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Resumen

El sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford (HGPS) se caracteriza por un
envejecimiento acelerado y prematuro que mimetiza las caracteristicas propias
del envejecimiento bioldgico. El origen genético mas comun de esta enfermedad
radica en la mutacién (C1824—T) en el gen LMNA, el cual codifica para las
laminas A/C. Este cambio activa un sitio de splicing criptico que provoca la
eliminacién de 50 aminoacidos en la proteina mutada, también conocida como
progerina. La progerina provoca multiples alteraciones celulares que conducen
a la senescencia celular y a un envejecimiento generalizado. Recientemente,
nuestro grupo de trabajo demostré que en individuos con HGPS, la exportacion
de proteinas nucleares aumenta por la sobreexpresion de la exportina XPO1 y
que el tratamiento de fibroblastos progeroides con Selinexor, un inhibidor
especifico de XPOL1, normaliza la exportacién nuclear y disminuye varias marcas
de senescencia celular. Sin embargo, alun se desconoce qué proteinas estan
involucradas en la recuperacion del fenotipo normal. Para responder esta
interrogante, planeamos estudiar los sub-proteomas de las fracciones nuclear y
citoplasmatica de los fibroblastos progeroides cuando son tratados con Selinexor
y en ausencia de este. En este trabajo implementamos una estrategia de
fraccionamiento celular que nos permiti6 obtener extractos nucleares y
citoplasmaticos con la pureza necesaria para estudios protedmicos. También se
corroboroé la eficacia del Selinexor para retener en el ndcleo las proteinas con
sefal de exporte nuclear y se reforzé a p53 como un excelente candidato para
comprobar el efecto de los inhibidores selectivos de exporte nuclear sobre el
trafico nucleo-citoplasmatico. Una vez concluido, este estudio contribuira a
dilucidar los mecanismos moleculares que se encuentran afectados en
individuos con HGPS, los cuales podrian extrapolarse a lo que sucede durante

el envejecimiento fisiologico.
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Abstract

Hutchinson-Gilford progeroid syndrome (HGPS) is characterized by accelerated
and premature aging that mimics the characteristics of biological aging. The most
common genetic origin of this disease lies in the mutation (C1824—T) in the
LMNA gene, which codes for lamin A/C. This change activates a cryptic splicing
site that causes the deletion of 50 amino acids in the mutated protein, also known
as progerin. Progerin causes multiple cellular alterations that lead to cellular
senescence and general aging. Recently, our work group demonstrated that in
individuals with HGPS, the export of nuclear proteins is increased by the
overexpression of the exportin XPO1 and that treatment of progeroid fibroblasts
with Selinexor, a specific XPO1 inhibitor, normalizes nuclear export and
decreases several brands of cellular senescence. However, it is still unknown
which proteins are involved in the recovery of the normal phenotype. To answer
this question, we planned to study the sub-proteomes of the nuclear and
cytoplasmic fractions of progeroid fibroblasts when treated with and in the
absence of Selinexor. In this work we implemented a cell fractionation strategy
that allowed us to obtain nuclear and cytoplasmic extracts with the purity
necessary for proteomic studies. The efficacy of Selinexor to retain proteins with
a nuclear export signal in the nucleus was also confirmed, and p53 was reinforced
as an excellent candidate to verify the effect of selective inhibitors of nuclear
export on nuclear-cytoplasmic traffic. Once concluded, this study will contribute
to elucidate the molecular mechanisms that are affected in individuals with

HGPS, which could be extrapolated to what happens during physiological aging.



1. Introduccion
1.1 Sindromes progeroides

El crecimiento poblacional mundial del ultimo cuarto de siglo esta marcado por
un incremento exponencial del nimero de habitantes que superan los 65 afios
de vida (Fig. 1). Ante este escenario adquiere vital importancia el estudio del
envejecimiento y sus enfermedades asociadas desde un punto de vista
molecular y celular, con el fin de desarrollar tratamientos que mejoren la calidad

de vida de los individuos geriatricos.

Mediante el empleo de modelos animales con tiempos de vida cortos se
han logrado descifrar muchos de los procesos moleculares que subyacen el
envejecimiento biolégico (Kenyon et al., 1993; Vanhooren & Libert, 2013). En
humanos, el envejecimiento se ha estudiado principalmente mediante la
identificacion de polimorfismos asociados con la extension del tiempo de vida
(Burtner & Kennedy, 2010). Otra aproximacion interesante para comprender este

fendémeno es el estudio de los sindromes progeroides.
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Figura 1: Proyeccion de la poblacién mundial, 2022.
Modificado a partir de datos de la ONU (http://population.un.org/wop).
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El término “sindrome progeroide” define a un grupo de enfermedades que
reproducen, total o parcialmente, el envejecimiento biolégico durante las edades
tempranas del desarrollo (Navarro et al., 2006). Dentro de esta categoria se
encuentran: el sindrome de Werner, el sindrome de Bloom y el sindrome de
Cockayne, por solo citar algunos. Estos sindromes tienen un origen genético
heterogéneo, siendo comunes las mutaciones puntuales y las deleciones dentro
del marco de lectura (Universal Mutation Database, n.d.). Los principales
mecanismos moleculares que se encuentran alterados en estos individuos son
la reparacion del ADN vy la sintesis de las ldminas nucleares A/C (Navarro et al.,
2006).

1.1.1 Laminopatias

Los sindromes progeroides que presentan deficiencias en las laminas nucleares
o en algunas de sus proteinas asociadas entran dentro del grupo de las
laminopatias. Tal es el caso de la dermopatia restrictiva (DR), una de las mas
severas dentro del espectro de gravedad de estas enfermedades. Los pacientes
con DR son diagnosticados durante la etapa fetal y debido al grado de letalidad
de esta patologia mueren a las pocas semanas de haber nacido(Witt et al.,
1986). Aunque aun se desconocen con precision las causas genéticas de la DR,
Navarro y colaboradores (2004) encontraron que siete de los nueve pacientes
que estudiaron eran heterocig6ticos para la mutaciéon ¢.1085 1086insT
(Phe361fsX379) en el gen ZMPSTE24 mientras que los dos restantes poseian
las sendas mutaciones IVS11 + 1G>Ay c.1824C>T en el gen LMNA. A pesar de
la heterogeneidad genética presente en estos casos, en todos se afectd de

alguna manera la sintesis y/o el procesamiento de las laminas A.

El gen ZMPSTE24 codifica para la proteina ZMPSTE24/FACEL, Unica
metaloproteasa conocida que participa en la maduracion postraduccional de las
laminas A (Bergo et al., 2002). La insercion de una timina en la posicion 1085
provoca un cambio en el marco de lectura que introduce un codén de terminacion
y genera la sintesis de una metaloproteasa no funcional. Es por ello que cuando
la mutacién esta presente en homocigosis no se detectan laminas A maduras
(Navarro et al., 2006).



