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3’SS: Splice site aceptor

5’SS: Splice site donador

5-FU: 5-Fluoruracilo

A: Adyacente al tumor

Ab: Anticuerpo

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario.
AFP: a-fetoproteina

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer
BCN: Biopsia proveniente del hospital de Barcelona
BP: Punto de ramificacion

c-Met: Factor de crecimiento hepatocitario
CCA: Colangiocarcinoma

CDH17: Cadherina 17

CEP: Colangitis esclerosante primaria
CYP: Citocromo P450.

Dapi: 4', 6-diamidino-2-fenilindol

DB: Base/s de datos

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO: Dimetil sulfoxido

DNMT3b4: DNA metiltransferasa 3b4
dNTP: Desoxinucleétido trifosfato

eCCA: Colangiocarcinoma extrahepatico
EGF: Factor de crecimiento epidérmido
EGFP: Proteina verde fluorescente

EEM: Error estandar de la media.

EMT: Transicion epitelio-mesénquima

ES: Omisién de exén

ESE: Exonic splicing enhancer

ESS: Exonic Splicing silencer

F: Forward Primer

FBS: Suero bovino fetal



FDA: Food and Drug Administration

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
HCC: Carcinoma hepatocellular

HCI: Acido Clorhidrico

HNF4a: Hepatocyte Nuclear Factor 4a
HPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de alta presién acoplado a espectrometria de
masas en tdndem

iCCA: Colangiocarcinoma intrahepatico

IGF-1: Factor de crecimiento insulinoide

ISE: Intronic splicing enhancer

ISS: Intronic splicing silencer

Kb: Kilobase

KDa: Kilodalton

MAPK: Mitogen-activated Protein Kinases

MEM: Minimum Essential Medium

MOC: Mecanismos de quimiorresistencia

MOCK: Control transducido con vectores vacios
MRP2: Multidrug resistance-associated protein 2
MPP+: 1-metil-4-fenilopiridina

MTT: Metil tetrazolio

nm: nanémetros

NT: No tumoral

mM: millimolar

NAFLD: Nonalcoholic Fatty Liver Disease

OCTZ1: Organic cation transporter 1

OCT3: Organic Cation transporter 3

ORF: Open reading frame

pb: pares de bases

PBS: Tampdn fosfato salino

pCCA: Colangiocarcinoma perihilar

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PD-1: Programmed cell death protein-1

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas 1
Proteias SR: proteinas ricas en serina/arginina, que favorecen el splicing corto
Proteinas hnRNP: proteinas silenciadoras, que favorecen el splicing largo

PSI: Calculate percent spliced-in



PT: Region de polipirimidina

pWPi: Control transducido con vectores vacios
RFA: Ablacion por radiofrecuencia

RRM: RNA recognition motif

RT: Transcripcion reversa.

RT-gPCR: PCR cuantitativa

SD: Desviacion estandar

SDS: Dodecilsulfato s6dico

SLC: Solute Carrier Protein

SNCA: Alfa-sinucleina

SNP: Polimorfismo de nucleétido unico.

SQTL: Sindrome de QT-largo

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription.
T: Tejido tumoral

TC: Tomografia computarizada

TACE: Quimioembolizacion transarterial
TCGA: Atlas del Genoma del Cancer

TEA: Tetraetilamonio

TEMED: Tetrametiletilendiamina

TKI: Inhibidor de tirosina quinasa

TLDA: Tagman Low-Density Array

TMD: Dominio transmembrana

UAF: Unidades arbitrarias de fluorescencia
USAL: Universidad de Salamanca

UTR: untraslated region

VEGFR: Receptor de factor de crecimiento de endotelio vascular
VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis ¢

WB: Western blot.

WT: Wild type.
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Los tumores hepaticos primarios, principalmente el carcinoma hepatocelular (HCC) y el
colangiocarcinoma (CCA), se caracterizan por un alto indice de mortalidad. La mejor opcién
curativa para los pacientes con este tipo de tumores es la reseccién quirdrgica. Sin embargo, una
limitacion para la aplicacién clinica de la cirugia es que el diagnéstico se realiza normalmente

cuando el tumor se encuentra en estadios muy avanzados.

Tanto el CCA como el HCC se caracterizan por su baja sensibilidad a los farmacos antitumorales
debido a que presentan a priori 0 desarrollan durante el tratameinto resistencia a la quimioterapia.
Entre los mecanismos de quimiorresistencia (MOC) destacan los implicados en la reduccién del
contenido intracelular de farmacos, por alteracion de los niveles de expresién o funcionalidad de
las proteinas implicadas en su captacion por las células tumorales. Los inhibidores de tirosina
guinasas (TKIs), como el sorafenib, regorafenib, lenvatinib y cabozantinib, son utilizados
actualmente en el tratamiento de varios tipos de cancer. Entre ellos, el sorafenib es un farmaco
de primera linea para el tratamiento del HCC avanzado. Sin embargo, la eficacia clinica de estos
farmacos es muy baja y s6lo se consigue una ligera prolongacion de la supervivencia de los

pacientes que responden al tratamiento.

Para que los TKIs alcancen su diana y ejerzan su funcion intracelular, tienen que alcanzar el
interior celular, lo que se cree que ocurre mayoritariamente por mecanismos de transporte
especificos y eficientes, ya que debido a su peso molecular y/o su polaridad no pueden atravesar
facilmente la membrana plasmaética por difusion simple. Nuestro grupo de investigacion demostré
gue el transportador de cationes organicos 1 (OCT1, gen SLC22A1) es capaz de transportar
sorafenib y que cambios en los niveles de su expresion y/o en la funcién modifican la respuesta
al sorafenib. Por otra parte, se ha descrito que en HCC y CCA hay una menor expresion del
OCT1 que en las células sanas. En el estudio clinico TRANSFER, se encontrd que la presencia
de OCT1 en la membrana plasmatica, es mejor marcador para predecir la respuesta al sorafenib
en los pacientes con HCC, que la determinacién de valores totales de ARNm de OCT1. En este
mismo estudio llamé la atencion la existencia de un grupo de pacientes que presentaban
respuesta al sorafenib sin que OCT1 se encontrase expresado en la membrana plasmatica de
las células tumorales. Esto sugeria la presencia de otros transportadores capaces de mediar la

captacion de sorafenib en ausencia de OCT1.

En la familia de transportadores SLC22A, existen principalmente tres miembros, OCT1, OCT2 y

OCT3. Mientras que OCT2 se expresa en el rifion y sus niveles en el higado son muy bajos,
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OCT3 se expresa en varios tejidos, incluido el higado. Por todo ello, OCT3 podria ser el

transportador implicado en la captacion de sorafenib en ausencia de OCTL1.

En otro estudio realizado previamente en nuestro laboratorio, se determiné el nivel de expresion
de OCT1 total y de la forma silvestre en HCC y en el tejido adyacente no tumoral y se demostrd
gue, mientras que el ARNm total de OCT1 disminuye en el HCC comparando con el tejido
adyacente no tumoral, la forma silvestre de este ARNmM era menos abundante en el tejido
adyacente no tumoral comparado con el higado sano. Este hecho puede ser indicativo de que
este ocurriendo un proceso de splicing alternativo del pre-ARNm de OCT1 que puede ademas

ser un evento pre-tumoral asociado a diferentes enfermedades hepaticas entre ellas la cirrosis.

El splicing se lleva a cabo mediante dos complejos macromoleculares nominados espliceosoma
mayor y menor. Se trata de un proceso dindmico de multiples etapas que implica alrededor de
300 proteinas que llevan a cabo diferentes funciones. Diversos estudios han encontraron que los
eventos de splicing alternativo en HCC pueden ser utilizados como marcadores de diagndstico
y/o pronéstico. Ademas, y como ya se ha mencionado, la presencia de formas de splicing

alternativo en HCC puede afectar la funcién de OCT1 y la respuesta al tratamiento con sorafenib.

Teniendo en cuenta estos antecedentes nos planteamos como objetivo global de esta tesis
doctoral investigar mediante estudios experimentales e in silico los cambios en la expresiéon de
las proteinas implicadas en el espliceosoma mayor y la relaciéon entre estos cambios y el grado
de splicing alternativo de OCT1 en HCC. Asimismo, investigamos el valor predictivo y terapéutico
de la proteina OCT3 en la respuesta al tratamiento con TKIs, de uso actual en clinica, en

pacientes con cancer hepatico primario.
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Para llevar a cabo este objetivo global se plantearon los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Evaluar la presencia de splicing alternativo en el gen SLC22A1 en patologias
hepaticas no tumorales comparando la situacién en tejido sano, cirrético y con HCC, para

determinar la etapa en la que aparece el splicing aberrante de OCTL1.

Objetivo 2: Investigar experimentalmente e in silico, en HCC y el tejido adyacente no tumoral, la
relacion entre el nivel de expresion de las formas de splicing alternativo de SLC22Al1 vy la
expresion de los genes implicados en la maquinaria de reconocimiento de exones, tanto los

componentes del espliceosoma como los reguladores del splicing.

Objetivo 3: Evaluar retrospectivamente en pacientes con HCC tratados con sorafenib, dentro del
estudio TRANSFER, la relaciébn entre la respuesta de estos pacientes al tratamiento con
sorafenib y la expresién del OCT3 y su localizacién en la membrana plasmatica de las células

tumorales.

Objetivo 4: Evaluar en modelos celulares, el papel de OCT3 en la captacién y respuesta al

sorafenib y otros TKis.
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2.1. Sistema hepatobiliar
2.1.1. Generalidades

El higado es la viscera mas grande del cuerpo, constituyendo aproximadamente el 2 %
del peso corporal, siendo el I6bulo derecho mas grande que el izquierdo. El ligamento
falciforme divide los l6bulos y fija el higado con la pared anterior del abdomen junto con
las venas suprahepéticas. El higado recibe un suministro de sangre dual desde la vena
porta hepatica y las arterias hepéticas (Abdel-Misih SR & Bloomston M., 2010).
Alrededor del 80 % del volumen del higado esta formado por los hepatocitos, células
epiteliales parenquimales que se unen entre si dejando espacios vasculares libres
heterogéneos denominados sinusoides. Entre los hepatocitos adyacentes se encuentra
un pequefio espacio formado por la invaginacién del polo apical de sus propias
membranas plasmaticas, lo que constituye el canaliculo biliar, en el cual se forma la bilis

primaria o canalicular y se vierte al conducto biliar.

2.1.2. Hepatocitos

Los hepatocitos son células epiteliales poligonales de 25 a 30 um, organizadas en
placas tridimensionales que irradian desde la vena central hacia las ramas de la vena
porta. Los hepatocitos liberan sustancias: i) hacia los capilares sinusoidales, y ii) hacia
los canaliculos biliares (Weiss L & Greep RO., 1982). En los hepatocitos se considera
apical a la membrana que forma los canaliculos biliares y sinuosidal a la membrana
orientada al polo sanguineo (figura I-1). En la parte apical se encuentran los
transportadores que son responsables de la secrecion de farmacos o sus metabolitos
en la bilis. Por otro lado, los transportadores hepaticos expresados en la parte
basolateral o sinusoidal median la captacién de los farmacos desde la sangre hasta el
higado; otros transportadores expresados en el area basolateral pueden secretar
algunos farmacos o metabolitos de vuelta a la sangre para una eliminacion secundaria
a nivel renal (Meier PJ., 1988). La membrana basolateral presenta un elevado numero
de transportadores de moléculas, entre los que se encuentran los transportadores de
cationes organicos (OCT1, OCT3, OCTN1 y OCTNZ2) (Yabuuchi H. | et al.,1999) (Wu X

et al.,1998), entre otros.

2.1.3. Colangiocitos

Los colangiocitos son células epiteliales, que constituyen aproximadamente el 5 % de
la poblacion total del higado, recubriendo el arbol biliar tanto intra como extrahepatico.

Los hepatocitos generan la bilis en el canaliculo biliar (Boyer JL., 1971), mientras que
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los colangiocitos diluyen y alcalinizan el fluido biliar (Kanno N et al., 2001). Los
colangiocitos tienen una membrana basolateral que encara la circulacion y una apical
orientada hacia el espacio biliar (figura 1.1) (Schaffner & Popper., 1961) (Carruthers JS
& Steiner JW., 1961).

Los transportadores que se encuentran en los colangiocitos se pueden expresar en la
membrana apical o en la basolateral, para facilitar el movimiento de electrolitos, agua y
solutos, modificando asi el volumen y composicion final de la bilis (Lazaridis KN &
LaRusso NF, 2015).

2.1.4. El sistema biliar

El sistema biliar es un complejo entramado que se forma por la unién de los ductos
biliares intrahepéticos, formando conductos de mayor tamafio que convergen en los
ductos biliares extrahepéticos, los cuales finalmente vierten la bilis a la vesicula biliar y,
posteriormente, al intestino (Ludwig J et al., 1987). Asi, la estructura del sistema biliar
se puede asemejar a la forma de un arbol, donde los conductos comdn y hepatico
corresponderian al tronco, los conductos biliares intrahepaticos corresponderian a las
ramas mas grandes y los pequefios ductulos a las mas pequefias (Masyuk TV et al.,
2001).

Vena interlobular

Sinusoide SO AT OO,

Hepatocito 7 3
) <2 o B o o D]
Células de Kupffer =22 o —~ P A 2o S S
LAY, < Py ,y ]
| o K D
b pLeJine =4
[~ 2% (= |
. ¥y 7
s -H
> P l?’:"‘i § Canaliculo biliar
4 IS = i
1 \ ? £y
N ; "~ B/
J < £ 1l
% 7Y T + ¥l
1 | ™ i 4l
Arteriola ¥ j g [ _— -
! 44
Vena interlobular B | _—#s—+—4—4- Conducto biliar, revestido

5 por colangiocitos

Figura I-1: Organizacién tridimensional de un l6bulo hepatico (Adaptacién de Adams
DH et al., 2006)

2.1.5. Otros tipos de células hepéticas

En el higado podemos encontrar otras células, que llevan a cabo diferentes funciones.
Las células de Kupffer son histiocitos que desempefian un importante papel inmunitario

y son responsables de la fagocitosis de bacterias y sustancias extrafias que puedan
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acceder al sinusoide (Dixon LJ et al., 2013). A través de las células endoteliales, los
componentes viajan de la sangre hacia la membrana sinusoidal de los hepatocitos.
También se encuentran en el parénquima las células de Ito (células estrelladas), que
almacenan vitamina A en el citoplasma. Y las células de Pit (natural killer), que expresan

antigenos de reconocimiento intercelular en su superficie (Nakatani K et al., 2004).

2.2. Funciones del sistema hepatobiliar

La sangre que sale del intestino pasa a través del higado antes de llegar al resto del
cuerpo. El higado participa en el metabolismo de los nutrientes y los farmacos
absorbidos en el intestino (Bogdanos DP et al., 2013). Ademas de las funciones

metabdlicas, el higado desempefia multiples funciones no metabdlicas.

2.2.1. Funciones metabdlicas

¢ Metabolismo de proteinas. El higado regula la disponibilidad de los aminoacidos
en la circulacion general y el metabolismo de proteinas como la transformacién
del amonio en urea y la interconversion de aminoacidos no esenciales.
Asimismo, regula la sintesis de varias proteinas, entre ellas la albimina y las de
fase aguda, ademas de proteinas de unién a hormonas o esteroides, entre otras
(Menche N., 2012).

¢ Metabolismo de hidratos de carbono, que incluye vias como la glucogenolisis y
la gluconeogénesis, las vias que controlan la homeostasis de la glucosa, el
catabolismo de hexosas, etc (Ozougwu JC., 2017).

¢ Metabolismo de lipidos: sintesis de triglicéridos y acidos grasos. Ademas, la
sintesis y catabolismo del colesterol, lipoproteinas plasmaticas, produccién de
cetoacidos, etc.

e Metabolismo de sustancias toxicas, como el alcohol y las toxinas, a través de
complejos procesos de detoxificacion.

¢ Metabolismo de farmacos. Muchos farmacos se administran como profarmacos
y requieren activacion metabdlica por enzimas gque se encuentran en el higado.
Las mismas se dividen en enzimas de fase |, que participan en la oxidacion de
sustratos, y enzimas de fase Il, que participan en la conjugacion con grupos

poliatomicos (Marin JJ et al., 2010).
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2.2.2. Funciones no metabdlicas
Ademas de las funciones metabdlicas el higado participa en:

e Produccion de bilis. El higado excreta la bilis al duodeno, donde desempefia un
papel fundamental en la digestion de grasas y vitaminas liposolubles. Los
colangiocitos llevan a cabo procesos de secrecién y absorcién de agua,
electrolitos y otros solutos organicos de la bilis, modificando asi su composicién
durante el transito de la misma a través de los conductos biliares (Alpini G et al.,
2001).

¢ Sintesis de factores de coagulacién, como el fibrinégeno, los factores lll, V, VI,
IX 'y Xl y del factor de crecimiento IGF-1 entre otros (Ohisson C et al., 2009).

¢ Almacén de mudltiples sustancias, como la glucosa en forma de glucdgeno, la
vitamina B12, el hierro y el cobre (Senoo H et al., 2010).

e Funcion inmunitaria por la actividad de las células Kupffer.

2.3. Cancer hepético

El cancer, es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. El cancer de
higado primario mas comun es el carcinoma hepatocelular (HCC), siendo méas del 90 %
de todos los canceres del higado, seguido del colangiocarcinoma y hepatoblastoma
(Chedid MF et al., 2017). En algunas ocasiones aparecen tumores mixtos HCC-CCA,
gue combinan caracteristicas de ambos tipos, aunque su frecuencia es muy baja: entre
un 1y un 4 % de los tumores hepaticos primarios (Aoki K et al., 1993) (Maeda T et al.,
1995). Los tumores hepaticos pueden ser también secundarios, debidos a las frecuentes
metastasis de tumores originados en otros tejidos, frecuentemente tumores

colorrectales (Benson AB et al., 2007).

2.3.1. Carcinoma hepatocelular
Etiologia

Aunque el HCC rara vez puede ocurrir sin factores de riesgo reconocidos (Chedid MF
et al., 2017), la mayoria de los casos de HCC surgen de una lesion hepatica crénica e
inflamacién inducida por distintas causas, tales como el alcoholismo, la exposicién a
hepatotoxinas, trastornos genéticos o metabdlicos e infecciones virales, sobre todo con
los virus de las hepatitis By C (Huang YT et al., 2016). La cirrosis y la fibrosis hepaticas
se consideran condiciones premalignas, que acontecen por la presencia de hepatocitos
poco diferenciados que se dividen en un intento de restablecer la masa funcional

perdida, creando, en consecuencia, células displasicas rodeadas de tejido cirrético
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(Chedid MF et al., 2017). Este microambiente asociado a la cirrosis favorece el
desarrollo de mutaciones y alteraciones genéticas que estan en el origen de la

transformacién maligna de los hepatocitos (Berasain C et al., 2010).

Epidemiologia

El HCC ocurre, en general, en personas de 50 a 60 afios, mayormente en hombres.
Segun la Sociedad Americana contra el cancer, el HCC es mucho mas comun en los
paises del Africa subsahariana y del sudeste asiatico (Conrad R et al., 2013). Aunque
la incidencia del HCC esta aumentando en otras regiones del mundo, incluidos los
EE.UU, donde se ha incrementado en casi 4 veces entre los afios 1980 y 2011 (Ghouri
YA et al., 2017). Ademas, aunque el numero de afectados con HCC aumenta con la
edad, se ha observado que en las areas con alta incidencia existe una tendencia a

desarrollar este tipo de tumor a una edad mas temprana (Dimitroulis D et al., 2017).

Patogenia

La hepatocarcinogénesis es un proceso complejo, con mdltiples pasos, en la cual
diversas vias de sefializacion celular pueden estar alteradas, lo que contribuye a que

esta enfermedad tenga un perfil molecular heterogéneo.

Durante la dltima década se han identificado varios genes que codifican proteinas
implicadas en la patogénesis de HCC, incluidos P53, P16, P73, APC, PTEN, IGF-2,
BRCA2, SMAD2, SOCS, [-catenina, proteinas de retinoblastoma, c-myc y ciclina D1
(Brito AF et al., 2012) (Shearn CT & Petersen DR., 2015) (Daher S et al., 2018). P53 se
encuentra entre los genes mas comunmente mutados de los que se expresan en HCC
(Gomes AR et al., 2015). Aparte de las mutaciones especificas observadas en HCC,
hay varias vias de sefalizacion y angiogénicas involucradas en el desarrollo de HCC
gue implican genes como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF),
factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), angiopoyetinas, factor de
crecimiento de hepatocitos y endoglina (CD105) entre otros. Estos factores
proangiogénicos activan las tirosina quinasas de células endoteliales, la sefializacion
intracelular y las vias de fosfatidilinositol-3-quinasas (PI3K) / Akt / mTOR que conducen
a la angiogénesis (Mekuria AN & Abdi AD., 2017) (Daher S et al., 2018). La via MAPK,
otra ruta implicada en el desarrollo de HCC, actia a través de la proteina Ras. La

proteina Ras se activa por medio de su fosforilacion, que posibilita el envio de sefales
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al nucleo a través de los componentes posteriores de la via, como son ERK1, RAF y
MEK (Villanueva A & Llovet JM., 2011) (Delire B & Starkel P., 2015) (Daher S et al.,
2018).

La epigenética del HCC esta relacionada con la progresion del tumor, la invasion y la
metastasis. Las alteraciones epigenéticas en el HCC incluyen la hiper-/hipometilacién
de ADN, la ruptura de histonas y los ARN no codificantes, como se manifiesta por la
expresion alterada de varios micro-ARN (Ma L et al., 2014) (Zhang Y., 2015) (Daher S
et al., 2018). La presencia de estos cambios epigenéticos puede usarse con fines
diagnésticos y prondsticos. Otro factor importante es la aparicion de splicing alternativo,
gue puede provocar alteraciones en el ARNm por medio de la maquinaria del
espliceosoma, dando como resultado la codificacion de proteinas aberrantes, lo que

puede desembocar en hepatocarcinogénesis y quimiorresistencia.

Diagnéstico

Debido a que la mayoria de los pacientes con HCC no presentan sintomas en las
primeras etapas del cancer, el diagndstico normalmente se realiza cuando la
enfermedad se encuentra ya en un estado avanzado. Las técnicas de imagen mas
utilizadas en el diagnéstico son la ecografia, la tomografia computarizada (TC) y la
resonancia magnética (RM). Las técnicas diagndsticas incluyen marcadores
serolégicos, entre los que el mas comun es la alfa-fetoproteina 1 (AFP-1), aunque esta
proteina también se puede encontrar elevada en suero de pacientes con otros tipos de
cancery en patologias hepaticas no tumorales, como la cirrosis (Chedid MF et al., 2017).
Ademas, esta el examen citoldgico de lesiones sospechosas mediante puncion de aguja
fina (FNA) cuya eficacia depende en gran medida del tamafio y didmetro de la lesion
(Franga AV et al., 2004).

Estadificacion

La estadificacion tumoral es un factor critico para el pronéstico de la enfermedad y para
optimizar el tratamiento en cada caso. Sin embargo, el prondstico para los pacientes
con HCC no solo se asocia con el estadio de la enfermedad, sino que también depende
de la funcion hepatica subyacente y del estado funcional de cada paciente, teniendo en
cuenta que la mayoria de los pacientes de HCC sufren también otras enfermedades
hepaticas, como la cirrosis (Llovet JM et al., 2003). El sistema de estadificacion del HCC,
denominado BCLC y propuesto por el Hospital Clinico de Barcelona (BCLC Barcelona
Clinic Liver Cancer), es uno de los mas aceptados. Surgi6 de la identificacion de factores
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prondésticos en varios ensayos clinicos. Ello llevé a proponer una clasificacién con cinco
estadios teniendo en cuenta el tamafio y nidmero de tumores, la funcién hepatica
subyacente y el estado funcional general del paciente (tabla I.1) (Bruix J et al., 2001)
(De Lope CR et al., 2012).

Tabla I.1. Estadificacién del HCC (BCLC Barcelona Clinic Liver Cancer).

Estadio PS Caracteristicas del tumor Funcién hepética

0 0 Unico<2cm Child-Pugh A

A 0 Unico o hasta 3 nédulos < 3 cm Child-Pugh A-B

B (HCC intermedio) 0 Multiples nédulos y grandes Child-Pugh A-B

C (HCC avanzado) 1-2  Invasién vascular o extension Child-Pugh A-B
extrahepatica

D (HCC estadio final) 3-4 Cualquiera Child-Pugh C

PS: del inglés Performance Status

La escala Child-Pugh (CP) es un sistema de clasificacion simple y ampliamente utilizado
para valorar la funcion hepatica (tabla 1.2) (Subramaniam S et al., 2013) que permite
definir el grado de deterioro gue acompafia a la enfermedad hepéatica. El sistema CP se
define de acuerdo a 5 medidas clinicas (bilirrubina total, albumina, tiempo de
protrombina, grado de ascitis y grado de encefalopatia) y en funcion de la puntuaciéon
conjunta de estas medidas clinicas se puede predecir la tasa de supervivencia de los

pacientes entre 1 y 5 afios (Kamath PS et al., 2001).

Tabla 1.2. El sistema CP (Child-Pugh) (A: menor severidad — C: mayor severidad).

Grado Puntos Tasa de supervivenciadelab
afos
A: enfermedad bien compensada. 5-6 95 %
B: compromiso funcional 7-9 75 %
significativo.
C: enfermedad descompensada. 10-15 50 %

Tratamiento

El estadio del tumor juega un papel esencial en la orientacion de las decisiones del
tratamiento. Los pacientes en los primeros estadios de HCC sin cirrosis son
generalmente candidatos ideales para las resecciones hepaticas parciales (Llovet JM et
al., 2005) y tienen una probabilidad mucho mayor de respuesta curativa con diferentes
opciones de tratamiento. El tratamiento definitivo para el HCC es el trasplante hepético,

gue permite tanto el tratamiento de la enfermedad hepatica subyacente como la cura
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del HCC (Cucchetti A et al., 2014); sin embargo, son pocos los pacientes que cumplen
los requisitos para el trasplante (Mazzaferro V et al., 1996). La tasa de supervivencia a
4 afos de los pacientes trasplantados es aproximadamente de un 75 % (Mazzaferro V
et al., 1996) aunque, después de un trasplante, la mitad de los pacientes desarrollan
cirrosis (Bruix J et al., 2011) (Wo6rns MA & Galle PR., 2010) (Daher S et al., 2018).

Las terapias ablativas, que consisten en la administracion de calor con radiofrecuencia
o frio (crioablacion) para eliminar el tejido tumoral, presentan un pequefio potencial de
curacién en HCC, siendo solo aplicables en el caso de tumores de tamafio inferior a 2
cmy en etapas muy tempranas del desarrollo tumoral (Bruix J et al., 2016) (Chedid MF
et al., 2017). Otra opcion es la quimioembolizacion por catéter transarterial (TACE), un
tratamiento paliativo para pacientes con HCC inoperables, con lesiones grandes o
multinodulares limitadas al higado y con una funcién hepatica adecuada (Facciorusso A
et al., 2016). Consiste en administrar localmente la quimioterapia junto con un agente

gue restringe el aporte de sangre al tumor (Lencioni R et al., 2012).

La radioterapia conformada tridimensional (CRT) permite crear una imagen
tridimensional del tumor y administrar la mayor dosis de radiacion posible al tumor sin
afectar al tejido sano. Ha mostrado buenos resultados a dosis entre 40 y 60 Gy y en
pacientes con HCC avanzado, con una tasa media de respuesta del 45 % y una mediana

de supervivencia de 10 a 15 meses (Tsai CL et al., 2016).

Debido a la resistencia a la quimioterapia, las opciones quimioterapéuticas del HCC
avanzado son limitadas. De hecho, debido a la disfuncién hepatica subyacente y otras
complicaciones los pacientes tienen una tolerancia limitada a tratamientos con
poliquimioterapia (Kim DW et al., 2017) (Matsumoto K et al., 2008). En este sentido, la
combinacion de los farmacos cisplatino, interferén, adriamicina y fluorouracilo (PIAF) se
mostrd prometedora en un estudio clinico de fase Il (Leung TW et al., 1999), pero en un
estudio clinico de fase Ill no demostré eficacia en comparacion con el tratamiento solo
con doxorrubicina (Yeo W et al., 2005). Ademas, los pacientes mostraron mielotoxicidad

severa al régimen terapéutico PIAF (Yeo W et al., 2005).

