafio (Fig. 12A). Se
evaluo efecto de la LMB sobre este fenotipo celular mediante tincién con faloidina,
observandose que al atenuar la exportacion nuclear exacerbada mediante el uso de

LMB, la forma de las células de progeria se recupera (Fig. 12B).
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Fig. 11. La atenuacién de la exportacién nuclear exacerbada con LMB disminuye la
senescencia celular de los fibroblastos HGPS (Garcia-Aguirre, datos no publicados). (A)
Ensayo de SA-BGal (color azul) sobre fibroblastos HGPS1 y HGPS2 tratados con LMB. (B y C)
Cuantificacion de lalamina B1 por ensayos de Western blot en los fibroblastos normales y HGPS1
y HGPS2 (B). (C) Cuantificacién de la ldmina B1 por ensayos de Western blot en los fibroblastos
HGPS1 y HGPS2 tratados con LMB o con el vehiculo.
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Fig. 12. Ladisminucién de la exportacidon nuclear por medio de tratamiento con LMB alivia
la morfologia celular senescente de los fibroblastos HGPS (Garcia-Aguirre, datos no
publicados). (A) Tincién con faloidina (verde) para visualizar el citoesqueleto de actina de los
fibroblastos normales y HGPS1 y HGPS2. (B) Los fibroblastos HGPS1 y HGPS2 se trataron con
LMB o con el vehiculo solamente y posteriormente se tifieron con faloidina para visualizar el
citoesqueleto de actina.
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3. JUSTIFICACION

En el laboratorio se ha estudiado el efecto benéfico de la atenuacion de la
exportacion nuclear exacerbada mediante tratamiento con LMB sobre el fenotipo
celular de los fibroblastos HGPS. Hemos observado que este tratamiento alivia
algunas caracteristicas de las células de progeria, como el estrés nucleolar, la
senescencia celular y la morfologia celular senescente; sin embargo, es necesario
evaluar si el rescate del fenotipo HGPS mediante la modulacion farmacolégica de
CRML1 abarca otros defectos presentes en estas células. En este estudio decidimos
analizar el efecto del farmaco LMB sobre la morfologia nuclear aberrante, una

caracteristica distintiva de células HGPS que se ha estudiado ampliamente.

4. HIPOTESIS

La atenuacion de la exportacion nuclear exacerbada mediante Leptomicina

B mejorara la morfologia nuclear de fibroblastos de progeria.
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5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto de la atenuacion de la exportacion nuclear exacerbada

mediante LMB sobre la morfologia nuclear en fibroblastos de progeria.

5.2.0bjetivos especificos

1. Evaluar la morfologia nuclear de fibroblastos normales y HGPS a través del
namero de pasajes de los cultivos.

2. Analizar la morfologia nuclear de fibroblastos HGPS tratados con LMB.

3. Analizar la localizacion subcelular de dos proteinas relacionadas con la
lamina nuclear y que contienen NES (a-DB y Dp71) en fibroblastos HGPS

tratados con LMB.
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6. MODELO DE ESTUDIO

Células AG08469 (Cantrol): Fibroblastos humanos de tejido de piel provenientes
de un individuo sano (caucasico), padre de un nifio afectado.

Células AG11513 (HGPS1): Fibroblastos humanos de tejido de piel provenientes

de una paciente caucasica con HGPS de 8 afios de edad.

Células AG11498 (HGPS?2): Fibroblastos humanos de tejido de piel de un paciente
con HGPS de sexo masculino, de 14 afios de edad, que presentaba ademas dafio

cardiovascular.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.Cultivo celular

Se utilizaron fibroblastos provenientes de dos pacientes con HGPS
(AG11513 y AG11498, Coriell Cell Repository) con la mutacion LMNA G608G y
como control del estudio se emplearon fibroblastos de un individuo sano (AG08469
Coriell Cell Repository). Los cultivos celulares se mantuvieron en medio esencial
minimo (MEM) suplementado con aminoacidos esenciales y aminoacidos no
esenciales, 10% de suero fetal bovino inactivado por calor y 50 U/mL de penicilina
y estreptomicina. Las células se cultivaron a 37°C en 5% de CO2. Cuando se indica,
los cultivos fueron tratados con 50 nM de Leptomicina B (LMB; Sigma-Aldrich)
diluida en etanol al 70% durante 6 dias o con 10uM de inhibidor de
farnesiltransferasa (FTI; FTI-277, Sigma-Aldrich) diluido en DMSO. Los cultivos se
trataron de forma paralela solamente con el vehiculo correspondiente, etanol al 70%
o DMSO, respectivamente.