El gen LMNA codifica para las laminas nucleares A/C, las cuales
probablemente tienen un papel fundamental en la replicacion y transcripcion del
ADN (Shumaker et al., 2003). Las laminas A también pueden entrelazarse entre
ellas y formar junto con los filamentos de laminas B la lamina nuclear, la cual
aporta forma y estabilidad a la envoltura nuclear (Tenga & Medalia, 2020). Las
mutaciones IVS11 + 1G>Ay ¢.1824C>T generan las variantes truncadas lamina
AA90 y lamina AA50 respectivamente. La variante lamina AA50, también
conocida como progerina, es la causa mas comun del sindrome progeroide de
Hutchinson-Gilford (Navarro et al., 2004).

1.1.2 Sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford

El sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford (HGPS, del inglés Hutchinson-
Gilford progeroid syndrome) o progeria es una enfermedad extremadamente rara
con una incidencia estimada al nacer de 1 cada 4 millones de
nacidos(Hennekam, 2006). En el 2014, Gordon et al. reportaban una prevalencia
de la enfermedad en 1 cada 20 millones de habitantes, y en la actualidad se
conoce que afecta a 141 individuos. Los pacientes con HGPS viven en promedio
unos 14.5 afios, el cual es considerablemente menor de lo estimado para un
individuo sano. Durante este tiempo los pacientes progeroides desarrollan un
fenotipo similar al de un individuo envejecido y al igual que estos, entre sus
principales causas de muerte estan las enfermedades cardiovasculares y los

accidentes cerebrovasculares(Kumar Sinha et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, el origen genético de esta enfermedad
radica en la mutacion ¢.1824C>T del gen LMNA (Eriksson et al., 2003). Lo
anterior es cierto para el 90% de los casos reportados mientras que el resto
poseen otras mutaciones en el exén 11 o intron 11 que también resultan en la
sintesis de progerina (L. B. Gordon, 2019). A diferencia de los casos de DR
donde la mutacion ¢.1085 1086insT en el gen ZMPSTE24 es heredada, la
mutacion ¢.1824C>T en el gen LMNA presente en los individuos con progeria es
adquirida de novo. En teoria, este cambio de base deberia generar una mutacion

silente en la Gly608 (G608G), sin embargo, lo que tiene lugar es la activacion de



un sitio de splicing criptico que conlleva a pérdida de 150 pb en el transcrito

correspondiente y de 50 aminoacidos en la proteina mutada (Ahmed et al., 2018).

Los aminoacidos ausentes en la progerina estan comprendidos entre las
posiciones GIn606 y Thr654. Dentro de este grupo de aminoacidos se encuentra
uno que es critico para el posterior procesamiento de las pre-laminas A, la lisina
647. Esta posicion constituye el sitio de corte de la metaloproteasa ZMPSTE24,
la cual elimina el anclaje de las pre-laminas A en la membrana nuclear interna 'y
permite su asociacion con otras laminas A (Coutinho et al., 2009). La sintesis de
progerina es toxica para la célula, debido a que provoca cambios en la morfologia
nuclear (Goldman et al., 2004), alteraciones en el control de la expresion
genética (Columbaro et al., 2005)y afecta el trafico nuclear (Kelley et al., 2011).
Un dato que hace interesante el estudio del rol de la progerina es su presencia
en los individuos sanos envejecidos (Scaffidi & Misteli, 2005), es por ello que los
tratamientos para aminorar los efectos toxicos de esta proteina podrian ser

interesantes para retardar el envejecimiento biolégico en humanos.

Los tratamientos anti-progeria desarrollados hasta la fecha estan
enfocados principalmente en la inhibicion de la sintesis del grupo farnesilo, a
través del cual la progerina permanece unida a la membrana nuclear interna, o
en el bloqueo de la farnesilacion (Kieran et al., 2014). El lonafarnib, Gnico
farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento de esta enfermedad, es un
inhibidor de la farnesiltransferasa (FTasa) que impide el anclaje de la pre-lamina
A en la membrana nuclear interna, reduciendo de esta manera la toxicidad de la

progerina (Kieran et al., 2014).



1824: C>T Corte en L647 Si7o de
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Figura 2: Proceso de maduracién de los productos del gen LMNA normal y
mutado.
Modificado de Gordon y colaboradores (2018).

En la busqueda de nuevos farmacos para tratar esta enfermedad llama la
atencion el everolimus, un inhibidor de mTOR capaz de reducir la sintesis de
progerina, sin embargo, este aun se encuentra en fase de ensayos clinicos
(NCT02579044). En la literatura se plantea ademas el posible uso de microARNs
o de la tecnologia CRISPR/Cas9 para lograr efectos a largo plazo, pero los
efectos fuera de foco constituyen un riesgo que deben ser ampliamente
estudiados en modelos in vitro e in vivo antes de ser aplicados en la clinica
(Harhouri et al., 2018). Otra aproximacion que podria ser tomada en cuenta en
los proximos afios es el uso de inhibidores del exporte nuclear, ya que se
demostré que en fibroblastos progeroides hay alteraciones del trafico nuclear

causados por la expresion de la progerina (Garcia-Aguirre et al., 2019).

1.2 Tréfico nuclear

En los organismos eucariontes el material genético esta separado fisicamente
del resto de los organelos mediante la envoltura nuclear. En apariencia, este
sistema de doble membrana podria constituir una barrera al control celular que
se ejerce desde el nacleo, sin embargo, las discontinuidades que presenta en
los poros nucleares permiten la comunicacion entre el nucleo y el citoplasma
celular (Alberts et al., 2015).



El complejo del poro nuclear (NPC, del inglés Nuclear Pore Complex) es
una estructura macromolecular de unos 125 MDa formada principalmente por
proteinas denominadas nucleoporinas (D’Angelo & Hetzer, 2006). A través de
este se establece un flujo ndcleo-citoplasma que esta regulado por el tamafio
molecular. Las moléculas menores a los 40 kDa pueden difundir libremente
mientras que aquellas que posean un tamafo superior deben asociarse
previamente con una carioferina  (Lin & Hoelz, 2019). Las carioferinas 3 son
receptores de trafico nuclear que median la entrada y salida de proteinas y
nucleoproteinas hacia y desde el nucleo (Fig. 3) (Monecke et al., 2014). En las
células humanas se han descrito 19 carioferinas, las cuales incluyen receptores
de importe denominadas importinas, receptores de exporte denominados
exportinas y carioferinas bidireccionales que poseen ambas funciones (Fung &
Chook, 2014).

