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Resumen

El sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) es una enfermedad de
envejecimiento prematuro que no tiene cura, la cual comparte muchos de sus
fenotipos caracteristicos con el envejecimiento normal; por lo que la identificacion
de procesos biologicos desregulados en el HGPS podria ayudar a definir nuevas
estrategias terapéuticas para ambas condiciones. La progerina actia como una
proteina dominante negativa de la lamina A que cambia la estructura de la lamina
nuclear, dando lugar a los diferentes fenotipos relacionados con la senescencia en
el HGPS, sin embargo la relacion de esta desregulacion de la lamina nuclear con el
fenotipo senescente en la progeria es aun desconocido. En este trabajo reportamos
por primera vez que la exportacion nuclear esta exacerbada en el HGPS debido a
la sobreexpresion de CRM1, y demostramos que esta relacionada directamente con
la expresion de progerina; ademas, observamos que la actividad de promotor de la
exportina CRM1 se encuentra elevada en fibroblastos de pacientes con HGPS. En
el grupo de trabajo se observo que la inhibicion farmacolégica de CRML1 recupera
varios marcadores celulares asociados al envejecimiento prematuro. Por lo que en
este estudio realizamos la sobreexpresion exdégena de CRM1 en fibroblastos
normales, y observamos que se recrea el fenotipo senescente relacionado con el
HGPS, asi como, la inhibicién farmacoldgica revierte en su mayoria los fenotipos
alterados. Interesantemente también encontramos que los niveles y la actividad de
CRM1 aumentan en fibroblastos de individuos de edad avanzada y a su vez la
inhibiciébn farmacoldgica recupera algunos fenotipos relacionados con la
senescencia celular. En conjunto, estos hallazgos corroboran que la exportacion
nuclear alterada mediada por CRM1 es un fenotipo clave en el envejecimiento
prematuro y en el envejecimiento normal, por lo que puede ser considerado como

una nueva alternativa terapéutica.



Abstract

Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) is an incurable premature aging
disease which shares many of its characteristic phenotypes with normal aging;
therefore, the identification of deregulated biological processes in HGPS could help
to discover new therapeutic strategies for both conditions. Progerin acts as a
dominant negative protein of lamin A that disrupts the structure of the nuclear lamina,
giving rise to the different phenotypes related to senescence in HGPS, however the
relationship of this dysregulation of the nuclear lamina with the senescent phenotype
in progeria it is still unknown. Here we report for the first time that nuclear export is
exacerbated in HGPS due to the overexpression of CRM1, and we show that it is
directly related to the expression of progerin; furthermore, we observed that the
promoter activity of exportin CRML1 is elevated in fibroblasts from patients with
HGPS. It was previously observed that pharmacological inhibition of CRM1 recovers
various cellular markers associated with premature aging. For this reason, in this
study, the exogenous overexpression of CRM1 in normal fibroblasts, re-capitulates
the HGPS cellular phenotype, as well as, the pharmacological inhibition reverses
most altered phenotypes. Interestingly, we also found that the levels and activity of
CRM1, increase in cells from healthy aged individuals and, in turn, pharmacological
inhibition recovers some phenotypes related to cellular senescence. Altogether,
these findings corroborate that CRM1-mediated altered nuclear export is a key
phenotype in premature aging and normal aging, so it can be considered as a new

therapeutic alternative.



1. Introduccion

1.1 Envejecimiento y el Sindrome de Progeria Hutchinson-Gilford (HGPS)

Inicialmente se definié al envejecimiento como la acumulacion progresiva de cambios
a través del tiempo que estan asociados a una mayor susceptibilidad ante las
enfermedades (Harman, 1956), pero una definicibn mas actual considera al
envejecimiento como la disminucién gradual de las capacidades fisicas y psicoldgicas
gue causan alteraciones morfolégicas, metabdlicas y cognitivas que limitan la calidad
de vida y en ultima instancia causan la muerte (Lopez-Otin, Blasco, Partridge, Serrano,
& Kroemer, 2013). Los sindromes progeroides (envejecimiento prematuro) son un
grupo de enfermedades monogénicas que se asemejan en algunos aspectos con el
envejecimiento natural. La mayoria, si no todos, son causados por mutaciones en los
genes de reparacion del ADN o laminas nucleares (Ashapkin, Kutueva, Kurchashova,
& Kireev, 2019). Estas enfermedades podrian desempefiar un papel importante como
modelo en los estudios de los mecanismos naturales de envejecimiento. Una de las
enfermedades de envejecimiento acelerado mas estudiada es el sindrome de progeria
de Hutchinson-Gilford (HGPS por sus siglas en inglés; Hutchinson-Gilford Progeria
Syndrome), causado por mutaciones en el gen LMNA que codifica las proteinas

fibrilares nucleares laminas A y C (Kubben & Misteli, 2017).

El HGPS es el sindrome de envejecimiento acelerado mas frecuente y ampliamente
estudiado. Este ha despertado gran interés, debido a que los fenotipos que presenta
son muy similares al envejecimiento normal, por lo tanto, su estudio podria ayudar a
encontrar tratamientos para evitar o retrasar la progresion de enfermedades asociadas
al envejecimiento. El HGPS afecta a 1 de cada 4-8 millones de recién nacidos y los
individuos afectados mueren por ataques al miocardio o accidentes cerebrovasculares
alrededor de los 13 afios (Hennekam, 2006; Kubben & Misteli, 2017). Las
caracteristicas clinicas de HGPS se manifiestan poco después del nacimiento e
incluyen alopecia de cuerpo completo, pérdida de grasa subcutdanea y musculo

esquelético, distrofia ungueal, rigidez articular, arrugas de la piel, calcificaciones
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subcutaneas, debilitamiento de la estructura 6sea y pérdida de la vista (Hennekam,
2006). La mayoria de estas caracteristicas estan presentes en el envejecimiento normal
(Ashapkin et al., 2019).

El HGPS es causado por una mutacion puntual de novo que se localiza en el exon 11
de uno de los alelos del gen LMNA, donde la mutacién cambia una citosina por una
timina (1824C>T) y expone un sitio criptico de splicing que ocasiona la eliminacion de
150 nucleétidos en el RNA mensajero maduro. Esto resulta en la sintesis de una
variante trunca de la prelamina A que carece de 50 aminoécidos en el extremo carboxilo
y se le ha asignado el nombre de progerina (A50 prelamina A). Debido a que la region
faltante contiene un sitio de corte para la enzima Zmpste24, encargada de remover un
grupo farnesilo que se agrega a la lamina A durante su maduracion, la proteina mutante
progerina permanece anormalmente farnesilada (Fig. 1). De esta manera la progerina
se acumula en su forma farnesilada y carboximetilada en su extremo C-terminal (De
Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al., 2003; Y. Wang et al., 2016). La expresion
anormal de prelamina A y progerina causa multiples alteraciones estructurales y

funcionales en la célula.
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Figura 1.- Procesamiento de la prelamina A en células normales y HGPS.

(A) En las células normales se lleva a cabo un splicing normal entre los exones 11 y 12 del gen LMNA,
que da lugar a la prelamina A, la cual sufre modificaciones postraduccionales secuenciales para producir
la lamina A madura. La accién de la proteasa ZMPSTE24 (también conocida como FACE-1) elimina la
regiéon del C-terminal que esta farnesilado y carboximetilado. (B) El HGPS es causado por una mutacion
de novo en el gen LMNA (c.1824C> T; p.G608G), que produce un splicing aberrante entre los exones
11-12. La falta de 50 residuos de aminoacidos que abarcan el sitio de escisién de ZMPSTE24 impide la
eliminacion de la region del C-terminal, lo que ocasiona que la progerina permanezca farnesilada y
carboximetilada, lo que a su vez provoca mdltiples alteraciones celulares, envejecimiento prematuro y

muerte. [Modificado de (Hamczyk, del Campo, & Andres, 2018)]



1.2 LaLamina Ay la progerina

El procesamiento de la lamina A (farnesilacidn y carboxi-metilacion) es importante para
que la proteina migre del reticulo endopldsmico hacia el interior del nacleo y se ancle
correctamente en la envoltura nuclear, y su procesamiento final (corte por la
metaloproteasa ZMPSTE24) es muy importante para que la proteina madure y lleve a
cabo sus funciones. La lamina A forma parte de la lamina nuclear, la cual esta
compuesta por las laminas tipo A (A, C) y las laminas tipo B (B1 y B2). La lamina
contribuye a la asociacion de la envoltura nuclear con la heterocromatina periféricay a
la integridad nuclear (de Leeuw, Gruenbaum, & Medalia, 2018; Dechat, Adam, Taimen,
Shimi, & Goldman, 2010); por lo tanto, su deficiencia altera la plasticidad nuclear y la
organizacion de la cromatina (De Vos et al., 2010; Gruenbaum & Foisner, 2015).

Por su parte, la progerina actia como una dominante negativa, se acumula en la
periferia nuclear e interrumpe las propiedades mecanoquimicas de la ldmina nuclear,
causando multiples alteraciones estructurales y funcionales, incluyendo la transduccion
de sefales, la transcripcion, la estructura de la cromatina, la morfologia nuclear, la
reparacion de ADN, la funcion mitocondrial, el ciclo celular, y estabilidad de los
telomeros; todas estas alteraciones provocan en Ultima instancia senescencia celular,
muerte celular, y la aceleracién del envejecimiento del organismo (Dorado & Andres,
2017; Gordon et al., 2014) (Gordon, Cao, & Collins, 2012; Gruenbaum & Foisner, 2015)
(Fig. 2). Actualmente se desconocen los mecanismos moleculares que generan todas

estas alteraciones en el HGPS.

13



: )
A ;\\/f'\ww\‘

'
' ¢
' '
' > ) 4 2 '
i N . . .
N 5 \ / ’ '
! ' . = . !
)

.* Reparaciéndel *-_ . FE ™AL S S
P X : .-~ Modificaciones ~~_
2 DNA % X p % ek ¢
N . % epigenéticas .

\ ’
' ¢
\ ’
. ’
’

. PrelamlraA
PrelamineA ' (G608G W)
¥

ZMPSTE24
I;rogerl na

TaminA

|

Lamina nuclear

/. 0 ’,’
S . 1—¢

) &
\‘\ Y @@l—l PGCla

Células % fob
positivas a -gal

\QLAutofagia % %

Figura 2.- Marcas de envejecimiento celular.