7.2.Inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta para la lamina A/C,
a-DB, Dp71y Sp3. Las células se sembraron sobre cubreobjetos estériles en cajas
de 35 mm y se incubaron toda la noche a 37°C en una atmosfera con CO2 al 5%. Al
dia siguiente se removio el medio de cultivo y las células se lavaron con 2 mL de
PBS; enseguida se fijaron con paraformaldehido 4% durante 10 min y se
permeabilizaron y bloquearon como indica la tabla 1. Las células se incubaron
durante la noche a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente. Al dia siguiente,
las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente. Transcurrido ese tiempo,
las preparaciones se lavaron con PBS y para tefiir los nacleos se adiciond DAPI
(1:600 a partir de un stock de 0.1 pg/uL, Sigma-Aldrich) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Las preparaciones se lavaron con PBS y agua Milli-Q, se

dejaron secar y posteriormente se montaron en portaobjetos con VectaShield
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(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA). Las preparaciones se observaron
en un microscopio confocal (SPE/SP8 Leica, Heidelberg, Alemania).

Tabla 1. Condiciones de permeabilizacién y bloqueo para ensayos deinmunofluorescencia
indirecta.

Permeabilizacidon Blogueo

oSN O iyl  Triton X-100-PBS al 0.2%,
Biotechnology 10 min

BSA 3%, SFB 5% en
PBS; 30 min

Lam A/C

Ac. DSHB Solucién amortiguadora IF (Triton 0.1%, SDS 0.02%,
' BSA 10 mg/mL en PBS), 10 min

Tritdbn X-100-PBS al 0.2%, BSA 8%, SFB 10% en
10 min PBS; 20 min

Triton X-100-PBS al 0.2%, Gelatina 0.5% y SFB 1%

10 min en PBS, 20 min
Tritén X-100-PBS al 0.2%, BSA 3%, SFB 5% en
10 min PBS; 20 min

7.3.Anticuerpos

Para los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon los siguientes
anticuerpos: anticuerpo policlonal de conejo anti-lamina A/C (1:200+5%BSA) (sc-
20681, Santa Cruz Biotechnology); anticuerpo monoclonal de ratén anti-lamina A/C
(1:10+solucion amortiguadora IF) (MANLAC3(4C10), DSHB, Universidad de lowa);
anticuerpo monoclonal de raton anti-a-Distrobrevina (1:10+5%BSA) (610766,
Transduction Laboratories); anticuerpo policlonal de conejo anti-Dp71
(1:25+3%BSA) (+78); anticuerpo policlonal de conejo anti-Sp3 (1:25+3%BSA) (sc-
644, Santa Cruz Biotechnology).
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7.4.Anédlisis morfométrico de los nucleos

Para analizar la morfologia nuclear los diferentes cultivos de fibroblastos se
sometieron a ensayos de IFI para la lamina A/C y después se seleccionaron al azar
>200 nucleos por cada condicion experimental y se analizaron mediante el Plugin
NIl del programa ImageJ (Filippi-Chiela et al., 2012). Se obtuvieron mediciones para
los pardmetros de contorno nuclear (perimetro? (elipse)/ 41 x area) y razén de radio
(radio mayor/radio menor) (Lammerding et al., 2005, Filippi-Chiela et al., 2012,

Rodriguez et al., 2014 ) y se graficaron posteriormente.