Los avances en el campo del tratamiento del HCC han adaptado estrategias de
combinacion novedosas e identificado nuevas dianas terapéuticas. El farmaco
sorafenib, un inhibidor de uso oral de las multiquinasas, fue aprobado por la FDA para

el tratamiento de HCC avanzado y sigue siendo actualmente la terapia de primera
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opcion para el HCC avanzado (Llovet JM., 2008) (Llovet JM et al., 2018). Desde hace
ya algunos afios se ha propuesto que otro inhibidor de multiquinasas, el regorafenib,
podria ser otra opcidn para pacientes que no responden o no toleran el sorafenib (Bruix
J et al., 2013). Ademas, se han desarrollado varios farmacos dirigidos a controlar la
angiogénesis, como son: sunitinib, brivanib, linifanib, vatalanib, TSU-68, cediranib,
bevacizumab y ramucirumab. También se estan desarrollando otras terapias,
incluyendo inhibidores del factor de crecimiento epidérmico tales como erlotinib y
lapatinib. Asi mismo se han comenzado ensayos con un inhibidor competitivo de MEK1
/ 2 (selumetinib), un antagonista de mTOR (everolimus) e inhibidores de multiquinasas
(nintedanib); sin embargo, todos estos farmacos aun se encuentran en estudios

preclinicos y clinicos tempranos (Daher S et al., 2018).

2.3.2. Colangiocarcinoma
El colangiocarcinoma (CCA) es la neoplasia biliar maligna méas frecuente y la segunda

neoplasia maligna hepética primaria mas comun. Dependiendo de su lugar anatomico
el CCA puede ser clasificado en intrahepético (iCCa), perihilar (pCCA) y distal (dCCA)
(Blechacz B., 2017).

Etiologia

La etiologia del CCA no esta clara, aunque se ha encontrado una asociacion con varios
factores de riesgo. En este sentido, en algunos parasitos (Clonorchis sinensis y
Opisthorchis viverrini), la litiasis intrahepética y la colangitis esclerosante son factores
predisponentes (Kurathong S et al., 1985) (Tyson GL & El-Serag HB., 2011) (Rizvi S et
al., 2014). El factor de riesgo mas frecuente en el mundo occidental es la colangitis
esclerosante primaria (CEP), caracterizada por la inflamacion crénica del tracto biliar y
por lesion hepatica (Pérez-Navarro JV et al., 2014). Otros factores de riesgo son la
enfermedad fibropoliquistica congénita del sistema biliar (se asocian en un 10 a 15 %
con CCA) y la enfermedad de Caroli (Shaib YH et al., 2005) (Pérez-Navarro JV et al.,
2014). Ademas de estos factores de riesgo establecidos, se han asociado con el CCA
algunas otras condiciones, como la colangitis recurrente, la colelitiasis, la cirrosis
hepética alcohdlica, la cirrosis biliar, la cirrosis idiopatica, la diabetes, la tirotoxicosis y
la pancreatitis crénica (Shaib YH et al., 2005) (Pérez-Navarro JV et al., 2014).
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Epidemiologia

Los pacientes con colangiocarcinoma suelen estar en la sexta o séptima década de la
vida, siendo mas comunmente varones. El CCA es mas frecuente en Asia mientras que
su distribucién mas baja se encuentra en Australia (Jung KW et al., 2012) (Kim KW et
al., 2013). Su incidencia anual es de, aproximadamente, 1 por 100.000 habitantes en
EE.UU, 7,3 por 10.000 en Japon y 2 por 100 en Inglaterra y Gales. Su prevalencia difiere
segun el grupo racial y étnico; en EE.UU, las poblaciones con mayor prevalencia son
los hispanos y los japoneses (2,8 - 3,3/100.000) (McLean L & Patel T., 2006) (Shaib Y
& El-Serag HB et al., 2004) (Khan SA., 2002) (Pérez-Navarro JV et al., 2014). El CCA
es un cancer de curso agresivo que presenta una media de supervivencia de menos de
24 meses después del diagndstico (Farley DR et al., 1995) (Rizvi S., 2014).

Patogenia

El CCA puede surgir por inflamacion crénica, lo que sugiere que la inflamacién
promueve la carcinogénesis al transmitir sefiales de supervivencia e inducir la aparicion
de aberraciones genéticas. Las vias inflamatorias no solo son componentes clave en la
carcinogénesis, sino que también promueven la invasion y migracion tumoral (Rizvi S &
Gores GJ., 2013) (Rizvi S et al., 2014). Las células inflamatorias promueven el estrés
oxidativo, que favorece la producciéon de alteraciones genéticas. La activacion de la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la accién de citoquinas inflamatorias contribuyen
al estrés nitrosativo por la generacion de un exceso de NO. En consecuencia, la
activacion de iINOS da como resultado la inhibicion de proteinas reparadoras del ADN y
la apariciobn de lesiones oxidativas en el ADN (Jaiswal M et al., 2000). La sobre-
expresion de iINOS se observa no solo en CCA sino también en otros tipos de tumores,
lo que indica que debe estar involucrada en la formacion y progresion de los mismos
(Jaiswal M et al., 2001) (Rizvi S et al., 2014).

Por otra parte, la actividad de la ciclooxigenasa-2 se induce por varias citoquinas
proinflamatorias y se ha implicado en el CCA (Yoon JH et al., 2002). Los oxisteroles, los
acidos biliares y la INOS estimulan la sobreexpresion de la ciclooxigenasa-2 (Yoon JH
et al., 2002) (Yoon JH et al., 2004). De hecho, los acidos biliares secundarios en la bilis
también pueden contribuir a la biologia de CCA ya que, ademas de inducir a la
ciclooxigenasa-2, activan receptores tirosina quinasa, como el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), que media la proliferacion celular (Yoon JH et al.,
2002).
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Adicionalmente, se han identificado mutaciones somaticas en genes conocidos por su
asociacion con neoplasias malignas, como el homdlogo del oncogén viral del sarcoma
de Kristen Ras (KRAS), que se ha visto mutado en un 17 % de los pacientes con CCA,
asociandose también con una menor supervivencia, y como la proteina tumoral 53
(P53), mutada en un 44,4 % de los casos en CCA. El gen SMAD4 (factor de transcripcion
y supresor tumoral) se ha visto mutado en el 16,7 % de los casos de CCA estudiados.
Ademas, se han encontrado mutaciones en otros oncogenes recientemente implicados
en CCA, incluyendo MLL3 (mutado en 14,8 % de los casos), PEG3 (5,6 %), RNF43 (9,3
%), ROBO2 (9,3 %), y GNAS (9,3 %). Las funciones biolégicas de los oncogenes
mencionados incluyen la desactivacion de los modificadores de histonas, la activacion

de proteinas Gy la pérdida de estabilidad genémica (Ong CK., 2012).

Diagnostico

Los diferentes tipos de CCA no estan asociados a sintomas especificos en etapas
tempranas y no suelen diagnosticarse durante examenes fisicos (Carriga MT & Henson
DE., 1995). No obstante, el CCA suele presentarse con ictericia, prurito, heces de
coloracién arcilla (hipocélicas) y una orina hiperpigmentada (coluria) (Khan SA et al.,
2002). En el CCA los niveles de CA 19-9 y de CEA estan significativamente elevados.
En las células tumorales, a diferencia del HCC, AFP es negativo y la tinciébn con

mucicarmina es positiva (Conrad R et al., 2013).

Los analisis de imagen, como la tomografia computarizada (CT), son esenciales para el
diagnéstico; la CT de triple fase se utiliza tanto para el diagnéstico como para la
determinacion del estadio tumoral (Valls C et al.,, 2000). También se utilizan la
resonancia magnética (MRI) y la colangiopancreatografia por resonancia magnética
(MRCP) (Romagnuolo J et al., 2003). EI CCA intrahepatico por otra parte es dificil de
distinguir de otras masas intrahepaticas sélidas, debido a la falta de caracteristicas
especificas en la ecografia (Blom CM et al., 1999) (Slattery JM & Sahani DV., 2006).

Tratamiento

La reseccién quirtrgica es la Unica opcion curativa cuando es aplicable. Sin embargo,
la tasa de supervivencia general a 5 afios, después de la reseccidén quirdrgica es del
33,1 % para canceres del conducto biliar y del 41,6 % para el cancer de la vesicula biliar
(Miyakawa S et al., 2009). El pronéstico para el CCA contintia siendo poco favorecedor,

inclusive después de una reseccion quirdrgica extensa, debido a la alta tasa de
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recurrencia. Por ello, se requiere una terapia adyuvante eficiente para ampliar la
supervivencia de los pacientes con CCA. El 5-fluorouracilo (5-FU) y la gemcitabina son
los farmacos de uso més comun para CCA (Horgan AM et al., 2012) (Neoptolemos JP
et al., 2012) (Kim KW et al., 2013) (Eckel F & Schmid RM., 2007). La combinacion de
gemcitabina con cisplatino ha sido utilizada en el tratamiento estandar para pacientes
con buen estado general y ha mostrado mejores resultados que la utilizacion Unica de
gemcitabina (Vogel A et al., 2014) (Valle J et al., 2010). Por otro lado, la combinacion
de cisplatino con 5-FU resulta en un aumento del 24 % en la tasa de supervivencia.
Mientras que una combinacion triple de cisplatino, epirubicina y 5-FU producen una tasa
de respuesta del 40 % con un tiempo medio de supervivencia de 11 meses
(Thongprasert S., 2005).

Respecto a la utilidad de inhibidores de tirosina quinasas (TKIs) para el CCA, los
ensayos clinicos realizados hasta la fecha han demostrado un efecto beneficioso
limitado del sorafenib (Luo X et al., 2017).

2.4. Papel de los Inhibidores de tirosina quinasa en la terapia antitumoral en

cancer hepatico

Las tirosina quinasas (TKs) son enzimas con una subunidad catalitica que transfiere el
fosfato del ATP a un residuo tirosina de otras proteinas, produciendo modificaciones
conformacionales que transmiten sefiales intracelulares. Esta cascada de sefializaciéon
desemboca en la regulacion de la actividad de muchas proteinas implicadas en diversos
procesos celulares (Manning G et al., 2002). La actividad anormal de las tirosina

quinasas se ha comprobado que puede contribuir al desarrollo de procesos cancerosos.

2.4.1. RutaERK

La ruta de sefalizacion mediada por las MAP quinasas ERK1 y 2 desempefia un papel
importante en el control de la diferenciacion, proliferacion y supervivencia celulares en
condiciones fisiolégicas. La desregulacion de esta ruta favorece la transformacion

celular y esté involucrada en el avance tumoral.

Las proteinas Ras GTPasas con actividad oncogénica incluyen, receptores tirosina
guinasas, como EGF y PDGF, receptores de integrinas acoplados a proteinas G y
receptores de citoquinas (Hancock JF., 2003). Los genes RAS codifican cuatro

proteinas (H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B y N-Ras), que estan unidas a la cara interna de
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la membrana plasmatica (Barbacid M., 1987). La activacion de las proteinas RAS se
asocia con la activacion mediante fosforilacion de las proteinas RAF (BRAF, RAF1),
MEK1A1/MEK1AZ2 y, por ultimo, ERK1/ERK2, que son miembros de la via RAS/MAPK,
responsables del control del ciclo celular y que estan implicados en la regulacion de la
transcripcién, lo que desemboca en la modificacién de la expresién de distintos genes
(Dance M et al., 2008).

Las proteinas Ras oncogénicas presentan mutaciones que las mantienen en estado de
activacion, potenciando de esta manera diversas rutas de sefializacion intracelular
(Campbell SL et al., 1998). Por otro lado, Ras es un efector clave del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), que se encuentra activado y/o sobreexpresado en
varios canceres. La activacion de ERK también promueve la expresion de los ligandos
EGFR, induciendo un ciclo de control autocrino critico para el desarrollo del tumor. Esta
red de sefializacion EGFR-Ras-Raf-MEK-ERK ha sido objeto de intensa investigacion

farmacologica para identificar nuevas dianas terapéuticas (Roberts PJ & Der CJ., 2007).

Actualmente, el farmaco mas prometedor dirigido a las quinasas Raf/Ras es el
sorafenib. Sin embargo, el sorafenib no es especifico de estas quinasas, ya que una
parte significativa de su actividad antitumoral se debe a su efecto sobre el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y sobre el receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Wilhelm S & Chen 2002). En este sentido, hay que tener en
cuenta que el cancer hepético es, normalmente, un tumor altamente vascularizado, con

intensa actividad angiogénica, lo que implica alta expresion de VEGF.

2.4.2. Farmacos antitumorales inhibidores de tirosina quinasas

Los inhibidores de tirosina quinasas (TKIs) forman un grupo de moléculas pequefias
disefiadas para interferir en las vias oncogénicas dependientes de tirosina quinasas.
Estas ofrecen una opcidn terapéutica que presenta menor toxicidad en comparacién con
la quimioterapia convencional (Lodish MB & Stratakis CA., 2010) (Bielski LY et al.,
2016,). Los TKiIs previenen la fosforilacién de diversos receptores de tirosina quinasas,
compitiendo con la unién del ATP al dominio catalitico por semejanza estructural (Arora
A & Scholar EM., 2005). Debido a que el dominio catalitico de estos receptores esta
sumamente conservado, varios TKIs pueden desarrollar su efecto inhibidor sobre un
gran espectro de tirosina quinasas, afectando de este modo mudltiples vias de
sefializacion (Lodish MB & Stratakis CA., 2010) (Bielski LY et al., 2016) (figura I-2).
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Figura I-2. Mecanismos de accién propuestos de los inhibidores de tirosina quinasas
(TKIs) (Adaptacion de Schlessinger., 2004) (Milano et al., 2007).

2.4.2.1. Sorafenib
El sorafenib, N-(3-trifluorometil-4-clorofenil)-N’-(4-[2-metilcarbamoilpiridina-4-yl] oxifenil)

urea, (Nexavar®), es un inhibidor multiquinasa que bloquea la proliferacion de células
tumorales y se utiliza por via oral en la forma de tosilato de sorafenib (Sampat KR &
O'Neil B., 2013). El sorafenib inhibe la via de transduccion de la sefial RAF/MEK/ERK,
suprimiendo directamente el crecimiento del tumor. Ademas, bloquea la angiogénesis
tumoral mediante la inhibicion de VEGFR y PDGF, que suprimen indirectamente el
crecimiento del tumor (Peck-Radosavljevic M., 2014) (Zhang B et al., 2015).

El mecanismo molecular de accion del sorafenib se basa en la inhibicién competitiva del
dominio catalitico de unién al ATP de las quinasas, ya que el anillo piridil distal del
sorafenib interacciona directamente con 3 amino&cidos del bolsillo de union al ATP de

estas proteinas, lo que evita su fosforilacion y su activacion (Wan PT et al., 2004).

La dosis recomendada de sorafenib en adultos es de 400 mg (dos comprimidos de 200
mg) tomados dos veces al dia. Después de su administracién oral, se absorbe
rapidamente desde el tracto gastrointestinal y llega al higado a través de la vena porta
(Strumberg D et al.,, 2007) (Gong L et al., 2017). La unién in vitro del sorafenib a
proteinas plasméticas humanas es del 99,5 %. Se metaboliza principalmente en el
higado, por metabolismo oxidativo a través de la accién de la enzima CYP3A4, asi como

por glucuronizacion mediada por la enzima UGT1A9. El principal metabolito circulante
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del sorafenib en plasma es el n-6xido de piridina, que presenta una potencia in vitro

similar a la del sorafenib. La semivida de eliminacién es de 25-48 h (Gong L etal., 2017).

La aprobacion del sorafenib en el contexto de HCC se basoé en los resultados del estudio
SHARP, un ensayo multicéntrico de fase lll controlado con placebo. Se comparé el
tratamiento con sorafenib y con placebo en 602 individuos con cancer avanzado o HCC
metastasico y enfermedad hepatica clase A de Child-Pugh. Este estudio mostré que
este farmaco prolongaba la supervivencia media comparado con el grupo de pacientes
gue recibieron el placebo (10,7 meses vs. 7,9 meses) y el tiempo de progresion en
pacientes con HCC avanzado (Llovet JM et al., 2008). Los resultados del estudio
SHARP representaron un avance en el manejo clinico del HCC, considerando al
sorafenib como la primera terapia sistémica para prolongar la supervivencia de estos
pacientes (Llovet JM et al., 2008). El efecto beneficioso del sorafenib en el ensayo
SHARP se confirm6 en otro estudio de fase Il realizado en la region de Asia-Pacifico.
Este ensayd encontré que la supervivencia de los pacientes tratados con sorafenib
aumentaba de 4,2 meses en el grupo placebo a 6,5 meses en el grupo de sorafenib.
Ademas, el tiempo de progresion fue de 2,8 meses en el grupo de sorafenib vs. 1,4

meses en el grupo placebo (Cheng AL et al., 2009).

Otro analisis reciente reveld que los efectos adversos relacionados con el tratamiento
con sorafenib fueron similares en pacientes con enfermedad hepética de nivel Child-
Pugh Ay B; sin embargo, un mayor porcentaje de pacientes con disfuncién hepatica de
nivel Child-Pugh B tuvo que suspender el tratamiento debido a los efectos adversos (38
% frente a 23 %). En la poblacion tratada (1.614 pacientes), la supervivencia preliminar
fue de 10,5 meses en el grupo de Child-Pugh Ay de 4,8 meses en el grupo de Child-
Pugh B. Este estudio sugiere que el uso de sorafenib en pacientes con un mayor grado
de disfuncion hepéatica requiere mucha atencion a los efectos secundarios (Sampat KR
& O'Neil B., 2013). Debido a la aparicion de resistencia al sorafenib se ha propuesto el
combinar el sorafenib con la guimioterapia convencional, en un esfuerzo por mejorar los

resultados terapéuticos.

Ya se ha mencionado que el sorafenib supone un gran avance en el tratamiento del
HCC; sin embargo, el efecto de este farmaco en el tratamiento del CCA no resulta tan
claro. Algunos estudios preclinicos in vitro han mostrado una fuerte actividad antitumoral
en pacientes con CCA, mediante la inhibicién de la ruta de las MAPK y la parada del
ciclo celular (Huether et al., 2007). En un estudio de 44 pacientes con iCCA avanzado

no operable tratados con sorafenib, se observo que el control de la enfermedad fue del
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15,9 %, la supervivencia libre de progresion fue de 3,2 meses y la supervivencia
promedio fue de 5,7 meses. Estos resultados permitieron concluir que el sorafenib
puede ser utilizado como parte del tratamiento paliativo en el CCA (Luo X et al., 2017).
Sin embargo, se han llevado a cabo otros ensayos clinicos con pacientes con CCA
tratados con sorafenib que no han sido concluyentes. Asi, los ensayos de Bengala y El-
Khoueiry, respectivamente, encontraron que la actividad antitumoral del sorafenib en los
pacientes era baja o nula (Bengala C et al., 2010) (EI-Khoueiry et al., 2012). No obstante,
en otro estudio se vio un efecto moderado del sorafenib en pacientes con CCA (LaRocca
RV et al., 2007), mientras que en el caso de un paciente con CCA el sorafenib mostr6
una fuerte actividad, aliviando los sintomas, mejorando la funcionalidad hepética y
aumentando la supervivencia hasta 24 meses después del tratamiento (Pinter et al.,
2011). En general, se puede afirmar que el tratamiento con sorafenib en pacientes con
tumores hepaticos tiene efectos beneficiosos moderados y transitorios, debido a una

pérdida de su eficacia causada por la activacion de mecanismos de resistencia.

2.4.2.2. Otros farmacos de la familia TKls

Regorafenib. Es un inhibidor de las quinasas implicadas en las vias de sefializacion de
las sefales angiogénicas y de crecimiento tumoral, incluidos los receptores del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGFR1, 2 y 3), el factor de crecimiento derivado
de plagquetas beta (PDGFR-B) y el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 1
(FGFR1) (Tsai JJ, et al., 2017). El regorafenib se utiliza como segunda linea de
tratamiento en HCC. Los datos del ensayo RESORCE, un estudio de fase Ill controlado
con placebo que evalué la eficacia y seguridad de este farmaco en pacientes con HCC,
mostré una ligera mejoria de la supervivencia en el grupo de tratamiento con regorafenib

en comparacion con el de placebo (10,6 meses vs. 7,8 meses) (Trojan J et al., 2016).

Sunitinib. Se trata de un farmaco dirigido a la inhibicién de la angiogénesis. El sunitinib
es un TKI de uso oral con actividad anti VEGFR-1, VEGFR-2, c-KIT, FLT3, PDGFR-
alpha, PDGFR-beta y otras quinasas (Mendel DB et al., 2003). Se utiliza en los pacientes
con HCC avanzado que no toleran o no responden al sorafenib. En un ensayo
aleatorizado de fase lll para comparar el efecto de sunitinib vs. sorafenib en HCC, la
mediana de supervivencia fue de 7,9 meses en el grupo de sunitinib y de 10,2 meses
en el de sorafenib (Cheng AL et al., 2013).

Brivanib. Es un inhibidor de uso oral, selectivo y dual del receptor de FGF (FGFR) y

VEGFR, que ha demostrado potentes efectos antitumorales y antiangiogénicos en
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modelos preclinicos de diversos tipos de tumores, incluido el HCC (Huynh H et al., 2008)
(Bhide RS et al., 2010). El brivanib también se ha asociado con retraso en el crecimiento
del tumor y aumento de la supervivencia en un modelo de xenoinjerto de HCC con
resistencia adquirida al sorafenib (Tovar V et al., 2011) (Sampat KR & O'Neil B., 2013).

Cabozantinib (XL184). Es un TKI cuyas dianas son c-Met y VEGFR2 (Zhang GN et al.,
2017). Este compuesto se utiliza como tratamiento de segunda linea para el HCC con
alta expresion de c-MET (Kudo M, 2018) (Zhang B et al., 2015). Utilizando células de
HCC en cultivo, xenoinjertos en raton y modelos metastasicos, el farmaco cabozantinib
bloqued la angiogénesis, la metastasis y provoco la regresion tumoral en varios modelos
tumorales como el HCC (Xiang Q et al., 2014). El cabozantinib también se esta utilizando
en el tratamiento de primera linea del cancer renal y tiene un futuro prometedor en el
tratamiento y eficacia para otros tipos de neoplasias, dada la eficacia observada y el

mecanismo unico de accion del mismo (Abdelaziz A & Vaishampayan U., 2017).

Lenvatinib. Es un inhibidor de tirosina multiquinasa (Song E et al., 2020), que se dirige
a VEGFR1-3, FGFR1-4, PDGFR, RET y KIT (lkeda K et al. 2017) y que se esta
comenzando a utilizar como farmaco de primera linea en el HCC (Raoul JL, et al., 2019).
En un estudio de fase lll con un total de 954 pacientes con HCC no operable se
compararon los tratamientos con lenvatinib (478 pacientes) y con sorafenib (476
pacientes) y se observo que la supervivencia media total fue de 13,2 meses con levatinib
vs. 12,3 meses con sorafenib. Los resultados de este estudio mostraron que la mediana
de supervivencia libre de progresion, el tiempo de progresion y la tasa de respuesta

fueron significativamente mejores con lenvatinib que con sorafenib (Kudo M et al., 2018).

Tivantinib (ARQ 197). Es un inhibidor selectivo de la tirosina quinasa MET. Los estudios
de fase | y Il han mostrado su potencial en el tratamiento del HCC cuando los pacientes

no responden al sorafenib o cuando no es bien tolerado por ellos (Pievsky D et al., 2016).

2.5. Resistencia a la quimioterapia antitumoral en cancer hepatico

La supervivencia en pacientes con HCC se ha visto mejorada gracias al desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas. Sin embargo, desgraciadamente, la recurrencia sigue
siendo un problema debido al fenbmeno de quimiorresistencia, que puede ser primaria
o adquirida durante el tratamiento. Los mecanismos de resistencia se han clasificado en
7 grupos o MOCs (del inglés, mechanisms of chemoresistance) (figura 1.2) (Marin JJ et
al., 2009) (Marin JJ et al., 2010) ( Briz. O et al., 2017):
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MOC-1. Transportoma. El transportoma comprende un grupo de proteinas expresadas,
gue llevan a cabo el trafico de moléculas a través de la membrana plasmatica de las
células tumorales. Este mecanismo de quimiorresistencia afecta a los genes que
codifican los transportadores implicados en la captacion (MOC-1a) o la expulsion de
farmacos (MOC-1b).

MOC-2. Metabolismo de farmacos. Es el mecanismo de quimiorresistencia que implica
cambios en el metabolismo de los farmacos, ya sea por activacion del profarmaco o por
su inactivacion del agente activo, lo que puede conducir a la menor respuesta al

tratamiento.

MOC-3. Dianas moleculares. Es un mecanismo provocado por cambios en la actividad

y/o expresidn de las dianas moleculares de los agentes farmacolégicos.

MOC-4. Reparacion del ADN. Ocurre por diversos mecanismos mediante los cuales
las células cancerosas pueden reparar los dafios al ADN inducidos por farmacos

antitumorales.

MOC-5. Supervivencia y apoptosis. Desregulacion en el equilibrio entre la
supervivencia y las vias apoptoéticas, mediante la reduccién de la expresién/funcién de
las proteinas apoptéticas (MOC-5a) o la expresion/funcion mejorada de las proteinas
antiapoptoéticas (MOC-5b).

MOC-6. Microambiente tumoral. Mecanismos derivados de cambios en el
microambiente tumoral, entre los que se incluyen la reprogramacion metabdlica como
consecuancia de la adaptacién a la hipoxia y la acidificacion, que pueden reducir la

repuesta a la quimioterapia.

MOC-7. Transicion fenotipica (epitelio-mesénquima). EMT es el mecanismo que
conduce a una diferenciacion transitoria y reversible de las células epiteliales a un
fenotipo mesenquimatoso, lo que aumenta su capacidad de invasion, metastasis y su

resistencia a farmacos.
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Figura 1-2: Estructura representativa de los mecanismos de quimiorresistencia
(MOCs): reduccién de la concentracion intracelular de farmacos activos (MOC-1 y
MOC-2), cambios en las dianas moleculares (MOC-3), reparacién del ADN (MOC-4),
desregulacion en el equilibrio entre la supervivencia y vias apoptéticas (MOC-5),
microambiente tumoral (MOC-6) y transicion fenotipica (epitelio-mesenquimal) (MOC-
6) (Adaptacion de Alonso-Pefia M et al., 2019).

2.5.1. Papel del transportoma en la disminucién de la concentracidon intracelular

de farmacos (MOC-1)

Como ya se ha mencionado, el transportoma comprende un conjunto de genes
relacionados con el transporte de farmacos, cuyos cambios de expresion pueden
determinar la respuesta a algunos tratamientos farmacolégicos antitumorales mediante
la regulacién del balance entre su captacion y su expulsion (Huang Y et al., 2004). La
mayoria de los farmacos no pueden atravesar la membrana plasmatica por difusion,
debido a su bajo caracter lipofilico y, por ello, requieren la participaciéon de
transportadores especificos (Chandra P et al., 2004). La captacién de un gran nimero
de moléculas a través de la membrana plasmatica se realiza mediante un grupo de
transportadores de la familia SLC (Solute Carriers), mientras que la expulsion del
farmaco puede estar mediada por la actividad de proteinas ABC (ATP-binding cassette).
Las células hepaticas expresan varias proteinas de las familias SLC y ABC, lo que
puede ser un factor determinante de la concentracion intracelular y, en consecuencia,
de la actividad antitumoral de varios farmacos (Okabe M et al., 2008). Ademas, pueden
existir diferencias en la expresiéon y/o la funcién de los transportadores en el tejido
tumoral en comparacion con el tejido no tumoral. Estos cambios pueden ocurrir durante
el desarrollo tumoral o tras la quimioterapia (Kerb R et al., 2001) (Suzuki H et al., 2002).
En esta tesis doctoral, nos centramos en el papel de los transportadores de cationes

organicos expresados en el higado, OCT1 y OCT3, (figura 1.3).

24

NOIDONAOHLNI



Introduccién Meraris Soto Mufiiz

2.6. Transportador de Cationes Organicos OCT1 (gen SLC22A1)

El transportador de cationes organicos OCT1 es un miembro de la familia SLC, del
subgrupo SLC22A, que contiene 3 miembros principales OCT1, OCT2 y OCT3, que
muestran una identidad en su secuencia de aminoacidos entre el 50 y el 70 % (You G &
Morris ME., 2014) (figura 1.3). OCT1 y OCT3 estan expresados en el higado mientras que
el OCT2 se encuentra principalmente en el riidn. Los miembros de esta familia
transportan cationes organicos endogenos y xenobiédticos. Alrededor del 40 % de los
farmacos son cationes organicos y, por ello, son potenciales sustratos de OCT1 (Nies
AT et al., 2009). EI mecanismo de transporte de compuestos a través OCT1 se clasifica
como de difusién facilitada independiente de sodio, cloro o gradiente de protones
(Koepsell H et al., 2011).