Se muestra una descripcion general de los defectos celulares/moleculares que subyacen los trastornos
del envejecimiento prematuro y el envejecimiento normal. Estas alteraciones estan interconectados e
incluyen una deficiencia en la via de reparacion del DNA, pérdida de integridad genémica, una pérdida
global de heterocromatina, alteraciones en la sefializacién metabdlica, aumento de especies reactivas
de oxigeno (ROS) por disfuncion mitocondrial, actividad reducida de las vias proteoliticas promotoras
de proteostasis y activacion de vias de senescencia [Modificado de (Hamczyk et al., 2018; Kubben &

Misteli, 2017)]
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1.3 Terapias contra el HGPS

Actualmente el desarrollo de terapias para contrarrestar la enfermedad ha tenido muy
poca eficiencia; sin embargo, se ha propuesto un amplio espectro de estrategias de
tratamiento dirigidas a varios procesos y con diferentes especificidades (Harhouri et al.,

2018; Piekarowicz, Machowska, Dzianisava, & Rzepecki, 2019) (Fig. 3).

El uso de un inhibidor de la enzima farnesil-transferasa (FTI), que evita la farnesilacion
de la progerina, y a su vez el anclaje permanente de la progerina en la membrana
nuclear s6lo aumenta la expectativa de vida de pacientes en alrededor de 1.6 afos.
(Gordon et al.,, 2012; Gordon et al., 2014). El uso de MG132 (un inhibidor del
proteosoma), promueve la degradacion de progerina mediante autofagia, logrando
disminuir la senescencia celular (Harhouri et al., 2017). Al inhibir la via de sefializacion
de mTOR, mediante rapamicina se observa la degradacion de la progerina, lo que da
lugar a la recuperacion de la morfologia nuclear y el retraso de la senescencia (Cao et
al., 2011). El tratamiento con el quimico JH4, impide la union de la progerina con la
lamina A, mejorando los defectos nucleares y evita la senescencia prematura (Lee et
al., 2016). El uso de azul de metileno también disminuye las aberraciones nucleares y
alivio la senescencia celular (Xiong et al., 2016) . Por otra parte, el uso de
oligonucledtidos morfolinos que bloquean el splicing criptico del gen LMNA, también ha
sido ampliamente estudiado, y ha logrado disminuir diversas marcas relacionadas con
senescencia celular, sin embargo, su uso clinico es muy limitado debido a la toxicidad
que presenta (Osorio et al., 2011; Scaffidi & Misteli, 2005). A pesar del estudio de
diferentes tratamientos, Unicamente el FTI ha sido usado de forma clinica pero sin

resultados muy prometedores.
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Figura 3.- Espectro de estrategias de tratamiento contra el HGPS.

Las estrategias de tratamiento se presentan de arriba hacia abajo dependiendo de su especificidad, en
donde las estrategias mas especificas estan en la base de la Figura. Alivio de la enfermedad por medio
de la eliminacion de la mutacion mediante la edicion del genoma (CRISPR). Inhibicién del splicing
aberrante usando oligonucledtidos antisentido (AON). Tratamiento con Metforminay MG132 para reducir
los niveles de progerina isoprenilada y metilada. Inhibidores de la enzima farnesil transferasa, FTI
(ZOledronato-PRAvastatina, ZOPRA, monoaminopirimidinas: mono-APs, inhibidor de la isoprenilcisteina
carboximetil transferasa (ICMT), inhibidor de la enzima geranil). Disminucion de los niveles de progerina
(tratamiento con rapamicina, sulforafano, retinoides o MG132). Alivio de los efectos nocivos rio abajo
causados por la acumulacion de progerina (inhibidor de Rock: Y-27632, factor 2 relacionado con el factor
nuclear eritroide-2: reactivacion de NRF2, azul de metileno, salicilato de sodio, Inhibidor de DOT1L: epz-
4777, remodelina, vitamina D, resveratrol, N-acetil-cisteina: NAC, pirofosfato inorgéanico: PPi y JH4).
[Modificado de (Harhouri et al., 2018; Piekarowicz, Machowska, Dzianisava, & Rzepecki, 2019)].
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Recientemente, estudios sobre la desregulaciéon del transporte nucleo-citoplamatico en
el HGPS, han abierto una nueva posibilidad de tratamiento para la enfermedad.

Se ha reportado un gradiente nucleo-citoplasmatico anormal de guanosina 5'-trifosfato
(GTP) unido a Ran (RanGTP), lo que ocasiona que la importacién nuclear de algunas
proteinas que requieren transporte activo dependiente de Ran a través del poro nuclear,
se altere (Datta, Snow, & Paschal, 2014; Kelley et al., 2011; Snow, Dar, Dultta,
Kehlenbach, & Paschal, 2013). Interesantemente, se ha reportado que la via de
importacion no clasica mediada por Transportin-1 (TNPO1) estd desregulada,
afectando varias proteinas importantes para la regulacion celular (NUP153 hnRNPAL,
TPR y Ran nuclear) (Larrieu et al., 2018). Se ha reportado en las células con HGPS
una fuerte unibn de TNPO1l a los microtubulos, y se ha propuesto que la
acetiltransferasa NAT10, que tiene una actividad incrementada en estas células,
hiperacetila a tubulina, siendo responsable indirecta de la desregulacion de TNPOL1. La
inhibicion de NAT10 mediante remodelina, restablece la importacion nuclear
dependiente de TNPOL1 en las células HGPS, permitiendo el transporte y reclutamiento
normal de las proteinas antes mencionadas, o que consecuentemente restablece la
reorganizacion de la cromatina y la transcripcion global de genes, evitando asi la
entrada prematura de las células a senescencia (Larrieu et al., 2018).

Debido a que el gradiente de Ran es importante también para la exportacion nuclear,
es interesante preguntar si este mecanismo dirigido por la Exportina 1 (XPO 1), también
conocida como CRM1 (chromosomal maintenance 1, por sus siglas en inglés) esta
alterado en el HGPS. CRM1 se une a las proteinas cargo a través de una sefial de
exportacion nuclear rica en leucina (NES) y las transporta a través del poro nuclear
mediante un gradiente Ran-GTP (Fu, Fung, Cagatay, Baumhardt, & Chook, 2018;
Ishizawa, Kojima, Hail, Tabe, & Andreeff, 2015). Dicho mecanismo puede ser inhibido
por el farmaco Leptomicina B (LMB), el cual se une covalentemente al sitio activo de la
exportina CRM1 en la cisteina 529 (Kudo et al., 1999).
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2. ANTECEDENTES

Resultados previos del laboratorio, mostraron que el mecanismo de exportacion nuclear
esta alterado en fibroblastos de pacientes con HGPS denominados, HGPS-1 y HGPS-
2, en comparacion con fibroblastos provenientes de un individuo sano (Control). Al
analizarse la localizacion subcelular de diferentes proteinas que presentan una sefal
de exportacion nuclear (NES; nuclear export signal) dependiente de CRM1, se observo
gque sus niveles nucleares estaban disminuidos en las células con HGPS, vy
consecuentemente su concentracidon en el compartimento citoplasmatico estaba
aumentada. En la Figura 4A se muestra como ejemplo, que la distribucion subcelular
del factor de transcripcidon STAT3, esta disminuida en el nicleo e incrementada en el
citoplasma en las células con HGPS. La cuantificacidon de la relacion nucleo/citoplasma
de la sefial de fluorescencia corrobor6 estas observaciones (gréafica de la derecha). De
manera interesante, cuando las células con HGPS se trataron con 1nM de LMB
(inhibidor especifico de CRML1), se recuperé la localizacién nuclear predominante de
ciertas proteinas, incluyendo STAT3, siendo parecida a la localizacion que se observo
en los fibroblastos control (Fig. 4A). En consecuencia, estos resultados indican que la
deslocalizacion de las proteinas se debe a una alteracion en la exportacion nuclear.
Para analizar si este mecanismo alterado podria ser debido a una desregulacion en la
expresion de la exportina, en el grupo de trabajo se evaluaron los niveles de la exportina
CRML1. Como se aprecia en la Figura 4B, el nivel de fluorescencia de CRM1 fue mas
intenso en las células con HGPS que en las células control, lo que sugiere que los
niveles de CRM1 estan elevados en los fibroblastos con HGPS. Para corroborar esta
hipétesis se midié la concentracion de CRM1 mediante ensayos de WB y RT-PCR.
Estos experimentos demostraron efectivamente, que los niveles de CRM1 estan
aumentados en las células HGPS, e interesantemente el incremento en la expresion de
CRML1 ocurre a nivel de ARN mensajero (Figura 4C Y 4D), lo que sugirié una posible

regulacion transcripcional.
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Figura 4.- Sobre-expresién de la exportina CRML1 en los fibroblastos HGPS.

(A) Los cultivos de fibroblastos primarios de individuos con HGPS y de un individuo sano se cultivaron
sobre cubreobjetos y se trataron durante 6 dias con 1 nM de leptomicina B (LMB) diluida en etanol al
70%, y con el vehiculo solamente. Las preparaciones se sometieron a ensayos de IF indirecta para
analizar la distribucion de las proteinas, STAT-3, B23, ZO2, Dp71 Y HDAC (solo se muestran los
resultados para STAT3). Los nlcleos se tifieron con DAPI. Se muestran imagenes representativas de
microscopia confocal de 3 experimentos independientes con cortes Opticos a nivel del nucleo. El
tratamiento con LMB restauro los niveles nucleares de las proteinas analizadas en los fibroblastos HGPS.
(B) La distribucién subcelular de la exportina CRM1 se examiné mediante IF indirecta utilizando
anticuerpos anti-CRM1. Los nucleos se tifieron con DAPI. Se muestran imagenes representativas de tres
experimentos independientes. (C) Se obtuvieron lisados de los fibroblastos normales y de HGPS para su
analisis mediante WB, utilizando anticuerpos especificos para CRML1 y actina (control de carga). Se
cuantificaron los niveles de CRM1, ajustandose con los niveles de actina y las diferencias significativas
entre los cultivos celulares se indican con asteriscos (panel inferior). (D) Se cuantificaron los niveles del
ARN mensajero de la exportina CRM1 mediante RT-PCR en tiempo real. Los datos representan la media
+/- desviacion estandar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Los asteriscos
indican diferencias significativas.

(Fig. 4A proporcionada por Dra. Vélez Aguilar; Fig. 4B por M. en C. Rodriguez Pérez; Fig. 4C en
colaboracion con M. en C. Rodriguez Pérez; Fig 4D por Dra.Vazquez Limeta).