1.2.1 Importacion nuclear

Las proteinas nucleares y las citoplasméticas se sintetizan en los ribosomas
libres del citoplasma celular. ElI hecho de que ambos pools proteicos compartan
el mismo mecanismo de sintesis supondria un problema para la célula si esta no
fuera capaz de diferenciarlos. Lo anterior no ocurre debido a que las proteinas
nucleares poseen una sefial de localizacion nuclear (NSL, del inglés Nuclear
Lozalization Signal) que esta ausente en las proteinas citoplasmaticas (Gerace,
1992). Es importante sefialar que algunas proteinas sin NLS pueden entrar al
ndcleo mediante su asociacion con otra proteina que si la posea. No existe una
secuencia consenso para la NSL, pero en todos los casos esta posee una
secuencia de aminoacidos basicos que puede ser continua (monopartita) o estar
fragmentada en dos secuencias mas pequefias (bipartita). Estas secuencias
pueden ser reconocidas directamente por importinas 3 o requerir de importinas
a, las cuales funcionan como moléculas adaptadoras (Y. M. Chook & Suel,

2011).
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Figura 3: Representacidén esquematica del exporte nuclear (izquierda) y del
importe nuclear (derecha) mediado por carioferinas p através del complejo

del poro nuclear.
Tomado de Monecke y colaboradores (2014).

En la via de importacién nuclear clasica, la importina a reconoce a traves
de sus motivos armadillo las NLSs presentes en la proteina cargo y mediante su
dominio de unién a carioferinas B se une a la importina . De esta manera se
forma un complejo importina oo —importina  —proteina cargo, que se transporta
al nucleoplasma (Marfori et al., 2011). Para que este complejo se disocie y se
libere la molécula cargo es necesaria la union de Ran, una GTPasa pequefia
perteneciente a la superfamilia de Ras (Y. Chook & Blobel, 2001). La interaccion
de RanGTP con la importina o provoca un cambio en su dominio de unién a
carioferinas B que tiene la doble funcion de separar el heterodimero o/ y a la

molécula cargo de la importina a. En este proceso participan ademas la



nucleoporina Nup50 y el receptor de exporte para la importina o« CAS/RanGTP
(Lange et al., 2007).

1.2.2 Exportacion nuclear

A grandes rasgos el exporte nuclear es muy similar al importe, se requiere de
una carioferina 3, se utiliza el gradiente de Ran y existe una sefial en la molécula
cargo que es reconocida por el receptor de trafico nuclear. La sefal de
exportacion nuclear (NES, del inglés Nuclear Export Signal) contiene una
secuencia que es rica en aminoacidos hidrofobicos como se puede apreciar en
la siguiente secuencia consenso: ®1-X(2,3)-02-X(2,3)-03-X-d4 (d: Leu, lle,
Val, Phe o Met y X: cualquier otro aminoacido) (Fung & Chook, 2014). Sin
embargo, esta secuencia se encuentra en la mayoria de las proteinas que
contienen una hélice a, por lo que se piensa que en el exporte nuclear deben

estar involucrados otros factores (Dong et al., 2009).

El exporte nuclear inicia con el reconocimiento de la molécula cargo por
parte del receptor de trafico nuclear. Para que este complejo pueda ser
exportado requiere la union de RanGTP (Fig. 3). En el citoplasma, RanGAP1
estimula la actividad GTPasa de Ran y provoca la separacion del complejo que
culmina con la liberacion de la molécula cargo (Monecke et al., 2014). Una
diferencia importante respecto al importe nuclear es que de las ocho exportinas
descritas solamente una es capaz de reconocer la NES mientras que varias de
las 10 importinas conocidas reconocen la NLS (Tran et al., 2007). El transporte
de las casi 400 proteinas con un dominio NES conocido tiene lugar a través de

la exportina 1 (Fung et al., 2021).

1.2.3 Exportina 1: estructura, funcion y su relacion con el HGPS

La exportina 1 (XPO 1/CRM1) posee 20 repetidos HEAT, los cuales
generalmente estan formados por dos hélices antiparalelas A y B que delimitan
los lados convexos (externo) y céncavos (interno) de la proteina respectivamente
(Fig. 4) (Dong et al., 2009). De esta manera, mientras las hélices A interactlian
con los repetidos de fenilalanina-glicina presentes en las nucleoporinas durante

su paso por el NPC las hélices B interactuan con RanGTP (Monecke et al., 2014).
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A diferencia de otras exportinas como CAS/Cselp o de las importinas B, la
estructura de la XPO1 posee pocos giros superhelicoidales y se pliega para

formar una estructura tipo toroide (Monecke et al., 2009).

Figura 4: Estructura tridimensional de la exportina 1 (PDB: 7L5E).
Se muestra el extremo amino (verde), los motivos HEAT 11y 12 (amarillo) y el Selinexor
(rojo).

Como se menciond anteriormente, la XPO1 es la Unica exportina capaz de
reconocer la NES y por tanto de transportar estas proteinas hacia el citoplasma.
La XPO1 también participa en el trafico de las subunidades ribosomales 40S y
60S, esta Ultima a través de la proteina adaptadora Nmd3p (Zemp & Kutay, 2007)
y de los ARN nucleares pequefios que tengan la capucha de 7-metil-guanosina
a través de la proteina PHAX (Ohno et al., 2000). En cualquiera de los casos, la
interaccidon de la XPOL1 con el cargo se da a través de un surco hidrofébico que
se forma entre los repetidos HEAT 11 y HEAT 12. En este surco se localiza la
lisina 568, que funciona como un filtro selectivo que bloquea la union de péptidos

gue no posean una NES (Fung et al., 2017).

Al igual que el resto de las carioferinas 3, XPO1 requiere del gradiente de
Ran para mantener un trafico nuclear estable, por lo que la interrupcion de este
se traduce en una alteracién de la comunicacién nucleo-citoplasmatica. Tal es el
caso de los pacientes con el HGPS, donde la sobreexpresién de la progerina

disminuye la relacion nudcleo/citoplasma de Ran e inhibe el importe de la



nucleoporina TPR (del inglés, Translocated Promoter Region) (Kelley et al.,
2011). La progerina también afecta el exporte nuclear ya que estimula la
sobreexpresion de la XPOL1 y altera la distribucion ndcleo-citoplasmatica de las
proteinas (Garcia-Aguirre et al., 2019). Esta sobreexpresion de la XPO1 fue
observada en diversos tipos de céncer, lo cual estimulé el desarrollo de
inhibidores especificos contra la XPOL1 (Fig. 5) (Podar et al., 2020).

Figura 5: Esquema del mecanismo de accion del Selinexor.
Las células malignas que sobreexpresan la XPO1 fueron: (A) no tratadas con Selinexor,
(B) tratadas con Selinexor. Tomado de Benkova y colaboradores (2021).