Extracelular

Intracelular

Figura I-3: OCT1 y OCT3 contienen un 50-70 % de aminoacidos idénticos, ademas
revelan la misma topologia de membrana. El lazo extracelular esta glicosilado y
contiene seis residuos de cisteina que forman tres puentes disulfuro, que se supone
estabilizan la estructura terciaria del lazo. El lazo intracelular contiene sitios de
fosforilacion dependientes de quinasas; la fosforilacion de estos sitios modifica la
selectividad hacia los sustratos (Engler JR et al., 2011) (You G & Morris ME., 2014).

2.6.1. Estructura del OCT1

El gen SLC22A1, que codifica la proteina OCT1, esté localizado en el brazo largo del
cromosoma 6, en el locus 6g26. EI ARNm inmaduro contiene 11 exones y 10 intrones.
La OCTL1 es una proteina integral de la membrana plasmética con 554 aminoacidos,
contiene doce dominios transmembrana (TMD), posee una estructura de a-hélice y una
region amino y otra carboxilo-terminal hacia el mismo lado de la membrana (Nies AT et
al., 2011) (Boyer JL., 2013). Entre los TMD 1 y 2 hay un lazo extracelular grande, que
posee sitios de glicosilacion. Ademas, la OCT1 tiene también otro lazo intracelular entre
los TMD 6 y 7 que presenta sitios de fosforilacion (Zhang L et al., 1997). El peso
molecular de la proteina OCT1 es aproximadamente de 61 kDa (Koepsell H et al., 2007)

(Lozano E et al., 2013). Ademas de la forma silvestre (variante 1) de OCT1 se han
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descrito variantes formadas por la presencia de SNPs y variantes debidas a la

ocurrencia de splicing alternativo (Herraez E et al., 2013).

2.6.2. Expresiéon de OCT1

La proteina transportadora OCT1 se expresa en la membrana sinusoidal de los
hepatocitos y, en menor medida, en los colangiocitos. Ademas, se expresa en algunas
neuronas, corazén, musculo esquelético, pulmoén y granulocitos basoéfilos (Jonker JW &
Schinkel AH., 2004) (Koepsell H., 2004). La expresion de OCT1 presenta una
variabilidad interindividual muy alta, tanto a nivel de ARNm como de proteina (Nies AT
et al., 2009) (Kim MH et al., 2012).

En algunos estudios se ha visto una expresion baja de SLC22A1 en HCC, la cual se
asocia a un mayor nimero de tumores, un mayor diametro del tumor y una peor
supervivencia del paciente, correspondientes a estadios avanzados de HCC (Heise M
etal., 2012).

2.6.3. Funcién de OCT1

El papel fisioldgico del OCT1 es la captacion de varios sustratos endégenos como son
catecolaminas y prostaglandinas, y de sustratos exdgenos, que incluyen farmacos
anticancerosos como los inhibidores de tirosinas quinasas (p. ej. sorafenib) (Lozano E
et al., 2013) (Grimm D et al., 2016).

El transportador OCT1 es bidireccional, por lo que no solo se comporta como un
transportador de captacion extrayendo sustratos de la sangre en el hepatocito, sino que
también participa en el eflujo y la eliminacion hepética de sustratos farmacolégicos. El
OCT1 media el transporte, facilitado e independiente de Na+, de cationes organicos de
Tipo | (moléculas protonadas) tales como tetraetilamonio (TEA+), 1-metil-4-fenilpiridinio
(MPP+), N1-metilnicotinamida (NMN), dopamina y colina, asi como algunos cationes
Tipo Il (moléculas mas grandes) como la quinina y la quinidina (Koepsell H., 1998). En
general, los cationes del tipo | son transportados por el OCT1 mientras que los del tipo
Il no se transportan por OCT1 sino que actdan como inhibidores de esta proteina

transportadora.
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2.6.4. Regulacion de la expresion de OCT1

El nivel de expresién de los transportadores de cationes organicos es importante, tanto
para el metabolismo de farmacos de naturaleza cationica organica como para la
respuesta a los mismos en los hepatocitos (Hysova L et al., 2016). El transportador
OCT1 es el que tiene la mayor expresion entre los transportadores de farmacos en
hepatocitos humanos y presenta una gran variedad interindividual (Hysova L et al.,
2016). Al ser el transportador mas expresado en las células hepaticas, se ha sugerido
gue la expresibn de SLC22A1 esta mayormente controlada por un factor de
transcripcion de los enriquecidos en el hepatocito. Este grupo estd compuesto por el
factor nuclear de hepatocitos 4a, otros factores de transcripcion tales como las proteinas
de unién CCAAT/potenciador a y B, los factores nucleares de hepatocitos 1o (HNF1la)
y 3y (HNF3y, FOXA3) y los factores LEFT (Castell JV et al., 2006) (Kamiyama Y et al.,
2007) (Hysova L et al., 2016). El factor de transcripcion mas importante en el control de
la expresion del OCT1 es el factor nuclear de hepatocitos 4o (HNF4a), que pertenece a
la superfamilia de los receptores nucleares (NR) de esteroides tiroideos (Kamiyama Y
et al., 2007) (Rulcova A et al., 2013) (Saborowski M et al., 2006). En estudios donde se
ha silenciado el gen HNF4a se ha observado que OCTL1 es el transportador mas

afectado (Kamiyama et al., 2007).

Ademas, se han identificado factores activadores del promotor, como son USF1y USF2,
gue regulan la expresion hepética basal de OCT1 a través de E-box (secuencia 50-
CACGTG-30) localizada en la region upstream del promotor. La activacion de estos
factores aumenta la expresion de OCT1 mediante la activacién de HNF4 a (Hyrsova L
et al., 2016). Otros factores importantes que juegan un papel en la regulacion de la
expresion de OCT1 son los receptores nucleares PXR, FXR y el receptor de
glucocorticoides, que cumplen su accién a través de HNF4a (Rulcova et al., 2013).
También se puede regular la expresion de OCT1 por mecanismos epigenéticos, ya que
la metilacion en las islas CpG localizadas en el promotor inhibe la expresién del gen
(Kajiwara et al., 2008).

2.6.5. Variantes de OCT1

Las mutaciones en el gen SLC22A1 no solo pueden conducir a una menor expresion de
la proteina transportadora sino que también modifican las caracteristicas cinéticas del
transportador (Ahlin G et al., 2011), (Choi MK & Song IS., 2012), (Nies AT et al., 2009).

Se han identificado mas de 1000 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), de los
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cuales 22 tienen relevancia clinica para los farmacos que son sustratos de OCT1
(Arimany-Nardi CH et al., 2015).

Por otro lado, se han descrito seis variantes (R61C, F160L, P341L, M408C, G465R y el
160151834C>A intronico) que son SNP con frecuencias alélicas superiores al 1 % en
algunas poblaciones (Arimany-Nardi et al.,, 2015). También se encontraron cuatro
isoformas de OCT1 (G506L, G483del, G353del y G554L) en una linea celular de glioma
humano, mientras que en el ADNc de higado humano solo se detectaron dos isoformas
(G554L y G506L). Al comparar estas estructuras con la estructura OCT1 wild type, se
sugiere que estas isoformas son variantes provocadas por splicing alternativo (Hayer M
et al., 1999).

En nuestro grupo se describié la presencia en HCC de 3 nuevos SNPs no reportados
hasta el momento: ¢.181delCGinsT (R61S fs*10), c.262delT (C88A fs*16) y ¢.589C>T
(P197S). Dos de estas variantes (R61S y P197S) también estaban presentes en algunas
biopsias de CCA (Herraez E et al., 2013).

Muchos de los SNPs descritos dan lugar a una proteina no funcional o con una actividad
transportadora menor, como es el caso de las variantes M420del, C88R, L160F, P341L
0 M408V. Sin embargo, otros SNPs, como la S14F (F408V), presentan una mayor
capacidad transportadora de MPP+ (Shu Y et al., 2003), pero menor para metformina
(Shu Y et al., 2007) y sin cambios en la captacion de TEA (Herraez E et al., 2013). Por
otro lado, se han detectado isoformas truncadas y no funcionales causadas por
mecanismos de splicing alternativo, que aparecen con mayor frecuencia en tumores
hepaticos, tanto HCC como CCA (Hayer M et al., 1999) (Herraez E et al., 2013).

2.7. Transportador de cationes organicos OCT3 (gen SLC22A3)
2.7.1. Estructuradel OCT3

El gen SLC22A3 es uno de los genes similares a SLC22A1, ubicados en un cllster en
el cromosoma 6 (figura 1.3). Su localizacion es q25.3 y su ARNm inmaduro consta de 15
exones. La proteina codificada (OCT3) es una proteina integral de membrana
plasmatica que contiene doce dominios transmembrana putativos. La OCT3 esta

formada por 556 aminoacidos y se pueden encontrar 6 isoformas (GeneBank).
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2.7.2. Expresiéon de OCT3

En contraste con OCT1 y OCT2, que se expresan mayormente en los principales
organos excretores, la OCT3 tiene una distribucién tisular mucho mas amplia.
Primeramente, se detect6 OCT3 a nivel de ARNm en el higado, la corteza cerebral y el
corazén. En un estudio mas extenso, se detectaron niveles altos de ARNm de OCT3 en
aorta, glandula suprarrenal, prostata, misculo esquelético, glandula salival, higado,
placenta y pulmén fetal (Jonker JW & Schinkel AH., 2004).

El transportador OCT3 se encuentra localizado en la membrana basolateral de los
trofoblastos en la placenta, en la membrana sinusoidal de los hepatocitos, en la
membrana basolateral del rifidn y en la membrana luminal del epitelio bronquial y de los
enterocitos del intestino delgado (Sata R et al., 2005) (Jonker JW & Schinkel AH., 2004).

2.7.3. Funcién de OCT3

Este transportador esta involucrado en la biodisponibilidad de muchos compuestos
enddgenos y exdgenos, incluidos varios farmacos (Zhu HJ et al., 2010). Su amplio perfil
de sustrato se solapa con el de OCT1l y OCT2. EI OCT3 transporta varios
neurotransmisores del tipo monoaminas, incluyendo dopamina (DA), norepinefrina (NE)
y serotonina (5-HT (Grindemann D et al., 1998) (Amphoux A et al., 2006) (Zhu HJ et al.,
2010), ademas de hormonas y esteroides (Wu X et al., 1998). En algunos estudios se
ha visto que el OCT3 modula la accién farmacolégica de la metformina (Chen L et al.,
2010).

En la placenta, el OCT3 es responsable de la liberacién de acetilcolina y de la regulacién
colinérgica no neuronal en la gestacion (Wessler | et al., 2001) (Koepsell H & Endou H.,
2004). En general, los transportadores de la familia SLC, como el OCT3, facilitan
principalmente la captacién de moléculas hidréfilas por las células trofoblasticas (Staud
F etal., 2012) (Ahmadimoghaddam D et al., 2013). En el intestino delgado, la absorcién
de farmacos catiénicos y xenobiéticos del lumen intestinal puede estar mediada por
OCT3 y/o OCTN1-2 (Koepsell H & Endou H., 2004). El OCT3 esta también involucrado

en la excrecion biliar de fArmacos catiénicos.

Por altimo, algunos estudios han sugerido que el SLC22A3 puede ser un gen supresor

de tumores (Grisanzio et al., 2012) (Fu L et al., 2017). En este sentido, en el trabajo de
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Fu L et al se demostrd que el SLC22A3 suprime la metastasis del carcinoma de células

escamosas en el eséfago (Fu L et al., 2017).

2.7.4. Regulacion de la expresién de OCT3

La regulacion de los transportadores OCT parece variar segun el transportador, la
especie y la localizacién del tejido. Aunque no hay definido un claro proceso de
regulacion, se ha observado que la actividad de OCT3 se ve alterada tanto por la ruta
MAP quinasa como por la ruta calcio-calmodulina (Roth M et al., 2012). Por otro lado,
algunos estudios han revelado que la metilacion en la region promotora basal de OCT3
se asocia con niveles bajos de expresion del mismo en el cancer de prostata (Chen L et
al., 2013).

2.7.5. Variantes de OCT3

En un estudio realizado por Chen L et al. se llegaron a identificar un total de cinco
polimorfismos en el promotor basal del transportador OCT3, en la regién 5°UTR (g. +
2T>insGCGGGCG (N/A); g.-2G>A,; 9.-81G> delGA; g.-124 C>G y g.-146 C>G). En este
estudio se ha encontrado que la variante g.-2G>A se asocia con un mayor nivel de
expresion de OCT3 en muestras de higado (Chen L et al., 2013). En otro estudio se
encontraron cuatro variantes de OCT3 (G>A,C [rs2292334], T>C [rs2048327], C>T
[rs1810126], G>A [rs3088442]) asociadas a una reduccion en el ARNm de OCT3. A su
vez, la expresion de OCT3 se encontrd reducida en pacientes colestaticos (Nies AT et
al., 2009). Por otro lado, se observo que el SNP intronico rs518295 presentaba una

asociacion positiva con los niveles de ARNm del OCT3 (Schadt EE et al., 2008).

Otras isoformas de OCT3, que afectan la captacion de farmacos, son las variantes T44M
(c.131C>T), T400I (c.1199C>T) y V423F (c.1267G>T). Las variantes T400! y V423F,
muestran una captacién reducida del sustrato metformina y de algunas catecolaminas,
mientras que la variante T44M muestra un aumento en la captacién de este sustrato
(Chen L etal., 2010). Por ultimo, han sido detectadas otras variantes (A116S y A439V),
gue contribuyen a una variacion en la captacion de ciertos sustratos, como la histamina
y el MPP+ (Sakata T et al., 2009).
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2.8. Splicing

El splicing alternativo se descubri6 por primera vez en 1977 por Richard Roberts y Phillip
Sharp, durante una investigacion sobre la regulacion genética y estructura del
adenovirus (Berget SM et al., 1977) (Chow LT et al.,, 1977). Ambos investigadores

ganaron el premio Nobel en Fisiologia o Medicina en 1993 por este descubrimiento.

2.8.1. Definicién de splicing

El splicing es una parte del proceso de maduracion del precursor de ARNm (pre-ARNm)
durante el cual los intrones se eliminan del pre-ARNm y los exones se unen formando
el ARNm maduro. Se distinguen dos tipos de splicing: constitutivo y alternativo. En el
splicing constitutivo se eliminan los intrones por el espliceosoma para que los exones
se unan, mientras que el splicing alternativo ocurre en sitios alternativos del splicing, lo
gue resulta en la eliminacién o retencion posible de algunos exones o fragmentos de

estos (van den Hoogenhof MM et al., 2016).

El splicing alternativo conduce a un incremento en la diversidad proteica de las células,
permitiendo que un solo gen codifique multiples isoformas de proteinas, que pueden ser
estructural y funcionalmente distintas (Mthembu NN et al., 2017). La informacién sobre
los eventos de splicing existentes en las células ha aumentado enormemente durante
las ultimas décadas. En los 80s, se decia que solo el 5 % de los genes eran sometidos
a splicing alternativo. A principios del 2000, el nimero de estos genes habia aumentado
hasta el 60 % y hasta mas del 95 % en estudios posteriores (Van Den Hoogenhof MM
et al., 2016).

2.8.2. Estructura del pre-ARNm y su maduracion

El primer proceso durante la maduracion de ARNm es el capping del extemo 5 ', que
requiere tres actividades enzimaticas: ARN trifosfatasa (TPasa), ARN guanililtransferasa
(GTasa) y guanina-N7-metiltransferasa (guanina-N7 MTasa). Primeramente, la ARN
trifosfatasa actia en el terminal nucledfilo para eliminar el y-fosfato del trifosfato 57, para
generar un ARN difosfato 5° (Hocine S et al., 2010). La ARN guanililtransferasa
transfiere GMP desde GTP al difosfato 5° para formar un enlace trifosfato 5" - 57, a través
de un intermedio covalente lisina-GMP. Luego, la guanosina es metilada por una
guanina-N7-metiltransferasa. Esto se denomina caperuza 7-metilguanosina (m7G). Las

funciones del capping son varias, ya que: i) es necesario para el splicing eficiente del
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pre-ARNmM, ii) para la salida del ARNm al citoplasma, v iii) para estabilidad del ARNm
(Ramanathan A et al., 2016).

El segundo paso durante la maduracion del ARNm es el splicing, proceso donde se
eliminan los intrones a través de una magquinaria llama espliceosoma, que se detalla

mas adelante.

Por ultimo, la adicién de poli (A) en el extremo 3". Esta cola de poli (A) es importante
para la estabilidad y eficiencia de la traduccion del ARNm (Proudfoot N., 2004) (Hocine
Setal,, 2010).

2.8.3. Tipos de intrones sometidos al splicing

Existen cuatro tipos de intrones:

Intrones del grupo |. Pueden encontrarse en algunos genes de ARN ribosémicos

(ARNI) y cuya eliminacién ocurre mediante una reaccion autocatalitica.

Intrones del grupo Il. Son intrones méviles que pueden invadir secuencias de ADN
mediante dos procesos llamados orientacion a los alelos intrénicos y transposicién a
sitios no alélicos (Dujon B., 1989) (Lambowitz AM & Belfort M., 1993) (Belfort M &
Perlman PS., 1995). Al igual que los intrones del grupo I, su eliminaciéon ocurre
autocataliticamente. Estos se encuentran en ARNr, ARNt, y ARNm de los organulos de

los hongos, plantas y protistas.

Intrones del grupo lll. Son intrones nucleares. Estos intrones son eliminados mediante
un complejo multicomponente llamado espliceosoma (Csank C et al., 1990). En esta

tesis doctoral se estudiara el splicing de este tipo de intrones.

Intrones del grupo IV. Son intrones de transferencia, encontrados en los ARNt. Estos

necesitan endonucleasas y ligasas para ser eliminados (Hayashi S et al., 2019).

2.8.4. El espliceosoma

Generalmente, la eliminacion de un intron esta definida por su secuencia y estructura.
En este sentido, hay dos secuencias especificas en la union intrébn-exén, denominadas
sitio 5°"donador (GU) y sitio 3" aceptor (AG), ademas de la secuencia interna llamada
sitio de ramificacion (branch point, BP del inglés) o CURAY gque esta localizada a 18-40

nt del sitio 3". Los intrones eliminados por el espliceosoma se pueden clasificar como
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tipo U2 o U12, dependiendo del tipo de espliceosoma implicado en su escisién. El
splicing del tipo U2 se realiza mediante el espliceosoma mayor, mientras que el
espliceosoma menor es responsable del splicing de los intrones del tipo U12 (Rilbsamen
H et al., 1976) (Patel AA & Steitz JA., 2003).

2.8.4.1. Espliceosoma mayor

El espliceosoma mayor es una estructura dinamica que varia segin va ocurriendo la
reaccion de splicing; el mismo procesa el 95,5 % de todos los intrones. Las secuencias
reconocidas por esta maquinaria son GU y AG (Chen M & Manley JL., 2009). La
composicion del espliceosoma mayor incluye los complejos representados en la figura
I-4 (Chen M & Manley JL, 2009).

Complejo E. Este complejo establece el comienzo del splicing. En el inicio del proceso,
hay emparejamiento de bases snRNP U1 en el sitio de splicing (SS) 5" y union del factor
de splicing 1 (sfl) al punto de ramificacion de una manera independiente de ATP. El
complejo E temprano se puede formar por medio del reclutamiento del heterodimero U2
(U2AF) (que comprende U2AF65 y U2AF35) al tracto de polipirimidina y al AG terminal
3’(Zzhang Y et al., 2013).

Complejo A. A continuacién de lo descrito para el complejo E, la shRNP-U2 desplaza
la proteina sfl en un proceso dependiente de ATP, en el punto de ramificacion,
formando asi el complejo A. Este proceso esta catalizado por las helicasas de ARN
(Prp5 y Sub2). La Prp5 ayuda a la interaccién para la union de la subunidad U2 y la
subunidad U1 (Xu YZ et al., 2004). La Sub2 es necesaria para estabilizar la interaccion

entre la subunidad U2 y el punto de ramificacion del ARN (Fredericks AM et al., 2015).

Complejo B. En primer lugar ocurre el reclutamiento de U4/ U6-U5 tri-snRNP al sitio
donador, formando el complejo B precatalitico (Complejo B1), U5 se une al 5’ del exén
y U6 se une a U2. En segundo lugar, ocurre la liberacion de snRNPs Ul y U4, lo que da
lugar al espliceosoma activado (es decir, el complejo B activado o complejo B2), donde
U5 se mueve a un intron y U6 se une al extremo 5 SS. La activacién catalitica
subsiguiente por el ARN DEAH-box Prp28 genera el complejo B que media el primer
paso del splicing, produciendo los intermediarios del corte del exén 5" y del lazo del
intron 37, formando el complejo C (Sidarovich A, 2017). Los factores de procesamiento
de pre-ARNm 3, 4, 6, 8 y 31 (PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31), participan en
el splicing del pre-ARNmM como componentes del complejo tri-snRNP U4 / U6-U5 y como
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componentes del complejo B del espliceosoma (genecards.org) (Makarova OV et al.,
2002).

Complejo C. Brr2 libera Ul y ayuda a retener U5 y U6. Brr2 y Snull4 se ensamblan
con el snRNA U5 para producir el snRNP U5. Prp2 entonces desestabiliza la union de
ARN - espliceosoma para catalizar el cambio conformacional del complejo B al complejo
C1 (Zhang L et al., 2017) (Nancollis V et al., 2013) (Wlodaver AM & Staley JP., 2014).

Este complejo es cataliticamente activo. U6 y U2 catalizan el segundo paso que, por
reacciones de transesterificacion, unira los exones y eliminara el intrén con la estructura

del lazo.
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Figura I-4: El proceso de splicing, mediado por el espliceosoma mayor. Formacion de
los complejos E, Ay B. (Chen M & Manley JL, 2009) (Xu YZ et al., 2004) (Max Planck
Institute for Biophysical Chemistry) (Becerra S et al., 2016).

2.8.4.2. Espliceosoma menor

El espliceosoma menor procesa el 4,5 % de todos los intrones y consta de las
ribonucleoproteinas Ull, Ul2, Udatac, U5 y U6atac. A diferencia del espliceosoma
mayor, el espliceosoma menor elimina pocos intrones y las secuencias reconocidas en
este espliceosoma son las AT y las AC para los extremos 3" y 5° (Tarn WY & Steitz JA.,
1997) (Patel AA & Steitz JA., 2003).
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2.8.4.3. Reaccion bioquimica del splicing

El splicing consiste en dos reacciones de transesterificacion secuenciales (figura 1-5).
Cada una implica un ataque nucledfilico en los enlaces fosfodiéster terminales del intron.
(Black DL., 2003) (Whal MC et al., 2009) (Chen M & Manley JL., 2009). Primero, los
complejos de proteinas asociadas a U2, SF3a y SF3b se liberan y exponen el punto de
ramificaciéon (Lardelli RM et al.,, 2010). Esto permite que se produzca un ataque
nucleofilico del sitio de splicing 5' (5'SS) por la adenosina mediante el hidroxilo 2'
localizado en el punto de ramificacién (BP) del intron situado downstream del sitio 5”. El
resultado es la formacién de un lazo intrénico, con un enlace 2', 5'-fosfodiéster (complejo
C1) (Black DL., 2003) (Moore MJ., 1993).

El segundo paso es el promovido por la proteina Prp8 que enlaza los U5 y U6 snRNP
(Galej WP et al, 2013). Luego ocurre un ataque mediado por el 3 'OH del 5' SS, que
ataca al 3'SS, formando el complejo C2. Los sSnRNPs restantes y los factores asociados
se separan, los exones se ligan, se elimina el lazo intrénico, el intron se libera y se
degrada rapidamente por la célula (Fica SM et al., 2013) (Jacquier A., 1990) (Will CL &
Ldhrmann R., 2011).

5'SS BP 3'sS

Exon1 +PIGU A AG-P4 Exdn 2 Pre-ARNm
N L J

~ — OH

Primera
transesterificacion

Lazo

U
¥ G
Exon 1 ‘L‘QH + A AG-PY{  Exon2
J \\\ . // |
~—_ /
e
Segunda
l transesterificacion
lazo U . 1 7
+ Exon1 [P Exon 2 Pre-ARNm
A AG ' ‘

Figura I-5: Reacciones secuenciales de transesterificacion que sufre el ARNm en el
splicing. Primero el grupo 2 '- hidroxilo de la adenosina del sitio de ramificacién lleva a
cabo un ataque nucleofilico sobre el fosfato (verde). El producto de esta reaccion es el
lazo intrénico. Segundo, el grupo 3'-hidroxilo del exén 1 realiza un segundo ataque
nucledfilo sobre el fosfato (rojo). Los productos son el ARN maduro y el lazo intrénico
(Adaptacion de Pérez-Valle & Vilardell J., 2012).
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2.8.5. Proteinas implicadas en los complejos de splicing

Debido a la importancia del splicing alternativo en el HCC, tema tratado en este trabajo
de tesis doctoral, se explicardn con mayor detalle algunas de las proteinas implicadas
en los distintos complejos del espliceosoma. Gran parte de la informaciéon esta

disponible en bases de datos publicos, como gencards.org y uniprot.org

Proteinas del elemento Ul - Son componentes esenciales del espliceosoma que
median la catélisis en el splicing del ARNm (Will & Lihrmann., 1997) (Urlaub H et al.,
2001). Los elementos U1 definen el sitio de splicing 5° funcional (We T & Fu XD., 2015)

y son:

- U1 snRNP 70kDa (SNRNP70). Es esencial para el reconocimiendo del 5°SS y para el
posterior ensamblaje del espliceosoma (Pomeranz-Krummel DA et al., 2009). SNRP70

se une a la region del loop | de U1-snRNA (Query CC et al., 1989).

- ULA snRNP (SNRPA). Esta asociada al loop Il de U1, que se une al sitio de 5SS del
pre-ARNm. Esta proteina se autorregula a si misma por medio de la inhibicién de la
poliadenilacion de su propio ARNm. Ul snRNP es la primera proteina que interactia
con el pre-ARNm, lo que es necesario para la union subsiguiente de U2 snRNP y
U4/U6/U5 tri-snRNP.

- U1C snRNP (SNRPC). Estabiliza el acoplamiento del snRNA U1y el 5SS, estimulando

la formacién temprana del complejo E.

Proteinas Sm - Estas proteinas son necesarias para la biogénesis, el transporte y la
funcidon de las particulas snRNP (Schumperli D & Pillai RS., 2004). Después de la
exportacion del ndcleo al citoplasma, los snRNA U1, U2, U4 y U5 se asocian cada uno
a un conjunto de proteinas sm para generar, asi, la particula central ShARNP (smrn RNP).
smrn RNP es importante para la estabilidad metabdlica de las shnRNP (Plessel et al.,
1994).

- sm-B/B1 (SNRPB/B1). Se encuentran en comun en las U1, U2, U4/U6 y U5 snRNPS.
También son componentes del complejo B precatalitico y del complejo C activado
(Jurica MS et al., 2002).

-sm-D1 (SNRPD1). Esta proteina juega un papel en las interacciones SNRP-ARN, y
SNRNP-SNRNP.

36

NOIDONAOHLNI



Introduccién Meraris Soto Mufiiz

-sm-E (SNRPE). Interviene en el procesamiento del extremo 3' en las transcripciones

de histonas.
-sm-F (SNRPF). Implicada en procesos menores en el splicing.

-sm-G (SNRPG). Puede ser parte de U7 y también participa del procesamiento del

extremo 3" de las transcripciones de las histonas.

-sm-N (SNRPN). Puede contribuir al splicing alternativo especifico de tejidos.

Proteinas de unidn al sitio de ramificaciéon — Son las proteinas que se unen a la
secuencia del sitio de ramificacion (BP). Cuando el intrén se corta, la adenosina en el
extremo 3° se une a la guanosina en el extremo 5°del intron (Maniatis T., 1991). Entre
estas proteinas se encuentra el factor de splicing 1 (SF1), que es una proteina necesaria
para el primer paso dependiente de ATP de la formacién del espliceosoma. También
desempefia un papel en la retenciébn del pre-ARNm nuclear y en la represion

transcripcional.