D ®
0 O

Fig. 13. Representacion de los pardmetros considerados para el andlisis morfométrico
nuclear (Tomado y modificado de Filippi-Chiela et al., 2012). (A) Contorno nuclear y (B) razon
de radio.

27



8. RESULTADOS

8.1.Analisis de la morfologia nuclear de los fibroblastos normales y HGPS

con relacion al nUmero de pasajes

Se procedio a analizar la morfologia nuclear de los fibroblastos normales y
HGPS1 y HGPS2 mediante ensayos de inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo anti-lamina A/C. En los fibroblastos control se observaron ndcleos con la
forma tipica de elipse, mientras que los fibroblastos HGPS presentaron nucleos con
morfologia aberrante caracterizada por la presencia de protuberancias y pliegues

de la envoltura nuclear (Fig. 14).

Lam A/C DAPI Merge

..

HGPS1 Control

HGPS2

Fig. 14. Morfologia nuclear de los fibroblastos y HGPS. Se muestran ensayos de
inmunofluorescencia para la proteina lamina A/C en fibroblastos normales y HGPS, utilizando el
anticuerpo anti-lamina A/C DSHB (verde); los nucleos se tifieron con DAPI (azul) previo al analisis
por microscopia confocal. Se observa la presencia de protuberancias y pliegues en los
fibroblastos HGPS1 y HGPS2 (flechas blancas).

Posteriormente se monitoreé la morfologia nuclear durante diferentes
pasajes de los cultivos de fibroblastos normales y HGPS. Se llevo a cabo un andlisis
morfométrico de los ndcleos en los pasajes 2, 3, 4 y 5 de cada cultivo, empleando
el Plugin NIl de ImageJ, como se describe en la seccion de Materiales y métodos.
El parametro del contorno nuclear es un indicativo de irregularidad morfologica,

mientras que la razén de radio es proporcional al tamafio nuclear. De acuerdo con
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la medicion del contorno nuclear, los nucleos de los fibroblastos HGPS1 y HGPS2
presentan irregularidades morfolégicas desde el pasaje 2 hasta el pasaje 5, en
comparacion con los fibroblastos control (Fig. 15A). Por lo que respecta a la
medicion de la razén de radio, los nucleos de los fibroblastos HGPS1 y HGPS2
muestran un menor tamafio que los nucleos de los fibroblastos control a lo largo de

todos los pasajes analizados (Fig. 15B).
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Fig. 15. Analisis morfométrico nuclear de los fibroblastos control y HGPS en relacion al
nimero de pasajes. (A) Gréafica de contorno nuclear de los fibroblastos normales y HGPS. Se
observa una diferencia significativa entre los fibroblastos control y HGPS1 y HGPS2 del pasaje 2
al 5. (B) Grafica de la razon de radio de los fibroblastos normales y HGPS. Los valores de los
fibroblastos HGPS1 y HGPS2 son mas pequefios con respecto a los valores de los fibroblastos
control desde el pasaje 2 hasta el pasaje 5. n>200 nucleos. Los datos se analizaron mediante la
prueba estadistica Mann Whitney.
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8.2.La atenuacién de la exportacion nuclear exacerbada mediante
tratamiento con LMB recuperala morfologia nuclear de los fibroblastos
HGPS

Debido a que existe una diferencia significativa entre la morfologia nuclear
de los fibroblastos normales y HGPS independientemente del nimero de pasajes
de los cultivos, se selecciond el pasaje 3 para realizar los siguientes ensayos, ya
gue en este punto se han analizado los fenotipos de las células HGPS mencionados

anteriormente.