Como se observo previamente, el aumento de CRM1 deslocaliza diversas proteinas
que tienen NES, y el uso de la LMB reestablece su localizacion dentro del nucleo.
Debido que hay mas de 250 proteinas que dependen de la exportina CRM1 y la
regulacion controlada de su localizacion subcelular es importante para la proteostasis
dentro de las células (Xu, Grishin, & Chook, 2012), fue factible pensar que en el HGPS,
la sobreexpresion de la exportina CRM1 esta relacionada con el fenotipo caracteristico
de la enfermedad, por lo que se plante6 como hipoétesis, que la atenuacion de la
actividad exacerbada de CRM1 mediante el tratamiento con LMB a las células con
HGPS podria evitar o retrasar la senescencia celular, fenotipo que es caracteristico del
HGPS.

Para comprobar esta hipoétesis, fue necesario analizar si el tratamiento con LMB
afectaba la viabilidad de las células, por lo que realizamos un ensayo de MTT sobre los
cultivos celulares con HGPS vy el grupo control, tratados con LMB vy el vehiculo desde
el dia 1 hasta el dia 3. En la Figura 5A se observa que los cultivos control y los cultivos
con HGPS presentan una disminucion de la viabilidad celular, pero sin que se presente
muerte celular (Fig. 5B; medida por Anexina V) (experimentos preliminares que llevaron
a la precisiéon de los objetivos). Estos resultados pueden explicarse debido a la accién

que tiene la LMB sobre el ciclo celular, se sabe que este farmaco arresta las células en
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Figura 5.- Andlisis del viabilidad y muerte celular en células HGPS tratadas con LMB.

(A) La viabilidad de las células control y HGPS tratadas con LMB 1 nM o con el vehiculo solamente. Se
evalué durante un periodo de 3 dias mediante ensayos con MTT. Se muestran los datos de tres ensayos
independientes. (B) Las células se trataron con LMB 1 nM o vehiculo durante 3 dias antes de tefiirse con
anexina V y yoduro de propidio y se analizaron por citometria de flujo. Porcentaje de muerte celular de
tres experimentos independientes.

Como siguiente paso, se procedié a analizar si el tratamiento con LMB facilitaria la
recuperacion del fenotipo senescente de las células con HGPS. De manera notable,
después del tratamiento con LMB, se observé una disminucion en cuanto al nimero de
células tefiidas positivamente para la enzima B-galactosidasa (SA-B-gal), un marcador
relacionado directamente con la senescencia celular (Fig. 6A). Asi mismo, también se
observd una recuperacion parcial de los niveles de proteina de la lamina B1 después

del tratamiento con LMB (Fig. 6B). Los bajos niveles de lamina B1 estan estrechamente
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relacionados con la aparicion de senescencia celular. Otro fenotipo caracteristico del
HGPS es la pérdida de la heterocromatina, por lo tanto se evalué este marcador
mediante el analisis de la histona H3K9me3 (marcador de heterocromatina). En apoyo
a la hipétesis planteada, se observé que las células con HGPS tratadas con LMB
recuperan los niveles de proteina de la histona H3K9me3 (Fig. 6C). La morfologia
nuclear aberrante y la expansion nucleolar (evaluadas por tincion para lamina A/C y
para fibrilarina, respectivamente) que se presentan en las células con HGPS
(caracteristicas relacionadas con la senescencia celular), disminuyeron como
respuesta a la accién de la LMB, indicando que la regulacion de esos fenotipos puede
estar estrechamente relacionada con la exportacion nuclear (Fig. 6D y E). Por ultimo,
la expansion de la superficie celular como caracteristica morfologica alterada en la
senescencia de los fibroblastos HGPS, también se recuperd después del tratamiento
con LMB (Fig. 6F).

En conjunto, estos resultados indicaron que el fenotipo celular del HGPS se reduce
después de que la actividad exacerbada de la exportina CRM1 se atenta usando la
LMB. Por lo tanto, la desregulacion de la exportaciéon puede ser uno de los mecanismos

centrales que desencadenan la senescencia celular.
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Figura 6.- La inhibicion farmacoldgica de CRM1 disminuye algunos marcadores de la
senescencia celular en las células con HGPS.

(A) Los fibroblastos control y HGPS se trataron durante 2 dias con LMB 1 nM o con el vehiculo solamente.
Se evaluo la actividad de la B-galactosidasa y se muestran imagenes representativas de su expresion
activa. Barra = 100 um. El porcentaje de células senescentes se calculé a partir de 3 experimentos
independientes (n = 300 células para cada condicién). (B) Los lisados de fibroblastos control y HGPS,
previamente tratados durante 6 dias con LMB o con el vehiculo 50 nM, se analizaron mediante WB,
usando anticuerpos contra la lamina B1 y actina (control de carga). Se evaluaron cuantitativamente los
niveles de lamina B1 (panel inferior). (C) Los lisados de las células HGPS tratadas con LMB o con el
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vehiculo se analizaron mediante WB usando anticuerpos contra H3K9me3 y actina (control de carga).
Se muestran los niveles relativos de H3K9me3 (gréfica inferior). Las diferencias significativas se
determinaron mediante la prueba “t" no pareada. (D) Los fibroblastos control y HGPS se trataron durante
3 dias con LMB 50 nM o con el vehiculo solamente. Posteriormente las células se inmunomarcaron para
lamina A / C y se analizaron por IF. (E) Los fibroblastos control y HGPS, se inmunotifieron contra
fibrillarina para visualizar los nucléolos. Barra, 10 um. (F) Los fibroblastos control y HGPS se tifieron,
marcando con faloidina para visualizar el cito-esqueleto de actina. Barra, 50 um.

(Fig. 6A, 6B, 6C y 6F proporcionadas por M.en C..Garcia Aguirre; Fig. 6D, por M. en C. Amaro
Encarnacion; Fig. 6E en colaboracién con Dra. Vélez Aguilar).
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3. JUSTIFICACION

El hecho de que la modulacion farmacolégica de la actividad exacerbada de la exportina
CRML1 recupera algunas marcas celulares/moleculares, relacionadas del fenotipo
senescente de las células HGPS, sugiere que la hiperactividad de exportacion nuclear
es un mecanismo central en el HGPS. Por lo tanto, seria importante evaluar si la
sobreexpresion de la exportina CRM1 es suficiente para recrear algunas caracteristicas
del fenotipo de senescencia celular en fibroblastos.

Ademas, debido a la estrecha relacion del fenotipo senescente en el HGPS con el
envejecimiento normal, es factible pensar que la actividad desregulada de la
exportacion nuclear también sea parte de los cambios moleculares que se presentan

durante el envejecimiento celular.
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4. HIPOTESIS

La hiperactividad del mecanismo de exportacion nuclear de proteinas producida por
una sobreexpresion de la exportina CRM1, inducird senescencia celular en fibroblastos
normales. Debido a que el mecanismo exacerbado de exportacion nuclear mediado
por CRM1 parece mediar alteraciones celulares en el sindrome progeroide, es factible
también que en cierta medida este mecanismo juegue un papel durante envejecimiento

normal.

26



5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Estudiar la participacion de la exportina CRM1 en el desarrollo de la senescencia celular
asociada al HGPS.

5.2 PARTICULARES

1.-ldentificar el mecanismo que provoca la sobreexpresion de CRM1 en el HGPS
y/o en el envejecimiento fisiolégico.

a) Estudiar la actividad del promotor de CRM1 en fibroblastos con HGPS.

b) Analizar la sobreexpresion de la proteina progerina en un sistema heterélogo
(HeLa) y evaluar los niveles de la exportina CRM1, asi como su relacién con la
senescencia celular.

c) ldentificar la actividad de union de factores de transcripcion que regulan la
actividad del promotor de CRM1.

2.- Definir si la sobreexpresion de la exportina CRM1 recrea los fenotipos
caracteristicos del HGPS.

a) Sobreexpresar la exportina CRM1 en fibroblastos normales.

b) Analizar marcas celulares/moleculares relacionadas con la senescencia celular
(células positivas a p-gal, lamina B1, H3K9me3 y expansion celular).

3.- Determinar si la sobreexpresion/hiperactividad de la exportina CRM1 ocurre
en el envejecimiento normal.

a) Evaluar los niveles y actividad de la exportina CRML1 en fibroblastos provenientes
de individuos de edad avanzada.

b) Analizar las marcas moleculares de la senescencia celular en fibroblastos
provenientes de individuos de edad avanzada.

4.- Evaluar comparativamente el efecto de los inhibidores de la exportina CRM1.:
selinexor y Leptomicina B.

a) Analizar la localizacion subcelular de proteinas con NES.

b) Evaluar la viabilidad celular después del tratamiento con los dos farmacos.
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7. METODOLOGIA

Para el desarrollo de esta propuesta se realizaron una combinacion de metodologias y

técnicas bioquimicas y moleculares, asi como un analisis morfolégico por microscopia

confocal.

7.1 Cultivo primario de fibroblastos

Cultivo celular. Se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos de piel (Coriell Cell

Repository, Camden NJ) que se mantuvieron y propagaron en medio MEM

suplementado con aminoacidos esenciales y no esenciales, 10% de suero fetal bovino

inactivado por calor, 50 U/ml de penicilina y estreptomicina, a una temperatura de 37°C

y en una atmosfera de CO:2 al 5%. La linea celular humana de cancer de Utero HelLa

(ATCC® CCL-2™) se cultivé en medio DMEM bajo las mismas condiciones descritas

anteriormente.

TABLA 1 Lista de cultivos de fibroblastos usados en este estudio

Cultivo ORIGEN Mutacién en LMNA Edad del donador Genero

AG08469 (WT) Coriell None 38 M
AG11513 (HGPS-1) Coriell G608G 8 F
AG11498 (HGPS-2) Coriell G608G 14 M
AG08470 Coriell None 10 F
AG06290 Coriell None 74 M
AG10884 Coriell None 87 M
AG07725 Coriell None 91 M
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7.2 Anticuerpos y plasmidos

Los anticuerpos y plasmidos utilizados en este estudio se enlistan en la Tabla 2.