Proteinas de unidn al sitio 3" de splicing (3°SS) — El sitio 3"de splicing (el sitio aceptor)
es importante en el proceso. Entre las proteinas que se unen al 3'SS se encuentra
U2AF1 que media las interacciones proteina-proteina y las interacciones proteina-ARN
esenciales para la seleccion precisa del 3'SS. También media las interacciones entre
U2AF2 y las proteinas unidas a los potenciadores de splicing. Ademas, recluta U2

snRNP en el punto de ramificacion.

Proteinas de union ala secuencia de polipirimidina — Las proteinas U2 que se unen
a la secuencia de polipirimidina reconocen el 3°SS funcional, por medio del
emparejamiento de bases con sefiales de splicing especificas en los extremos del intron
(We T & Fu XD., 2015). Entre ellos esta U2AF que contiene una region de unién a ARN;
consta de 3 motivos de reconocimiento y un dominio rico en Arg/Ser necesario para el

splicing.
2.8.6. Regulacion del splicing

2.8.6.1. Secuencias reguladoras de splicing

Los intrones representan méas de un 90 % del tamafio del pre-ARNm, por ello es
importante que el espliceosoma identifique secuencias especificas en los limites intron-
exén en el ORF para llevar a cabo la escisién del intron y la unién del exoén. Los

complejos del espliceosoma son capaces de reconocer un sitio de splicing denominado
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sitio donante, localizado en 5' (5 splice site 0 5° SS), que comienza con el dinucleétido
GU y un sitio aceptor 3' (3’ SS), que termina con el dinucleétido AG en los limites de los
intrones, asi como el punto de ramificacion (Branch point, BP), que se localiza a 18-40
nt del sitio 3" aceptor y la regién de polipirimidina (PT), situada entre el BP y el sitio

aceptor (figura 1-2) (Berasain C et al., 2010) (figura 1.6).

Region de polipirimidina

Sitio de Splicing 5°0 donador Punto de ramificacion \ Sitio de Sphcmg 3 aceptador

! |
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Figura I-6: Secuencias béasicas de splicing, del reconocimiento de intrones de tipo U2
por parte del espliceosoma mayor (Adaptacion de Padgett RA, 2012).

Las diferencias en el contenido de guanina y citosina entre los exones e intrones facilita
el etiguetado de los exones para que sean identificados por el espliceosoma. La
decision sobre qué secuencias se eliminan y cuales se incluyen en el ARN maduro
implica elementos de secuencia a lo largo del pre-ARNm y proteinas que se unen a
estas secuencias e interaccionan con el espliceosoma, actuando como reguladoras del
proceso de splicing (Graveley BR., 2000) (Tacke R & Manley JL., 1999) (Long JC &
Caceres JF., 2009) (Chen M & Manley JL., 2009).

Segun la posicién y la funcion de los elementos reguladores en cis, estos se dividen en
cuatro categorias:

1.) Potenciadores de splicing exénico (ESE - exonic splicing enhancer)

2.) Silenciadores de splicing exénico (ESS - exonic splicing silencer)

3.) Potenciadores de splicing intrénico (ISE -intronic splicing enhancer)

4.) Silenciadores de splicing intronico (ISS -intronic splicing silencer)

Los silenciadores de splicing (ISS y ESS) suelen estar unidos a ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas (hnRNPs) (figura I-7). Estos silenciadores son secuencias que
aumentan el splicing largo, es decir que los exones estaran incluidos en el ARN maduro.
Los ISS y ESS llevan a cabo su funcion mediante la interaccién con el espliceosoma
(Ule J et al., 2006) (Hui J et al., 2005) (Yeo GW et al., 2009) (Mauger DM et al., 2008)
(Chen & Manley JL., 2009).
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Por otro lado, las secuencias potenciadoras (ESE e ISE) son reconocidas por las
proteinas de la familia SR (Serina-Arginina) a través del RRM, que permite la

identificacién de secuencias concretas de ARN.

Secuencias Reguladores del Splicing

Silenciadores de

splicing exonico (ESS)

—> I hNRNPs

splicing

| Silenciadores de

Silenciadores de
splicing intrénico (ISS)

Potenciadores de
splicing exénico (ISE)

—> || Proteinas SR

Potenciadores de
splicing

Potenciadores de
splicing intrénico (ESE)

AWA

Figura I-7: Esquema representativo de las secuencias silenciadoras y potenciadoras
reguladoras de splicing.

2.8.6.2. Proteinas reguladoras del splicing

Proteinas SR — Son proteinas que favorecen el splicing corto, interactuando con
potenciadores del splicing, ya sean exonicos (ESE) o intrénicos (ISE) (Blencowe BJ,
2000). Se caracterizan por contener un dominio rico en arginina y dipéptidos de serina.
Las proteinas SR estan enriquecidas con granulos de intercromatina (speckles)
(Spector DL, 1993). Estos granulos son sitios de union de factores de splicing al pre-

ARNmM (Shepard PJ & Hertel KJ, 2009). Entre estas proteinas se encuentran:

- SFE2/ASF (SRSF1): puede activar o reprimir el splicing, dependiendo de su estado de
fosforilacion.

-SC35 (SRSF2): facilita la interaccion entre diferentes factores de splicing de tipo SR.

Ademas, participa en la exportacion del ARNm del nucleo al citoplasma.

-SRp20 (SRSF3): induce la inclusion de exones durante el splicing alternativo (Xiao W
et al., 2016).
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-SRp75 (SRSF4): es un componente esencial del espliceosoma, que participa tanto en

el splicing como en la exportacion del ARNm.

-SRp55 (SRSF6): esta proteina regula la actividad de la proteina SRSF12. Ademas,

juega un papel en el splicing constitutivo.

-SRp40 (SRSF5), 9G8 (SRSF7) y SRp30c (SRSF9): presentan funciones semejantes a
las de la proteina SC35.

-SRp46 (SRSF8): funciona como un factor de splicing para el pre-ARNm.

-TRA2-B (SRSF10): se caracteriza por contener motivos N-terminales RNP1 y RNP2

gue son requeridos para unirse al ARN.

-NET2 (SRSF11): contiene una region rica en arginina/serina similar a los segmentos

encontrados en los factores de splicing del pre-ARNm.

-SREK1 (SRSF12): parece antagonizar la accion de las proteinas SR en la regulacion

del splicing del pre-ARNm.

-SRmM160 (SRRM1): promueve la activacion del splicing constitutivo y es potenciador del

splicing exénico (ESE).

-RBM5 (LUCA15): es un componente del complejo A del espliceosoma que puede

modificar la unién de los snRNPs Ul y U2 a los sitios de splicing 5y 3"del intron.

Proteinas hnRNP — Son proteinas que favorecen el splicing largo, mediante la
inhibicion del splicing corto a través la interaccion con silenciadores tanto exonicos
(ESS) como intrénicos (ISS) (Martinez-Contreras R et al., 2007).

-hnRNP Al (HNRNPAL): participa en el transporte del ARNm con el poli(A) desde el
ndcleo al citoplasma y puede modificar la seleccion de sitios de splicing (Paronetto MP
et al., 2007).

-hnRNP B1 (HNRNPAZ2B1): se asocia con los pre-ARNm empaquetandolos en
particulas hnRNP, un proceso que depende de la secuencia del ARNm y sirve para

estabilizar su transcripcion y minimizar su degradacion (He Y & Smith R., 2009).
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-hnRNP D (HNRNPD): se une con alta afinidad a las moléculas de ARNm que contienen
elementos ricos en AU (ARE) dentro de la 3'-UTR de muchos protooncogenes y

citoquinas.

-hnRNP F (HNRNPF): se une a secuencias ricas en G en el pre-ARNm.

-hnRNP H (HNRNPH1): media la regulacién del splicing alternativo del pre-ARNm.

-hnRNP K (HNRNPK): se une a secuencias de poly C en los pre-ARN y patrticipa en su

metabolismo nuclear.

-hnRNP L (HNRNPL): se une a sitios exonicos e intronicos y actia como un activador o

represor de la inclusion del exon.

-hnRNP E2 (PCBP2): junto con PCBP-1 y hnRNPK es una de las proteinas de unién a
poli(C).

-PTBP1 (HNRNPI): juega un papel en la regulacién de eventos de splicing alternativos.

Se une al tracto de polipirimidina de los intrones.

Quinasas - Son proteinas reguladoras de la actividad de las proteinas SR mediante

fosforilacion. Se distingue entre quinasas nucleares y citoplasmaticas.

- Quinasas nucleares: Incluyen las “CDC like kinase 1, 2, 3,y 4 (CLK1, CLK2, CLK3,y
CLK4) y su funcidon es la fosforilacibn de las proteinas SR implicadas en el

procesamiento del pre-ARNm, liberdndolas en el nucleoplasma.

- Quinasas citoplasmaéticas: Incluyen las proteinas “SRSF protein kinase 1y 2” (SRPK1
y SRPK2), que fosforilan especificamente sus sustratos en residuos de serina
localizados en regiones ricas en dipéptidos de arginina/serina y participan en la

fosforilacion y actividad de los factores de splicing SR.

Fosfatasas - Son proteinas reguladoras de las proteinas SR mediante la eliminacion de
grupos fosfatos. Entre ellas encontramos las PP1A (PPP1CA) y PP2A (PPP2CA), que

son especificas de serina/treonina.
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2.8.7. Splicing alternativo

En humanos, al menos 20000 genes codifican un proteoma altamente diversificado, que
abarca de 250000 a 1 millon de proteinas (de Klerk E & 't Hoen PA., 2015). Estos
nameros sugieren que la gran variedad de proteinas observadas en los eucariotas
necesita, en gran medida, la regulacibn de la actividad génica en los niveles
transcripcional, postranscripcional y de traduccién (Martins RP & Fahraeus R., 2017).
Entre los mecanismos responsables de esta complejidad proteica, el splicing alternativo

juega un papel importante.

Hay cuatro tipos béasicos de splicing alternativo: (Nilsen TW & Graveley BR., 2010)

a) Seleccion alternativa del sitio donador de splicing 5
b) Seleccidn alternativa del sitio aceptor de splicing 3'.
¢) Inclusion u omisién de exones.

d) Retencién de intrones.

También existe en algunos genes la posibilidad de exones mutuamente excluyentes
(Kim YJ & Kim HS., 2012) (Mthembu NN., et al 2017) y la selecciéon de sitios de

poliadenilacion alternativos.

2.8.8. Splicing en la enfermedad

De entre todos los 6rganos humanos, en el cerebro es donde se ha observado la mayor
cantidad de eventos de splicing alternativo (Mills JD & Janitz M., 2012). Por esta razén
el splicing se ha asociado con enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson.
Por ejemplo, variantes producidas por splicing alternativo en el gen SNCA (alfa-
sinucleina) se han asociado con esta enfermedad (La Cognata V et al., 2015). Otra
enfermedad neurodegenerativa asociada con splicing es la enfermedad de Alzheimer,
en la que hay varios genes asociados con la misma que sufren splicing alternativo. Entre
los genes implicados, se encuentran los que codifican la proteina precursona amiloide
(APP), la proteina tau y la apolipoproteina E (APOE) (Love JE et al., 2015). El sindrome
de QT-largo (SQTL), una enfermedad que provoca taquicardias, también esti asociada
con splicing alternativo. La mutaciéon implicada en el gen KCNH2, en el +6T>C
downstream del sitio donador del exén 7, evita la uniéon de la subunidad del
espliceosoma snRNP U1, produciéndose entonces la retencion del intrén 7 y, por ende,

la aparicién de una proteina modificada y la enfermedad (Zhang L et al., 2004).
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El splicing en cancer

Estudios gendmicos han mostrado eventos alterados de splicing alternativo en cancer y
muchos de estos eventos se han asociado con multiples aspectos de las funciones de
las células tumorales, como son el control del ciclo celular, la organizacion del
citoesqueleto, la migracion y la adhesién (Sebestyén E et al., 2015) (Danan-Gotthold M
et al., 2015) (Luo C et al., 2017). Los mecanismos responsables de alteraciones en el
splicing, observadas en las células cancerosas, incluyen: i) mutaciones que crean o
interrumpen sitios de splicing, potenciadores o silenciadores de splicing (Srebrow A &
Kornblihtt AR., 2006) (Berasain C et al., 2010), ii) la expresion anormal de factores de
splicing (Kim E et al., 2008), y iii) la activacion de vias de sefializacion celular que afectan
la actividad de la maguinaria de splicing (Srebrow A & Kornblihtt AR., 2006) (Blaustein
M et al., 2017).

La sobreexpresion de SRSF1 es un factor clave en el crecimiento tumoral, cuya
expresion se duplica en varios tumores (Karni R., 2007). Ademas, se ha descrito que
una sobreexpresion moderada es suficiente para transformar fibroblastos de rata en
sarcomas. Recientemente se han identificado, utilizando un enfoque ARN-Seq, mas de
300 eventos diferentes de splicing alternativo de SRSF1 en distintos tipos de cancer
(Anczukow O et al., 2015) (Bates DO et al., 2017).

Asi mismo, las mutaciones somaticas que afectan la expresion de los componentes del
splicing tienen un papel importante en la progresion del cancer. Por ejemplo, el PRPF6,
se sobreexpresa en el carcinoma colorrectal, promoviendo la proliferacion de células
cancerosas. Por otro lado, estudios de secuenciacion han descubierto mutaciones
sométicas frecuentes en un grupo de componentes asociados al espliceosoma,
incluidos SF3B1, U2AF1 y U2AF2, en varios tipos de neoplasias mieloides (Yoshida K
& Ogawa S 2014) (Malcovati L et al., 2015). Igualmente, las mutaciones de U2AF1
alteran la hematopoyesis y producen cambios en el reconocimiento del 3'SS, lo que da
como resultado un splicing incorrecto de cientos de genes (Shirai CL et al., 2015)
(Llagan JO et al., 2015). También las mutaciones en SRSF2, pueden ocasionar cambios
considerables en los patrones de splicing y provocar defectos en la diferenciacion de

células hematopoyéticas (Zhag J et al., 2015) (Kim E et al., 2015).

Por otra parte, el splicing alternativo también juega un papel en el desarrollo del
carcinoma hepatocelular, inclusive algunas isoformas asociadas al cancer ya se han
detectado en etapas preneoplasicas, 10 que sugiere su posible contribucion temprana a

la malignidad hepética. Por ejemplo, se ha descrito la sobreexpresion de la variante de
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splicing de la metiltransferasa 3b3 (DNMT3b3) y de la metiltransferasa 3b4 (DNMT3b4)
en tejidos hepaticos con hepatitis y cirrosis crénica, asi como en muestras de tejido de
HCC. La elevacion de DNMT3b4 se ha correlacionado con el grado de hipometilacion
del ADN en regiones satélite pericentroméricas en condiciones precancerosasy en HCC
(Saito Y et al., 2002). También se han observado variantes de splicing en la cadherina
17 (CDHL17), conocida como la cadherina del higado e intestino, que se ha visto sobre-
expresada en aproximadamente un 90 % de los HCC (Liu Lx et al., 2009). Mas tarde,
se observo que el 50 % de las muestras de HCC y el 30 % de los tejidos peritumorales
también expresaron una variante de splicing de CDH17 que carece del exén 7 (Wang
XQ et al., 2005).

En cuanto al CCA, se han descrito 623 genes que presentan splicing alternativo en
muestras neoplasicas en comparaciéon con muestras de tejido sano (Chen Y et al.,
2017). Por ejemplo, se ha observado en el caso de la CD44, que es un glicoproteina
receptora de membrana que se une a proteinas y otros ligandos para activar la
transduccion de sefales, cumpliendo funciones importantes en la proliferacion,
migracion e invasion tumoral (Yu Q & Stamenkovic I., 2000) (Nam K et al., 2015). El
splicing alternativo de esta proteina, CD44, puede generar hasta 12 isoformas con
diferentes funciones bioldgicas (Saito S et al. 2013) (Wang J et al., 2015). Una de estas
isoformas, la CD44v6, es una isoforma especifica de CCA que no se detecta en los
conductos biliares normales (Yun KJ et al., 2002). Otro ejemplo es la proteina secretada
inducible por Wnt 1 (WISP1), también conocida como CNN4, cuyas funciones incluyen
la proliferacién celular, la diferenciacion osteoblastica y la migracion. Esta proteina tiene
una variante que carece del exon 3 (WISP1v), que promueve la transformacion celular
y el rapido crecimiento. Se ha demostrado que la isoforma aberrante WISP1v se
sobreexpresa en pacientes con CCA (Tanaka S et al., 2003). Un ultimo ejemplo es
FOXP3, una proteina que participa en el desarrollo de las células T reguladoras CD25+.
Se ha observado, en CCA, que la omision del exén 3 en FOXP3 conduce a un cambio

en el marco de lectura y, por tanto, de aminoéacidos (Harada K et al., 2012).
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3. Material y Métodos
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3.1. Material Biolégico
3.1.1 Muestras humanas

Las muestras de tejido hepatico tanto tumoral (T) como tejido adyacente no tumoral (A)
de pacientes con HCC y diversas patologias hepaticas se consiguieron a través de los
Bancos de tumores del Hospital Universitario de Salamanca y del BCLC (Barcelona
Clinic Liver Cancer), con el consentimiento escrito de los pacientes, segin determina la
legislacion vigente. También se utilizaron remanentes de biopsias de HCC obtenidas
con fines diagndsticos de pacientes con HCC procedentes de centros hospitalarios
alemanes en Wairzburg, Friburgo y Hannover englobadas dentro del estudio
TRANSFER (TRANsporter SoraFEnib Response). La informacioén sobre patologias,
caracteristicas tumorales, demograficas y clinicas de estos pacientes se puede
encontrar en las tablas MM-1, MM-2 y MM-18.

Los protocolos fueron aprobados por los Comités Eticos de Investigacion Clinica del
area de Salud de los distintos hospitales de procedencia. Sélo se utilizaron muestras de
las que se disponia consentimiento informado firmado por los pacientes para su uso en
investigacion biomédica. Los datos personales fueron tratados con confidencialidad y

seguridad, de acuerdo con la normativa basada en la Ley 15/99 (R.D. 994/99).

Tabla MM-1. Muestras utilizadas para deteccién de splicing en el transportador OCT1.

Muestras Patologias

Control Higado sano comercial
Muestra 1 Colelitiasis
Muestra 2 Colecistectomia por colelitiasis
Muestra 3 Leucemia
Muestra 4 Cirrosis
Muestra 5 Hepatosiderosis
Muestra 6 Colangiopatia autoinmune
Muestra 7 Esteatosis
Biopsia 1 Hepatitis crénica alcohdlica
Biopsia 2 Hepatitis crénica autoinmune
Biopsia 3 Hemocromatosis
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Tabla MM-2. Caracteristicas tumorales de los pacientes cuyas muestras han sido utilizadas en
esta tesis doctoral, para medir la expresion de genes de la maquinaria de reconocimiento
exonico.

ID del Edad Género  Estado tumoral Diferenciacion Enfermedad
Paciente subyacente
BCN-1 67 H BCLC A Gl HCV

BCN-2 56 H BCLC A Gl HCV

BCN-3 74 H BCLC A NA Alcohol

BCN-4 71 H BCLC A G2 HCV/ Alcohol
BCN-5 56 H BCLC A G2 Esteatosis/hepética
BCN-6 61 M BCLC A G2 HCV

BCN-7 69 H BCLCO Gl Alcohol/ Esteatosis
BCN-8 68 M BCLC A G2 Esteatosis hepatica
BCN-9 75 H BCLC A Gl HCV

BCN-10 78 M BCLCO Gl HCV

BCN-11 54 H BCLC O G3 HCV

BCN-12 63 H BCLC A Gl HCV

BCN-13 74 H BCLC A G3 Esteatosis hepatica
BCN-14 76 H BCLC A G2 Alcohol/ Esteatosis
BCN-15 62 H BCLC A G2 HCV/Alcohol
BCN-16 64 H BCLC A G2 Esteatosis hepética
USAL-1 74 H BCLC A G2 Alcohol

USAL-2 19 H BCLC A G2 Hepatitis cronica
USAL-3 71 H BCLCO Gl Esteatosis hepéatica
USAL-4 75 H BCLC A NA HBV/Esteatosis hepética
USAL-5 82 H BCLC A G2 Cirrhosis criptogénica
USAL-7 84 H BCLC A G2 NA

USAL-8 79 H BCLC A NA Alcohol

USAL-9 68 H BCLC A NA Alcohol

USAL-10 71 M BCLC A G2 Esteatosis hepatica

BCLC, Barcelona Clinic Liver Cancer; M, mujer; H, hombre HBV, hepatitis B; HCV, hepatitis C;
ID, identificacion; NA, no disponible.

3.1.2. Lineas celulares
En este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares:

Proporcionadas por la American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards,
Barcelona): células derivadas de HCC humano como las lineas: Alexander o PCL/PRF/5
(CRL 8024) y HepG2 (HB-8065). También se utilizaron células CHO (CCL-61) (figura

MM-1), de ovario de hamster chino.
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De la casa comercial German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ,
Braunschweig, Alemania): células derivadas de CCA humano como las lineas: TFK1
(ACC 344) (figura MM-1) y EGI-1 (ACC 385).

Las células HuH7 de HCC humano fueron cedidas por el Dr. Pedro Majano (Hospital

Universitario de la Princesa, Madrid).

Células CHO
VST | 23N RARA

ATST AR

R SRl A

SRR, A
TFK1-pWPI,. e

Figura MM-1 Fotos representativas de dos de las lineas celulares utilizadas en esta tesis
doctoral, donde se puede apreciar su morfologia, tanto en su forma pWPi como las
transducidas con el transportador de interés OCT3. Cada una se mantuvo con su medio de
cultivos apropiado para su crecimiento.

3.2. Productos

Los productos utilizados en este trabajo se obtuvieron de las siguientes casas

comerciales:

- Abbot Laboratorios (Madrid): isofluorano (Forane®) y pentobarbital sédico (Nembutal
N.R.).

- Abcam: anticuerpo ab2871 (raton), anticuerpo ab118539 (conejo), anticuerpo
ab124826 (conejo).

- Across Organics: gemcitabina, oxaliplatino.
- Air Liquide (Valladolid): carbégeno, COz2y N2 liquido.

- AppliChem (Madrid): acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico (HEPES), agar,
fenol, galactosa, glicerol 80% estéril, leche descremada liofilizada y triptona.
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- BD Biosciences (Madrid): camaras multipocillo (Lab-tek) y fluido envolvente FACS
Flow para citometria de flujo.

- Biomers.net (UIm, Alemania): cebadores o primers para los ensayos de PCR analitica

y cuantitativa.

- Bio-Rad (Madrid): acrilamida, marcadores de pesos moleculares de proteinas,
membranas de nitrocelulosa, persulfato de amonio, rojo ponceau, tampoén Tris 0,5 M pH
6,8, tampon Tris 1,5 M pH 8,8 y tetrametiletilendiamina (TEMED).

-Biotools B&M Labs, S.A. (Madrid)- ADN Taqg polimerasa. - Dako Diagnosticos

(Barcelona): medio de montaje para fluorescencia.
- European Pharma: mitoxantrona.
- Enzo: anticuerpo M2lII-6 (ratén).

- GE Healthcare (Barcelona): reactivos de deteccion ECL (Enhanced Chimio
Luminescence), kit PlasmidPrep Mini Spin, kit illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit y

algunas enzimas de restriccion.

- Isogen (De Meern, Holanda): cebadores o primers para los ensayos de PCR analitica

y cuantitativa.
- LifeSpan BioSciences: anticuerpo LS-C161155 (conejo).
- LineaLAB (Barcelona): portaobjetos 76x26 mm.

- Merck (Barcelona): acetato sédico anhidro, acido formico, acido fosfomolibdico, -
mercaptoetanol, cloruro saddico, etanol, formaldehido, glicerol, hidréxido sédico,

isopropanol, metanol, reactivo de Folin Ciocalteau y tartrato disédico.

- Pronadisa (Hispalab S.A., Madrid): agarosa de baja electroendésmosis, agarosa de

alta resolucion MS-8 y agarosa de bajo punto de fusion.
- Roche (Barcelona): acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico (HEPES),
DNAsa I, mitomicina c y algunas enzimas de restriccion.

- Sartorius (Goettingen, Alemania): filtros de nitrato de celulosa de 0,2 ym de tamafio de

poro.
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- Santa Cruz Biotechnology: anticuerpo sc-32233(ratén), dasatinib, lenvatinib y tosilato

de sorafenib.

- Sigma-Aldrich (Madrid): acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido etilenglicol
tetraacético (EGTA), acido linoleico, 2-acetamidofluoreno (AAF), actinomicina D,
albumina sérica bovina (fracciéon V), ampicilina, anastrozol, axitinib, azul de bromofenol,
azul de Tripan, bicalutamida, bicarbonato sédico, blemicina, bosutinib, capecitabina,
ciclofosfamida, cis-diaminodicloroplatino Il (cisplatino), clorhidrato de quinina, cloruro de
colina, dacarbazina, D-glucosa, dietilpirocarbonato (DEPC), dihidroetidio(DHE), |,
dimetilsulféxido (DMSO), ditiotreitol (DTT), docetaxel, dodecil sulfato sédico (SDS),
doxorubicina, epirrubicina, erlotinib, etéposido, 5-fluoruracilo, flutamida, glutamina,
hidroxiurea, imatinib, irinotecan, lapatinib, metotrexato, medios RPMI-1640 y Williams
mezcla de antibiéticos y antimicético (penicilina, estreptomicina y anfotericina B), mezcla
de inhibidores de proteasas (4-(2-aminoetil) bencenosulfonilfluoruro 104 mM, pepstatina
A 1,5 mM, E-64 1,64 mM, bestatina 4 mM, leupeptina 2 mM y aprotinina 80 pM),
nicotinamida, nitrato de calcio, Nonidet P40, ornitina, paraformaldehido, piruvato sédico,
sulfato de gentamicina, tripsina de pancreas porcino, Tris (trishidroximetil aminometano)

base (Trizma) o clorhidrato (Tris HCI), y xilol cianol.

- Sigma-Genosys (Cambridge, Reino Unido) algunos cebadores o primers para ensayos
de PCR, nilotinib, paclitaxel, pazopanib, pemetrexed, SN-38, sunitinib, tamoxifeno,

temozolamida, temsirolimus, tioguanina, topotecan, vinblastina, vincristina.

-Selleckchem: cabazitaxel, cabozantinib, enzalutamida,panobinostat, ponatinib,

regorafenib, tivozanib.

- Thermo Fisher Scientific (Madrid): acetato de amonio, aminoacidos no esenciales
100x, anticuerpos secundarios fluorescentes anti-lgG de raton y anti-IgG de conejo
marcados con AlexaFluor® 594 ¢ AlexaFluor® 488, mezcla de antibidticos
penicilina/estreptomicina, 4,6-diamidino-2-fenilindol (Dapi), inhibidor de tripsina de soja,
kanamicina, liquido estabilizador RNAlater, marcadores de peso molecular de ADN (25,
100y 500 pby 1 kb plus), medios de cultivo MEM, Opti-MEM, DMEM F-12 con glutamax,
Advanced MEM, medio RPMI 1640 con GlutamaxTM-I1, Accuprime®Pfx ADN polimerasa
de alta fidelidad, Platinum® PCR Supermix High Fidelity, proteinasa K, solucién de carga
para electroforesis, suero bovino fetal (FBS), SYBR Green | (SYBR Safe), SYBR Green
| PCR Master Mix, Tagman® Universal PCR Master Mix y las tarjetas microfluidicas o
TLDAs.
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- VWR Internacional (Barcelona): acido acético glacial, acido clorhidrico, bromuro de
etidio, carbonato saddico, cloroformo, cloruro calcico, cloruro magnésico, cloruro
potasico, dihidrogeno fosfato potasico, fosfato acido potasico, fosfato disédico, indicador
universal de pH, medio de montaje Entellan®, mezcla de glicoles y resinas para realizar
cortes en el criostato Tissue-Tek® O.C.T. (Optimum Cutting Temperature), sulfato

magnésico y Tween® 20.

- Whatman (Madrid): papel Whatman para la transferencia en Western blot.

3.3. Medios instrumentales

- Las pesadas se realizaron en balanzas electrénicas digitales Precisa 125 Ay
Sartorious BL 150S (Grupo Taper, Madrid).

- Para las determinaciones de pH se utilizé un electrodo Crison PH BASIC 20 (Crison

Instruments, Barcelona).