Para evaluar el efecto de la atenuacion de la exportacion nuclear exacerbada
sobre la morfologia nuclear en los fibroblastos HGPS, se procedié a tratar
fibroblastos normales y HGPS con LMB durante 3y 6 dias y enseguida se realizaron
los ensayos de inmunofluorescencia indirecta contra la lamina A/C. De manera
interesante, se observo una clara recuperacion de la morfologia nuclear de los
fibroblastos HGPS tanto a los 3 dias (Fig. 16A) como a los 6 dias (Fig. 16D) de
tratamiento con LMB; los datos del contorno nuclear y de la razon de radio
confirmaron estas observaciones, ya que se observé una diferencia significativa
entre los fibroblastos HGPS tratados con LMB vy los fibroblastos HGPS tratados
solamente con el vehiculo tanto al dia 3 (Fig. 16B y C) como al dia 6 (Fig. 16E y F)
de tratamiento. En su conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con LMB
alivia la morfologia nuclear de los fibroblastos HGPS y la asemeja a la de los

fibroblastos normales.
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Fig. 16. La atenuacién de la exportacidon nuclear exacerbada de los fibroblastos HGPS
recupera la morfologia nuclear. (A y D) Ensayos de IFI para la lamina A/C en los fibroblastos
normales y HGPS tratados con LMB o con el vehiculo durante 3 (A) y 6 (D) dias. Los nucleos se
tinieron con DAPI (azul) previo al analisis por microscopia confocal. Se aprecia una clara
recuperacion de la morfologia nuclear en los fibroblastos HGPS1 y HGPS?2 tratados con LMB.
(B, C, E y F) Graficas de los valores de contorno nuclear y razén de radio de los fibroblastos
control y HGPS tratados con LMB o con el vehiculo por 3 (B, C) y 6 dias (D, F). Los valores de
los fibroblastos HGPS1 y HGPS2 tratados con LMB se asemejan a los valores de los fibroblastos
normales. n>200 ndcleos. Los datos se analizaron mediante la prueba estadistica Mann Whitney.

HGPS2

Control HGPS1 HGPS2

31



8.3.Comparacién de los tratamientos con LMB y FTI sobre la morfologia

nuclear de los fibroblastos HGPS

Se ha reportado previamente que el inhibidor de la enzima farnesiltransferasa
(FTI), el cual se emplea actualmente como agente terapéutico para la progeria,
mejora la morfologia nuclear aberrante de las células HGPS; por esta razon,
decidimos comparar el efecto de ambos tratamientos (FIT y LMB) en los fibroblastos
HGPS. Se corroboré que el FTI mejora la forma nuclear de las células HGPS ya que
se observaron nucleos redondos después del tratamiento; sin embargo, estos
nacleos presentaron forma de dona (Fig. 17B). En contraste, los nulcleos de los
fibroblastos HGPS tratados durante 3y 6 dias con LMB (Fig. 17C) se asemejan mas

a los nucleos ovalados de los fibroblastos normales (Fig. 17A).

Fibroblastos control Vehiculo FTI

C
Vehiculo LM8
Dia 3 Dia 6

HGPS1

HGPS2

Lam A/C Lam A/C + DAPI

Fig. 17. Lamorfologia nuclear de los fibroblastos HGPS tratados con LMB es mas parecida
alade los fibroblastos normales que la de los fibroblastos HGPS tratados con FTI. (A) IF
para la lamina A/C sobre fibroblastos normales. (B) IFI para la lamina A/C sobre fibroblastos
HGPS tratados con FTI. (C) IFI para la lamina A/C sobre fibroblastos HGPS tratados por 3y 6
dias con LMB. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) previo al andlisis por microscopia confocal.

HGPS1

HGPS2
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8.4.Distribucién subcelular de las proteinas a-DB y Dp71 en los en los
fibroblastos HGPS

Previamente se ha reportado que las proteinas a-Distrobrevina (a-DB) y
Dp71 se localizan en el nucleo e interaccionan con la lamina nuclear en diferentes
lineas celulares, lo que sugiere su participacion en el mantenimiento de la estructura
nuclear (Fuentes-Mera et al., 2006; Gonzalez-Ramirez et al., 2008). Ademas, estas
dos proteinas contienen sefales de exportacion nuclear (NES) reconocidas por la
exportina CRML1. Por lo tanto, se procedié a analizar si la localizaciéon nuclear de
estas dos proteinas se ve alterada en las células HGPS debido a la sobreexpresion
de CRM1. Con este fin, se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia
indirecta en los fibroblastos normales HGPS tratados con LMB o solamente con el

vehiculo durante 24 horas.