TABLA 2 Lista de anticuerpos y plasmidos usados en este estudio

ANTICUERPOS
ANTICUERPO PROOVEDOR ORIGEN Dilucion
WB IF
Santa Cruz Biotechnology . . . .
STAT3 (Cat: sc-482) Policlonal de conejo 1:3000 1:50
Santa Cruz Biotechnology . . . )
B23 Cat: sc-6013-a) Policlonal de conejo 1:3000 1:50
Novus Biologicals, . . ) ;
CRM1 (Cat: NB100-79802) Policlonal de conejo 1:4000 | 1:250
L Abcam . . . .
LaminaB1 (Cat: ab16048) Policlonal de conejo 1:3000 1:250
AT Abcam : . .
Fibrillarina (Cat: ab5821) Policlonal de conejo N/A 1:50
Abcam : : . .
H3K9me3 (Cat: ab8898) Policlonal de conejo 1:3000 | 1:1500
Zymed Laboratories . . . .
Z0-2 (Cat: 71-1400) Policlonal de conejo 1:1000 1:200
Cell Signaling Technology . . .
FLAG (Cat: 2368) Policlonal de conejo 1:1000 N/A
e Santa Cruz Biotechnology : . .
Lamina A/C (Cat: sc-20681) Policlonal de conejo 1:4000 N/A
Santa Cruz Biotechnology . . .
NTF2 (Cat: sc-80008) Monoclonal de raton 1:150 1:50
. Dr. Manuel Hernandez, p .
Actina CINVESTAV, México Monoclonal de ratén 1:3000 N/A
Santa Cruz Biotechnology .
NF-YA (Cat: sc-17753 X) Monoclonal de raton N/A N/A
PLASMIDOS
NOMBRE PROOVEDOR
pBABE-puro-GFP-wt-lamina A Addgene
pBABE-puro-GFP-progerina Addgene
pFLAG-hCRM1 Addgene
p3xFLAG-CMV-10 Addgene
Flag-CRM1 Este estudio
CSHCTRO001-nH1 GeneCopoeia
CS-HSH090209-nH1-01a GeneCopoeia
pCRM1promoter Este estudio
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7.3 Tratamientos

Los fibroblastos se trataron durante 1, 3 o 6 dias con leptomicina B (LMB; Sigma-
Aldrich) utilizando una concentracion de 1 nM o 50Mm. El farmaco se diluyo en etanol
a una concentracion final de 0.1%. Los cultivos controles se trataron Unicamente con el

vehiculo del farmaco.

7.4 Transfecciones

Los fibroblastos se transfectaron con Lipofectamina 3,000 siguiendo el protocolo del
fabricante (Invitrogen). Se obtuvieron fibroblastos transfectados de forma estable
cultivandolos durante 12 dias con 200 ug/mL de G418 (Invitrogen). Las células HelLa
se sometieron a transfeccion doble, utilizando el vector pFlag-CRM1 y un vector que
expresa un siRNA (shRNA) dirigido contra el factor de transporte nuclear humano 2
(NUTF2) o un shRNA control (GeneCopoeia inc.).

Las células HelLa se transfectaron con Lipofectamine 2000 (Invitrogen), y para obtener
cultivos transfectados establemente, las células se mantuvieron en presencia de 1ug/ml

de puromicina y 800 ug/mL de G418 durante 6 dias.

7.5 Western Blot (WB)

Los extractos de proteinas se separaron en geles de acrilamida al 10% y 12% con SDS
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, las cuales se bloquearon con leche
descremada al 5% en la solucion amortiguadora TBS-T y. Las membranas se incubaron
con el anticuerpo primario apropiado y después de lavarse se agregé el anticuerpo
secundario. La sefial se revel6 con ECL (Amersham) sobre placas de rayos X. Se
realiz6 andlisis de densitometria de las placas de rayos X, utilizando un sistema de
captura de imagenes (Bio-Rad Laboratories), y los valores se estandarizaron con un

control de carga (actina o calnexina).

7.6 Inmunofluorescencia indirecta 'y microscopia confocal.

Las células se lavaron con la solucibn amortiguadora de cito-esqueleto (PBS con
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pH=7.4), se fijaron y se permeabilizaron por incubacién en una solucion de para-
formaldehido al 2% y 0.5% de Triton X100 durante 15 minutos. Enseguida, las células
se bloquearon por 20 minutos con gelatina al 0.5% y suero fetal bovino al 1% y se
lavaron con PBS. Se agreg6 el anticuerpo primario apropiado y después de lavarse con
PBS se adicion6 el anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina o Cy3. Las
preparaciones se lavaron con PBS, se incubaron con DAPI por 10 minutos para tefiir el
ndcleo y se montaron sobre portaobjetos con VectaShield (Vector Laboratoires, INC),
para su posterior observacion en un microscopio de epi-fluorescencia acoplado al
sistema confocal. Se utilizé el software image J para el andlisis digitalizado de las

imagenes.

7.7 Ensayos cuantitativos de inmunoprecipitacion de la cromatina
(Q-ChlP)

Los ensayos Q-ChIP se realizaron segun (Morales-Lazaro et al., 2010) utilizando 7-8
pg de anticuerpos anti-NF-YA de raton o 7-8 ug de IgG de ratdén (control irrelevante).
Se usaron 20 ng de ADN para realizar ensayos cuantitativos de PCR (qPCR), usando
SYBR Green e iniciadores especificos para amplificar la region promotora de CRM1
(van der Watt & Leaner, 2011).

7.8 Ensayos de viabilidad celular

La proliferacion celular se evalu6 mediante el ensayo 3- (4,5-dimetiltiazol-2-5-
difeniltetrazolio bromuro (MTT), como se describié anteriormente (Velez-Aguilera et al.,
2018).

7.9 Ensayo de citoquimica para identificar células senescentes

Los fibroblastos HGPS y del grupo control se sembraron sobre cubreobjetos de 18x18
mm contenidos en cajas petri de 35 mm, y se les adicion6 1.5 mL de medio de cultivo.
Las células se incubaron por 24 horas y en seguida se lavaron con 2 ml de la solucién
amortiguadora de Fosfato Salino (PBS) 1X. Se adicion6 1 mL de solucion fijadora 1X
(2% de formaldehido, 0.2% de glutaraldehido en PBS, SIGMA) durante 7 minutos a
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temperatura ambiente y posteriormente las células se lavaron dos veces con 3 mL de
PBS 1X. Se adicion6é a las preparaciones 1 mL de la solucién de tincién de [3-
Galactosidasa [Img/ml de 5-bromo-4-cloro-3-inolil-B-D-Galactospiranosido (X-gal) en
dimetilformamida (20 mg/ml stock); 40 mM acido citrico / fosfato de sodio a pH 6.0; 150
mM NacCl; 2 mM MgCI2; 5 mM ferricianuro potasico, SIGMA] y se incubaron a 37°C
durante toda la noche en una incubadora seca sin CO:. Las preparaciones se lavaron
con PBS, se dejaron secar y posteriormente se montaron en un portaobjetos con 6 uL
de VectaShield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EE.UU.) Las células se
observaron mediante microscopia de campo claro para cuantificar las células tefiidas

de azul que expresan la B-Galactosidasa (células senescentes).

7.10 Ensayos de la actividad de promotor

Los fibroblastos WT, HGPS - 1 y HGPS - 2 se transfectaron como se describi6
anteriormente, utilizando un vector que expresa la luciferasa Firefly bajo el control del
promotor de CRM1 humano y un vector que expresa la luciferasa de Renilla (control
para normalizar la eficiencia de transfeccion entre los diferentes cultivos). Después de
48 h, se midié la actividad de la luciferasa usando el kit Dual Luciferase Assay

(Promega).

7.11 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los diferentes experimentos se llevé a cabo mediante la prueba
"t” de Student no pareada. Los datos representan la media + SEM (error estandar de la
media) de una serie de tres experimentos separados, y los valores de p<0.05 se
tomaron como estadisticamente significativos. Cuando se sefiala, el analisis estadistico
se llevd a cabo utilizando la prueba “U” no paramétrica exacta de Mann-Whitney y los
datos se representaron la media =+ SEM, o la media £ SD de una serie de tres
experimentos separados. Los valores de p <0.05 se tomaron como estadisticamente
significativos. El analisis estadistico se realizd con el software GraphPad Prism 5 (San

Diego).
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8. RESULTADOS

8.1 La sobreexpresion de CRM1 se debe a un aumento en la actividad de su
promotor inducida por la progerina

Para determinar si el aumento de la expresion de CRM1 es controlado a nivel
transcripcional, como se ha reportado en cancer (van der Watt & Leaner, 2011),
decidimos analizar la actividad de su promotor en los fibroblastos de pacientes con
HGPS. Para este fin realizamos la amplificacion de la region promotora completa de
CRML1 reportada por van der Watt y Leaner en el 2011 (1500 pares de bases) (Fig. 7A),
y posteriormente la clonamos en el vector reportero pGL3, en donde la
expresion/actividad de la luciferasa quedo bajo el control del promotor de la exportina
CRM1 (Fig. 7B). Interesantemente, observamos un aumento significativo en la actividad
del promotor de CRML1 en las células HGPS-2 (Fig. 7C).
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Figura 7.- La activad del promotor de CRM1 estd aumentada en las células HGPS-2.

(A) La amplificacion de la regiéon promotora de CRM1 mediante PCR fue vista en un gel de agarosa a
distintas concentraciones. (B) Carril 2: se observa la clonacion del vector reportero pGL3 con el promotor
de CRML. Carril 3: se observa la restriccion con enzimas especificas con las que fue clonado el promotor
(Nhel y Hind IlI). (C) Las células WT y HGPS1-2 se transfectaron con el vector reportero que expresa la
Luciferasa bajo el control del promotor humano de CRM1 y el vector que expresa la luciferasa Renilla
(control para normalizar la eficacia de transfeccién). La actividad de las enzimas se estimé 48 h post-
transfeccion. Los datos representan la media £ SD de tres experimentos independientes (prueba de "t
no pareada).