- El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con equipos de purificacién de agua
del sistema Milli-Q integral 3 (Millipore-Merck, Madrid).

- Las incubaciones se llevaron a cabo en un bafo termostatizado LAUDA Ecoline
StarEdition RE106 y en un bloque térmico QBA2 Grant (Thermo Fisher, Madrid).

- Las centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas 5417R y 5810R marca
Eppendorf (Hamburgo, Alemania), Beckam Avanti J-20, y L8-M Ultracentrifuge, rotor
70.1 Ti (Beckman). También se utilizaron picofugas Stratagene (VWR International

Eurolab, Barcelona).

- Las medidas espectrofotométricas se hicieron con un espectrofotometro Hitachi U-
2000 (Grupo Taper) y para la determinacion de la viabilidad celular se utilizé un lector
de ELISA modelo ELx808 (BioTek).

- Las determinaciones espectrofotométricas de la concentracion de ADN y ARN se
realizaron con un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher) y se analizaron con el programa

informatico correspondiente.

- Para hacer filtraciones a vacio se empleé una bomba Millipore modelo XX5522050

(Millipore Ibérica).
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- Para la esterilizacion de materiales solidos y liquidos, y material de cultivos celulares

se empled un autoclave modelo Tutthaver 2340 M (Duerolab).

- Para la PCR analitica y para la RT se utilizd un termociclador Eppendorf Mastercycle
ep gradient (Thermo Fisher).

- Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real (tubos de 0,2 ml) se realizaron en un

aparato ABI PRISM® 7300 Sequence Detection System de Applied Biosystems.

- Para la visualizacion de las secuencias y disefio de primers se utilizé el programa
OligoAnalizer 3.1 (http://eu.idtdna.com/ analyzer/Applications/Oligoanalyzer) (Integrated
DNA Technologies, Coralville, EE.UU.).

- La electroforesis de proteinas se llevd a cabo en un sistema de electroforesis modelo

Mini-Protean Il Cell con fuente de alimentacion modelo PowerPac 300.

- La transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa se realizé en un sistema
Trans-Blot Cell Il utilizando para ello la misma fuente de alimentacién, todo procedente

de la casa comercial Bio-Rad.

- Para la visualizacion de la luminiscencia de las membranas de Western blot se empled

un equipo de analisis de imagen Fuijifilm LAS-4000 (TDI, Madrid).

- La captura de imagenes se llevo a cabo con una camara refrigerada del equipo, sin
filtros y con una apertura del diafragma del objetivo de f 0,8 cuando se trataba de
qguimioluminiscencia, y con filtro Y 515 y diafragma del objetivo f 1,5 para SYBR Green,

con luz azul como fuente de excitacion.
- Las imagenes se analizaron con el programa informatico MultiGauge v3.0 (Fuijifilm).

- Las homogeneizaciones se realizaron con un homogeneizador Polytron Typ PT 10/35

Kinematica GMBH (Lucerna, Suiza).

- Para la realizacién de trabajos con cultivos celulares se utilizé una campana de flujo
laminar modelo AV-30/70 (Telstar, Barcelona); las células se mantenian a 37 oC en un
incubador termostatizado con atmosfera de CO2 humidificada de la marca Thermo,
modelo Hepa Class 100 (Thermo Fisher), y se observaban a través de un microscopio
Leitz Fluovert FS (Leitz).

- Los viales de almacenamiento de las distintas lineas celulares se conservaban en un

contenedor de N2 liquido (Thermo Fisher).
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- Se utilizaron placas de cultivo (Biotech S.L., Madrid) para el cultivo de las lineas
celulares. La esterilizacion de las soluciones se llevo a cabo con filtros Sterivex de 0,2

pum (Millipore Ibérica). Para contar las células se utilizaron camaras Thoma.

- Los cortes histologicos se realizaron con un criostato (Leica Microsystems, modelo
1900 UV, Barcelona).

- Para visualizar la fluorescencia se utilizé un microscopio Nikon Eclipse TE 2000-S
(Nikon, Duerolab) o un microscopio confocal modelo TCS SP2 (Leica) perteneciente al

Centro de Investigacién del Cancer de Salamanca.

- El analisis por citometria de flujo de la captacion o eflujo de compuestos fluorescentes

se realizd en un citémetro FACScalibur, de la casa BD Biosciences (Madrid).

- El programa informatico utilizado para la adquisicion y analisis de datos fue el

CellQuestPro, de la misma casa comercial.

- También se utilizé un sistema cromatografico acoplado a un detector de masas, HPLC-
MS-MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.). Este sistema se
compone de un equipo de HPLC serie 1200 formado por: una bomba cuaternaria con
desgasificador de vacio (modelo G12354A); un inyector de 20 ul de capacidad (modelo
G1328B); un detector ultravioleta/visible (modelo G1314B) de longitud de onda variable
y programable y una columna de fase reversa Zorbax C18 column 30 mm x 2,1 mm, 3,5
pm de tamano de poro termostatizada a 35 °C (Agilent Technologies). El Detector de
Masas Triple Cuadrupolo (modelo G6410A) esta acoplado a una fuente de ionizacion a
presion atmosférica (API) serie 6000 (modelo G1948B). Todo el sistema se controlo
desde un ordenador Pentium IV (modelo HP LP2065) utilizando el software Q-TOF,
QQQ, TOF (Agilent Technologies) que permite tanto el control del HPLC como del
detector de masas. Las muestras se conservaron en congeladores a -20 oC y -80 oC

marca Revco (Pacisa y Thermo Fisher).

- Ademas se contd con un pequefio equipamiento como agitadores magnéticos Selecta
(DueroLab), agitadores Vortex de lka Works (Wilmington, EE.UU.) y micropipetas Gilson

(Prosisa, Salamanca).

3.4. Soluciones comunes utilizadas
- Folin-Ciocalteu: folin-ciocalteu comercial al 50% (v/v) en H20 destilada.

- Tampdn TAE: trizma base 40 mM, acido acético glacial 20 mM, EDTA 1 mM de pH 8,0.
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- Tampon fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCI 3 mM, Na2HPO4 0,5 mM, KH2PO4
1,5mM, pH 7 4.

- Medio de captacion (MC), pH 7,4: NaCl 96 mM, KCI 5,3 mM, KH2PO4 1,1 mM,
MgSO4 0,8 mM, CaCl2 1,8 mM, D-glucosa 11 mM, y Hepes 50 mM.

- Tampon A: 250 mM Sacarosa, 0,2 mM CacCl2, 10 mM MgCI2, 100 mM KNO3, 10 mM
Hepes- Tris pH 7,4.

- Tampdn B: CuSOa al 4% (p/v).

- Tampdn C: 100 partes del reactivo A + 1 parte del reactivo B.

- Tampoén RIPA: 1x PBS, 1% IGEPAL, 0,5% deoxicolato sédico, 0,1% SDS.
- Tampédn de migracion: 25 mM Trizma base, 0,2 M glicina, y 3,5 mM SDS.

- Tampodn de transferencia: 25 mM Trizma base, 0,2 M glicina, 3,5 mM SDS y 20% (v/v)

metanol.
- Solucién de MTT: 5 mg/ml de MTT en PBS.

- Solucion de lisis de células en los ensayos de viabilidad: 10% SDS y 10 mM HCI en
H20.

- Polietilenimina (PEI): 1 mg/ml PEI, 25 mM HEPES y 150 mM NaCl; pH 7,5.

3.5. Cultivos celulares

Los medios de cultivos utilizados para cada linea celular fueron los siguientes:

-Alexander y HepG2: MEM suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato sédico y 110 mg/l

de piruvato sodico.
-CHO: DMEM suplementado con prolina 50 pg/ml.

-EGI-1: DMEM suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato sédico, 2,38 g/l de Hepes y un

1% del cocktail comercial de aminoacidos no esenciales.

-HuH7: DMEM suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato sddico, 2,38 g/l de Hepes 'y 3,5
g/l de D-glucosa.
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-TFK1: RPMI 1640 con GlutaMAX TM-I.

A todos los medios se les afiadié FBS inactivado al 10% (v/v). La inactivacion del suero
se realiz6 a 56°C durante 30 min. También se afiadid una mezcla de antibidticos y
antimicotico al 1% que contenia: penicilina (20 U/ml), estreptomicina (0,02 mg/ml) y
anfotericina B (0,05 pug/ml); excepto a las lineas de CCA humanas (TFK1, EGI-1) a las

gue se le afiadia una mezcla de penicilina y estreptomicina (sin el antimicético).

Tanto al recibir las células como al recuperarlas del Nz liquido en el que se almacenaban,
la descongelacion de los criotubos se hizo en condiciones de esterilidad en bafio a 37.C.
Una vez descongeladas, se centrifugaron a 300 x g durante 5 min. El precipitado se
resuspendid en el medio de cultivo correspondiente y se incubaron en la estufa a 37°C,

en atmosfera del 5% de CO:2 en aire y humedad relativa del 80%.

El crecimiento de las células se produjo tras la adhesion a la superficie de la placa. Al
llegar a confluencia el cultivo, se realizaba una tripsinizacién (0,25% de tripsinay 20 mM
de EDTA en PBS) y se recogian sobre medio de cultivo por aspiracién, para desprender
las células de la placa de cultivo, y por ende, poder realizar los pases, sembrar las placas
para los distintos tipos de experimentos o bien congelar alicuotas para su

almacenamiento.

3.5.1. Cultivo de células para estudios de expresion génica

Para la determinacion de la expresién de diversos genes en las diferentes lineas
celulares empleadas durante este trabajo, las células se sembraron en placas de 6
pocillos con un volumen final de 2 ml/pocillo a la densidad celular apropiada
dependiendo de cada linea celular. A las 48 h de la siembra, las células se recogian y
se procesaban para conseguir ARN total (apartado 3.6.1) o las proteinas totales
(apartado 3.9.2.2).

3.5.2. Cultivo de células para estudios de funcionalidad de proteinas

transportadoras

Para determinar la funcionalidad del transportador OCT3 mediante citometria de flujo
(apartado 3.14.2), las células se sembraron en frascos Roux de 25 cm? en un volumen
de 7 ml de medio y a una densidad variable en funcién del tipo celular. Tras 48 h en

cultivo se recogian y se procesaban como se explica en el apartado 3.14.
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3.5.3. Estudios de viabilidad celular

Para evaluar el efecto de agentes citostaticos en las distintas lineas celulares utilizadas,
las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a la densidad apropiada en
funcion de la linea celular. En el caso de las células CHO se sembraron a una densidad
2.000 células/pocillo. A las 24h se afiadian los agentes citostaticos (tabla MM-3), que se
incubaban con las células en tiempo variable dependiendo del tipo de experimento, y

tras 72 h se realizaba el test de formazan.

3.5.3.1 Determinacion de la viabilidad celular

El test de formazan es un método colorimétrico utilizado para cuantificar el nimero de
células vivas en ensayos de proliferacién o quimiosensibilidad celular. Su fundamento
se basa en la transformacién por las deshidrogenasas mitocondriales del MTT, una sal
de tetrazolio de coloraciébn amarilla, en formazan, un compuesto insoluble de color
violeta. La cantidad de formazan producido se cuantifica espectrofotométricamente y es

directamente proporcional al nUmero de células vivas.

Para la determinacion de la viabilidad celular, en primer lugar, se afiadieron 110 pl de
0,5 mg/ml MTT en medio de cultivo en cada pocillo de la placa de 96 pocillos. Tras 4 h
de incubacion a 37 °C, se afadio sobre la mezcla anterior 100 pl/pocillo de la soluciéon
de lisis (10% SDS y 10 mM HCI en agua). Finalmente, tras 16 h de incubacion a 37 °C,
se determiné la intensidad del color en el sobrenadante por espectrofotometria a una
longitud de onda de 595 nm en un lector de ELISA. Como blanco se utilizaron pocillos
de la placa en los que no se habian sembrado células, pero si habian sido incubados
con las distintas concentraciones de los compuestos ensayados y posteriormente con
medio de cultivo suplementado con MTT y solucion de lisis de igual forma que el resto

de los pocillos.
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Tabla MM-3 Compuestos TKIS y no TKIS utilizados en el test de formazan y sus respectivas
concentraciones.

Compuesto Concentraciones pM Compuesto Concentraciones pM
TKls Rango 0,63 a 40 pM No TKils Rango 0,01 a 1000 pM
Axatinib Anastrozol

Bosutinib Bucolutamida

Cabozantinib Ciclofosfamida

Cediranib Citarabina

Dasatinib Enzalutamida

Erlotinib Flutamida

Gefitinib Irinotecan

Imatinib Mitomicina ¢

Lenvatinib Mitoxantrona

Nilotanib Paclitaxel

Pazopanib Panobinostat

Ponatinib Tamoxifeno

Regorafenib Temozulamida

Sunitinib

Sorafenib

Tivozanib

3.6. Determinacién de la expresion génica a nivel de ARNm
3.6.1. Andlisis de los niveles de ARNm por RT-gPCR
3.6.1.1. Extraccion de ARN total

Para extraer el ARN total, se recogié tejido fresco y se pesé, utilizandose de 30 a 60 mg
del tejido. Se prosiguié con la homogenizacién en buffer de lisis y beta mercaptoetanol,
diluciéon 1:100. El buffer y el tejido se pasaron a los tubos de homogenizado para
centrifugarse. A partir de los homogenizados se utilizaron 350uL, que se emplearon en

el kit comercial illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare).

Para la extraccion de ARN total a partir de lineas celulares, primeramente, se
tripsinizaron las células y se centrifugaron a 2,000 rpm, 5 minutos. A continuacion,na se
resuspendieron en 2mL de PBS y se centrifugaron nuevamente. Por ultimo, se
procesaron en 350ul de buffer de lisis con mercaptoetanol (dilucion 1:100). Luego se
pasoé el extracto celular a un eppendorf de 1,5 mL RNAsa free y se agitd por un minuto
y se guardaron a -80°C para emplear luego el kit illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit
(GE Healthcare). La concentracion y la pureza del ARN extraido se comprob6é mediante

un analisis en el Nanodrop.
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3.6.1.2. Transcripcion reversa (RT)

Para sintetizar el ADNc a utilizar como molde en los experimentos de PCR se realizd
una RT con 2 yg de ARN total, utilizando la mezcla de reactivos High Capacity cDNA
Reverse Trascription Kit, (Applied Biosystem). La reaccion de RT se llevo a cabo
utilizando random primers o oligo-dT en las mismas muestras. En algunas ocasiones

también se utilizé SuperScript® VILOm cDNA Synthesis Kit (Invitrogen).

3.6.2. Diseno de cebadores o primers

Los cebadores o primers especificos para el ADNc de cada una de las proteinas a
estudiar fueron disefiados mediante el programa OligoAnalizer 3.1. Su especificidad fue
verificada con el programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Los primers se
disefiaron, a caballo entre dos exones codificantes utilizando como secuencia de
referencia la secuencia del ARNm publicada en la base de datos GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) especifica para cada gen.

En las tablas MM-4, MM-5 y MM-6 se muestran las secuencias de nucledtidos de los
primers utilizados para la cuantificacion relativa de la abundancia del ARNm de los
genes estudiados en esta tesis doctoral.

Tabla MM-4 Secuencias de los primers forward y reverse utilizados para cuantificar los niveles
de expresion de genes de las proteinas OCT1 y OCT3 en muestras humanas.

Proteina Gen Primer Forward Primer Reverse Amplicon
. . . . b
(5w 3) (5 mb 3) (pb)
hOCT1 SLC22A1 TGCAGACAGGTTTGGCCGT GCCCGAGCCAACAAATTCAT 187
hOCT3 SLC22A3 CATCGTCAGCGAGTTTGACT GTAAATGACGATCCTGCCAT 139

Tabla MM-5. Secuencias de los primers forward y reverse utilizados para la deteccion de splicing
en en gen de la proteina OCT1 en muestras humanas.

Proteina Gen Primer Forward Primer Reverse Amplicon
(5'mmp 37) (5w 3) (pb)

hOCT1 SLC22A1 GCCAGGATGGCTGGGTGTAT  CATCGCCGCAAAACATCTCTCTCA 1325

hOCT1 SLC22A1 GGAAGCGCACCTTCATCCTGAT CAGGTGCCCGAGGGTTCT 600

58

SOdOL3IN
A MVIH3LVIN



Material y Métodos Meraris Soto Mufiiz

Tabla MM-6. Secuencias de los primers forward y reverse utilizados para cuantificacion de genes
de proteinas claves de la maquinaria de splicing.

Proteina Gen Primer Forward Tipo Amplicon
(5’ 37) (pb)

SNRNA U1 RNU1 GCAGGGGAGATACCATGATCACGAA F 145
CGAACGCAGTCCCCCACTA R

U1A snRNP SNRPA GGCCAGGCCTTTGTCATCTTCA F 110
GTCTTGGCATACTGGATACGCATAGGT R

sm-B and B1 SNRPB AGTTCAGAAAGATCAAGCCAAAGAACTCCA F 142
CGAGCAATACCAGTATCTTTGGGAGGA R

U1C snRNP SNRPC CACCCATGACTCTCCATCTGTGAGAA F 138
GTTGAAATGCAGCCGTTGTTTTGTCAAT R

sm-D1 SNRPD1 GCTAGGATGAAGCTCGTGAGATTTTTGATGAA F 111
GCTGACATCCACACCTGTGATTGTT R

sm-E SNRPE TGCGGATAGAAGGCTGTATCATTGGT F 122
TCCTTTTAGCATGATCCGACCCAGTT R

Sm-N SNRPN GGAACAGCAATCATGACTGTTGGCAA F 102
GGTGCCAATGAAGATTCGGCCAT R

Sf1 hSF1 GGCAGTGGAAACAGATAAGAAACATCCTGAA F 150
CTCTGCCAGGGTCTTAAGATCCTGTT R

A2afl U2AF1 CGTCAGTATGAGGATGGGAGAATGCACA F 134
CGGGATCGGGATCTTGATCTATGCTT R

A2af2 U2AF2 CAACTACCTGAACGATGACCAGGTCAA F 152
CAATGGCCTGATCCGTGACGTT R

SC35 SRSF2 CGGAGCCGCAGCCCTA F 92
TTCGAGCGGCTGTAGCGAGAT R

SRp20 SRSF3 TCCGAGAGCTAGATGGAAGAACACTATGT F 92
AGGTGGGCCACGATTTCTACTTCTTT R

SRp75 SRSF4 GGTTCTGGACGCAGTGGATATGGTTA F 145
CTGCCTGACGCATATAATCCTTTAGGTCTT R

SRp40 SRSF5 CTCGAAATGATAGACGAAATGCTCCACCT F 94
TTGAGATCCTGCCAGCTGACTCTT R

SRp55 SRSF6 CTACGGAAGCCGCAGTGG F 165
ACTTCACCTGCTTGTCGCATAAAATCCT R

9GB SRSF7 CCTCCAGGATTTGCCTTTGTGGAAT F 91
GGGAGCCACAAATCACCTTTCCAT R

SRp46 SRSF8 CCTCAAGGTGGACAACCTGACCTA F 77
CCACGCGCCCGTACTTCT R

TRA2-p SRSF10 GAACTACGGCGAGCGGGAAT F 84
GCAGGGGTATGCCTTGCAGAT R

SRm160 SRRM1 CCAGCTGGAAGTGAAGAATCCAGACT F 105
AGGGGCCACAGTTCTCCCATAA R

hnRNP Al HNRNPA1L CCATGACTCCGTGGATAAGATTGT CATTCA F 141
AAGTTTCCAGAACCACTTCGACCTCT R

hnRNP B1 hHNRNPA2B1 ACTTTAGAGGAGGATCTGATGGATATGGCA F 112
TACAGTGAAGCCCATGGCAAATAGGA R

HNRNPF HNRNPF GCTCGCCTCCGTGGACATTT F 94
CTTGGGTGTGGCTTTTTTGTGGCTTA R

hnRNPK HNRNPK CCAATGGTGAATTTGGTAAACGCCCT F 124
GCCCCAGCATTCTTGCTCTGAA R

HNRNPL HNRNPL GGGAGAACTACGATGACCCGCA F 131
CACCACATAGCTGATGGGTCCAAACT R

hnRNP E2 PCBP2 GATGCGCGAGGAGAGTGGT F 148
CATAGAGCTGCTTATGTCCTCTTCCAGT R

PTBP1 HNRNPI GCGGGGATCTGACGAGCTT F 103
GAACTTCTTGCTGTCATTTCCGTTTGCT R

CLK3 CLK3 GCCTCCTCGAGAAGCCAACA F 124
GGTTCCCCACAATCTCATATCGCTCT R

CLK1 CL1 CATCGATCATAAAGCGGGAGGTAGACA F 146
TCTGGACACAGCGGAAAGTACTGTT R

CLK2 CLK3 GCCTCCTCGAGAAGCCAACA F 124
GGTTCCCCACAATCTCATATCGCTCT R

SRSF1 SRPK1 GCGGAAAGTGCTTGCGCT F 91
GCCTCGGTGCTGAGTTTCAGATT R

PPP1A hPPP1CA GTTTCTACGATGAGTGCAAGAGACGCTA F 121
CCTCCGTGGCAGCAGAAGAT R

PPP2A hPPP2CA GCCTTGGTGGATGGGCAGAT F 128
AGCAAGTCACACATTGGACCCTCA R

PPP2A hPPP2CA GGTGGATGGGCAGATCCTTCTGTCTA F 122
GCAAGTCACACATTGGACCCTCAT R
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Una vez disefiados, los oligonucleétidos fueron suministrados liofilizados por las casas
comerciales. Antes de su uso, se reconstituyeron en H20 bidestilada y se valoraron por

espectrofotometria a 260 nm de longitud de onda.
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3.6.2.1. PCR cuantitativa (QPCR)

La gPCR es una variante de PCR que permite cuantificar el producto amplificado
durante la reaccién mediante la deteccién de fluorescencia generada por un fluorocromo
al intercalarse entre las hebras de ADN que se van sintetizando. Se usé el fluorocromo
“SYBR”, un componente de la mezcla de reactivos SYBR® Select Master Mix (Applied
Biosystems) utilizada para este propésito. Las condiciones de temperatura para la RT-
gPCR fueron iguales en todos los casos. Las muestras se incubaron primeramente
durante 2 min a 50°C, seguidos de 10 min a 95°C y, por ultimo, fueron sometidas a 40
ciclos de 15 s a 95°C y de 1 min a 60°C.

En algunos casos, para comprobar la especificidad de los primers utilizados, se afiadié
un ciclo de disociacion consistente en dos ciclos de 15sa 95 °Cy 1 min a 60 °C. La
abundancia del ARN problema fue corregida por la del normalizador, Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT1)
o B-actina (ACTB), determinado paralelamente en cada muestra. Las determinaciones
fueron realizadas por duplicado y fueron incluidos blancos de reaccién, o sea, tubos en

los que habia agua ultra pura en vez de ADNCc.

3.6.2.2. Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa se basa en el método de comparacion de Ct (ciclo umbral).
Como elemento normalizador se utiliza un control endégeno de forma que la relacion
entre el Ct del gen diana y el Ct del gen control enddgeno resulta un valor de Ct
normalizado del gen diana. Este valor sirve para normalizar la cantidad de ADN afiadido
a lareaccién y corregir asi variaciones en la cantidad de ARN de partida en la muestra.
Para poder aplicar este método y comparar los resultados, es imprescindible designar
una muestra como calibrador, la cual sirve como base para comparar los resultados, es
decir, a la que se le otorga el valor 1 de expresion. La cantidad de diana, normalizada

frente al control enddgeno y relativa al calibrador/muestra control, viene dada por: 2-aact.

Para conseguir este valor es necesario realizar los siguientes calculos:

e Calcular el Ct promedio de cada muestra para cada una de las dianas y del
control endoégeno (para cada muestra se realiza una determinacién por
duplicado).

e Calcular ACt como Ct diana-Ct control endégeno.

e (Calcular AACt como ACt muestra -ACt calibrador/muestra control.
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3.6.3. Tagman Low Density Arrays (TLDAS) o Tarjetas microfluidicas

Las tarjetas microfluidicas (TagMan Low Density Arrays, TLDA) son placas compuestas
con multiples micropocillos en las que es posible analizar la expresion de entre 12 y 384
genes diferentes (segun el formato de TLDA), ya que cada pocillo de la placa contiene
liofilizados los dos primers y la sonda Tagman para el gen de interés. Las TLDAs
utilizadas en este trabajo fueron del formato de 96 de manera que cada TLDA contenia
8 puertos lo que permitia cargar 8 muestras en las que se analizaban los genes de

interés (tabla MM-7) y los genes de los controles endégenos GAPDH y ACTB.

Para cargar la TLDA se mezclaba cada uno de los ADNc obtenidos en la reaccién de
RT (100 ng/puerto) con la Tagman Master Mix y se cargaba la muestra en cada uno de
los 8 puertos, después se centrifugaba la placa dos veces a 1.200 rpm durante 2 min,

se sellaba y se desencadenaba la reaccion de qPCR.

Para analizar los resultados se llevé a cabo una cuantificacion relativa como se describe
en el apartado (apartado 3.6.2.2.). Para normalizar los valores de Ct de los genes diana
se utilizaron los genes GAPDH y ACTB como controles endégenos (la media de sus

valores de ACt). Las muestras utilizadas se describen en la tabla MM-2.
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Tabla MM-7. Genes incluidos en el disefio de las tarjetas microfluidicas o TLDAS, referencia de

secuencias y tamafio de amplicon

Gen Secuencia Amplicon (pb)
SRPK1 Hs00177298_m1 100
SRPK2 Hs00795102_m1 154
CLK1 Hs00269734_m1 78
CLK2 Hs00241874_m1 61
CLK3 Hs00357427_m1 81
CLK4 Hs00252917_m1 74
PPPICA Hs00267568_m1 71
PPP2CA Hs00427260_m1 77
SNRPG Hs01923241_g1 86
SNRPN Hs00909634_m1 74
GAPDH Hs99999905_m1 122
SF1 Hs00190309_m1 117
SRSF1 Hs00199471_m1 55
U2AF1L5 Hs01597465_g1 82
U2AF2 Hs00200737_m1 75
SRSF2 Hs00427515_g1 133
SRSF3 Hs00751507_s1 93
SRSF4 Hs00194538_m1 65
SRSF5 Hs00951035_m1 102
SNRNP70 Hs00162035_m1 68
SNRPC Hs00853882_g1 80
SNRPD1 Hs00705733_s1 99
SNRPF Hs00853884_g1 90
SFPQ Hs00915444_m1 66
HNRNPA1 Hs01656228_s1 81
HNRNPA2B1 Hs00242600_m1 78
HNRNPD Hs01086912_m1 145
HNRNPF Hs00359014_m1 60
HNRNPH1 Hs01033845_g1 114
HNRNPK Hs00829140_s1 100
HNRNPL Hs00704853_s1 144
PCBP2 Hs01590472_mH 68
PTBP1 Hs00259176_m1 101
SRSF6 Hs00607200_g1 59
ACTB Hs01060665_g1 63
SRSF7 Hs00196708_m1 69
SRSF8 Hs00259455_s1 132
SRSF9 Hs01596548_g1 117
TRA2B Hs00190210_m1 69
SREK1 Hs00377948_m1 99
SRRM1 Hs01004626_g1 59
RBMY1A1 Hs00359074_m1 84
RBM5 Hs01554570_m1 66
SNRPA Hs00190231_m1 123
SNRPB Hs01067442_m1 70
SNRPE Hs01635040_s1 147
ESRP1 Hs00214472_m1 114
CELF2 Hs00272516_m1 118
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3.7. Métodos aplicados en los estudios de splicing

3.7.1. Ensayo in silico para determinar la expresién de los genes del

espliceosoma

En esta tesis doctoral se realizé un andlisis in silico de la expresion de genes del
espliceosoma correspondientes al complejo E, complejo B, proteinas SR, hnRNP y

guinasas-fosfatasas (tablas MM-8 a MM-13).

El estudio in sillico realizado se ha llevo a cabo utilizando la informacion disponible en
la base de datos HCCDB: Integrative Molecular Database of Hepatocelular Carcinoma.
Este recurso pertenece a la Universidad de Tsinghua, el Centro Nacional de Cancer de
Higado y el Hospital de Cirugia Hepatobiliar del Este de Shanghai y esta disponible en

el enlace: http://lifeome.net/database/hccdb/home.html.