Para el caso de la Dp71 se observo una deslocalizacion de la proteina del
ndcleo hacia el citoplasma en los fibroblastos HGPS tratados con el vehiculo, en
comparacion con los fibroblastos normales (Fig. 18A, panel izquierdo). De manera
interesante, se observd un restablecimiento de la distribucion nuclear de la proteina
en los fibroblastos HGPS tratados con LMB (Fig. 18A, panel derecho). Estas
observaciones se confirmaron mediante la cuantificacion de la Fn/c, en donde se
observé una disminucion de la sefial nuclear de la proteina en los fibroblastos HGPS
tratados solamente con el vehiculo, con respecto a los fibroblastos normales (Fig.
18B) y un aumento significativo de la sefial de la proteina dentro del nucleo en los
fibroblastos HGPS después del tratamiento con LMB (Fig. 18C).
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Fig. 18. Distribucién subcelular de la Dp71 en los fibroblastos normales y HGPS tratados
con LMB o con el vehiculo. (A) IF para la Dp71 (verde) en fibroblastos normales y HGPS
tratados con el vehiculo o con LMB. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) previo al analisis por
microscopia confocal. (B) Se observa la cuantificacién de la Fn/c de los fibroblastos control y
HGPS tratados con el vehiculo. (C) Se observa la cuantificacion de la Fn/c de los fibroblastos
control y HGPS tratados con LMB o con el vehiculo solamente. n=100 células. Para el andlisis de
los datos se aplicé la prueba t no pareada.

Por lo que respecta a la a-DB, ésta proteina se encontré deslocalizada del
nacleo hacia el citoplasma en los fibroblastos HGPS1 tratados con el vehiculo, pero
no en los fibroblastos HGPS2 (Fig. 19A, panel izquierdo). Después del tratamiento
con LMB se observo una acumulacion nuclear de la a-DB en ambos cultivos HGPS
(Fig. 19A, panel derecho). estas observaciones se corroboraron mediante la
cuantificacion de la Fn/c (Fig. 19B y C).
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Fig. 19. Distribucién subcelular de la a-DB en los fibroblastos normales y HGPS tratados
con LMB o con el vehiculo solamente. (A) Se muestra la IFl para la a-DB (verde) en los
fibroblastos normales y HGPS tratados con LMB o con el vehiculo solamente. Los nucleos se
tiieron con DAPI (azul) previo al andlisis por microscopia confocal. (B) Se muestra la grafica con
las mediciones de la Fn/c para los fibroblastos normales y HGPS tratados con LMB o sélo con el
vehiculo. (C) Se presenta la gréafica de los resultados de la Fn/c en los fibroblastos normales y
HGPS tratados LMB o con el vehiculo solamente LMB. n=50 células. Los datos se analizaron
con la prueba estadistica t no pareada.

8.5. Distribucion subcelular de la proteina Sp3 en los fibroblastos HGPS

Con la finalidad de demostrar que la sobreexpresion de la exportina CRM1
presente en los fibroblastos HGPS afecta especificamente la localizacién nuclear
de proteinas que presentan exportacibn nuclear, se analizé la distribucién

subcelular del factor de transcripcion Sp3, el cual carece de NES (Suske, 2016),
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mediante ensayos de IFlI y microscopia confocal se observé que la distribucion
nuclear caracteristica de Sp3 no se altera en los fibroblastos HGPS, sin importar el

tratamiento por 24 horas con LMB o con vehiculo (Fig. 20).