Debido a que la sobreexpresion de la exportina CRM1 puede estar relacionada con la
presencia de progerina, decidimos analizar si la expresion de progerina en un sistema
heterdlogo (células Hela), podria generar un aumento en los niveles de la exportina
CRM1. Para ello se realiz6 la transfeccién de un vector que expresa la proteina
recombinante GFP-progerina, o de un vector que expresa la fusibn GFP-lamina A
(control). Como se ha reportado previamente (Noda et al., 2015), la expresion de
progerina genera una morfologia nuclear aberrante (Fig. 8A). Interesantemente, la
presencia de progerina caus6 un aumento del 40% en la concentracion de la exportina
CRML1 (Fig. 8B). Para verificar si la sobreexpresion de CRM1 se refleja en un aumento
de su actividad, se analiz6 la localizacion subcelular de una proteina nuclear con NES
(STAT 3). Observamos una disminucidon estadisticamente significativa de la sefal
nuclear STAT 3 (Fig.8C). Asi mismo, analizamos si la hiperactividad de CRM1 induce
algunas caracteristicas de senescencia celular (perdida de lamina B1 y el marcador de
heterocromatina H3K9me3), (Freund, Laberge, Demaria, & Campisi, 2012; Sidler,
Kovalchuk, & Kovalchuk, 2017; A. S. Wang, Ong, Chojnowski, Clavel, & Dreesen,

2017). La presencia de progerina en las células HelLa gener6 una disminucion de la
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histona H3K9me3 pero no de ldmina B1 (Fig. 8D). Finalmente, decidimos analizar si la
sobreexpresion exdgena de progerina en las células Hela, induce la actividad del
promotor de CRM1. Se ha reportado que el factor de transcripcion NF-YA regula
positivamente al promotor de CRM1 (van der Watt & Leaner, 2011). Mediante ensayos
ChIP-gPCR se evalud la actividad de unién de NF-YA al promotor de CRM1, y se
encontré un incremento de ~30% en las células transfectadas con GFP-progerina, con
respecto a las que expresan GFP-lamina A (Fig. 8E). Estos resultados indican que en
el HGPS la progerina induce la actividad del promotor de CRM1, generando un aumento
de los niveles de la exportina CRM1, lo que consecuentemente ocasiona un desbalance
en la homeostasis de proteinas, y en ultima instancia la induccion de senescencia

celular.
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Figura 8.- Andlisis de la expresién de progerina en células HelLa.

Las células HelLa se transfectaron de manera estable para expresar GFP-lamina A o GFP progerina. (A)
La morfologia nuclear se analizé6 mediante IF. Los nucleos se tifieron con DAPI. Barra, 80 uM. (B) Los
lisados de las células HeLa que expresan GFP-lamina A o GFP-progerina se sometieron a WB, usando
anticuerpos contra CRM1, GFP o actina (control de carga). (C) Se analizé por microscopia confocal la
distribucion de STAT 3 (proteina que contiene NES). Barra, 80 um (D) Los lisados se sometieron a WB,
usando anticuerpos contra la ldmina B1. La histona H3K9m3 y actina (control de carga). La expresion
relativa de proteinas se calculé a partir de tres experimentos independientes, los valores de "p” denotan
diferencias significativas de los promedios +SD (prueba de "t" de Student no pareada). (E) Las células
HelLa que expresaban GFP-lamina A o GFP-progerina se sometieron a inmunoprecipitacién de la
cromatina (ChlP), utilizando anticuerpo anti-NF-YA, seguido de ensayos de PCR para amplificar la region
promotora de CRML1. Los datos corresponden a dos ensayos independientes realizados por triplicado.
(Fig. 8E, en colaboracion con la Dra. Sara Morales)
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8.2 La sobreexpresion ectopica de CRM1 reproduce el fenotipo senescente del
HGPS

Tomando en consideracion que la inhibicion farmacologica de CRM1 mitiga el fenotipo
senescente de las células con HGPS, nos planteamos la hipotesis de que la
sobrexpresion de CRM1 es un determinante central en el desarrollo de un fenotipo
similar al HGPS. Para probar esta idea decidimos analizar si la sobreexpresion ectopica
de CRML1 en fibroblastos normales es suficiente para reproducir el fenotipo senescente
caracteristico del HGPS. Se disefié un plasmido que expresa CRML1 fusionado a la Flag
(FLAG-CRM1) y con éste se transfectaron de manera estable cultivos de fibroblastos
provenientes de un individuo sano. Como control se transfectaron las mismas células
con un vector conteniendo Unicamente la secuencia de la etiqueta. Después de un
periodo de seleccién de 12 dias en presencia de neomicina (cultivos estables), se
observé un aumento de aproximadamente el doble en la cantidad de CRM1 en las
células transfectadas con FLAG-CRM1, en comparacion con las células que expresaron
anicamente FLAG (Fig. 9A). La hiperactividad de la exportina CRML1 en las células que
expresan FLAG-CRM1 se confirmé mediante la inmunofluorescencia para STAT 3
(proteina blanco de CRM1), en donde se observé que STAT 3 se deslocaliza hacia el
citoplasma (Fig. 9B). Notablemente los cultivos que sobreexpresaron CRM1 contienen
un 75% de células senescentes, mientras que aquellos que Unicamente expresaron a
FLAG, solamente presentaron un 19% de células senescentes (Fig. 9C). Las células
senescentes se identificaron por medio de la tincién positiva para SA-B-gal. Otro
parametro que esta relacionado con la senescencia celular es la expansion celular
(Ogrodnik, Salmonowicz, Jurk, & Passos, 2019), y puede notarse claramente que la
sobreexpresion de la exportina CRM1 generé una morfologia extendida y aplanada
que es corregida al inhibir la exportacion nuclear con la droga LMB, corroborando que
el fenotipo senescente es debido a la sobreexpresion de la exportina CRM1 (Fig. 9D).
Como se mencion6 previamente, la disminucion de lamina B1 y la pérdida de la
heterocromatina son caracteristicas adicionales relacionadas con senescencia celular.
Por lo tanto, suponiendo que la alteracion de la exportacion nuclear puede ser un
mecanismo clave en la senescencia celular, decidimos evaluar estos dos marcadores

en las células que sobreexpresan CRML1. Interesantemente se encontré que en los
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fibroblastos transfectados con FLAG-CRM1 se presentd una disminucién en la
fluorescencia que corresponde a los niveles de lamina B1 (Fig. 9E y 9F), y en aquellos
para la histona H3K9me3, (marcador de heterocromatina) (Fig. 9G y 9H). Estos
fenotipos se recuperaron cuando las células que sobrexpresaron FLAG-CRM1 se
trataron con LMB, lo que confirm6 que este efecto fue producido por una actividad
exacerbada de CRM1. Finalmente, debido a que el area nucleolar es una caracteristica
distintiva del fenotipo senescente del HGPS, analizamos este parametro en las células
gue sobreexpresaron CRM1, encontrando de manera interesante que los fibroblastos
que sobreexpresaron FLAG-CRML1 presentaron un aumento en el &rea nucleolar. En
conjunto estos resultados nos indican que la sobreexpresion de CRM1, es suficiente

para reproducir un fenotipo de senescencia celular en fibroblastos normales.
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Figura 9.- La sobreexpresion ectépica de CRM1 induce el fenotipo de envejecimiento prematuro
en fibroblastos primarios normales.

Los fibroblastos primarios humanos derivados de un donante sano se transfectaron de manera estable
para expresar FLAG-CRM1 o FLAG solamente. (A) Los lisados se sometieron a WB, usando anticuerpos
contra CRM1, Flag o actina (control de carga). Se muestran los niveles relativos de CRM1 (panel
derecho). (B) Ensayos de inmunofluorescencia que muestran la distribucion subcelular de STAT 3. Se
determindé como parametro cuantitativo la relacion de intensidad ndcleo / citoplasma (n / c) (grafica).
Barra, 10 ym. (C) Se midi6 la actividad de B-galactosidasa y se estim6 el porcentaje de células
senescentes a partir de 3 experimentos independientes (n = 300 células para cada condicion). Barra, 100
pum (A - B) Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba de "t" de Student. (D) Los
fibroblastos transfectados se tifieron con faloidina-rodamina para visualizar el cito-esqueleto de actina.
Los fibroblastos que expresan Flag-CRML1 se trataron durante 3 dias con 50 nM de LMB o con el vehiculo.
Posteriormente se tifieron con faloidina-rodamina y se analizaron mediante inmunofluorescencia y
microscopia confocal. Barra, 50 um. Se cuantificd el area celular (n> 150 células) y las diferencias
significativas entre los diferentes cultivos celulares se determinaron mediante la prueba "U” de Mann-
Whitney (E) Los lisados de fibroblastos que expresaron Flag o Flag-CRM1 y que fueron tratados
previamente durante seis dias con 50 nM de LMB o con el vehiculo, se analizaron mediante WB, con
anticuerpos contra la lamina B1 y actina (control de carga). Se muestran los niveles relativos de lamina
B1. Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba "t"de Student no apareada. (F) Los
fibroblastos transfectados con o sin tratamiento con LMB, se inmunotifieron para lamina B1, y se
muestran imagenes representativas. Barra, 10 um. La grafica muestra el patrén de fluorescencia para la
lamina B1 trazada sobre un vector lineal que ocupa el diametro mayor de la estructura. (G) Los
fibroblastos normales que expresaron Flag o Flag-CRM1 de forma estable se trataron como se indica en
el inciso (E) y posteriormente se analizaron mediante WB, utilizando anticuerpos contra H3K9me3. Se
muestran los niveles relativos de H3K9me3 y las diferencias significativas entre los cultivos celulares se
determinaron mediante la prueba de "t" de student no pareada. (H) La distribuciéon nuclear de H3K9me3
se analizé en fibroblastos transfectados con o sin tratamiento con LMB. El analisis cuantitativo muestra
el perfil de fluorescencia generado por los anticuerpos anti-H3K9me3. (I) Los fibroblastos control y
aquellos con fenotipo HGPS, se inmunotifieron para B23 que permite visualizar la integridad de los
nucléolos y posteriormente, se analizaron mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. Barra,
10 um. Se cuantific6 el area nucleolar (n> 100 nucléolos por condicién de tres experimentos
independientes), las diferencias significativas entre los diferentes cultivos celulares se determinaron
mediante la prueba "U" de Mann-Whitney panel derecho.

8.3 La sobreexpresion de CRM1 induce la expresion de algunos marcadores de
senescencia en las células HelLa a pesar de que el gradiente de Ran se
encuentre alterado

La exportacién e importacién nuclear de moléculas, son procesos regulados por el
establecimiento de un gradiente de Ran entre nucleo y citoplasma en una gran cantidad
de células (Lui & Huang, 2009). Se ha reportado que este gradiente se encuentra
dafiado en el HGPS. Por lo tanto, en funcién de nuestros resultados previos, decidimos
evaluar en nuestro sistema celular si la sobrexpresion de CRM1 produciria una
exportacion nuclear exacerbada a pesar de que el gradiente de Ran se encuentre
alterado funcionalmente. Con este fin, en las células HelLa se realizé un silenciamiento
en la expresion del factor de transporte nuclear 2 (NTF2), el cual regula positivamente

el gradiente de Ran, y ademas, es importante para su importacion (Smith, Brownawell,
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& Macara, 1998). Bajo esta condicion experimental de silenciamiento de NTF2 en
células Hela, se cotransfect6 CRM1 de manera estable y en otro grupo experimental
solo se transfectaron los plasmidos vacios como control (Fig. 10A, panel superior).
Consistente con nuestra hipotesis, a pesar de la disminucion de NTF2 que dafa el
gradiente de RAN, observamos una hiperactividad de CRM1, como lo demuestra el
hecho de que la proteina STAT 3 (blanco de CRM1) se encuentra deslocalizada hacia
el citoplasma (Fig. 10A, panel inferior). Consecuentemente, la actividad exacerbada de
CRM1 indujo el desarrollo de algunas caracteristicas de la senescencia celular en este
sistema: disminucién de los niveles de lamina B1 y de la histona H3K9me3 (proteina
marcadora de heterocromatina perinuclerar) (Fig.10B panel superior). También puede
observarse la disminucién de la histona H3K9me3 a nivel de inmunofluorescencia (Fig.
10B panel inferior). Colectivamente estos resultados demuestran, que la
sobreexpresion de CRM1, es suficiente para generar un fenotipo senescente

independientemente del gradiente de Ran.
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Figura 10.- La exportacion nuclear alterada debido a la sobreexpresion de CRML1 se sobrepone a
un gradiente de Ran deficiente.