La leptomicina B fue uno de los primeros farmacos descubiertos con la
capacidad de inhibir selectivamente la XPOL1. Este se une y alquila a la cisteina
528, lo cual genera un cambio conformacional en la XPO1 que le impide
interactuar con otras proteinas (Kudo et al., 1999). A partir de estos datos se
disefiaron inhibidores sintéticos que reconocen especificamente a XPO1 y que
poseen menor toxicidad que la leptomicina B (Lapalombella et al., 2012). Tal es
el caso del Selinexor, el Unico inhibidor selectivo del exporte nuclear aprobado
por la Food and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés). De igual
manera que la leptomicina B el Selinexor se une a la XPO1 en la Cys528, pero
en este caso la interaccion es reversible. En la actualidad, este farmaco se utiliza
para tratar pacientes con mieloma mdultiple y con linfoma difuso de células B
grandes refractario (Benkova et al., 2021) pero su uso podria ser extendido a

otras patologias no relacionadas que involucren la sobreexpresién de XPOL1.
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1.3 Analisis protedmico

1.3.1 Generalidades del analisis proteémico

La protedmica se ocupa del estudio sistematico y exhaustivo de todas las
proteinas presentes en una muestra biolégica, ya sea una célula, tejido u
organismo en particular (Gulcicek et al., 2005). Esta permite el analisis y la
caracterizacion de las proteinas, sus funciones, interacciones y modificaciones,
asi como la comprension del papel que desempefian estas moléculas en los
procesos biolégicos. Para la identificacion y cuantificacion de las proteinas, los
estudios proteémicos se basan fundamentalmente en la espectrometria de
masas, la cual calcula la relacion masa/carga (m/z) de los iones generados a
partir de las proteinas o los péptidos derivados de ellas (Freeman & Hemby,
2004).

Para identificar las proteinas presentes en una muestra, por lo general se
sigue alguna de las siguientes aproximaciones: top-down o bottom-up. La
primera de ellas identifica a las proteinas intactas, lo cual permite obtener
informacion sobre sus posibles modificaciones post-traduccionales (Cai et al.,
2016). Dicha estrategia tiene como desventaja el problema que supone el amplio
rango dinamico de la muestra, de ahi que las proteinas con baja abundancia no
sean identificadas. Esta problemética es resuelta en la proteémica bottom-up, ya
que la digestidon enziméatica previa, a la que es sometida la muestra, incrementa
la cobertura del analisis y permite la identificacion de un gran numero de

proteinas a partir de los péptidos que la conforman (Miller & Smith, 2023).

En sus inicios, los andlisis proteémicos eran meramente cualitativos y
solamente aportaban informacién sobre la identidad de las proteinas que
estaban presentes en la muestra. Sin embargo, el desarrollo de nuevas
tecnologias como el marcaje metabdlico o quimico de las muestras permitieron
la cuantificacion absoluta y/o relativa de las proteinas (Moulder et al., 2018;
Rigbolt & Blagoev, 2010). En el caso del marcaje quimico destacan dos
tecnologias que son muy semejantes en principio, la tecnologia iIiTRAQ (del
inglés, Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification) y la tecnologia
TMT (del inglés, Tandem Mass Tagging). En ambos casos se utiliza un conjunto
de etiquetas isobaricas con distintos is6topos estables de masas similares que

permiten el marcaje de los péptidos (Bachor et al., 2019).
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1.3.2 El marcaje isobarico de los péptidos y la tecnologia Orbitrap

Los juegos de reactivos TMT para etiguetado de masas isobarico permiten la
identificacion y el analisis cuantitativo de proteinas multiplexadas mediante
espectrometria de masas en tandem. Cada etiqueta TMT se une covalentemente
a los péptidos en las muestras después de la digestion proteolitica. Luego, las
muestras etiquetadas se combinan y se someten a analisis mediante
espectrometria de masas (Fig. 6). Durante la fragmentacion de los péptidos en
el espectrometro de masas, las etiquetas TMT generan fragmentos con masas
caracteristicas que permiten la cuantificacion de los péptidos y, por lo tanto, de
las proteinas a las que pertenecen.

El nUmero de muestras que se pueden analizar simultdneamente depende
de la cantidad de etiquetas isobaricas que posea el kit. Por ejemplo, con el kit
TMT10-plex que posee diez etiquetas isobéaricas es posible cuantificar
simultAneamente hasta diez muestras diferentes, lo que permite comparaciones
entre diferentes condiciones experimentales, como muestras de control y
tratadas, o diferentes tipos de células o tejidos (Viner, 2015). Esto ahorra tiempo
y costos en comparacion con el etiquetado individual de cada muestra y el
analisis por separado. Ademas, el uso de etiquetas isobaricas minimiza las
variaciones técnicas y proporciona una mayor precision en la cuantificacion de
proteinas (Moulder et al., 2018). En adicion a las ventajas antes mencionadas,
el sistema TMT estd optimizado para su uso con plataformas de Thermo
Scientific MS/MS de alta resolucién, como los instrumentos Q Exactive, Orbitrap
Elite™ y Orbitrap Fusion™ Tribrid™ y que el andlisis de datos es totalmente

compatible con Proteome Discoverer™ 1.4,

El desarrollo de metodologias de marcaje, tanto metabdlicas como
quimicas, no hubiera tenido un impacto tan notable sobre el avance de la
protedmica si no se hubiesen implementado nuevas tecnologias que permitieran
analizar a mayor profundidad una muestra bioldgica. Tal es el caso de la
tecnologia Orbitrap. Los analizadores de masas Orbitrap estan constituidos de
dos electrodos, uno externo en forma de barril y otro interno en forma de huso
gue genera un campo electrostatico (Hu et al., 2005). Este disefio permite que
los electrones giren multiples veces alrededor del electrodo interno, de manera

gue en cada vuelta son detectados y con ello se refuerza la presién del analisis.
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Para incrementar el poder de resolucién, esta tecnologia puede fusionarse con
otros analizadores de masas como las trampas de iones lineares y los
cuadrupolos (Eliuk & Makarov, 2015).
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Figura 6: Diagrama esquematico del flujo de trabajo tipico de un anélisis
mediante espectrometria de masas utilizando las etiquetas isobaricas
TMT10plex™,

Tomado de ThermoFisher (https://www.thermofisher.com).
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2. Justificacion

Previamente se demostréo que la inhibicion del exporte nuclear causada por
Selinexor alivia el fenotipo envejecido que caracteriza a los fibroblastos
progeroides. Sin embargo, aun se desconoce como la modulacion farmacoldgica
de la exportina 1 es capaz de recuperar el fenotipo sano. Es por ello que se hace
pertinente estudiar la relocalizacion de las proteinas bajo los efectos del
Selinexor. Para este fin es conveniente emplear un método que permita el
tamizaje y la cuantificacion de un gran niumero de proteinas simultaneamente.
Con base en lo anterior, en el presente estudio se emplearda el andlisis
protedmico cuantitativo para determinar los mecanismos celulares que estan
involucrados en el restablecimiento de un fenotipo normal cuando los fibroblastos

progeroides son tratados con Selinexor.
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3. Hipotesis

La inhibicibn del exporte nuclear causada por Selinexor podria relocalizar
alguna(s) proteina(s) clave(s) involucrada(s) en los mecanismos que conllevan

al envejecimiento celular.
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4. Objetivos

4. 1 Objetivo general
Analizar los sub-proteomas de las fracciones nuclear y citoplasmatica obtenidos

a partir de fibroblastos de progeria tratados o no con Selinexor.