La base de datos global (DB) ha sido desarrollada por (Lian et al., 2018) integrando 15
bases de datos publicas sobre la expresion de genes en HCC, incluidas entre las
mismas se encuentran las del The Cancer Genome Atlas Program (TCGA) y las del
Genotype-Tissue Expression (Gtex) que incluyen un total de 3.917 muestras. De las 15
bases de datos, 12 contenian muestras pareadas tumorales y tejido adyacente. La
informacion utilizada para dilucidar la importancia e implicacién de los diferentes genes
gue participan en el proceso de splicing se han basado en el andlisis del patrén de
expresion y en los datos de supervivencia a partir de las curvas de supervivencia

asociadas.

Las bases de datos utilizadas fueron Data base (DB)1, DB3, DB4, DB6, DB7, DB11,
DB12, DB13, DB15, DB16, DB17, DB18. Cada DB contenia informacién del tejido
tumoral y adyacente, nUmero de pacientes y estadistica, excepto la base de datos DB3,
gue tenia informacion adicional, comprendiendo el tejido de higado sano (H, n = 6) y
cirrético (C, n = 40). El numero de muestras (T/A) por base de datos fue el siguiente:
HCCDB1: 100/97; HCCDB3: 268/243; HCCDB4: 240/193; HCCDB6: 225/220;
HCCDB?7: 80/82; HCCDB11: 88/48; HCCDB12: 81/80; HCCDB13: 228/168; HCCDB15
(TCGA): 351/49; HCCDB16: 60/60; HCCDB17: 115/52; HCCDB18: 212/177. Para
detectar posibles diferencias significativas entre el tejido tumoral (HCC) y el no tumoral
adyacente se utilizo el test estadistico de t-student seguido de la correccion de
Benjamini-Hochberg. Los valores se normalizaron mediante la transformaciéon log2
(Ferreira JA., 2007).
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La correlacién entre la expresion de estos genes y la supervivencia de los pacientes de
HCC se obtuvo en la mayoria de los casos de tres bases de datos (DB6, DB15, DB18)
y se presentd como la probabilidad de supervivencia frente al tiempo de supervivencia
en afios. Se comparé la probabilidad de supervivencia con respecto a la expresion de
cada gen (los tumores se dividieron en tumores que expresan hiveles altos o bajos del
gen de interés). Para evaluar las diferencias en las tasas de supervivencia se utilizé el

analisis estadistico de Kaplan-Meier.

Se empled la informacion de los pacientes con HCC disponible en la base de datos del
TCGA (https://tcga-data.nci.nih.gov/). En esta base de datos aparecen disponibles 427
casos, de los cuales se utilizaron los datos pareados (datos del tejido tumoral (T) y
adyacente no tumoral (A) para un total de 50 pacientes. Se seleccionaron genes del
complejo E, SR, hnRNP, complejo B y quinasas/fosfatasas (tablas MM-8 a MM-12). Para
realizar estos estudios se buscé el nimero de ensamblaje de cada gen en la base de
datos NCBI. Este numero se utilizé para buscar la expresion de cada gen en cada tejido

pareado encontrado en el TCGA.

La expresion de los genes fue normalizada doblemente utilizando la expresion de
GAPDH y de ACTB. Para calcular la significacion estadistica se llevé a cabo el analisis

de la t de Student entre los datos pareados Ty A.

Tabla MM-8. Genes analizados implicados en el complejo E del espliceosoma.

Funcién Proteina Gen
Elementos U1l U1 snRNP 70kDA SNRP70
del complejo E U1A snRNP SNRPA

Sm-B/B1 SNRPB
U1C snRNP SNRPC
sm-D1 SNRPD1
Proteinas Sm sm-E SNRPE
del complejo E sm-F SNRPF
sm-G SNRPG
sm-N SNRPN
Union a BPS Sfl SF1
Unién a 3'SS U2afl U2AF1
Unién a PPT U2af2 U2AF2

BPS: punto de ramificacion; 3’ss: sitio de splicing; PPT: tracto de polipirimidina
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Tabla MM-9. Genes analizados que favorecen el splicing corto mediante la interaccién con
potenciadores de splicing exdnicos (ESE) e intronicos (ISE).

Funcién Proteina Gen
SF2/ASF SRSF1
SC35 SRSF2
SRp20 SRSF3
Q SRp75 SRSF4
S SRp40 SRSF5
o SRp55 SRSF6
2 9GB SRSF7
? SRp46 SRSF8
% SRp30c SRSF9
§ TRA2-B SRSF10
S NET2 SRSF11
& SREK1 SRSF12
SRmM160 SRRM1

LUCA15 RBM5

Tabla MM-10. Genes analizados que favorecen el splicing largo, por inhibicion del splicing corto,

mediante la interaccién con silenciadores exénicos (ESS) e intrénicos (ISS).

Funcién Proteina Gen
hnRNP Al HNRNPAL
S hnRNP B1 HNRNPA2B1
;E;, hnRNP D HNRNPD
5 hnRNP F HNRNPF
EL hnRNP H HNRNPH1
% hnRNP K HNRNPK
o hnRNP L HNRNPL
s hnRNP E2 PCBP2
- PTBP1 HNRNPI
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Tabla MM-11. Genes analizados de proteinas involucradas en la regulacion de la actividad de
proteinas SR.

Funcion Proteina Gen
Quinasas nucleares “CDC like kinase 17 CLK1
“CDC like kinase 2” CLK2
“CDC like kinase 3” CLK3
“CDC like kinase 4” CLK4
Quinasas citoplasmaticas “SRSF protein kinase 1” SRPK1
“SRSF protein kinase 2” SRPK2
Fosfatasas PP1A PPP1CA
PP2A PPP2CA

Tabla MM-12. Genes analizados implicados en el complejo B del espliceosoma.

Funcion Proteina Gen
I SnRNA U4 RNU4-1
snRNA U5 RNU5-1
snRNA U6 RNU6-1
_§ pre-ARNm factor de PRPF3
Tée procesamiento 3
) pre-ARNm factor de PRPF4
2 procesamiento 4
g pre-ARNm factor de PRPF6
§ procesamiento 6
§- pre-ARNm factor de PRPF8
- procesamiento 8
pre-ARNm factor de PRPF31
L procesamiento 31

Ensamblaje del
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3.7.2. Ensayo in silico para la determinacién de splicing en el pre-ARNm de
SLC22A1

En este ensayo in silico se analizé la abundancia de los eventos de splicing sufridos por
el pre-ARNm del gen SLC22A1 y su asociacion con cambios en la expresion de las
proteinas del espliceosoma. Para llevar a cabo este analisis se utiliz6 como herramienta
computacional SpliceSeq disponible en el Centro de Cancer MD Anderson de la
Universidad de Texas (http://projects.insilico.us.com/TCGASpliceSeq/). La herramienta
SpliceSeq comienza con un modelo de referencia para cada gen construido a partir de
todas las transcripciones de codificacion de proteinas del gen (Hubbard T et al., 2002).
Las isoformas de transcripcion de cada gen se ensamblan en un grafico de splicing
unificado de modo que las lecturas de ARNm se alinearan con una Unica ubicacion
caracteristica en el gréfico. Las lecturas de las muestras del TCGA se alinean con los
graficos de splicing y se generan estadisticas para cada unién de exon y splicing. Los
totales de lectura se normalizan por la longitud del exén y el nimero de lecturas
alineadas en la muestra (lecturas por 1000 bases de exén por millébn de lecturas
alineadas) (Ryan M et al., 2015).

Para cada muestra y para cada posible evento de splicing este recurso calcula un
porcentaje de la probabilidad de la presencia de los exones implicados en eventos de
splicing (PSI) en cada gen, que se define como la proporcién de recuentos de lecturas
normalizadas que indican inclusién de un elemento de transcripcion en el total de
lecturas normalizadas para ese evento (lecturas de inclusién y exclusion). Por ejemplo,
un valor de PSI de 0,25 para un evento de splicing debe interpretarse como que este
evento ocurre en aproximadamente el 75% de las transcripciones presentes en esa

muestra. Se muestra otro ejemplo en la figura MM-2.

L J—
- — -
Lecturas incluidas i Bl
VN N
2 3 4
Lecturas excluidas L
PSI: 810=0,8

Figura MM-2 Ejemplo donde las 8 lecturas en verde (lecturas del cuerpo del exén 3, lecturas
de la unién del exén 2-3 y lecturas de la unién del exén 3—4) que indican que el exén 3 esta
presente. Las lecturas de la unién en azul 2—4 indican que el exdn 3 tuvo un evento de
splicing. Por lo tanto, el PSI es 8/10 o 0.8 indica que el 80% de las transcripciones en la
muestra incluyen el exén 3 (Ryan M et al., 2015)
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Los valores mostrados en esta tesis doctoral se han calculado a partir de la PSI de seis
eventos de splicing (figura MM-3 y tabla-13) que ocurren en la maduracién del ARNm

de SLC22A1 que fueron del tipo omision de un exén (ES).

[] Exén (regisén traducida) Splicing normal  /\
. Exon (region no traducida) Splicing alternativo ..
— intrén SLC22A1 pre-ARNm humano ES: Omisién de ex6n

Figura MM-3 Posibles eventos de splicing en el gen SLC22A1 cuyos valores estan
disponibles en la herramienta SpliceSeq. La linea continua se refiere a los eventos de
splicing de la forma silvestre de SLCA22A1 mientras que la linea discontinua se refiere a
los eventos de splicing alternativo.

Tabla MM-13 Tipos de splicing incluidos en este trabajo y nimero de muestras incluidas en cada
tipo de splicing.

Tipos Splicing NUmero de muestras
ES1 Omisién de exoén 2 352
ES2 Omision de exén 4 359
ES3 Omision de exon 7 288
ES4 Omision de exon 9 350
ES5 Omision de exones 9+10 350
ES6 Omisién de exén 10 310

Se ha definido la frecuencia global de splicing alternativo (ASGF) como el porcentaje de
moléculas de ARNm que contienen al menos un evento de splicing. ASGF se calcul6
como 100 * (PSI1 * ... * PSIn), donde PSIx fue el PSI para eventos de splicing
individuales en la muestra (en el caso de SLC22A1, x = 1 ... 6). Este célculo tiene la
limitacion de suponer que todos los eventos de splicing fueron eventos independientes
no excluyentes, que en el caso del pre-ARNm de SLC22A1 no es del todo correcto,
porque los saltos del exén 9 o 10 no pueden ocurrir si el exén 9 + 10 ya han saltado

juntos.

Las muestras que se cuantificaron fueron un total de 371. Las muestras con eventos de
splicing que no se pudieron cuantificar (null) se eliminaron del estudio. Por otra parte,

también se correlacioné el estadio de cancer de las muestras con eventos de splicing,
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donde para el estadio |, se tenian 167 muestras; para el estadio Il, 113, para el estadio

Ill, 86 muestras y para el estadio IV, 5 muestras.

El coeficiente de correlacion de Pearson se calculd6 mediante el andlisis de regresion
entre el ASGF que afecta al pre-ARNm de SLC22A1 (SLC22A1-ASGF) y los niveles de
expresion (ARNmM) de los factores involucrados en el reconocimiento del exén, utilizando

el método de minimos cuadrados.

3.8. Determinacioén de splicing en muestras de HCC y en diferentes

enfermedades hepéticas
3.8.1. Obtencion de ADNc del gen SLC22A1

El ARN total extraido de las biopsias de HCC y otras patologias de higado fue utilizado
como molde para la RT (apartado 3.6.1.2), tras la cual se amplificé la ORF o parte del
ORF del gen SLC22A1 por PCR analitica (apartado 3.7.2.2.1.) utilizando los primers
especificos para OCT1 cuyas secuencias especificas se encuentran en la tabla MM-5.

Los sitios de anillamiento de cada primer se muestran en las figuras MM-4 y MM-5.

A
A1 2 45-? 1u11V/

> —
Fuv Rv

P

Figura MM-4. Pre-ARNm del gen SLC22A1. Los intrones se muestran con lineas
horizontales. Los sitios de union de los primers forward (Fw) y reverse (Rv) utilizados
para detectar formas de splicing se indican con las flechas correspondientes.

A
A1 2 45-? 1u117/

A

A Rv

Figura MM-5. Pre-ARNm del gen SLC22A1. Los intrones se muestran con las lineas
horizontales. Los sitios de unién de los primers forward (Fw) y reverse (Rv) utilizados para
detectar formas de splicing se indican con las flechas correspondientes.
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3.8.1.1. Deteccion de variantes de OCT1 generadas por splicing alternativo
3.8.1.2. PCR Analitica

La PCR analitica se llevé a cabo con la ADN Tag polimerasa de la casa Biotools B&M
Labs, S.A. (Madrid) en presencia de buffer 10x + MgClz y desoxinucledtidos trifosfato
25x a 10mM, disueltos en una solucién tampén, mas 10 uM de primers forward y reverse
y el ADN molde. Una vez preparada la mezcla de reaccioén, los tubos se incubaron a
94°C durante 2 min; mas 40 ciclos de 94°C 30 s, 60°C 30s y 72°C durante un tiempo
variable (1 min por cada kb del amplicén) y un ciclo final de extension de 10 min a 72°C.

En algunos casos se utilizdé un gradiente de temperatura de anillamiento de los primers.

3.8.1.3. Electroforesis en gel de agarosa

Para preparar del gel de agarosa se utilizé la agarosa MS 8 disuelta en TAE 1xal 1 6
2% (p/v), dependiendo de los tamafios moleculares de las muestras a analizar. Se
afadia reactivo SYBR Safe hasta conseguir una concentracién 1/10.000 (v/v). El gel se
colocaba en la cubeta de electroforesis con tampdn TAE. Las muestras se mezclaron
con un buffer de carga antes de depositarlas en el gel. Como patrén de tamafios
moleculares de ADN se empleé el ladder 1 kb Plus. El gel se visualizaba en el equipo

de analisis de imagen LAS-4000.

3.8.1.4. Visualizacion de los amplicones de OCT1

Se comprobd la presencia y el tamafio de los amplicones correspondientes a OCT1
mediante geles de agarosa MS 8 al 2%. Se utilizaron 2,5 yl de ADNc de las muestras
de biopsias de HCC y de otras patologias hepaticas amplificadas por PCR. Las

diferentes bandas se visualizaron en el equipo de analisis de imagen LAS-4000.

3.9. Produccién de vectores lentivirales
3.9.1. Fundamento

Para poder generar lentivirus recombinantes defectivos es necesario remplazar los
genes de las proteinas virales por el transgén de interés en el plasmido genémico
lentiviral,. En la producciéon de los virus se debe usar una linea celular (célula
empaquetadora) que se transfecta con los dos plasmidos que codifican las proteinas
estructurales de los lentivirus y con el plasmido recombinante que contenga el ADN de
interés, flanqueado por los LTR (long terminal repeats), por la sefial de

empaquetamiento y por otros elementos necesarios en cis como el TSS (sitio de inicio

de transcripcion) y el tracto polipurinico importante para la sintesis de la segunda
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cadena. De esta forma, se generaran particulas retrovirales recombinantes y defectivas,
que pueden ser purificadas y concentradas a partir de los sobrenadantes del cultivo
celular (Kuroda HR et al., 2009).

3.9.2. Produccién de las particulas virales

Como células empaquetadoras se utilizaron las células HEK-293T que se sembraron a
subconfluencia en placas recubiertas de colageno de 10 cm de diametro. Las células

fueron transfectadas utilizando polietilenimina (PEI) con 3 tipos de plasmidos:

i) el vector de transferencia pWPi-OCT3 que contenia el gen reporter EGFP (Enhanced
Green Fluorescence Protein) que permite el seguimiento de la fluorescencia de las
células transducidas, tanto por microscopia de fluorescencia como por citometria de
flujo (apartado 3.14) y el transgén de interés separados por un elemento IRES. Para la
produccion de virus controles se usé el plasmido pWPI vacio, que Gnicamente codificaba
la EGFP

i) el plasmido psPAX2, que codifica proteinas estructurales del virus

iii) el vector de expresion pMD2.G que codifica para la glicoproteina G del virus de la

estomatitis vesicular.

Para formar los complejos PEI:ADN se mezclaban 6 ug del plasmido psPAX2, 4,5 ug
del plasmido pMD2.G y 6 ug del plasmido de transferencia, disueltos en 1,2 ml de
solucion salina, con 60 ul de PEI. La mezcla fue incubada durante 20 min a temperatura
ambiente y, a continuacion, se afadié a la placa de cultivo de células HEK-293T. A las

16 h se quitd el medio de cultivo con los complejos PEI:ADN y se afiadié medio fresco.

Se recogieron sobrenadantes de las placas de cultivo a las 40 h, 48 hy 72 h después
de la transfeccidn que se pasaron a través de filtros de 0,45 um de tamano de poro. Las
particulas virales se concentraron por ultracentrifugacién a 53.000 x g durante 130 min

a 16°C. El precipitado se resuspendio en medio RPMIy se guardd a -80°C hasta su uso.

3.9.3. Determinacioén del titulo viral

El titulo viral o concentracion de virus fue determinado infectando células HEK-293T con
una serie de diluciones de la solucién viral y analizado el % de células EGFP positivas,
por medio de citometria de flujo, a los 4 dias de realizar la transduccion,. La

concentracion de particulas virales se calculé mediante la férmula:
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—ED
Titulo (TU/ml) = 10~ 50 % 2 x N° de células

Vol

- EDso: es el log10 de la dilucion de la suspensién viral que consiguio infectar el 50%
de las células.
- TU: Unidades transformantes (particulas virales infectivas).

- Vol: volumen del medio de cultivo (ml).

3.9.4. Determinacion de la multiplicidad de infeccién (MOI)

La MOI es la relacion entre el n° de particulas infecciosas de virus y el n° de células
diana presentes en un cultivo. Se determiné la MOI 6ptima para cada linea celular
realizando un barrido de titulos MOI (3, 5, 10 y 25) en placas de 12 pocillos, tras sembrar
un n° adecuado de células segun la linea celular. A las 24 h se transducian con los
titulos MOls 3 ,5, 10 y 25 de particulas lentivirales pWPI en presencia de polibreno (8
pg/ml). A los 4 dias tras la transduccion se determiné el % de células fluorescentes que

expresaban la EGFP por citometria de flujo.

3.9.5. Transducioén de las células diana

Se sembraron las células en placas de 12 pocillos y se transdujeron a las 24 h con los
lentivirus recombinantes segun la MOI optima para cada linea celular con o sin
polibreno, segun la toxicidad del mismo en la linea celular en estudio. A las 24 h se retird
el medio de cultivo y se afiadié medio fresco. Cuatro dias después de la transduccion
se determiné el % de células fluorescentes que expresaban la EGFP por citometria de

flujo.

En algunos casos se seleccionaron clones de células que expresaban establemente la
proteina de interés por el método de dilucion limite, que consiste en sembrar una célula

en una placa de 96 pocillos para generar un cultivo monoclonal.

3.10. Deteccion de proteinas por Western blot
3.10.1. Obtencioén de las muestras
3.10.1.1. Lisado delineas celulares

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos o en flasks de 25 cm2. Al alcanzar

confluencia o semi-confluencia las células se despegaron de la placa mediante
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tripsinizacion con tripsina 1x o 2x, dependiendo de la dificultad de cada linea celular
para despegarse. Se lavaron con PBS y se incubaron durante 25 min con tampén RIPA
suplementado con 1% (v/v) de un coctel de inhibidores de proteasas. El lisado se
centrifugd durante 20 min a méaxima velocidad a 4 °C y las alicuotas de sobrenadante

se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

3.10.1.2. Obtencién de crudos de membrana

Las células se cultivaron en placas de 10 cm. Cuando se alcanz6 la confluencia del
80%, las células se incubaron en solucién Hepes 10 mM y se sometieron a ciclos de
congelacion y descongelacién para posteriormente afiadir un volumen igual de tampén
A 2X (apartado 3.4).

La suspension se sometio a una centrifugacion de 5 min a 1000 x g para eliminar las
células enteras. Los crudos de membrana se obtuvieron ultracentrifugando la muestra
a 46700 rpm durante 95 min a 16°C. Tras la centrifugacion se recogia el sobrenadante
(proteinas del citoplasma y el contenido intracelular) y se resuspendia el precipitado
(crudos de membrana) en tampo6n RIPA (apartdo 3.4) suplementado con inhibidores de

proteasas (0,1 ml/ millén de células).

3.10.2. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

3.10.2.1. Preparacién de los geles

La electroforesis vertical fue realizada en geles de poliacrilamida del 7,5 % (p/v), en Tris-

HCIl empleando el sistema Mini-Protean Il Cell.

3.10.2.2. Preparacién de las muestras

La concentracion de proteinas de las muestras a analizar por Western Blot se determino
por el método de Markwell (Markwell MA et al., 1978). En algunos casos, segun la

proteina de interés, las muestras se desnaturalizaron durante 5 min a 100°C.

3.10.2.3. Condiciones de la electroforesis y de la transferencia

3.10.2.4. Soluciones utilizadas

-Tampdn de migracion: 25 mM Trizma base, 0,2 M glicina, y 3,5 mM SDS.
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-Tampodn de transferencia: 25 mM Trizma base, 0,2 M glicina, 3,5 mM SDS y 20% (v/v)

metanol.

Condiciones de la electroforesis y de la transferencia

La electroforesis se llevo a cabo en una cubeta con tampdn de migracion a una corriente
constante de 15 mA para el gel concentrador y de 30 mA para el gel separador o de

resolucion.

La transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa se hizo, a 4°C y en
agitacion constante, en una cubeta con tampén de transferencia a una corriente de 250

mA durante 90 min.

3.10.3. Inmunodeteccion

En este proceso, que se realizdé a temperatura ambiente, se sometié la membrana al
siguiente procedimiento: bloqueo durante 1 h con leche descremada al 5% o 3% (p/v)
en TBS-T (TBS con Tween 20 (0,2%) en agitacion. Incubacion durante 1 h en agitacion
a temperatura ambiente o a 4°(durante la noche) con el anticuerpo primario
correspondiente. Se utilizaron los anticuerpos primarios que se muestran en la tabla

MM-14 diluidos en leche descremada a concentraciones de 1% (p/v) en TBS-T.

Tabla MM-14. Anticuerpos primarios, utilizados para la deteccion de las proteinas
transportadoras OCT1, OCT3 y la bomba de sodio y potasio (Na+/K+-ATPasa), por medio de
Western blot.

Anticuerpos Referencia Especie Dilucion Casa comercial

comercial de origen

Na+/K+ ab 2871 raton 1:200 Abcam
OCT1 ab118539 conejo 1:1000 Abcam
OCT3 ab124826 conejo 1:1000 Abcam
GAPDH sc-32233 raton 1:1000 Santa Cruz Biotechnology

Como anticuerpo secundario se utilizé el adecuado en cada caso marcado con
peroxidasa (HRP) a una dilucion 1:2000 o 1:3000 en leche descremada al 1% (p/v) en
TBS-T. Para la deteccion se utilizé un método de quimioluminiscencia (ECL) y el equipo

de analisis de imagen LAS-4000.
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3.11. Deteccion de proteinas por inmunofluorescencia
3.11.1. Preparacion de muestras

Para el marcaje por inmunofluorescencia se sembraron las células a la densidad 6ptima
segun la linea celular, sobre cubres para inmunofluorescencia, en placas de 24 pocillos
(Lab-tek) (500 upl de medio de cultivo/pocillo). Las células se cultivaron hasta que

alcanzaron una confluencia entre el 60 y el 80%.

En el caso de tejidos, se utilizaron cortes de 5 ym de espesor realizados en el criostato
a una temperatura entre -20 °C y -15 °C. Dichos cortes se coloraron en el portaobjeto,

se dejaron secar al aire y se mantuvieron congelados a -80 °C hasta su utilizacion.

3.11.2. Inmunodeteccion

Las células se fijaron con metanol frio durante 1 min y tras tres breves lavados con
PBS, se llevé a cabo un blogueo de 30 min con suero bovino fetal al 5% en PBS. Se
realizé una incubacién con los anticuerpos primarios diluidos en PBS con 1% de suero
bovino fetal a temperatura ambiente durante 1 h. Los anticuerpos primarios utilizados

en este estudio y las diluciones empleadas se muestran en la tabla MM-15.

Tabla MM-15 Anticuerpos primarios, utilizados para la deteccién de las proteinas transportadoras
OCT1, OCT3 y de la bomba de sodio y potasio (Na+/K+-ATPasa) por inmunofluorescencia. La
deteccién de MRP2 por inmunofluorescencia se realizé para corroborar la localizacion de OCT3
en la membrana sinusoidal/basolateral de los hepatocitos.

Anticuerpos  Referencia Especie Dilucién Casa comercial
primarios de origen

Na+/K+ ab2871 raton 1:100 Abcam

OCT1 LS-C161155 conejo 1:100 LifeSpan BioSciences
OCT3 ab124826 conejo 1:100 Abcam

MRP2 M2111-6 raton 1:30 Enzo

A continuacioén, se realizaron tres lavados de 15 min con PBS y posteriormente una

incubacién en oscuridad de 1 h con el anticuerpo secundario apropiado: anti-IgG de

ratéon o conejo conjugado con Alexa Fluor-488® o Alexa Fluor-594® (dilucion 1:1000) y
con DAPI para tefiir los nucleos (dilucién 1:5000). Tras tres lavados de 15 min con PBS,
se afadié medio de montaje sobre la laminilla, se colocé el cubreobjetos y se selld con
esmalte de ufias para evitar asi la entrada de aire y posterior secado celular. La

visualizacion del marcaje se realizdé en un microscopio confocal (Leica TCS SP2).
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3.12. Deteccidn de proteinas por inmunohistoquimica

Se realizaron cortes del tejido en parafina de 5 um de espesor. En primer lugar, se llevo
a cabo la eliminacion de la parafina calentando en estufa a 60 °C durante al menos 2 h,
seguido de inmersion en xilol y, posteriormente, se rehidrataron las muestras por
inmersion en soluciones decrecientes de etanol (100%—95% — 80% —70% —50% —
H20). A continuacion, se llevé a cabo el desenmascaramiento de antigenos por
inmersion en solucion del kit moure/rabbit AP/falt red (ABC) detection IHC kit (Abcam),
pH 6,0 durante 20 min a 96 °C seguido de cuatro lavados con PBS (pH 6,4) e incubacién
durante 5 min con solucion de bloqueo para reducir el marcaje inespecifico.
Seguidamente, se llevé a cabo la incubacién durante 30 min con los anticuerpos
primarios: OCT1 (policlonal de conejo LS-C161155, producido contra la region C-
terminal (residuos 510-539), de la casa comercial LifeSpan BioSciences) y OCT3
(anticuerpo producido en conejo Ab124826 de la casa comercial Abcam) diluidos 1:100,
seguido de una incubaciéon de 15 min con el anticuerpo secundario biotinilado, 15 min
con estreptavidina-fosfatasa alcalina y 10 min con el substrato-cromoégeno Fast-Red
disuelto en tampon de fosfato de naftol. Tras cada una de las etapas anteriores, las
muestras se lavaron en tampon PBS cuatro veces. Todos los procedimientos se llevaron
a cabo a temperatura ambiente. Las laminillas se tifieron con hematoxilina y se montaron
con medio de montaje acuoso, se sellaron con esmalte de ufias y las tinciones se

visualizaron en un microscopio éptico.

3.13. Estudios de citometria de flujo
3.13.1. Fundamento

El uso de fluorocromos en citometria de flujo permite evaluar la funcionalidad de
proteinas transportadoras, entre las gue se incluyen los distintos miembros de la familia
SLC. Para evaluar la funcién del transportador OCT3 se utilizé dihidroetidio como
sustrato de este transportador (tabla MM-16) que se acumula en el interior de la célula
dependiendo de la actividad de este transportador. Para realizar estos estudios, las
células se incubaron en presencia del sustrato y como inhibidor de la actividad de OCT3

se utilizé la quinina (tabla MM-16).

Se midié la inhibicién de la captacion de dihitroetidio por quinina y por compuestos que
podrian ser posibles sustratos del transportador OCT3 (tabla MM-17).
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Tabla MM-16. Sustrato e inhibidor especificos de transportadores OCT1 y OCT3 utilizados en
esta tesis doctoral. La quinina fue utilizada a una concentracion de 10 uM o de 250 uM
dependiendo del experimento.

Compuesto Concentracion Canal de deteccién (A)
Dihidroetidio 2 uM FL3 (670 nm log pass)
Quinina 10 uM o 250 uM

Tabla MM-17. Compuestos utilizados en los experimentos de inhibicidn de la captacion de
dihidroetidio y posibles sustratos del transportador OCT3.