Las células HelLa se sometieron a una transfeccion doble utilizando el vector que expresa Flag-CRM1 o
solamente Flag, y un vector que expresa un shRNA dirigido al silenciamiento del gen de NTF2 o un
shRNA irrelevante. (A) Los lisados de las células transfectadas se analizaron mediante WB, usando
anticuerpos contra CRM1, NTF2 y actina (control de carga). Panel central: los niveles relativos de
proteina se evaluaron a partir de tres experimentos independientes (prueba de "t"de Student no pareada).
Panel derecho: la distribuciéon de STAT3 se analiz6 en las células transfectadas mencionadas
anteriormente. F n/c, se refiere a la relacion de la sefial de fluorescencia entre el nicleo y el citoplasma.
Barra, 20 um (B) Los lisados celulares de células co-transfectadas se analizaron mediante WB, con
anticuerpos contra lamina B1, H3K9me3 y actina (control de carga). Panel central: los datos
corresponden a 3 experimentos independientes (prueba “t* de Student no pareada). Panel derecho: la
distribucion nuclear de H3K9me3 se analiz6 en las células transfectadas mencionadas anteriormente.
Barra, 20 pm.

8.4 Participacion de la exportina CRM1 en el envejecimiento normal

El HGPS y el envejecimiento normal, comparten varias caracteristicas, por lo que el
primero se ha utilizado como modelo de estudio para entender el envejecimiento. Por
esta situacion en este trabajo se decidio averiguar si la sobreexpresion de la exportina
CRML1 es una caracteristica que esta presente también en el envejecimiento normal.
Con este fin evaluamos los niveles de CRM1 en diferentes cultivos de fibroblastos
provenientes de individuos de diferentes edades (10-91 afos).

Interesantemente, se observd que existe una correlacién directamente proporcional
entre el aumento de CRM1 y la edad de los individuos (Fig. 11). Para determinar si la
sobrexpresion de CRM1 da lugar a una mayor actividad del mecanismo de exportacion
nuclear, analizamos la distribucién subcelular de STAT3, Z0-2 y B23 (proteinas blanco
de CRM1). Observamos que existe una deslocalizaciébn de estas proteinas hacia
citoplasma en los fibroblastos de individuos de edad avanzada (74-91 afos), en
comparacion con los cultivos de fibroblastos de individuos jovenes (10-38 afios). El
tratamiento con LMB reestablece la localizacién nuclear de las tres proteinas, de
manera similar a la distribucion que se presenta en las células de individuos jovenes
(Fig.11B). La cuantificacion de la relacion de la fluorescencia nuclear y citoplasmatica
(Fn/c) confirmé estas observaciones. Estos resultados nos indican que la
sobreexpresion/hiperactividad de CRM1 es una propiedad desregulada que se

comparte entre el envejecimiento normal y el HGPS.
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Figura 11.- La expresién y actividad de CRM1, aumentan durante el envejecimiento normal.

(A) Se analizaron cultivos primarios de fibroblastos humanos provenientes de individuos sanos con
diferentes edades y un cultivo de fibroblastos de un individuo con HGPS (HGPS-1) mediante WB, usando
anticuerpos contra CRM1, lamina A / C y actina (control de carga). La expresion relativa de CRM1 se
muestra en el panel inferior, y las diferencias significativas entre los diferentes cultivos se calcularon
mediante la prueba de "t'de Student no pareada. (B) Se evalud la localizacién subcelular de tres proteinas
que contienen NES (STAT3, Z0-2 y B23) en los cultivos de fibroblastos indicados. Los cultivos se trataron
previamente con LMB o con su vehiculo por 24 horas. Barra, 20 um, se calculd la relaciéon de la
fluorescencia nuclear y citoplasmatica (F n / c) para las tres proteinas (n = 50 células), y las diferencias
significativas entre los cultivos celulares se obtuvieron mediante la prueba "U " y se graficaron los
promedios +SD.

8.5 La atenuacion farmacologica de CRM1 alivia marcas de senescencia en
fibroblastos de individuos de edad avanzada.

Como se menciond previamente, el envejecimiento normal y el HGPS comparten
algunas caracteristicas del fenotipo de senescencia celular. Por lo tanto, decidimos
analizar si el tratamiento con LMB alivia tres marcas de senescencia, la expansion
nucleolar, la pérdida de heterocromatina y la pérdida de lamina B1 (Buchwalter &
Hetzer, 2017; Gonzalo, Kreienkamp, & Askjaer, 2017; Sidler et al., 2017), en los cultivos
de fibroblastos de individuos de edad avanzada. Como se aprecia en la Figura 12A, la
expansion nucleolar es mas notoria en las células de donadores de mayor edad (87 y
91 afios). Notablemente esta alteracién se redujo después del tratamiento con LMB
(Fig. 12A). La cuantificacion del area nucleolar de los fibroblastos tratados con LMB o
solo con su vehiculo, confirmé esta observacién. Después del tratamiento con LMB el
tamafio de los nucléolos del individuo de 91 afios fue similar al del individuo de 38 afios
(Fig. 12B). Con respecto a la pérdida de la heterocromatina y la pérdida de lamina B1,
se observé que las células de individuos de edad avanzada (87 y 91 afios) presentaron
un disminucion notoria de las dos marcas de senescencia, con respecto a las células
de un individuo joven (38 afios) (Fig. 12C y 12E). Finalmente, observamos que la
disminucién de los niveles de H3K9me3 se recuperaron como respuesta al tratamiento
con LMB (Fig. 12D), sin embargo no los niveles de lamina B1 (Fig. 12F), indicando que
posiblemente la recuperacion de la heterocromatina es independiente de la lamina B1.
Estos resultados corroboran que la exportaciéon nuclear exacerbada es también un

mecanismo clave durante el envejecimiento normal.
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Figura 12.- El tratamiento con LMB restablece el area nucleolar y la marca de heterocromatina
H3K9me3 durante el envejecimiento normal.

(A) Los fibroblastos de individuos de diferentes edades se inmunotifieron para B23 con la finalidad de
decorar los nucléolos. Los fibroblastos se trataron previamente durante seis dias con 1 nM de LMB o con
su vehiculo. B) Se determind el area nucleolar (n> 500 nucléolos para cada condicién) y las diferencias
significativas entre los cultivos celulares se determinaron mediante la prueba "U" de Mann-Whitney.
Barra, 10 um. (C) Los cultivos de fibroblastos de individuos de diferentes edades se inmunotifieron para
la histona H3K9m3 para visualizar la cromatina periférica. Los lisados de los fibroblastos se analizaron
mediante WB, utilizando anticuerpos contra H3K9m3 y actina (control de carga). Se muestran los niveles
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relativos de H3K9me3 (dos experimentos). (D) Los niveles de la H3K9me3 se analizaron en los
fibroblastos de individuos de diferentes edades WB, utilizando anticuerpos especificos para la H3K9me3
y actina (control de carga). Los fibroblastos se trataron previamente durante seis dias con 1 nM de LMB
o con su vehiculo. Se muestran los niveles relativos de la lamina B1. Los datos representan los promedios
+ SD de tres experimentos independientes (prueba de "t" no pareada). (E) Los lisados de los fibroblastos
se analizaron mediante WB, utilizando anticuerpos contra lamina B1 y actina (control de carga). Se
muestran los niveles relativos de lamina B1 (dos experimentos). (F) Los niveles de lamina Bl se
analizaron en los fibroblastos de individuos de diferentes edades WB, utilizando anticuerpos especificos
para lamina B1 y actina (control de carga). Los fibroblastos se trataron previamente durante seis dias
con 1 nM de LMB o con su vehiculo. Se muestran los niveles relativos de la lamina B1l. Los datos
representan los promedios + SD de tres experimentos independientes (prueba de "t" no pareada).

8.6 Andlisis comparativo de los inhibidores de CRM1 Selinexor y LMB

Los resultados previos demuestran que la modulacion farmacoldgica de la exportina
CRML1 es un tratamiento prometedor para el HGPS; sin embargo, la elevada toxicidad
del farmaco LMB, podria complicar el escalamiento de esta estrategia terapéutica a un
modelo preclinico. Por lo tanto, se planted la utilizacién de un inhibidor sintético de
CRML1 llamado selinexor / KPT- 330, el cual se une de manera reversible a la exportina
CRM1, disminuyendo asi la toxicidad celular (A. Y. Wang & Liu, 2019). Como un primer
paso llevamos a cabo un estudio comparativo entre los farmacos LMB y selinexor /
KPT- 330 con respecto a su capacidad para inhibir la exportaciéon nuclear del factor de
transcripcion STAT 3, en cultivos de fibroblastos provenientes de un individuo sano y
de un paciente con HGPS. Observamos que ambos farmacos relocalizan hacia el
ndcleo a STAT3 con similar eficacia (Fig.13A). Se ha reportado que el selinexor
disminuye los niveles de CRM1 en diferentes lineas de cancer (Garg et al., 2017). Por
lo que decidimos evaluar si el selinexor mantiene esa propiedad en cultivos de
fibroblastos humanos e, interesantemente observamos que los niveles de CRM1
disminuyen al utilizar selinexor, en contraste con el aumento de CRM1 que provoca el
tratamiento con LMB (Fig.13B). Esta caracteristica del selinexor es una ventaja
adicional importante sobre el LMB para modular la exportacién nuclear exacerbada que
se presenta en el HGPS. Finalmente comparamos la toxicidad celular que provocan
ambos farmacos, mediante un ensayo de MTT que mide la viabilidad celular.
Observamos que el selinexor induce una menor toxicidad respecto a la LMB (Fig. 13C).
Con base a estos resultados, el paso siguiente es evaluar la capacidad del selinexor

para aliviar las marcas de senescencia celular presentes en el HGPS.
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Figura 13.- El selinexor posee caracteristicas superiores a LMB.