4. 2 Objetivos especificos

1. Implementar el fraccionamiento celular utilizando el juego de reactivos NE-
PER™,

2. Corroborar el efecto del Selinexor en los fibroblastos sanos y progeroides.

3. Obtener las fracciones nuclear y citoplasmatica provenientes de los

fibroblastos progeroides tratados con Selinexor.
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5. Materiales y métodos
5.1 Cultivo celular

Se utilizaron fibroblastos de una paciente con HGPS (AG11513, Coriell Cell
Repository) que posee la mutacion c. 1824 C>T en el gen LMNA y de un individuo
aparentemente sano (GM03440, Coriell Cell Repository). Los cultivos se
mantuvieron a 37°C y 5% de CO:z en medio esencial minimo (MEM)
suplementado con suero fetal bovino (10% v/v), aminoacidos esenciales y no
esenciales, penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 U/ml). Las células se
trataron con 60 nM de Selinexor (KPT-330, Kariopharm Therapeutics Inc) o con

vehiculo durante 72 h.

5.3 Obtencion de las fracciones nuclear y citoplasmatica

El fraccionamiento se realizé utilizando el juego de reactivos de extraccion
nuclear y citoplasmatica NE-PER™ (ThermoFisher Scientific, Inc.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las muestras se cuantificaron mediante el método
de Bradford. La integridad de las proteinas en ambas fracciones se determind
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones
reductoras mientras que la posible contaminacion entre los extractos se
determind mediante Western blot, utilizando marcadores residentes de cada

fraccion.

5.4 Western blot

Las proteinas de las fracciones nuclear y citoplasmatica se separaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% con SDS y se transfirieron a una
membrana de PVDF (Immubilon PSQ, Millipore). Se bloquedé con leche
descremada al 5% (m/v) disuelta en PBS-T durante 30 min a temperatura
ambiente en agitacion. Se retir6 el exceso de leche y se incub6 con los
anticuerpos primarios: anti-ciclina B1, anti-GAPDH, anti-lamina B1, anti-ZO-2,
anti-p53 y anti-nucleolina durante 16 h a 4°C en agitacion. Se lavo tres veces con
PBS-T durante 10 min en agitacién fuerte y se incubd con los anticuerpos anti-
isotipos correspondientes durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion. La
membrana se lavo otras tres veces con PBS-T durante 10 min en agitacion
fuerte. Las proteinas se detectaron con Immunobilon™ (Merck) y la reaccién se

visualiz6 utilizando el equipo LI-COR Odyssey®.
17



5.5 Inmunofluorescencia

Los efectos del Selinexor sobre la localizacion de proteinas nucleares se
comprobé mediante microscopia confocal. Para ello las células se sembraron
sobre cubreobjetos en placas de 35 mm y se mantuvieron en las condiciones de
cultivo antes mencionadas. Se trataron con Selinexor (60 nM) durante 24 h. Se
fijaron con paraformaldehido (4% v/v) durante 20 min y se lavaron tres veces con
abundante PBS. Se permeabilizaron con tampon IF (Triton 0.1%, SDS 0.02% y
BSA 10 mg/ml) durante 10 min y se lavaron otras tres veces. Se incubo con los
anticuerpos primarios anti-ciclina B1 y anti-p53 a 4°C en camara humeda durante
16 h. A continuacion, se realizaron ciclos de tres lavados con PBS e incubacion
con diferentes reactivos. Primero se incubaron con los anticuerpos secundarios
anti-raton biotinilado en el caso de ciclina B1 y anti-conejo conjugado a FITC
durante 1 h a temperatura ambiente y luego con DAPI (1:500) y DTAF (1:500) en
caso de ser necesario. Se lavo otras tres veces y se montaron en un portaobjetos
con 5 ul de VectaShield. Las muestras se analizaron mediante microscopia

confocal utilizando un microscopio Leica TCS SP8.

5. 6 Anticuerpos
Para la realizacion de los ensayos de Western blot e inmunofluorescencia se

utilizaron los siguientes anticuerpos:

Tabla 1: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados

Proteina diana No. de catalogo Casa comercial Dilucién
GAPDH sc-32233 Sta. Cruz Biotechnology WB 1:4000
Lamina B1 ab-16048 Abcam WB 1:4000
Ciclina B1 sc-752 Sta. Cruz Biotechnology WB 1:2000
IF 1:50
Z0-2 2847 Cell Signaling WB 1:750
P53 sc-6243 Sta. Cruz Biotechnology WB 1:2000
IF 1:50
Nucleolina - - WB 1:2000
IgG de raton G-21040 Invitrogen WB 1:25000
lgG de conejo A16104 Invitrogen WB 1:25000
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lgG de raton 115-095-003 Jackson IF 1:50
ImmunoResearch
IgG de conejo 111-065-003 Jackson IF 1:500

ImmunoResearch

5.7 Analisis prote6mico
5.7.1 Digestion enzimatica, marcaje y fraccionamiento de la muestra

Las proteinas alquiladas y reducidas provenientes del SDS-PAGE se digeriran
con tripsina (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega, Madison WI,
EEUU) en una proporcion de tripsina:proteina de 1:30 (m/m) durante toda la
noche a 37°C. Se afiadira una solucion de tripsina recién preparada a 1:60 (m/m)
durante 4 h a 37°C. Las muestras de péptidos se marcaran con reactivos TMT
10-plex de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, EEUU) y se agruparan para su posterior procesamiento. Para el
andlisis a través de nano-LC-MS/MS las muestras se fraccionaran usando
cartuchos de intercambio catidénico (SCX) (Thermo Scientific, Bellefonte, PA, EE.
UU.), se desalinizaran con cartuchos C18 y se secaran en un concentrador de

vacio CentriVap (Labconco, Kansas, Missouri, EEUU).
5.7.2 LC-MS/MS

Las muestras se analizardn mediante nano-LC-MS/MS utilizando un
espectrometro de masas Orbitrap Fusion Tribid (Thermo-Fisher Scientific, San
Jose, CA) acoplado a una fuente de nanoiones EASY spray (Thermo-Fisher
Scientific, San Jose, CA, EEUU). Se reconstituiran con acido férmico al 0.1% en
agua de grado LC-MS (Disolvente A) y se inyectaran 20 uL en una columna
trampa nanoviper C18 (3 um, 75 um x 2 cm, Dionex) a una tasa de flujo de 3
uL/min en un sistema UltiMate 3000 RSLC (Dionex, Sunnyvale, CA). Después
de este procedimiento, se separaran en una columna EASY spray C-18 RSLC
(2 wm, 75 um x 25 cm), usando un gradiente de 100 min con un flujo de 300
nL/min, y usando el solvente A junto con &cido férmico al 0.1 % en acetonitrilo al
90 % (Disolvente B). Se utilizara el siguiente gradiente: 10 min de disolvente A,
7-20 % de disolvente B en 25 min, 20 % de disolvente B durante 15 min, 20-25

% de disolvente B durante 15 min, 25-95 % de disolvente B durante 20 miny 8
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min de disolvente A. El espectrémetro de masas se usara en modo de iones
positivos con un voltaje de nanopulverizacion establecido en 3,5 kV y una
temperatura de la fuente de 280°C. Los espectros se procesaran con el software
Proteome Discoverer™ 2.1 (PD, Thermo Fisher Scientific Inc.) y las busquedas
se realizaran con el software Mascot 2.4.1 (Matrix Science Inc., Boston, MA, EE.
UU.), SQUEST HT y los motores de busqueda de la base de datos MS AMANDA.