Compuesto Cancer Grupo Casa comercial
TKIs
Axitinib Céncer renal Inhibidores de tirosina quinasa Sigma
Bosutinib Leucemia mieloide crénica Inhibidores de tirosina quinasa Sigma
Cabozantinib cancer medular de tiroides, cancer Inhibidores de tirosina quinasa Selleckchem
renal, carcinoma hepatocelular
Cediranib Pulmén, rifién, colorectal Inhibidores de tirosina quinasa Selleckchem
Dasatinib Leucemia mieloide crénica, Inhibidores de tirosina quinasa Santa Cruz Biotechnology
leucemia linfoblastica aguda
Erlotinib Céancer de pulmon (NSCLC), Inhibidores de tirosina quinasa Sigma
cancer de pancreas
Imatinib Leucemia mieloide cronica, Inhibidores de tirosina quinasa Sigma
sarcomas
Lapatinib Mama, Inhibidor de tirosina quinasa Sigma
Lenvatinib Tiroides, rifion, higado, Inhibidores de tirosina quinasa Santa Cruz Biotechnology
Nilotinib Leucemia mieloide crénica Inhibidores de tirosina quinasa Sigma
Pazopanib Rifion, sarcomas Inhibidores de tirosina quinasa Sigma
Ponatinib Leucemia mieloide cronica, Inhibidores de tirosina quinasa Selleckchem
Leucemial infoblastica aguda,
cromosoma Filadelfia positivo
Regorafenib Colorrectal, higado Inhibidores de tirosina quinasa Selleckchem

Sorafenib Higado, rifion, tiroide, Inhibidores de tirosina quinasa Hospital Universitario USAL
Sunitinib GIST, rifion, tumores Inhibidores de tirosina quinasa Sigma
neuroendocrinos pancreaticos
Tivozanib Rifion Inhibidores de tirosina quinasa Selleckchem
No TKIs
5 Fluorouracilo Mama, colorrectal, estémago, Anélogos de purinas y pirimidinas Sigma
pancreas, eséfago, cabeza y cuello
Actinomicina D Testiculo, placenta, sarcomas, Antibiéticos antineoplasicos Sigma
pediatricos (Wilms,
hepatoblastoma(HB))
Anastrozol Mama Antihormonas Sigma (EP)
Bicalutamida Proéstata Antihormonas Sigma (EP)
Bleomicina Cabeza y cuello, cérvix, testiculo, Antibiéticos antineoplasicos Sigma (EP)

ovario, linfomas
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Cabazitaxel

Capecitabina

Ciclofosfamida

Cisplatino

Citarabina
Dacarbazina

Docetaxel

Doxorrubicina

Enzalutamida
Epirrubicina

Etoposido

Flutamida

Gemcitabina

Hidroxiurea

Irinotecan

Metotrexato

Mitomicina C
Mitoxantrona
Oxaliplatino
Paclitaxel

Panobinostat

Pemetrexed

SN-38
Sunitinib
Tamoxifeno
Temozolomida
Temsirolimus
Tioguanina
Topotecan

Vinblastina

Vincristina

Préstata

Mama, colorrectal, estémago,
esofago

Leucemias, linfomas, mama, ovario,

neuroblastoma, sarcomas
Vejiga, ovario, testiculo, cérvix,
pulmén, pancreas, estbmago,
cabeza y cuello, CCA, HB
Leucemias

Melanoma, linfomas

Mama, pulmoén, préstata, cabeza y
cuello, estémago

Leucemias, mama, linfomas,
pulmén, ovario, sarcomas, tiroides,
vejiga, estbmago, HB

Préstata

Mama

Pulmén, ovario, testiculo, linfomas,
neuroblastoma, AML

Préstata

Mama, pulmén, ovario, pancreas,
mesotelioma, cérvix, vejiga, CCA

Cabezay cuello, leucemia CML

Colorrectal, pancreas, estomago,
esoéfago

Mama, leucemia AML, placenta,

cabeza y cuello, pulmén, vejiga,

linfomas

Estémago, pancreas
Poéstata, leucemia AML
Colorrectal, pancreas
Pulmén, ovario, mama

Mieloma multiple

Mesotelioma, pulmén

Colorrectal, pancreas, estémago,
esofago

GIST, rifion, tumores
neuroendocrinos pancreaticos
Mama

Gliomas

Rifién

Leucemia AML
Cérxix, ovario, pulmoén

Linfomas, vejiga, mama, placenta,
testiculo

Linfomas, leucemia CLL y AML,
sarcomas, pediatricos (Wilms)

Taxanos

Anélogos de purinas y pirimidinas

Agentes alquilantes

Derivados platinados

Anélogos de purinas y pirimidinas
Agentes alquilantes

Taxanos

Antracilinas

Antihormonas
Antraciclinas

Podofilotoxinas

Antihormonas

Andlogos de purinas y pirimidinas

Carbamidas

Camptotecinas

Antifolatos

Agentes alquilantes
Antraciclinas
Derivados platinados
Taxanos

Inhibidores de histonas
desacetilasas
Antifolatos

Camptotecinas

Inhibidores de tirosina quinasa

Antihormonas

Agentes alquilantes

Inhibidores de mTOR

Anélogos de purinas y pirimidinas
Camptotecinas

Alcaloides Antimitéticos

Alcaloides Antimitéticos

Selleckchem

Sigma

Sigma

Sigma

Pfizer
Sigma

Sigma

Sigma

Selleckchem
Sigma

Sigma

Sigma

Across Organics

Sigma

Sigma

Sigma

Roche Diagnostics
European Pharma
Across Organics
Sigma

Selleckchem

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma

Cada compuesto se utilizé a una concentracion de 10 uM y fueron disueltos en DMSO, excepto, en

soluciéon salina: bleomocina, cisplatino, gemcitaniba; en H20:

cabecitabina, ciclofosfamida,

hidroxiurea, oxaliplatino, Pemetrexed, Vinblastina,; efg%CI: dacarbazina; en NaOH: Tioguanina.
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3.13.2. Procedimiento

Para procesar las células para los experimentos de citometria, se tripsinizaron, se
lavaron con PBS y se resuspendieron en medio de captacion. En tubos de citometria se
pipetearon 50 ul de las células para posteriormente ir afiadiendo los compuestos cada
30 segundos a la concentracion de 10 uM mas/menos quinina. Se incubd la suspension
celular a 37°C en oscuridad durante el tiempo determinado para cada experimento, que

fueron 15 minutos.

Finalizado el periodo de incubacién con los compuestos se paré la reaccion afiadiendo
medio de captacién a 4°C y se midio la fluorescencia intracelular en un citémetro de flujo
FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando los filtros de emision indicados en la tabla MM-
18. Se determiné el valor de la fluorescencia media de cada una de las muestras

analizadas en el citometro de flujo.

También se utilizd el citémetro de flujo para cuantificar el porcentaje de células positivas
para EGFP tras la transduccion con lentivirus. Para ello las células se suspendieron en
PBS. La fluorescencia se midié utilizando como fuente emisora de luz el laser de argén
de A =488 nm y el detector de emision FL1 (533/30 nm).

3.14. Medida de sorafenib, regorafenib y cabozantinib por HPLC-MS/MS
3.14.1. Captacion de sorafenib, regorafenib y cabozantinib en células

Tras la siembra de las células y el crecimiento de las mismas, se afiadia medio de
cultivos con 5 uM de los compuestos con o sin quinina a una concentracion de 250 uM,
y las células se incubaban a 37°C durante 1 h. La captacion se paraba con medio base
frio y los lavados se repetian 4 veces. Para finalizar el experimento, las células se
lisaban a 4°C en H20 con prednisolona a 5 yM y se determinaba el contenido de

sorafenib, regorafenib, cabozantinib y lenvatinib en dichos lisados por HPLC-MS/MS.

3.14.2. Preparacioén de muestras para las medidas de captaciéon por HPLC-MS/MS

Para medir el contenido de los compuestos en las células se diluia cada lisado con
metanol (1:4), se centrifugaban a 4°C a 20.000 x g durante 10 min. Luego se recogia

100 pl de los sobrenadantes para realizar los anélisis en el HPLC-MS/MS.
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Una vez preparadas las muestras se siguié una modificaciéon del método descrito por
Sparidans (Sparidans RW et al., 2009) para la medida de los compuestos por HPLC-
MS/MS.

La separacion cromatografica se realizé empleando una columna Zorbax C18 (30 mm
X 2,1 mm; 3,5 um) termostatizada a 35°C utilizando como fase mdévil una mezcla de
metanol:agua (65:35), 5 mM de acetato amonico y 0,1% de acido férmico a pH 4,6. El
flujo de trabajo fue de 0,3 ml/min y el volumen de inyeccion fue de 1 pl, en todos los

casos.

Las condiciones de trabajo para la fuente iénica fueron las siguientes: temperatura del
gas (N2) 350°C, flujo del gas 10 litros/minuto, nebulizador 20 psi y capilar 2500 v. La
presencia de los compuestos en las muestras fue confirmada usando el modo de trabajo
MRM (Multiple Reaction Monitoring) siguiendo la transicion especifica del ion precursor
(ion molecular - H+) 465,1 m/z a los iones producto 270 y 252 m/z para el sorafenib, 483
a 287,97 y 269,97 para el regorafenib, 502,3 m/z a 391,1 y 323,1 m/z para el
cabozantinib y 427,2 a 369,9 m/z para lenvatinib.

Se construyé una recta patrén mediante inyeccion de soluciones metandlicas con
concentraciones de 0,3 a 40 uM de los compuestos. El tiempo de retencién para los

compuestos fue de 1,15 min.

3.15. Estudio clinico retrospectivo para evaluar el papel del OCT3 sobre la

respuesta al sorafenib.

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron remanentes de biopsias de HCC obtenidas
con fines diagnésticos de pacientes con HCC en tres centros hospitalarios alemanes;
de Wirzburg (n=14), de Friburgo (n=20) y de Hannover (n=5), entre los afios 2007 y
2015 que formaban parte del estudio TRANSFER (TRANsporter SoraFEnib Response).
Los datos clinicos y demogréficos de los pacientes y las caracteristicas del tumor se
obtuvieron a partir de las historias clinicas (tabla MM-18). Estas biopsias se utilizaron
para estudios de caracterizacion del anticuerpo anti OCT3, medida de expresion del

transportador y para estudios de supervivencia.
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Tabla MM-18. Informacion demogréafica y clinica de los pacientes incluidos en el estudio
TRANSFER (el estudio, que se denomind TRANSFER, de las siglas en inglés TRANsporter
SoraFEnib Response), consistia en el andlisis por inmunohistoquimica de OCT3 utilizando
anticuerpos especificos en muestras de HCC avanzado y su relacion con los datos de respuesta

al tratamiento con sorafenib).

Pacientes

Edad (media + EMM) 67,4+1,6

Rango de edad 49-87

Hombres 35 (89,7%)
Mujeres 4 (10,3%)
Pretratamiento con sorafenib

Ninguno (12,8%)
Reseccién (18,0%)
TACE 12 (30,8%)
RFA 1 (2,6%)
Reseccién + TACE 10 (25,6%)
TACE + RFA (5,1%)
Reseccién + TACE + RFA 2 (5,1%)
Etiologia del HCC

Uso de alcohol 11 (28,2%)
Hepatitis B 4 (10,3%)
Hepatitis C 11 (28,2%)
Hemocromatosis (5,1%)
NAFLD (7,7%)
Desconocido (20,5%)
Clasificacion con Child-Pugh

A 26 (66,6%)
B 7 (18,0%)
Desconocido 6 (15,7%)
BCLC

A 1 (82,5%)
B 15 (38,5%)
C 16 (41,0%)
Desconocido 7 (18,0%)

BCLC, Barcelona Clinic Liver Cancer; NAFLD, esteatosis hepatica no alcohdlica; RFA, ablacion

por radiofrecuencia; TACE, quimioembolizacion por catéter transarterial.
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Los criterios de inclusién fueron:

i) diagnéstico de HCC basado en anatomia patoldégica o en técnicas de imagen
(tomografia computarizada con detectores mdltiples y con contraste dinamico o
resonancia magnética), segun las recomendaciones de la EASL (European Assocciation
for the Study of the Liver) (EASL-EORTC clinical practice guidelines: 2012);

i) tratamiento con sorafenib para HCC avanzado con seguimiento de los pacientes

(supervivencia y/o respuesta radiolégica) durante un tiempo minimo de 4 semanas;

iii) intervalo de tiempo entre la adquisicion del tejido y el inicio del tratamiento con

sorafenib no mas de 18 meses;

iv) funcién hepatica compensada antes del tratamiento (Child-Pugh (CP) Class A o B);

v) buen estado funcional (PS 0-2); vi) disponibilidad de tejido tumoral parafinado para el

analisis histologico.

Los criterios de exclusion fueron:

i) tumores "mixtos" diagnosticados mediante analisis histoldgico;

i) sin diagndstico definitivo de HCC;

iii) quimioterapia sistémica diferente a sorafenib entre la obtencion del tejido y el inicio
del tratamiento con sorafenib (se permitié la terapia local, como la quimioembolizacién

transarterial);

iv) descompensacion de la funcién hepatica (clase C de CP) antes del inicio del
tratamiento con sorafenib; v) estado funcional PS> 2. En los cortes de parafina se
analiz6 la expresién de OCT1 mediante inmunohistoquimica, como se describe en el

apartado 3.13.

3.16. Tratamiento estadistico

Para la expresion de los resultados se calcul6 la media y el error estandar de la media
(EEM). Para determinar la significancia estadistica de las diferencias al comparar dos
medias se utilizo el test de la t de Student de valores apareados o no apareados, segun
el caso. Para las comparaciones entre varios grupos se utilizo el test de comparaciones

multiples de Bonferroni.
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4.1. Splicing aberrante del gen SLC22A1 en enfermedades hepaticas

Como se ha comentado en la introduccién de esta tesis doctoral la desregulacion del
splicing alternativo subyace en una serie de enfermedades incluido el cancer. Los datos
experimentales respaldan el importante papel de este proceso de regulacién epigenética
en la hepatocarcinogénesis y en otras hepatopatias. Diversos estudios postulan que el
splicing alternativo aberrante determina la generacion de variantes oncogénicas en
canceres hepaticos, mientras que los supresores tumorales se autoinactivan en dichos
procesos tumorales. Por otro lado, las diferentes variantes generadas de un mismo gen
pueden mostrar funciones bioldgicas distintas e incluso antagonicas. En este sentido, el
control de la inhibicion del splicing de variantes oncogénicas y la activacion de

supresores tumorales pueden ser nuevas estrategias terapéuticas (Liu L et al., 2014).

Entre los genes afectados por la apariciéon del splicing aberrante encontramos el gen
SLC22A1, que codifica el transportador OCT1, responsable de la captacion de una
variedad de cationes organicos que incluyen algunos farmacos antitumorales utilizados
en el tratamiento del HCC. En humanos se han identificado variantes genéticas de OCT1
gue afectan a la actividad transportadora. Esto puede ser la causa de las diferencias
entre algunos pacientes en la respuesta y sensibilidad a farmacos que son sustratos de
este transportador (Jonker JW & Schinkel AH., 2004). Entre los farmacos antitumorales
transportados por OCT1 se encuentra el sorafenib (Herraez E et al.,, 2013), un TKI
utilizado en el tratamiento de HCC avanzado. Hay que tener en cuenta que para que el
sorafenib ejerza su funcion antitumoral es imprescindible que entre en las células para

alcanzar sus dianas moleculares.

Estudios anteriores realizados en nuestro grupo de investigacién ya demostraron que el
nivel de expresion de OCT1 es un factor determinante en la captacion de sorafenib y en
la respuesta antitumoral de pacientes con HCC a este farmaco. Por otro lado, se ha
encontrado que la presencia de formas de splicing aberrante en HCC puede afectar
tanto a la funcién de OCT1 como a la respuesta al sorafenib (Herraez E et al., 2013) (Al
Abdulla R et al., 2019). Los resultados de los estudios en los que se midi6 el nivel de
expresion de OCT1 total y de la forma silvestre en HCC y el tejido adyacente no tumoral,
mostraron una disminucion en la expresion del OCT1 total en el tejido tumoral
comparada con la expresion en el tejido no tumoral. La forma silvestre del transportador
presentd una expresion reducida en el tejido adyacente no tumoral comparada con la

expresion en el higado sano (Al Abdulla R et al., 2019).

84

2y
m
()
C
=
_|
>
O
@)
wn




Resultados Meraris Soto Mufiiz

Cuando se llevé a cabo un estudio para identificar los posibles productos de splicing de
OCT1 en biopsias de colangiocarcinoma (CCA) y en dos lineas celulares de CCA (EGI-
1y TFK-1) se encontraron resultados muy interesantes. Para ello se realizé una PCR
analitica utilizando primers que amplificaban desde el exén 6 hasta el ex6n 11 (tamafio
del amplicon 634 pb). El resultado de este estudio se representa en la figura R-1. En la
figura R-1A se representa el patrén de escision de exones de OCT1 esperado. En la
figura R-1B se observa la amplificacion de un producto de 634 pb en la muestra control,
correspondiente a la forma salvaje de OCT1, y la presencia 4 amplicones en la muestra
CCA (634, 534, 521 y 421 pb) y 3 amplicones en las de las lineas celulares EGI-1 y
TFK-1 (634, 534 y 421 pb).

Escision de exones .;3‘“ N N
Al $ 2
(O S
pb WT 10 9 9+10 7+10 pb o ¢ A
1000 1000
700
634 T — . » wt
igg 534 571 S 600 sy - : - 6
i g1 0 -
321 400 e
200 300
Tamaiio esperado de 200

100 amplicones (bp)

Figura R-1. Imagen representativa del tamafio teérico de las bandas correspondientes
a la forma silvestre (WT 634 pb) y las correspondientes a las formas de splicing
esperado (534, 521, 421 y 321 pb) de OCT1 (A). En B se muestra el patréon de bandas
obtenidas para OCT1 en una muestra de una biopsia de CCAy en las lineas celulares
de CCA (EGI-1 y TFK1). Como control positivo se utilizé6 un plasmido de OCT1 wt
(Tomado de Al Abdulla R et al., 2019).

En esta tesis doctoral nos planteamos el objetivo de seguir la progresion del tejido sano
al cirrético y al tumoral para poder determinar en que etapa aparece el splicing aberrante

de OCT1, considerando que ocurra antes del desarrollo del HCC.

Comenzamos estudiando el splicing de OCT1 en tejido de HCC (T) y en el tejido
adyacente no tumoral (A) para lo que se realizé una PCR analitica utilizando l0s primers
gue amplificaban desde el exén 6 hasta el exén 11 de SLC22A1 (amplicon de 634 pb).
Los fragmentos amplificados en ambos tipos de tejido se visualizaron en un gel de
agarosa, como se muestra en la figura R-2. Se puede observar la aparicion de

amplicones de diferente intensidad localizados por debajo de la banda de 634 pb (WT),

85

2y
m
0
C
[
_|
>
O
O
n




Resultados Meraris Soto Mufiiz

correspondientes a formas de splicing probablemente aberrante de OCT1 en HCC y en

la mayoria del tejido adyacente no tumoral (521 y 421 pb) (figura R-2).

g
5
G 1A 1T 2A 2T 3A 3T 4A 4T 5A ST

“YRERAREREN

Figura R-2. Gel de agarosa con los productos de PCR analitica del gen
SLC22A1 realizada en muestras pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no
tumoral (A) donde se observa la banda correspondiente de la forma wild type
(634 pb) y amplicones de menor tamario (534 y 421 pb) que sugieren eventos
de splicing aberrante.

634pb

LIl

La confirmacién de la presencia de eventos de splicing aberrante en etapas
pretumorales de HCC nos llevo a investigar la presencia de splicing alternativo en el gen

SLC22A1 en patologias hepaticas no tumorales.

Las patologias estudiadas en esta tesis doctoral son patologias que favorecen el
desarrollo del carcinoma hepatocelular, como son: i) colelitiasis (Stinton & Shaffer,
2012); ii) cirrosis (Tsochatzsis et al., 2014); iii) hepatosiderosis (Paisant A et al., 2017) y

iv) la colangiopatia autoinmune (Cursio R & Gugenheim J, 2012).

En primer lugar se realiz6 un ensayo de PCR analitica con el cADN de las diferentes
muestras y con primers especificos (primers 1085) que iban desde el exén 1 hasta el
exén 11 (amplicon de 1325 pb) y con los primers 634 (del exdén 6 hasta el exén 11,
amplicdn 634 pb) seguido por una electroforesis en gel de agarosa para analizar la
presencia de las bandas atribuibles a splicing alternativo en el ARNm del transportador
OCT1.

En el gel que se representa en la figura R-3 se puede observar una banda muy marcada
y repetitiva (1325 pb [A] y 634 pb [B]) representativa de la forma silvestre. En la figura
R-3B se pueden observar, en el carril correspondiente a la muestra de hepatosiderosis,
otras dos bandas de menor tamafio que, segun estudios anteriores de nuestro grupo,
podrian representar la escision del exén 10 (banda en 534 pb), del exén 9 (banda 521
pb), y la escision de los exones 9+10 (banda 421 pb) (Herraez E et al., 2013).
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Figura R-3. Gel de agarosa con los productos de PCR analitica del gen SLC22A1
realizada en muestras de diversas patologias hepaticas no tumorales. (A) Resultados
obtenidos con los primers que van desde el exdn 1 hasta el exén 11. (B) Resultados
obtenidos con los primers que van desde el exén 6 hasta el exén 11.

Para confirmar estos hallazgos se realizaron otros ensayos de PCR analitica en
muestras de dos patologias hepaticas no tumorales. Se observa que las muestras de
hepatosiderosis presentan 3 bandas (de tamafios 634 [wt], 534 o0 521 y 421 pb) que
sugieren eventos de splicing alternativo por escision de exones 9 0 10 y 9+10 (figura R-
4). El mismo patrén de bandas se visualiza en la muestra de higado de un paciente con
colelitiasis. Estos resultados permiten sugerir que en algunas patologias hepaticas no
tumorales ocurren eventos de splicing alternativo temprano antes del eventual desarrollo
de HCC.

634bp — —

Figura R-4. Gel de electroforesis con muestras de patologias hepéticas no tumorales
(colelitisis y hepatosiderosis) utilizando los primers 634.

4.2. Relacién entre los cambios de la maquinara de reconocer exones y el

splicing alternativo en HCC

Segun lo referido en el apartado de introduccién, el splicing se lleva a cabo mediante un
complejo macromolecular nominado el espliceosoma que cataliza un proceso dinamico

de multiples etapas que incluye alrededor de 300 proteinas con diversas funciones. El
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espliceosoma mayor es el complejo responsable del reconocimiento y la eliminacion de

la mayoria de los intrones en los genes humanos.

Los eventos de splicing alternativo ocurren en diferentes tipos de cancer y en concreto
en el HCC pueden ser utilizados como marcadores de diagnéstico o pronostico (Wu P
et al., 2019). Estos eventos de splicing alternativo encontrados en HCC pueden afectar
a la funcion de la proteina OCT1 en lo concerniente a la respuesta al sorafenib (Herraez
E etal., 2013).

Por ello, se plante6 como segundo objetivo de esta tesis doctoral la determinacion de la
relacion entre la expresion de formas de splicing alternativo de SLC22A1 y la expresion

de los genes implicados en la maquinaria de reconocimiento exénico.

Para llevar a cabo este objetivo se realizaron estudios in silico con los datos disponibles
en diferentes bases de datos sobre la expresion de las proteinas implicadas en el
splicing en HCC, tanto las que componen los complejos del espliceosoma, como las
reguladoras del proceso. Se utilizaron datos de muestras pareadas de HCC (tumoral y
tejido adyacente no tumoral) disponibles en el TCGA (n=50) y se confirmaron los
cambios observados utilizando la informacién de otras DB, como la HCCDB. Ademas
del estudio sobre las modificaciones en la expresion de las mencionadas proteinas en
el HCC, se realiz6 una evaluacién de la correlacion entre la expresion de las mismas y
el porcentaje de splicing alternativo del ARNm de OCT1. La cuantificacion del splicing
se llevé a cabo utilizando los datos disponibles en el recurso on-line SpliceSeq. Por
ultimo, se evalu6 si la expresién de estas proteinas afectaba la supervivencia de
pacientes con HCC utilizando los datos disponibles en HCCDB. Los resultados del
estudio in silico se confirmaron en una cohorte de muestras pareadas de HCC (n=6) y
en tres lineas celulares de HCC (Huh7, HepG2, y Alexander) mediante RT-qPCR vy, por
Gltimo, se validaron en otra cohorte con mayor nimero de muestras pareadas de HCC
y el tejido adyacente no tumoral (n=25) mediante ensayos realizados con TLDAs, como

se describe en el apartado 3.6.3 de Material y Métodos.

Como se ha recogido en la introduccion, el splicing normal del pre-ARNm de SLC22A1
conduce a la formacién de ARNm maduro constituido por 11 exones; sin embargo, se
han descrito siete posibles eventos de splicing alternativo durante el proceso de
maduracion de este pre-ARNm. En esta tesis doctoral se han considerado los eventos

de splicing de SLCA221 por los valores de PSI, definido como la probabilidad de que
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aparezcan eventos de splicing y calculada a partir de la probabilidad de que cada uno
de los exones estén incluidos en la secuencia final del ARNm maduro, segin datos
disponibles en la DB SpliceSeq. En primer lugar, se realizé un andlisis in silico para
determinar el porcentaje de splicing, representado como la frecuencia global de splicing
alternativo (ASGF) en las muestras pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no
tumoral (A) (n=50). Este analisis indicé que el porcentaje de moléculas de ARNm de
SLC22A1 afectadas por splicing alternativo fue significativamente mas elevado en el
tumor (T) que en el tejido adyacente no tumoral (A) (figura R-5A y B). Al analizar el
porcentaje de splicing alternativo en HCC en el desarrollo tumoral durante los distintos
estadios del tumor (estadio | n=167, estadio 1l n=113, estadio Ill n=86, y estadio IV n=5)

no se encontraron diferencias significativas entre ellos (Figura R-5C).
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g 60 - 40 - 60 -
Elﬂ
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Estadio del Tumor

Figura R-5. Analisis in silico que representa el porcentaje de moléculas de ARNm de
SLC22A1 afectadas por splicing alternativo analizando datos de muestras pareadas de
HCC (T) y tejido adyacente no tumoral (A) (n=50), (A y B). Los datos se presentan como
frecuencia global de splicing alternativo (ASGF) en muestras individuales (A) o como
promedio de ASGF (B). Cantidad de splicing alternativo en las diferentes etapas del
desarrollo tumoral (C) (*, p<0.05).

A continuacion, se realizé otro estudio in silico, para calcular el nivel de expresion de las
proteinas que juegan un papel importante en el splicing alternativo, por estar implicadas
en la formacién de los complejos E y B del espliceosoma o por ser proteinas reguladoras

de la actividad del espliceosoma (proteinas SR, hnRNP, quinasas y fosfatasas).
4.2.1. El complejo E

4.2.1.1. Elementos Ul

El complejo E es el primer precursor del espliceosoma, en donde se definen el sitio de
splicing 5 (5"SS) y el sitio de ramificacion (BP). Los sitios se definen por medio de la
ribonucleoproteina nuclear pequefia Ul (snRNPU1), que se une al 5SS, y mediante el

reconocimiento del sitio BP por la proteina de unién al punto de ramificacion (BBP)
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(Larson JD & Hoskins AA., 2017). En la tabla R-1 se recoge un resumen de estas
proteinas, los cambios en su expresion génica en HCC, su correlacién con el splicing

del pre-ARNm de OCT1 y su relacién con la supervivencia de los pacientes.