Vehiculo LMB

Sp3 DAPI Zoom

Control

HGPS1

HGPS2

Fig. 20. Ladistribucion subcelular de la proteina Sp3 en los fibroblastos normales y HGPS
no cambia con el tratamiento con LMB. Se muestra los ensayos de IFI de los fibroblastos
normales y HGPS, utilizando un anticuerpo anti-Sp3 (verde). Los nucleos se tifieron con DAPI
(azul) previo al analisis por microscopia confocal. Se aprecia la misma distribucién subcelular de
la proteina Sp3 en los fibroblastos control y HGPS tratados con LMB o con el vehiculo solamente.
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9. DISCUSION

La expresion de progerina provoca diferentes dafios en las células de
progeria, como son una morfologia nuclear aberrante, alteraciones en la
organizaciéon de la cromatina, desregulacion de genes, aumento de dafio del ADN,
disfuncién mitocondrial y alteracién en la distribucién y funcionamiento de los poros
nucleares, entre otras; sin embargo, alin no se conoce con certeza cOmo es que la
progerina desencadena toda esta serie de alteraciones celulares. Posiblemente la
progerina afecta inicialmente algin mecanismo celular clave dando lugar al
desarrollo de dafios secundarios en las células. De manera importante, en nuestro
grupo de trabajo se encontrd que el mecanismo de exportacion nuclear mediado por
la exportina CRM1 esta exacerbado en el sindrome de progeria, lo cual puede estar
ocasionando la deslocalizacion de una amplia diversidad de proteinas que
contienen sefiales de exportacion nuclear (NES) en su secuencia y que estan
implicadas en varios mecanismos esenciales para el correcto funcionamiento
celular. Ademas, mediante la expresion exdgena de progerina en un sistema celular
ortélogo (células HelLa) también se demostrd que existe una relacion directa entre
la presencia de progerina y el aumento de los niveles de la exportina CRM1. Por
esta razon creemos que la exportacion nuclear exacerbada es un mecanismo clave
provocado por la progerina, el cual desencadena defectos en distintos mecanismos

celulares debido a la deslocalizacion nuclear de una gran cantidad de proteinas.

En este contexto, debido a que la Leptomicina B (LMB) disminuye el
mecanismo de exportacién nuclear por medio de la inhibicion de la actividad de
CRML1, en nuestro grupo de trabajo se decidio evaluar el efecto de este farmaco
sobre el fenotipo de las células HGPS, bajo la hipétesis de que probablemente
aminoraria las anormalidades celulares. Interesantemente, se ha observado que
este tratamiento alivia algunas caracteristicas de las células HGPS, como el estrés
nucleolar, la senescencia celular y la morfologia celular senescente; no obstante,
es necesario determinar si el rescate del fenotipo celular en el HGPS mediante la
modulacién farmacolégica de CRM1 comprende otros de los defectos que
presentan estas células.
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En el presente trabajo se evalud el efecto del farmaco LMB sobre la
morfologia nuclear aberrante de las células HGPS, una caracteristica distintiva que
ha sido ampliamente descrita y estudiada; para ello se utilizaron fibroblastos
provenientes de pacientes con progeria como modelo de estudio. De manera muy
interesante, mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta de la lamina A/IC y
el analisis morfométrico de los nucleos, se observd una clara recuperacion de la

morfologia nuclear de los fibroblastos HGPS tratados durante 3 y 6 dias con LMB.

Con base en estos resultados, decidimos comparar la morfologia nuclear de
los fibroblastos tratados con LMB con la morfologia nuclear de fibroblastos tratados
con FTI (inhibidor de farnesiltransferasa), ya que previamente se ha demostrado
gue este este Ultimo farmaco provoca una mejoria significativa de la morfologia
nuclear en células de progeria (Glynn y Glover, 2005; Yang et al., 2006). Sin
embargo, notamos que el tratamiento con FTI promueve la formacion de nucleos
redondos en forma de dona, lo cual se ha reportado que da lugar a otros defectos
celulares (Verstraeten et al., 2011). En contraste, el tratamiento de los fibroblastos
HGPS con LMB da como resultado una morfologia nuclear semejante a la de los
fibroblastos normales. Por todo lo anterior podemos decir que la atenuacion de la
exportacion nuclear exacerbada mediante LMB induce la recuperacion de la

morfologia nuclear de las células de progeria a su condicion normal.