5.8 Analisis bioinforméatico

El analisis protebmico cuantitativo mediante marcaje isobarico genera una matriz
de datos que contiene, entre otros parametros, las proteinas identificadas y el
radio tratamiento/control de cada una. A partir de estos datos se realizara un
enriquecimiento de términos GO empleando el servidor web: The Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID por sus siglas en
inglés; https://david-d.ncifcrf.gov/). Este analisis nos permitird identificar cuales
proteinas se encuentran sub o sobre-representadas en cada fraccion celular
cuando las células se tratan con Selinexor. Para estudiar las vias biolégicas en
las que estan insertadas estas proteinas se realizara un enriquecimiento de vias
en la enciclopedia de genes y genomas de Kioto (KEGG del inglés Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes, https://www.genome.jp/kega/). Por dltimo,

estudiaremos las posibles relaciones entre las proteinas que por alguna razon
sean relevantes para este trabajo utilizando la base de datos STRING

(https://string-db.org/cai/input.pl).
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6. Resultados

6.1 El juego de reactivos NE-PER™ permite la obtencién de extractos nucleares

y citoplasmaticos puros

Para determinar cuales proteinas estaban siendo retenidas en el nucleo bajo los
efectos del Selinexor era necesario separar la fraccion nuclear de la fraccion
citoplasmatica. Para ello empleamos el juego de reactivos NE-PER™. Este
contiene un conjunto de tampones de lisis y detergentes que permiten la ruptura
escalonada de las células, de manera que se pueda separar el citoplasma de los

ndcleos intactos antes de proceder a la extraccion nuclear.

El fraccionamiento celular se realizé a partir de un millon de células
siguiendo las instrucciones del fabricante. Seguidamente, se determind la
posible contaminacién cruzada entre las fracciones mediante inmunodeteccion
en fase solida utilizando las proteinas residentes de nucleo y citoplasma, lamina
Bl y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, por sus siglas en inglés)
respectivamente. La fraccion citoplasmética obtenida no se contamind con
proteinas nucleares mientras que la fraccion nuclear si contuvo proteinas

citoplasmaticas (Fig. 7A).

Esta contaminacion constituia una limitante para determinar los posibles
blancos indirectos del Selinexor. Lo anterior se debe a que las proteinas con
localizacion ndcleo-citoplasmatica que no sean afectadas por el farmaco podrian
aumentar su concentracion nuclear como resultado de la contaminacién y
constituirian falsos positvos. Por otra parte, dentro de las proteinas que si son
retenidas en el ndcleo por el Selinexor, la contaminacién impediria conocer

cudles son mas susceptibles a los efectos del farmaco.

Para reducir la contaminacion se incorporaron al protocolo original dos
ciclos consecutivos de lavado y centrifugado después de obtener la fraccion
citoplasmatica y antes de lisar los nucleos. Esto nos permitié disminuir la
contaminacion entre las muestras hasta el punto de no ser detectable en

inmunodetecciones en fase sélida (Fig. 7B).
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Figura 7: El juego de reactivos NE-PER™ permite la obtencién de
fracciones citoplasmaticas y nucleares puras.

(A) Ensayo de Western blot para determinar la posible contaminacién entre las
fracciones nucleares y citoplasmaticas cuando los extractos son obtenidos siguiendo las
instrucciones del fabricante. (B) Western blot de las fracciones nucleares y
citoplasmaticas cuando se incorporan dos pasos de lavado con PBS y centrifugado
antes de lisar los nucleos a las instrucciones del fabricante. (C) Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10% de las fracciones nucleares y citoplasmaticas cuando son
obtenidas en presencia o ausencia de inhibidores de proteasas. Cyt: Fraccion
citoplasmatica, Nuc: Fraccion nuclear.

La aproximacién prote6mica que vamos a realizar involucra la obtencién de
péptidos mediante la digestidn triptica de las proteinas, por lo que otro aspecto
a tener en cuenta a la hora de preparar las muestras era la calidad de las
fracciones. Para evitar la degradacién proteica causada por las proteasas
presentes en la muestra generalmente se utilizan inhibidores de protesas, sin

embargo, se sabe que la presencia de inhibidores de proteasas en la muestra
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puede afectar la identificacion de las proteinas (Clifton et al., 2011) . Como no
utilizamos inhibidores de proteasas durante la obtencion de los extractos,
teniamos que asegurar que las muestras no estaban degradadas y que eran

apropiadas para analisis de masas.

Para comprobar que las muestras no se estaban degradando realizamos
dos fraccionamientos, en unos de ellos afiadimos inhibidores de proteasas a los
detergentes y en el otro no. Para realizar el fraccionamiento utilizamos células
HT-29 porque eran mas faciles de cultivar. Encontramos que la ausencia de
inhibidores durante el proceso de extraccion no afecta draméaticamente la calidad
de las muestras (Fig. 7C), por lo que estas eran aptas para ser analizadas

mediante espectrometria de masas.

6.2 Ciclina B1 es retenida en el nucleo de los fibroblastos sanos pero no se pudo
detectar en los extractos citoplasmaticos

Una vez implementado el fraccionamiento celular procedimos a comprobar los
efectos del Selinexor en los fibroblastos sanos. La inhibicion de exportina 1
mediada por este farmaco provoca la retencidn en el nucleo de las proteinas con
sefal de exporte nuclear, y en el laboratorio ya habiamos observado que retenia
a ciclina B1, por lo que decidimos comprobar el efecto del Selinexor utilizando

esta proteina como control.

Mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta utilizando un
anticuerpo contra ciclina B1 encontramos que efectivamente si se acumulé en el
interior nuclear de manera significativa (Fig. 8). Para comprobar este efecto
detectamos ahora a ciclina Bl en las fracciones celulares mediante
inmunodeteccion en fase sélida. Como ciclina B1 se encuentra principalmente
en la fraccion citoplasmatica pensamos que la retencién nuclear debia verse
reflejada como una disminucion de ciclina B1 en el citoplasma. En estos ensayos
no fuimos capaces de detectar a ciclina B1 ni en los extractos totales de
fibroblastos sanos que usamos como control ni en las fracciones citoplasmaticas

tratadas o no con Selinexor (Fig. 8C).
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Figura 8: Ciclina Bl es retenida en el nacleo de los fibroblastos sanos, pero
no se pudo detectar en los extractos citoplasmaticos.