(A) Se analizaron cultivos de fibroblastos de un paciente con HGPS (HGPS-1) y de un individuo sano
(control). Se evalué la localizacién subcelular de STAT3 (proteina que contiene NES) en células tratadas
durante 24 horas con 1nM de LMB o 75nM de Selinexor con sus respectivos vehiculos solamente. Barra,
20 um. (B) Los lisados de los cultivos de fibroblastos que se indican se analizaron mediante WB, usando
anticuerpos contra CRM1 y actina (control de carga). En la grafica de la derecha se muestra los niveles
relativos de CRM1 (dos experimentos). (C) Se cuantificé la proliferacién celular de los cultivos de
fibroblastos que se indican, previamente tratados con 1 nM de LMB o con 75 nM de selinexor o tratadados
con sus respectivos vehiculos solamente. La proliferacion celular se midié durante un periodo de 6 dias
mediante ensayos MTT. Los datos representan los promedios de + SD de tres experimentos
independientes (prueba de "t" no pareada).
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9. DISCUSION

El HGPS es ocasionado por una mutacion en el gen LMNA que da lugar a la sintesis
de una variante mutante de la lamina A, llamada progerina, la cual genera diversos
fenotipos relacionados con la senescencia celular (Ghosh & Zhou, 2014); sin embargo,
los mecanismos y bases moleculares de la senescencia celular, relacionadas con la
funcién de la progerina, aun se desconocen. La senescencia celular se ha definido
como la pérdida del potencial de proliferacion de las células, caracterizandose por un
arresto del ciclo celular y otros marcadores de alteracion funcional (Munoz-Espin &
Serrano, 2014; Sharpless & Sherr, 2015; Young, Narita, & Narita, 2013). El HGPS ha
sido un modelo clave para el estudio de las bases moleculares de la senescencia celular
relacionada con el envejecimiento fisioldégico en funcidn de la coincidencia en diversas
alteraciones que se han observado en el desarrollo de estos procesos.

En nuestro grupo de trabajo, la M. en C. Rodriguez Pérez, demostré por primera vez
gue el mecanismo de exportacion nuclear de proteinas esta alterado en el HGPS debido
a la sobreexpresion de la exportina CRM1. Se conoce que esta exportina es el principal
sistema de exportacion de proteinas del nucleo al citoplasma, el cual regula la
exportacion nuclear de mas de 250 proteinas diferentes implicadas en diversas vias de
sefalizacion que rigen las funciones de las células mediante el reconocimiento de una
sefal de exportacién nuclear (NES), la cual esta presente en la proteina a exportar
(Ishizawa et al., 2015; Xu et al., 2012). La actividad exacerbada de la exportina CRM1
fue evidente al observar la incorrecta localizacion subcelular en el citoplasma de
diferentes proteinas con NES, como son, STAT-3 (se muestra en este estudios), FAK,
Z02, ciclina B1, y Dp71. El aumento en la expresion de la exportina CRM1, ademas de
observarse a nivel de proteina, también fue evidente a nivel de ARN mensajero lo que
sugiere que este incremento de expresion esta regulado a nivel transcripcional. En este
trabajo demostramos mediante el ensayo de actividad de luciferasa, que en el cultivo
HGPS-2 la regulacion positiva de la exportina esta controlada a nivel del promotor.
Debido a que so6lo uno de los dos cultivos utilizados en este estudio mostro esté
aumento en la actividad del promotor, y para confirmar que esté fendmeno es debido a

la enfermedad de HGPS y no al fondo genético del individuo, es necesario que la
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actividad del promotor de CRM1 se analice en otras lineas celulares de pacientes con
HGPS.

Por otra parte, se ha reportado que la alteracién de la exportacién nuclear, puede
causar una desregulacion de la proteostasis celular tanto en el nucleo como en el
citoplasma (Nguyen, Holloway, & Altura, 2012). Por lo que en este trabajo demostramos
principalmente que la desregulacién del sistema de exportacion de proteinas nucleares
esta directamente relacionada con la expresion de progerina, ademas de que esta
desregulacion determina criticamente la mayoria de los defectos celulares del HGPS.
Interesantemente demostramos que la expresion ectopica de la progerina en células
HelLa produjo un incremento en los niveles de la exportina CRM1, observandose la
actividad elevada de la exportacion, en la deslocalizacion hacia el citoplasma de la
proteina STAT3. A su vez, pudo observarse que se reproduce la pérdida del marcador
de la heterocromatina perinuclear (H3K9me3), el cual es uno de los fenotipos presentes
en el HGPS y envejecimiento fisiologico (Molina-Serrano, Kyriakou, & Kirmizis, 2019;
Tsurumi & Li, 2012; Zhang et al., 2016). El aumento de CRM1 debido a la progerina en
células Hela correlacion6 con una mayor actividad de union del factor NF-YA a la region
promotora de CRM1; se ha reportado que los factores de transcripcion NF-YA y Spl
regula positivamente al promotor de CRM1, y que p53 actia como un represor (van der
Watt & Leaner, 2011). Por su parte el factor NF-YA mantiene una interaccion directa
con la lamina A, la cual regula de forma negativa su funcion en complejo con las otras
subunidades de NF-Y (NF-YB y NF-YC) (Belluti et al., 2018; Cicchillitti et al., 2017). Se
ha reportado que la presencia de progerina, disminuye la localizacién nucleoplasmatica
de la lamina A (Belluti et al., 2018; Vidak et al., 2018), por lo hipotetizamos que hay una
mayor expresion de NF-YA que se encuentra mas libre en el nucleoplasma, lo que le
permite llevar a cabo su unién con el promotor de CRM1. Por otra parte, respecto a p53
(represor del promotor de CRM1), a pesar de que se ha reportado que la via de
sefalizacion de p53 estéa activa en el HGPS, y hay una elevada expresion de la proteina
(von Muhlinen et al., 2018), recientemente se descubri6 que la progerina puede
interactuar con la region media y el carboxilo terminal de p53, y la lamina A s6lo con la

region media (Yoon et al., 2019), asi mismo, se ha reportado que la progerina tiene la
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capacidad de secuestrar factores de transcripcién en la lamina nuclear (Infante et al.,
2014; Kubben et al., 2010; Kubben et al., 2016), por lo que no se descarta que la
progerina esté secuestrando o impidiendo algunas funciones de p53, entre ellas su
interaccion con el promotor de CRM1.

Debido a la importancia del sistema de exportacion nuclear en la proteostasis
celular, era previsible suponer que la exportacion nuclear alterada, mediada por CRM1
podria ser parte de los mecanismos basicos en el desarrollo de la senescencia en el
HGPS. Por lo que en nuestro grupo de trabajo, la Dra. Vélez Aguilera, el M. en C. Garcia
Aguirre y la M. en C. Amaro Encarnacion, evaluaron la inhibicién de la actividad de
CRML1 mediante el tratamiento farmacol6gico con LMB de las células con HGPS y se
encontré una recuperacion de fenotipos que se han relacionado con la senescencia
celular, como fueron: la recuperacion de la morfologia nuclear, la disminucién de células
senescentes positivas a SA-B-gal, la recuperacién de los niveles proteicos de la lamina
B1, y la heterocromatina perinuclear, el alivio de la morfologia celular senescente y la
expansion nucleolar. Esto nos indico que la correccién de la exportacion nuclear
alterada mediante la LMB tiene un efecto terapéutico sobre el fenotipo celular del
HGPS, sin embargo, era importante demostrar que la sobreexpresion de CRM1, era
importante en el desarrollo de la enfermedad.

En este trabajo se demostr6 que la exportacion nuclear alterada es un
mecanismo clave y principal en el desarrollo de la senescencia celular. La
sobrexpresion ectdpica de la exportina CRM1, reprodujo varias caracteristicas
asociadas con la senescencia celular en cultivos de fibroblastos de individuos sanos,
como son: aumento de células senescentes (marcador B-Gal), morfologia celular
senescente, la expansion nucleolar, la disminucién de la proteina lamina B1 y
disminucién de la histona H3K9me3 (marcadora de heterocromatina) (Fig. 14). Por lo
tanto, estos resultados nos indican que a pesar de la ausencia de progerina, la
sobreexpresion de la exportina CRM1 es suficiente y es el mecanismo intermedio que
recrear la senescencia celular que esta presente en el HGPS. Se han llevado a cabo
estudios de la relacion entre el transporte nuclear y el envejecimiento (Martins, Sousa,
Pereira, da Cruz, & Rebelo, 2020), sin embargo, este es el primer trabajo que relaciona

la exportacién nuclear alterada con el envejecimiento normal y prematuro.
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La envoltura nuclear es una unidad organizadora central que mantiene todos los
componentes que permiten el transporte de proteinas del nucleo al citoplasma e
inversamente; uno de los principales componentes es la lamina nuclear, la cual esta
conformada por las laminas tipo A (Ay C) y las laminas tipo B (B1 y B2). La lamina A
se ha relacionado con la senescencia celular a través de la via de p53 en el HGPS (von
Muhlinen et al., 2018; Yoon et al., 2019), y la ldmina B1 se ha relacionado su aumento
o disminucion con la senescencia celular, por lo que aun no esta claro su papel en el
HGPS (Barascu et al., 2012; Dreesen, Chojnowski, et al., 2013; Dreesen, Ong,
Chojnowski, & Colman, 2013; Shimi et al., 2011). Nosotros observamos una
disminucién de la lamina B1 y aumento de células senescentes, por lo que no se
descarta que sea la razon del desencadenamiento de la senescencia celular, sin
embargo, aun falta estudiar la via de p53 al aumentar la expresion de CRM1, ya que es
la principal via de senescencia celular que se ha estudiado en el HGPS.