Una vez que observamos el alivio de la morfologia nuclear aberrante en las
células de progeria, surgié la inquietud de explorar los posibles mecanismos que
pudieran estar contribuyendo a la mejoria de este fenotipo celular. Como ya se ha
dicho, las laminas nucleares ayudan al mantenimiento de la estructura nuclear; sin
embargo, se ha descrito que ademas de la pérdida de lamina A en el sindrome de
progeria también existe una disminucion de los niveles de la lamina B1 (Kubben et
al., 2016), por lo que es légico pensar que este fenOmeno esta implicado en los
defectos nucleares que presentan las células HGPS. De manera importante,
nuestro grupo de trabajo demostrd que proteinas asociadas a distrofina como la a-
DBy la Dp71, cuya exportacion nuclear es mediada por CRM1, son necesarias para

mantener de la estabilidad de la lamina B1 (Fuentes-Mera et al., 2006; Gonzéalez-
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Ramirez et al., 2008; Suarez-Sanchez et al., 2014). Por lo tanto, es plausible
proponer que la a-DB y la Dp71 pudieran estar deslocalizadas hacia el citoplasma
en las células de progeria debido al incremento de la exportacion nuclear, lo que
provocaria la desestabilizacion de la lamina B1 y dafaria en ultima instancia la
forma del ndcleo. Al normalizarse la exportacion nuclear mediante tratamiento con
LMB, estas dos proteinas se acumularian nuevamente en el nucleo contribuyendo
a la estabilidad de la lamina B1 y a la arquitectura nuclear. Como se mencioné
anteriormente, en el laboratorio hemos observado un incremento en los niveles de
la ldmina B1 tras el tratamiento de las células HGPS con LMB, lo cual es consistente
con esta hipotesis.

Bajo esta tesitura, procedimos a analizar la distribucion subcelular de la a-DB
y la Dp71 en fibroblastos HGPS. Confirmamos que la localizacion subcelular de la
proteina Dp71 esta alterada en las células HGPS y que su distribucién nuclear se
restablece al inhibir la exportacion nuclear con LMB. Para el caso de la proteina a-
DB, sélo se observo su deslocalizacion hacia el citoplasma en los fibroblastos
HGPS1, restableciéndose su localizacion nuclear al usar LMB. Es probable que
estas diferencias se deban a que los cultivos de HGPS provienen de pacientes que
se encontraban en distintas etapas de progresién de la patologia cuando se aislaron
los fibroblastos. Se requieren experimentos adicionales que nos permitan identificar
las moléculas y/o mecanismos implicados en el alivio del fenotipo HGPS ante el

tratamiento con LMB.

Por dltimo, para demostrar que los fendmenos que hemos observado en el
laboratorio son debidos a la acumulacién nuclear de proteinas cuya exportacion
nuclear es mediada por la exportina CRM1, decidimos analizar la distribucién
subcelular de una proteina nuclear que no contiene NES, el factor de transcripcién
Sp3. De acuerdo a lo esperado, la distribucion nuclear de Sp3 se mantuvo inalterada
entre los fibroblastos normales y HGPS, y tampoco cambio su distribucion después

del tratamiento con LMB.
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10.CONCLUSIONES
% La atenuacion de la exportacion nuclear exacerbada mediante LMB corrige
la morfologia nuclear aberrante en células de progeria.

+ La morfologia nuclear de los fibroblastos HGPS tratados con LMB es muy

semejante a la de los fibroblastos normales.

% La Dp71 esta deslocalizada hacia el citoplasma en los fibroblastos HGPS,

pero su distribucion se restablece tras el tratamiento con LMB.

% La a-DB se encuentra deslocalizada hacia el citoplasma solamente en los
fibroblastos HGPS1 y después del tratamiento con LMB recupera su

localizaciéon nuclear.
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11.PERSPECTIVAS
> Analizar los niveles proteicos de la a-DB y la Dp71 antes y después del
tratamiento con LMB.

» Analizar la distribucion subcelular y niveles proteicos del B-DG (proteina

asociada a la lamina nuclear) en los fibroblastos HGPS, antes y después del
tratamiento con LMB.
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