(A) Ensayo de inmunofluorescencia indirecta empleando un anticuerpo dirigido contra
ciclina B1 (verde). Los nucleos se marcaron con DAPI (azul). (B) Cuantificacion del radio
nucleo/citoplasma de ciclina B1. (C) Ciclina B1 no pudo ser detectada ni en el extracto
total de fibroblastos sanos ni en los extractos citoplasmaticos tratados o no con
Selinexor. (D) Ciclina B1 si fue detectada en el extracto total de células Hep-2, las cuales
por ser cancerosas deben tener niveles mas elevados de ciclina B1. Con esto queda
descartado un posible problema con el anticuerpo. FS: Fibroblastos sanos, Cyt: Fraccion
citoplasmaética, Ext. Total: Extracto total.

Para descartar que fuera un problema del anticuerpo repetimos este

experimento pero ahora utilizando como control un extracto total de células
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HEp-2, las cuales son cancerosas y poseen una mayor expresion de ciclina B1.
Encontramos que el anticuerpo reconocio a ciclina B1 en el extracto total de
células HEp-2 pero no en los extractos citoplasmaticos de fibroblastos sanos
(Fig. 8D). La ausencia de sefal en los extractos citoplasmaticos probablemente
se debid a una baja concentracién de ciclina B1, dificultando su deteccién a las
concentraciones de anticuerpo empleadas por lo que decidimos buscar la
presencia de otra proteina con sefial de exporte nuclear que nos permitiera
comprobar la retencién nuclear tanto por inmunofluorescencia como por Western
blot.

6.3 ZO-2 tampoco pudo ser detectada en los extractos citoplasmaticos de los
fibroblastos sanos

La proteina de las uniones estrechas, ZO-2, también posee sefial de exporte
nuclear y ya estaba reportado que se retiene en el nicleo cuando las células se
tratan con leptomicina B (Garcia-Aguirre et al., 2019), otro inhibidor de la
exportina 1, por lo que decidimos comprobar el efecto del Selinexor utilizando
esta proteina. Como ya habiamos visto que a pesar de detectar la acumulacion
nuclear en ensayos de inmunofluorescencia no logramos hacerlo por Western
blot, probamos primero con esta ultima metodologia. Como se muestra en la
Figura 9, ZO-2 tampoco fue detectada en las fracciones celulares, sin embargo,
en el extracto total de células HT-29 que son células epiteliales con elevada
expresion de ZO-2 si fue detectada. Lo anterior también parece ser un problema
de concentracion de la proteina mas que del anticuerpo, y una vez mas
buscamos otra proteina con sefial de exporte nuclear que corroborara el efecto

nuclear en ambos ensayos.
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Figura 9: ZO-2 no pudo ser detectada en los extractos citoplasmaticos de
los fibroblastos sanos.

Ensayo de Western blot para comprobar la acumulacién de ZO-2 en el nicleo cuando
las células son tratadas con Selinexor. Cyt: Fraccion citoplasmatica, Nuc: Fraccion
nuclear.

6.4 P53 es retenida en el ndcleo de los fibroblastos sanos y progeroides cuando
son tratados con Selinexor

Teniendo en cuenta que p53 es una de las proteinas que mas se ha reportado
su acumulacion nuclear mediada por Selinexor (Guo et al., 2022; Nguyen et al.,
2022; Subhash et al., 2018) la consideramos como un posible candidato para
comprobar el efecto de este farmaco en nuestro modelo de estudio. Para elllo,
cultivamos los fibroblastos sanos y progeroides de manera rutinaria y los
tratamos durante 24 h con 60 nM de Selinexor o vehiculo segun correspondiera.
Finalmente se obtuvieron las fracciones nuclear y citoplasmatica y se realizé la
inmunodeteccion en fase sélida. En este caso, aunque mantuvimos a lamina B1
como control de puereza de la fraccién nuclear incluimos a nucleolina como
control de carga, puesto que como mencionamos anteriormente el Selinexor

afecta los niveles de lamina B1 en las células progeroides.

Tanto en los fibroblastos sanos como progeroides se pudo detectar a p53
en ambas fracciones. Como era de esperar, el tratamiento con Selinexor
disminuy6 los niveles de p53 citoplasmaticos y los incrementé de manera
proporcional en las fracciones nucleares (Fig. 10A). Para corroborar el resultado
anterior evaluamos la retencion de p53 en el ndcleo mediante

inmunofluorescencia. Como se observa en la Figura 10B, el Selinexor acumula

26



de manera significativa a p53 en el nucleo, tanto de las células sanas como de
las progeroides.
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Figura 10: P53 es retenida en el nucleo de los fibroblastos sanos y
progeroides cuando son tratados con Selinexor.

(A) Ensayo de Western blot para comprobar la retencién nuclear mediada por Selinexor.
Se observa la disminucion de p53 en el citoplasma y el aumento correspondiente en la
fraccion nuclear. (B) Inmunofluorescencia indirecta empleando un anticuerpo dirigido
contra p53 (verde). Los nucleos se marcaron con DAPI (azul). (C) Cuantificacion del
radio nucleo/citoplasma de las células tratadas con vehiculo o Selinexor. Cyt: Fraccion
citoplasmatica, Nuc: Fraccion nuclear.
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7. Discusion

El sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford es considerado un excelente
modelo para estudiar el envejecimiento biolégico en los humanos (Carrero et al.,
2016). En este sentido se han llevado a cabo numerosos descubrimientos que
permiten relacionar el envejecimiento prematuro caracteristico de la progeria con
el envejecimiento fisiologico. Tal es el caso de la sobreexpresion de la exportina
1 presente en los individuos progeroides y geriatricos (Garcia-Aguirre et al.,

2019), la cual provoca un incremento del exporte nuclear.

Para mitigar la exacerbada exportacion nuclear causada por la exportina 1
se han desarrollado inhibidores selectivos del exporte nuclear que retienen a las
proteinas con sefal de exportacion nuclear en el interior del nucleo
(Lapalombella et al., 2012). Uno de ellos es el Selinexor, el cual restablece
parcialmente el fenotipo normal en las células progeroides (Datos no
publicados). Basados en estos datos, consideramos necesario estudiar los
subproteomas de las fracciones nuclear y citoplasmatica de fibroblastos sanos y
progeroides cuando son tratados con Selinexor, con la finalidad de comprender

mejor el rol de este farmaco en la recuperacién del fenotipo sano.

El primer reto que tuvimos que franquear fue la obtencién de fracciones
celulares lo suficientemente puras como para ser utilizadas en analisis de
espectrometria de masas, puesto que la pureza de las muestras es critica en los
estudios de proteGmica comparativa (Freeman & Hemby, 2004). La obtencién de
los extractos nuclear y citoplasméaticos se realizO mediante fraccionamiento
diferencial con detergentes, un método que ha sido utilizado previamente para
obtener fracciones subcelulares con fines protedmicos (Lee et al., 2010). Sin
embargo, en lugar de utilizar reactivos preparados in house empleamos el kit
comercial NE-PER™ con el objetivo de disminuir la variabilidad entre cada

fraccionamiento.