Respecto a la integridad de la cromatina, el cual es el principal componente que
se encarga de la expresion o represion de genes, tanto las ldminas A, como las B, son
necesarias. La lamina A se une a la cromatina a través de la interaccién con las
proteinas que se encuentran en la membrana nuclear interna y contienen el dominio
LEM (LAP2, emerina y MAN2) (Haraguchi et al., 2001; Samwer et al., 2017). Como se
menciono previamente, en presencia de progerina hay una disminucion de la lamina A
en el nucleoplasma, lo que da lugar a la desorganizacion de la cromatina, ya que esta
controlada activamente por las interacciones cromosomicas entre cadenas formadas
por la ldmina A en todo el nucleo y no solo en la periferia nuclear (Bronshtein et al.,
2015). Por su parte las laminas tipo B se unen al receptor de la ldmina B (LBR), que
interactia con HP1, la cual se une al marcador de heterocromatina perinuclear
H3K9me3 (Polioudaki et al., 2001). En este trabajo, la pérdida de la marca de
heterocromatina H3K9me3 se puede atribuir tanto a la disminucién de los niveles de la
lamina B1 (Lukasova, Kovar'ik, Bacikova, Falk, & Kozubek, 2017), como a la ausencia
de la proteina HP1 que presenta una NES dependiente de CRM1 y ya se ha reportado
gue se encuentra disminuida en el nucleoplasma en el HGPS (Charo, Galigniana, &
Piwien-Pilipuk, 2018; Shumaker et al., 2006), y ademas, a la ausencia de Sirtuina 2 una

desacetilasa dependiente de NAD (SirT2), pues también contiene una NES
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dependiente de CRM1 (North & Verdin, 2007). Nosotros observamos, que después de
la sobreexpresion ectopica de CRM1, al corregir la exportacion nuclear alterada con
LMB, se restablecio por completo la heterocromatina, pero la lamina B1 s6lo en muy
poca cantidad, lo que sugiere que puede haber otras vias relacionadas con la
recuperacion de la heterocromatina tras el tratamiento con LMB, como puede ser el
restablecimiento de HP1 y SirT2 en el nucleo; ademas se ha reportado que el solo
aumento de la heterocromatina, rescata la morfologia nuclear en el HGPS, por lo que
podria ser un fenotipo importante y central en la senescencia celular (Stephens et al.,
2018). Por lo anterior, es importante estudiar también los niveles y la localizacion de la
lamina A al sobreexpresar CRM1, y observar si se pierde del nucleoplasma como
sucede en el HGPS, asi mismo observar su localizacion después del tratamiento con
LMB.

Por otra parte, uno de los principales componentes nucleares que se ve afectado
durante la senescencia celular es el nucléolo, el cual se encarga principalmente de la
biogenesis ribosomal. Se ha reportado que en fibroblastos de individuos de edad
avanzaday en el HGPS, hay una expansion en el &rea nucleolar, asi como una elevada
sintesis de proteinas (Buchwalter & Hetzer, 2017), interesantemente en este trabajo se
observd que en los fibroblastos que sobreexpresan de manera ectépica a CRM1, el
area nucleolar también aumenta, lo cual puede atribuirse a una desregulacion de la
cromatina, ya que se ha reportado que existen dominios asociados al nucleolo (NAD)
que se asocian con la cromatina y son regulados por la lamina A, ayudando a mantener
su integridad (Briand & Collas, 2020; Guelen et al., 2008; van Koningsbruggen et al.,
2010). Por otra parte hay proteinas que son importantes para mantener la integridad
del nucleolo, como es B23 que contiene una NES dependiente de CRM1 y se ha
asociado con estructuras de ribonucleoproteinas nucleolares, ademas de ser un sensor
de estrés para el nucleolo, por lo que no se descarta que su localizacién sea importante
para la integridad del nucleolo (Cela, Di Matteo, & Federici, 2020; Yao et al., 2010).

Existe una estrecha relacion del HGPS con el envejecimiento normal, por lo que
decidimos evaluar como se encontraba la expresion de la exportina CRM1 en
fibroblastos de individuos de edad avanzada. Notablemente, encontramos un aumento

en los niveles de la exportina CRM1 a pesar de que estos cultivos no expresan
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progerina. Se ha reportado que en el envejecimiento fisiolégico y en el HGPS existe
una disminucion de la lamina A nucleoplasmatica (Scaffidi & Misteli, 2006), por lo que
es viable proponer que existe una disminucién en la union del factor NF-YA con la
lamina A, lo que consecuentemente dejaria libre al factor de transcripcién para unirse
al promotor de CRM1 y regular positivamente la expresion de la exportina CRM1, como
ocurre en las células cancerigenas (van der Watt & Leaner, 2011).

La inhibicién farmacolégica de CRM1 con LMB, recuperé dos alteraciones
fenotipicas del envejecimiento en cultivos de fibroblastos de individuos viejos: la
expansion nucleolar y los bajos niveles de la histona marcadora de heterocromatina
perinuclear (H3K9me3). Estos resultados nos confirmaron que la alteracion de la
proteostasis debido a la hiperactividad aberrante de la exportina CRM1 es un
determinante tanto del envejecimiento fisiolégico, como del envejecimiento prematuro,
ademas de la importancia de mantener la estructura de la cromatina, pues a pesar de
que el tratamiento con LMB no restablecio los niveles de la lamina B1, si se recupero
el area nucleolar que se ha visto relacionada con la heterocromatina; se ha reportado
que en ausencia de las laminas B, las regiones de unién a la cromatina son
reposicionadas con dominios LAD dependientes de la lamina A, pero no asi, las
regiones nucleoplasmaticas reguladas por la lamina A, pues esta se pone en contacto
preferentemente con la cromatina alrededor de los nucléolos (Kind & van Steensel,
2014; Padeken & Heun, 2014; Sen Gupta & Sengupta, 2017), por lo tanto es importante
analizar la localizaciéon de la ldmina A y su posible redistribucion en el nacleo después
del tratamiento. Asi mismo, es importante el estudio de la via de p53 relacionada con
la senescencia celular, después del tratamiento con LMB. En su conjunto, estos
resultados confirman que el aumento de CRM1 también es importante en el
envejecimiento normal, asi como la modulacion farmacolégica de CRM1 con un
inhibidor selectivo puede recuperar algunos los fenotipos anormales relacionados con
senescencia celular.

Actualmente existen varios inhibidores especificos de CRM1 que se utilizan en
protocolos terapéuticos para tratar el cancer, en donde se ha observado que el
tratamiento con estos farmacos detiene la progresion de diferentes tumores.

Particularmente el farmaco selinexor [KPT-330] es tolerado por los pacientes en
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ensayos clinicos. En el presente se llevé a cabo un analisis comparativo entre el efecto
de dos inhibidores de CRM1, LMB y selinexor [KPT-330], sobre fibroblastos con HGPS.
Se encontr6 que el tratamiento con selinexor [KPT-330], obtuvo una mejor
relocalizacion de STAT 3 hacia el nucleo, en comparacion al efecto observado con LMB.
Esto puede deberse a que la unién del selinexor con la exportina CRML1 es reversible
(A. Y. Wang & Liu, 2019), mientras que LMB se une covalentemente, y por ende
irreversiblemente a la exportina CRML1. El uso de selinexor [KPT-330] proporciona otras
ventajas adicionales: a) disminuye los niveles de la exportina CRM1 en los fibroblastos
HGPS, y b) ocasiona una menor toxicidad sobre los cultivos de fibroblastos HGPS, en
comparacion con LMB. Por lo tanto, selinexor [KPT-330] es el farmaco apropiado para

llevar a cabo experimentos preclinicos utilizando el modelo murino del HGPS.
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Figura 14.- Modelo esquemético que muestra como la sobreexpresion ectépica de CRM1
asemeja el fenotipo senescente presente en el HGPS.

Izquierda. Las células de un individuo sano exhiben un area celular fusiforme, ademas de la correcta
localizacion de la heterocromatina y la lamina B1, y una morfologia normal de los nucléolos. Derecha.
Las células que sobreexpresan CRM1, exhiben una exportacion nuclear exacerbada, lo que da lugar a
una morfologia celular senescente, una regulacion negativa de la lamina Bl, la perdida de la
heterocromatina perinuclear y un area nucleolar expandida.
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10. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La regulacion positiva de la exportina esta controlada a nivel del promotor en una

linea celular de HGPS.

El factor NF-YA tiene una mayor actividad de union a la region promotora de CRM1

en las células que expresan de forma ectdpica a la progerina.

La sobreexpresion de la exportina CRML1 recrea el fenotipo de senescencia celular

en fibroblastos normales.

La sobreexpresion/hiperactividad de la exportina CRM1 es una marca molecular

asociada con el envejecimiento normal.

La inhibicion de la exportacién exacerbada de CRM1 en individuos de edad

avanzada, recupera dos marcas relacionadas con la senescencia celular.

El selinexor [KPT-330] posee propiedades terapéuticas superiores a la LMB para

aliviar las marcas de envejecimiento.
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11.PERSPECTIVAS

e Analizar la actividad del promotor de CRM1 en otras lineas celulares del HGPS.

e Determinar si el factor NF-YA tiene una mayor expresion en el HGPS, debido a la
falta de interaccién con la lamina A (proteina que reprime en conjunto con las otras
NF-Ys la expresion de NF-YA)

e Evaluar otras marcas moleculares relacionadas con el fenotipo senescente del
HGPS al sobreexpresar de manera ectdpica a CRM1, como son: la morfologia
nuclear y la sub-localizacién de la lamina A, la actividad mitocondrial y el dafio al
DNA.

e Estudiar otras proteinas que pudieran estar relacionadas con el aumento de

H3K9me3, como son: la localizacién de HP1 y sirT2

e Analizar la via de p53 relacionada con senescencia celular en el HGPS al corregir

la exportacién nuclear alterada.
e Estudiar la via de p53 al sobreexpresar de manera ectépica a CRM1.

e Evaluar otras marcas moleculares en individuos de edad avanzada al corregir la
exportacion nuclear alterada mediada por CRM1, tales como: la morfologia nuclear
y la sub-localizacion de la lamina A, las células senescentes (positivas a -gal), la

morfologia celular senescente, la actividad mitocondrial y el dafio al DNA.

e Estudiar otras marcas moleculares al inhibir la exportacion nuclear alterada en el

HGPS con Selinexor, en comparacion con LMB.
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Abstract

The study of Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) has provided important
clues to decipher mechanisms underlying aging. Progerin, a mutant lamin A, disrupts
nuclear envelope structure/function, with further impairment of multiple processes that
culminate in senescence. Here, we demonstrate that the nuclear protein export pathway
is exacerbated in HGPS, due to progerin-driven overexpression of CRM1, thereby
disturbing nucleocytoplasmic partitioning of CRM1-target proteins. Enhanced nuclear
export is central in HGPS, since pharmacological inhibition of CRM1 alleviates all aging
hallmarks analyzed, including senescent cellular morphology, lamin B1 downregulation,
loss of heterochromatin, nuclear morphology defects, and expanded nucleoli. Exogenous
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