Siguiendo las instrucciones del fabricante las muestras nucleares se
contaminaban con proteinas citoplasmaticas, lo cual era de esperarse ya que el
kit NE-PER™ tiene una margen del 10% de contaminacién cruzada. Para reducir
esta contaminacion introdujimos pasos de lavado antes de lisar la membrana

nuclear de manera analoga a lo descrito por Holden y Horton (2009). De esta

28



manera logramos obtener fracciones lo suficientemente puras para ser utilizadas

en estudios prote6micos.

Los andlisis protedmicos por lo general son llevados a cabo mediante
alguna de las siguientes metodologias: secuenciando directamente las proteinas
intactas (top-down) o identificando las proteinas a partir de los péptidos
producidos por la digestion enziméatica de la muestra (bottom-up). En nuestro
caso vamos a utilizar la segunda aproximacion, la cual permite la identificacion y
cuantificacion de miles de proteinas proveninetes de una muestra compleja
(Dupree et al., 2020). Sin embargo, esta estrategia tiene como desventaja que la
identificacion puede ser afectada por la presencia de inhibidores de proteasas
en la muestra, lo cual exigié que prescindiéramos de ellos durante la preparacion
de los extractos (Clifton et al., 2011). A pesar de esto, comprobamos que la

ausencia de inhibidores no afect6 considerablemente la calidad de las muestras.

El rendimiento de la fraccién citoplasmatica fue superior al reportado por el
fabricante, puesto que para dos millones de células obtuvimos entre 600 y 800
ug de proteina cuando debia estar entre 200 y 500 ug. Probablemente esto se
deba a que los fibroblastos poseen mayor tamafio, ya que esta reportado que
existe una correlacion positiva entre el volumen celular y los niveles de expresion
de las proteinas (Lundberg et al., 2008). Por otra parte, el rendimiento de la
fracion nuclear si fue el esperado ya que segun el fabricante debiamos obtener
entre 100 y 200 ug de proteina y obtuvimos entre 100 y 150 pg por cada dos

millones de células.

Por otra parte, comprobamos el efecto del Selinexor mediante la
relocalizacién de proteinas con sefial de exporte nuclear. De manera similar a lo
reportado por Garcia-Aguirre y colaboradores (2019) utilizando leptomicina B,
nosotros encontramos que ciclina B1 se acumula en el nucleo bajo los efectos
del Selinexor. Probablemente esto se debe a que Selinexor promueve la
degradacion proteosomal de la exportina 1, con lo cual disminuye su expresion
e impide la salida de las proteinas con sefal de exporte nuclear (Kwanten et al.,
2023). A pesar de que la retencion nuclear de ciclina B1 se observo claramente
por inmunofluorescencia, este efecto no pudo ser detectado en los ensayos de
Western blot. Consideramos que esto pudo deberse a la baja concentracion

celular de ciclina B1 en fibroblastos provenientes de cultivos primarios, ya que
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como se sabe los niveles celulares de ciclina B1 son muy bajos durante la mayor

parte del ciclo celular (Frisa & Jacobberger, 2009).

De manera similar a lo sucedido con ciclina B1, es muy probable que los
niveles de ZO-2 en los extractos subcelulares de los fibroblastos sanos sean
demasiado bajos como para poder ser detectados por Western blot. Esta idea
se sustenta en lo descrito por (Itoh y colaboradores (1999), quiénes encontraron
que ZO-2 estaba presente en los fibroblastos de rata 3Y1 pero no en las células
L (tipo de fibroblasto) de ratén. Lo anterior parece indicar que los niveles de ZO-
2 varian en los diferentes tipos de fibroblastos, de manera que los fibroblastos
en cuestion podrian tener niveles muy bajos de ZO-2 y por eso no fuimos

capaces de detectarla.

Utilizando a p53 como control de la retenciébn nuclear mediada por
Selinexor si tuvimos éxito en ambas detecciones, la inmunofluorescencia y el
Western blot. Aunque los niveles de p53 intracelulares son bajos, las sefales en
el Western blot de ambas fracciones fueron lo suficientemente intensas como
para afirmar que se corresponden con esta proteina. Una posible explicacion
para este fendmeno es que a pesar de que p53 es degradada en cuestion de
minutos se esté sintentizando continuamente, de esta manera su concentracion
se mantiene en un estado estacionario en condiciones normales (Ozaki &
Nakagawara, 2011). También se podria pensar que la acumulacién de p53 en el
interior nuclear impediria su degradacion, lo cual esta en concordancia con la
degradacion principalmente proteosomal de p53 (Chao, 2015). Lo anterior
coincide con nuestros resultados de inmunofluorescencia, donde vimos que bajo
los efectos del Selinexor la sefial de p53 se localiza fundamentalmente en el

nucleo.

A pesar de que la mayoria de los reportes en la literatura coinciden en que
el tratamiento con Selinexor incrementa los niveles nucleares de p53 de manera
similar a lo que nosotros encontramos, hay discrepancia en cuanto al efecto de
este farmaco sobre los niveles citoplasmaticos de p53. Algunos autores plantean
que el Selinexor incrementa los niveles citoplasmaticos de p53 (Nguyen et al.,
2022; Subhash et al., 2018) mientras que otros reportan una disminucion de p53

citoplasmatica bajo los efectos de este farmaco (Guo et al., 2022). En
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concordancia con el dltimo autor, nosotros encontramos que hay una reduccién

de los niveles de p53 citoplasmaticos cuando las células se tratan con Selinexor.

En conjunto, nuestros resultados muestran que el juego de reactivos NE-
PER™ es una buena opcién para obtener fracciones nucleares y citoplasmaticas
puras. Ademas, refuerzan a p53 como un excelente candidato para comprobar
el efecto de los inhibidores selectivos de exporte nuclear sobre el tréfico nucleo-

citoplasmatico.
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8. Conclusiones

En la presente tesis demostramos la capacidad del juego de reactivos NE-PER™
para la obtencidn de fracciones subcelulares con la pureza y calidad necesarias
para ser analizadas mediante espectrometria de masas. Ademas, comprobamos
el efecto del Selinexor sobre los fibroblastos sanos y progeroides mediante dos
aproximaciones diferentes, inmunofluorescencia y Western blot, usando como
proteina control a p53. Esto dara paso a la obtencion de los extractos nucleares
y citoplasméticos, tanto de células normales como de células progeroides, que
seran analizados posteriormente mediante espectrometria de masas.
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9. Perspectivas

Los resultados presentados en esta tesis constituyen el primer paso de avance
para comprender como el Selinexor contribuye a la recuperacion del fenotipo
sano en los fibroblastos progeroides. A partir de los extractos obtenidos se
identificaran y cuantificaran las proteinas sensibles al efecto del Selinexor, las
cuales constituirian el “selinexoma” de las células bajo estudio. Para continuar
este trabajo habrda que demostrar experimentalmente las interpretaciones

derivadas del analisis proteémico.
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