Tabla R-1. Andlisis in silico utilizando datos del TCGA sobre cambios de expresion de genes
del complejo E del espliceosoma, asi como el valor de prognosis clinica (DB de HCCDB) y
correlacion con el splicing del gen SLC22A1 (SpliceSeq).
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o
*%' . 70kDA
g 2  UlAsnRNP SNRPA Sube Si No ENSG00000077312 NM_004596.4
w U1C snRNP SNRPC Sube No No ENSG00000124562 NM_003093.2
sm-B/B1 SNRPB Sube Si Si ENSG00000125835 NM_003091.3
I=EY)) sm-D1 SNRPD1 Sube No Si ENSG00000167088 NM_006938.3
" o
@ ﬁ sm-E SNRPE Sube No No ENSG00000182004 NM_003094.3
% S sm-F SNRPF Ninguno No No ENSG00000139343 NM_003095.2
g 5 sm-G SNRPG Ninguno No Si ENSG00000143977 NM_003096.3
sm-N SNRPN Ninguno Si No ENSG00000128739 NM_003097.5
Sfl SF1 Baja Si No ENSG00000168066 NM_004630.3
c 0
fg g U2afl U2AF1 Baja Si No ENSG00000160201 NM_006758.2
O ®©
(= . .
fg & U2af2 U2AF2 Ninguno Si No ENSG00000063244 NM_007279.2
D ®©

El andlisis de las muestras pareadas de HCC y el tejido adyacente no tumoral en la base
de datos del TCGA (n=50), indicaron cambios significativos en la expresion de algunos
de los genes que forman el elemento Ul del espliceosoma. EI gen SNRNP70 que
codifica la proteina shnRNPUL es importante para el reconocimiento del 5SS en el pre-
ARNmM y para el posterior ensamblaje del espliceosoma (Pomeranz Krummel DA et al.,
2009). Analizando los datos pareados del TCGA se observé que no habia diferencias
significativas en la expresion de este gen en HCC y en el tejido adyacente (figura R-6A).
La expresion de SNRNP70 se correlacion6 significativamente con ASGF de SLC22A1
(figura R-6B). El nivel de expresion de SNRNP70 en el tejido tumoral se encontré
elevada en cinco de las DB incluidas en el HCCDB, no alterada significativamente en

otras cinco y con una tendencia a baja expresion en dos de ellas, (DB17 en tejido
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tumoral y DB3 en tejido cirrético) (figura R-6C). Un dato interesante es que se observa
una baja expresion del gen SNRNP70 en el tejido cirrético, lo que permite sugerir que
la elevacion en la expresion no comienza en el tejido cirrotico sino en el tejido tumoral.
El andlisis de la relacion con la supervivencia no mostré diferencias significativas entre

los pacientes con tumores con alta y baja expresion de SNRNP70 (figura R-6D).
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Figura R-6. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SNRNP70 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresién de SNPNP70 y el splicing alternativo de OCT1 en
HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segln la expresion de SNRNP70 en las DB de HCCDB (D). (*,
p < 0.05 comparando Ay T).

Respecto a la expresion del gen SNRPA, que codifica ShRNPU1A que se une al 5°SS
de pre-ARNmM y es requerida para el splicing, hubo un consenso casi general entre
diferentes DB del HCCDB. En el analisis pareado el gen SNRPA estaba sobreexpresado
(figura R-7A). También se vio sobreexpresion de este gen en diez DB, mientras que no
se describidé ningun cambio en dos DB (DB7 y DB11) (figura R-7C). Ademas, se observo
una correlacién entre la expresion de este gen y SLC22A1-ASGF (figura R-7B), aunque
los niveles de expresion de SNRPA no tuvieron impacto en la supervivencia de los

pacientes con HCC (figura R-7C)
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Figura R-7. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SNRPA en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos del TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de SNRPA y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, frecuencia global del splicing alternativo
del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq (B).
Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SNRPA en las DB de HCCDB (D). (*, p

< 0.05 comparando Ay T).

Resultados similares se encontraron para SNRPC que estaba sobreexpresado en HCC
en todas las DB excepto en una (DB11) (figura R-8C). El analisis de los tejidos pareados
Ty A del TCGA confirmo la elevada expresiéon de SNRPC en el tejido tumoral frente al
tejido adyacente (figura R-8A). No se encontré una correlacion entre la expresion de
SNRPC y SLC22A1-ASGF (figura R-8B). Con respecto a su relaciobn con la
supervivencia, aunque se observo una tendencia a un tiempo de supervivencia mas

corto en pacientes con una mayor expresion de SNRPC en el tumor; la diferencia no fue

estadisticamente significativa (figura R-8D).
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Figura R-8. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SNRPC en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos del TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de SNRPC y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SNRPC en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).

Para confirmar la elevada expresion de SNRPA y SNRPC observada en los estudios in

silico, se midi6 la expresion de estos genes mediante RT-gPCR en muestras pareadas
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de una cohorte de seis pacientes con HCC y en tres lineas celulares de HCC. Para el

gen SNRPA se vio un aumento en el nivel de expresién en cuatro muestras pareadas
de Ay T (figura R-9A). Sin embargo, se observaron cambios en el nivel de expresién en
las tres lineas celulares de HCC, que fueron significativos para las HepG2 y Alexander
(figura R-9B). El gen SNRPC mostr6 un aumento en su expresion en HCC en
comparacion con el tejido adyacente no tumoral (figura R-9C), pero se observé una
disminucién significativa en la expresién de SNRPC en las lineas celulares de HCC, que

solo fue significativa en el caso de las células HepG2 (figura R-9D).
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Figura R-9. Expresion de los genes SNRPA (Ay B) y SNRPC (C y D) de la maquinaria
de splicing medida por RT-gPCR en muestras pareadas (n=6) de HCC vy el tejido
adyacente no tumoral (Ay C) y en tres lineas celulares de HCC (B y D) (*, p<0.05).

421.2. Proteinas Sm

El andlisis de las seis proteinas Sm implicadas en el complejo E (tabla R-1) revelé que
los cambios mas significativos se encontraron en la proteina Sm-B/B1 (SNRPB), cuya
expresion esta elevada en HCC en comparacién con el tejido adyacente no tumoral,
siendo la expresion alta en ambos tejidos (figura R-10A). Ademas, se encontrdé una
correlacion entre la expresion de SNRPB y el splicing de OCT1 medido por SLC22A1-
ASGF (figura R-10B). Los datos sobre este gen estaban disponibles en diez DB de
HCCDB. Entre ellas, en ocho DB el nivel de ARNm de SNRPB fue significativamente
mayor en el tumor que en el tejido adyacente y no mostraba cambios en las otras dos
DB (DB11 y DB17) (figura R-10C). También se vio una relacion significativa entre la alta
expresion de SNRPB y una menor supervivencia de los pacientes con HCC (figura R-
10D).
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Figura R-10. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SNRPB en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de SNRPB y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SNRPB en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando T con A, 1 P<0.05 valor pronéstico de la supervivencia con

expresion alta o baja).

En lo que respecta a los niveles de expresion de SNRPD1, estos fueron diez veces mas
bajos que los de SNRPB (figura R-10). Sin embargo, el analisis de los datos de los
pareados T y A del TCGA mostré una expresion de SNRPD1 ligeramente mayor en los
tumores que en el tejido adyacente (figura R-11A). No se encontré correlacién entre la
expresion SNRPD1y SLC22A1-ASGF (figura R-11B). Por otro lado, en todas las DB del
HCCDB incluidas en el presente estudio, excepto una (DB11), se encontr6 una
sobreexpresion de SNRPD1 (figura R-11C). También se observdé una relacion

significativa entre una mayor expresion de SNRPD1 y una peor evolucién de los

pacientes con HCC (figura 11D).
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Figura R-11. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SNRPD1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacién entre la expresion de SNRPD1 y el splicing alternativo de OCT1 en
HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SNRPD1 en las DB de HCCDB (D). (*,
p < 0.05 comparando T con A, + P<0.05 valor pronostico de la supervivencia con
expresion alta o baja).

Debido a que el aumento de expresion de los genes SNRPB y SNRPD1 esta asociado
con peor supervivencia de los pacientes, se decidi6 investigar experimentalmente la
existencia de estos cambios en la cohorte pareada de seis muestras de HCC y en tres
lineas celulares de HCC. En ambos casos se observd un aumento en la expresion de
estos genes en las muestras de HCC en comparacion con el tejido adyacente no tumoral
(figura R-12, Ay C). Este cambio no se observo en las lineas celulares de HCC que
presentaron expresion disminuida de SNRPB en todas las células, siendo significativo
el cambio en las células HepG2 y Alexander y en las tres lineas celulares para SNRPD1
(figura R-12, By D).

La expresion de SNRPE se encontrd elevada en el tejido tumoral frente al tejido
adyacente no tumoral (figura R-13A). Sin embargo, no hubo relacién entre su expresion
y el valor de SLC22A1-ASGF (figura R-13B). Excepto en dos DB del HCCDB en las que
no se observaron cambios (DB7 y DB11), SNRPE se encontré6 aumentado en HCC
(figura R-13C). No se encontrd un valor prondstico significativo para este gen (figura R-
13D).
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Figura R-12. Expresién de los genes SNRPB (A y B) y SNRPD1 (C y D) de la
magquinaria de splicing, medida por RT-gPCR en muestras pareadas (n=6) de HCC (T)
y el tejido adyacente no tumoral (A) (Ay C) y en lineas celulares de HCC (B y D) (*,
p<0.05).

La expresion de otros genes que codifican proteinas Sm, como SNRPF, SNRPG vy
SNRPN en HCC fue baja, pero sin diferencias significativas en el TCGA entre el tejido
tumoral y el tejido adyacente no tumoral (figuras R-14A, R-15A y-R-16A). Solo la
expresion de SNRPN mostr6 correlacion con SLC22A1-ASGF (figura R-16B). Aunque
se encontré que SNRPF y SNRPG estaban sobreexpresados en la mayoria de las DB
del HCCDB (figura R-14C y R-15C), se observaron algunas discrepancias con respecto
a la expresion de SNRPN, que mostré resultados heterogéneos, ya que en algunas DB
se encontré un aumento en la expresion y en otras una disminucién (DB1, DB3, DB13
y DB16), no habiendo cambios significativos en otra DB (DB3) (figura R-16C). Ni SNRPF
(figura R-14D) ni SNRPN (figura R-16D) se asociaron con la supervivencia de los
pacientes con HCC, mientras que una mayor expresiéon de SNRPG se asocié de manera

significativa con una peor evolucién (figura R-15D).
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Figura R-13. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SNRPE en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de SNRPE y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SNRPE en las DB de HCCDB (D). (*, p

< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-14. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SNRPF en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de SNRPF y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresién de SNRPF en las DB de HCCDB (D). (*, p

< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-15. Analisis in silico de la expresién de ARNm de SNRPG en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresién de SNRPG vy el splicing alternativo de OCT1 en
HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SNRPG en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando T con A, T P<0.05 valor pronéstico de la supervivencia con
expresion alta o baja).
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Figura R-16. Analisis in silico de la expresién de ARNm de SNRPN en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacién entre la expresién de SNRPN y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SNRPN en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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4.2.1.3. Factores de reconocimiento de exones del complejo E

El analisis de los datos del TCGA de tres genes involucrados en el reconocimiento de
exones durante el splicing: SF1, U2AF1 y U2AF2 revel6 que la expresion de SF1 fue
menor en HCC que en el tejido adyacente tumoral (figura R-17A). Los datos de HCCDB
fueron heterogéneos, ya que se encontré un aumento moderado en la expresion de SF1
en tejido tumoral en tres DB (DB7, DB17 y DB18), mientras que hubo una disminucion
en la expresién del mismo en cinco DB (DB1, DB6, DB11, DB13 y DB15) (figura R-17C).
Sin embargo, se encontré correlacion entre la expresion del gen SF1y SLC22A1-ASGF
(figura R-17B), pero no entre el nivel de expresion y la supervivencia de los pacientes
con HCC (figura R-17D).
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Figura R-17. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SF1 en muestras pareadas
de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de TCGA (A).
Correlacién entre la expresion de SF1 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC. El
splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing alternativo
del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq (B).
Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SF1 en las DB de HCCDB (D). (*, p <
0.05 comparando Ay T).

El andlisis de las muestras de HCC pareadas T y A disponibles en el TCGA revel6 una
expresion reducida de U2AF1 en HCC (figura R-18A) y correlacion de la expresidon con
SLC22A1-ASGF (figura R-18B). Sin embargo, en HCCDB su expresién fue elevada en
seis DB, excepto en la DB13, donde se observd una expresion reducida de U2AF1 en
HCC, mientras que las otras tres DB (DB1, DB11, DB12) no mostraron variaciones
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significativas en expresion (figura R-18C). La expresiéon de U2AF1 no se asoci6 con la

evolucién de los pacientes con HCC (figura R-18D).
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Figura R-18. Analisis in silico de la expresién de ARNm de U2AF1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de U2AF1 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de U2AF1 en las DB de HCCDB (D). (*, p <

0.05 comparando Ay T).
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Al estudiar el factor U2AF2, el analisis de datos pareados T y A del TCGA no mostro

cambios en su expresion entre HCC y el tejido adyacente no tumoral (figura R-19A), a
pesar de que el andlisis no pareado indic6 que la expresion de U2AF2 aument6 en diez
DB del HCCDB (figura R-19C). Asi mismo, la expresiéon de U2AF2 se correlacion6 con
SLC22A1-ASGF (figura R-19B), pero no se encontrd relevancia pronéstica en los

pacientes con HCC (figura R-19D).
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Figura R-19. Analisis in silico de la expresién de ARNm de U2AF2 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de U2AF2 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de U2AF2 en las DB de HCCDB (D). (*, p <
0.05 comparando Ay T).

La expresion de los genes SF1, U2AF1, y U2AF2, valorada mediante RT-gPCR en seis
muestras pareadas de HCC y en las tres lineas celulares de HCC, reveld diferentes
resultados de los obtenidos en el estudio in silico. En el caso del gen SF1 se encontrd
un leve aumento en el HCC (figura R-20A), mientras que los estudios in silico mostraron
una disminucioén de la expresion (figura R-17A); sin embargo, en las tres lineas celulares
analizadas se encontrd una disminucién marcada y significativa en la expresion de este
gen (figura R-20B). Por otro lado, la expresion del gen U2AF1 mostré un nivel elevado
en tres muestras tumorales y disminuido en las otras tres (figura R-20C) y en las lineas
tumorales la expresion estaba disminuida de manera significativa en las células HepG2
(figura 20D). En cuanto a la expresién de U2AF2 aument6 en cuatro muestras de HCC
y disminuyé en otras dos (figura 20E). En las lineas celulares se observé una
disminucion marcada y significativa en la expresion de este gen en células HepG2 y aun

méas en células Alexander (figura R-20F).
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Figura R-20. Expresion de los genes SF1 (A, B) y U2AF1 (C, D), y U2AF2 (E, F) de

la maquinaria de splicing, medida por RT-qPCR en muestras pareadas (n=6) de HCC

(T) y el tejido adyacente no tumoral (A) (A, Cy E) y en lineas celulares de HCC (B, D,

y F) (*, p<0.05).
Debido a la importancia del complejo E en el splicing alternativo, los resultados de la
expresion de varios genes de este complejo se determinaron experimentalmente en una
cohorte de validacion de 25 muestras pareadas de HCC y el tejido adyacente no tumoral
(apartado 3.1.1 de Material y Métodos) mediante TLDAs (apartado 3.6.3 de Material y
Métodos). Posteriormente se aplicO un proceso de data mining para resumir los
resultados in silico anteriormente detallados, con el objetivo de compararlos con los

resultados obtenidos experimentalmente.

Utilizando la cohorte de validacion experimental se confirmaron los cambios de

expresion observados en el estudio in silico de los genes SF1 y U2AF1 y SNRPB (figura
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R-21A). Ambos factores de splicing SF1 y U2AF1 presentaron una expresion reducida
en HCC en comparaciéon con el tejido adyacente no tumoral, mientras que para sm-B

(SNRPB) mostré elevada expresion en HCC (figura 21B).
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Figura R-21. Validacion experimental de los cambios de expresion de los genes
implicados en el complejo E. Esquema representativo de los genes cuya expresion
presenta cambios significativos asociados con HCC, segin los datos de ARN-seq
disponibles en el TCGA (A). Resultados de validacion experimental de expresion génica
en una cohorte de 25 muestras pareadas de carcinoma hepatocelular (T) y el tejido
adyacente no tumoral (A) determinados por TLDA (B) (*, p<0.05, comparando Ay T).

4.2.2. Complejo B

El complejo B activo cataliza la primera reaccién de transesterificacion del splicing que
media el corte en el 5SS vy la ligadura del extremo 5°del intrén al sitio de ramificacion
(BP). Esta reaccion genera la liberaciéon del extremo 5’ del exén y la formacion del loop

en el extremo 3’ del intrén-exon (Agafonov EA et al., 2016).

De los genes implicados en la formacion del complejo B, PRPF3 presenta un nivel de
expresion elevado en HCC comparado con el tejido no tumoral en las muestras
pareadas del TCGA (figura R-22A). Se observaron resultados similares en todas las DB
del HCCDB, excepto en la DB11 (figura R-22C). El analisis de la supervivencia de los
pacientes con HCC revelé un valor pronéstico para este gen (figura R-22D), pero no

hubo correlacion entre su expresion y SLC22A1-ASGF (figura R-22B).
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Figura R-22. Analisis in silico de la expresion de ARNm de PRPF3 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de PRPF3y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afos, segun la expresién de PRPF3 en las DB de HCCDB (D). (*,
p<0.05 comparando T con A, T, p<0.05 valor prondstico de la supervivencia con

expresion alta o baja).

Al contrario que PRPF3, el gen PRPF4 mostré una leve caida no significativa en su
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expresion en el tejido tumoral (figura R-23A). Contrariamente, en HCCDB, la expresion

de este gen se encontr6 elevada en HCC (figura R-23C) excepto en una DB donde se
observéd una disminucién no significativa en su expresion en HCC (DB11). No hubo
relacion entre la expresion de este gen y la supervivencia de los pacientes con HCC
(figura R-23D) ni hubo correlacion entre expresion y splicing de OCT1 (SLC22A1-ASGF)
(figura R-23B).
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Figura R-23. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de PRPF4 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de PRPF4 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de PRPF4 en las DB HCCDB (D). (*, p <

0.05 comparando Ty A).

Utilizando los datos del TCGA, el andlisis revelé que el gen PRPF6 no mostré
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practicamente ningin cambio en su expresién en el tejido tumoral de HCC en
comparacion con el tejido no tumoral (figura R-24A), aunque se observé una expresion
elevada en HCC en casi todas las DB de HCCDB (figura R-24C). No hubo relacién entre
la expresion de este gen y la supervivencia de los pacientes con HCC (figura R-24D) ni

tampoco hubo correlacion de la expresion con el splicing alternativo de OCT1

(SLC22A1-ASGF) (figura R-24B).
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Figura R-24. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de PRPF6 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de PRPF6 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de PRPF6 en las DB de HCCDB (D). (*, p

< 0.05 comparando Ay T).

Respecto al gen PRPF8, tampoco se observaron cambios significativos en su expresion

en HCC analizando los datos de las muestras pareadas de HCC en el TCGA (figura R-

25A). Estos resultados contrastaron con los del HCCDB, cuyo analisis revel6 una

expresion mas alta en una DB (DB4) y mas reducida en otras dos (DB11 y DB15) (figura

R-25C). La expresion de este gen tampoco se relacioné con la evolucion de los

pacientes (figura R-25D), pero hubo correlacion con el valor de SLC22A1-ASGF (figura

R-25B).
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Figura R-25. Analisis in silico de la expresion de ARNm de PRPF8 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de PRPF8 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de PRPF8 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).

Para el gen PRPF31 se observaron resultados similares al analizar los datos de
muestras pareadas del TCGA, que no mostraron cambios marcados en su expresion
(figura R-26A). En casi todas las DB del HCCDB hubo un aumento significativo de la
expresion del gen en HCC, excepto en la DB11, donde no hubo diferencias en la
expresion entre el tumor y el tejido adyacente (figura R-26C). La expresion de este gen
no se relaciono con la supervivencia de pacientes con HCC (figura R-26D), pero si hubo
correlacion con el valor de SLC22A1-ASGF (figura R-26B).

Asi mismo, no se vieron diferencias en la expresién del gen DDX23 entre los tejidos
pareados del TCGA (figura R-27A), mientras que en casi todas las DB de HCCDB se
pudo apreciar un aumento significativo de la expresion en el tejido tumoral, excepto en
la DB11 (figura R-27C). No se demostrd relevancia de la expresion del gen en la
supervivencia de los pacientes (figura R-27D) ni hubo correlacién con el valor de

SLC22A1-ASGF (figura R-27B).
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Figura R-26. Analisis in silico de la expresion de ARNm de PRPF31 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de PRPF31 y el splicing alternativo de OCT1 en
HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afos, segun la expresion de PRPF31 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-27. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de DDX23 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de DDX23y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de DDX23 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Para los genes RNU-5 y RNU6-1 no se encontr6 informaciéon en las DB disponibles. En
el TCGA la expresion de estos genes da valores préximos a cero, en la mayoria de las
muestras, lo que sugiere que el método de medida por RNA-Seq no es apropiado para
determinar la expresion de secuencias muy cortas, como la de estos RNAs. Tampoco
se encontrd informacion sobre el impacto de su expresion en la supervivencia de los

pacientes con HCC.

Por otra parte, analizando los datos de muestras pareadas de HCC en TCGA se
encontré una leve diminucion en la expresion de RNU4-1, aunque este cambio no fue
significativo (figura R-28A). En dos DB (DB4 y DB17) se encontré disminucion en la
expresion de este gen en el tejido tumoral (figura R-28C). La expresion de este gen no
mostrd correlacion con SLC22A1-ASGF (figura R-28B) y no se dispuso de datos de

curvas de supervivencia.

Debido a estas limitaciones, estos genes no fueron incluidos en las etapas posteriores

de nuestro estudio.
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Figura R-28. Analisis in silico de la expresion de ARNm de RNU4-1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacién entre la expresion de RNU4-1 y el splicing alternativo de OCT1 en
HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresioén de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). (*, p < 0.05
comparando Ay T).
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4.2.3. Genes que favorecen el splicing corto: proteinas SR

Las proteinas denominadas SR, por poseer abundantes restos de serina y arginina,
tienen la capacidad de unirse al pre-ARNm actuando como reguladoras del splicing
constitutivo y alternativo y poseyendo ademas la funcion de favorecer el transporte del
ARNmM al citoplasma (Jeong S., 2017).

En este estudio, hemos hecho un analisis in silico de la expresion de catorce proteinas
SR (tabla R-2). En lo que se refiere a SRSF1, se observo que en el TCGA no habia
diferencias significativas entre el HCC y el tejido adyacente (figura R-29A), ni tampoco
correlacion con los valores de SLC22A1-ASGF (figura R-29B). La expresion de SRSF1
se encontré ligeramente aumentada en seis DB del HCCDB y sin cambios en otras seis
DB (figura R-29C), pero no se encontrd asociacién con la supervivencia de pacientes
con HCC (figura R-29D). Al analizar la expresion de SRSF1 en las seis muestras
pareadas de HCC, se vio que la expresion de SRSF1 estaba elevada en tres muestras
y disminuida en otras tres (figura R-30A). En las lineas celulares de HCC no se observé

un cambio significativo en su expresion (figura R-30B).

Tabla R-2. Proteinas SR que favorecen el splicing corto mediante la interaccién con
potenciadores de splicing exénicos (ESE) e intrénicos (ISE). Informacion del TCGA sobre
cambios en la expresion, de HCCDB sobre el valor de prognosis clinica y de SpliceSeq sobre la
correlacion del splicing con la expresion gen SLC22A1.

c W Q
= S O| 2 o
c o & o c 2 3 )
© = c w ® Nl c re)
Q ) [ o o S g o [= Z
c o O 5 5 g I 5 IS <
S 2 o 8§ a o
o o c x 0 . 2
g @ s O] ©° w
O Q <
(O} >
SF2/ASF | SRSF1 Ninguno No No ENSG00000136450 NM_006924.4
SC35 SRSF2 Baja No Si ENSG00000161547 NM_001195427.1
SRp20 SRSF3 Baja No No ENSG00000112081 NR_036610.1
g SRp75 SRSF4 Baja Si No ENSG00000116350 NM_005626.4
3 SRp40 SRSF5 Baja Si No ENSG00000100650 NM_001039465.1
o
£ | SRp55 SRSF6 Baja Si No ENSG00000124193 NM_006275.5
o
%_ 9GB SRSF7 Baja Si No ENSGO00000115875 NM_001031684.2
)
< | SRp46 SRSF8 Baja Si No ENSG00000263465 NM_032102.3
S | SRp30c SRSF9 Ninguno Si No ENSG00000111786 NM_003769.2
%)
o TRA2-3 SRSF10 Baja No No ENSG00000136527 NM_004593.2
o
E NET2 SRSF11 Ninguna Si No ENSGO00000116754 NM_001350605.1
SREK1 SRSF12 Ninguna Si No ENSG00000153914 NM_001077199.2
SRm160 | SRRM1 Baja No No ENSG00000133226 NM_001303448.1
LUCA15 RBM5 Ninguna Si No ENSGO00000003756 NM_005778.3
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Figura R-29. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de SRSF1y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF1 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-30. Expresion del gen SRSF1 medida por RT-qPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B).

En lo concerniente al gen SRSF2, el andlisis pareado del Ty A en el TCGA mostr6 una
expresion moderadamente baja, pero estadisticamente significativa de SRSF2 en el
tejido tumoral (figura R-31A), con ausencia de relacién con SLC22A1-ASGF (figura R-
31B). La expresién de SRSF2 se encontr6 elevada en seis DB del HCCDB, sin cambios
en tres DB (DB7, DB11 y DB12) y reducida en una DB (DB13) (figura R-31C). Si se
encontré una relacion significativa entre una menor expresion de SRSF2 y una
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supervivencia mas prolongada de los pacientes con HCC (figura R-31D). Se observaron
resultados similares en las lineas celulares de HCC, donde la expresién de SRSF2 fue
baja respecto al higado sano, de manera significativa en el caso de las células HepG2
(figura R-32B). Sin embargo, de las medidas de expresion realizadas en el grupo de
seis muestras pareadas de HCC, se vio una expresion marcadamente elevada en una

muestra y disminuida en otra y cambios menores en el resto de las muestras (figura R-

32A).
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Figura R-31. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF2 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacion entre la expresion de SRSF2 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC.
El splicing alternativo se presenta como A GF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de | )s datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizand > varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF2 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando T con A, { P<0.05 valor prondstico de la supervivencia con

expresion alta o baja).
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Figura R-32. Expresion del gen SRSF2 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).

113



Resultados Meraris Soto Mufiiz

El analisis de la expresion de SRSF3 en muestras pareadas T y A del TCGA indicé que
la expresion disminuia en el tejido de HCC (figura R-33A), al igual que en dos DB del
HCCDB (DB11 y DB13), mientras que se encontrd una expresion elevada en HCC en
otras seis DB del HCCDB (figura R-33C). La baja expresiébn de SRSF3 no tuvo
correlacion ni con supervivencia (figura R-33D) ni con el splicing de OCT1 (figura R-
33B). Contrariamente los valores obtenidos mediante RT-qgPCR en la cohorte de seis
muestras pareadas se encontré que la expresion de SRSF3 aumentaba en cuatro casos
y disminuia ligeramente en dos (figura R-34A), mientras que este gen tenia reducidos
los niveles de expresion en las tres lineas celulares de HCC estudiadas (figura R-34B).
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Figura R-33. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF3 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF3y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del
splicing alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB
SpliceSeq (B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C).
Curvas de supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF3 en las DB de HCCDB
(D). (*, p <0.05 comparando Ay T).
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Figura R-34. Expresion del gen SRSF3 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).
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La expresién de SRSF4 disminuy6 en el tejido tumoral (figura R-35A) y se correlacioné
con SLC22A1-ASGF (figura R-35B). En la DB integrativa HCCDB, se puedo apreciar la
disminucion en la expresion de SRSF4 en el tejido tumoral en cinco DB (DB1, DB3, DB6,
DB13 y DB15) y elevacioén en otras dos (DB4 y DB17) (figura R-35C). Esta disminucién
no tuvo importancia prondstica sobre la supervivencia de los pacientes con HCC (figura
R-35D). Se encontraron resultados similares a los de la expresion de SRSF3 para
SRSF4 en las muestras pareadas y lineas celulares de HCC, es decir, hubo una
expresion marcadamente elevada en cuatro de las muestras derivadas de pacientes
con HCC y disminuida en dos y una disminucién en todas las lineas celulares de HCC
estudiadas (figura R-36, Ay B).
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Figura R-35. R-Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF4 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF4 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF4 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-36. Expresion del gen SRSF4 medida por RT-qPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).
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El gen SRSF5 mostré una disminucion en su expresion en tejido tumoral en los datos
de TCGA (figura R-37A) y en casi todas las DB del HCCDB, excepto en la DB7 (figura
R-37C). La expresion de SRSF5 mostro correlacion son SLC22A1-ASGF (figura R-37B),
pero no tuvo importancia prondstica en la supervivencia de los pacientes con HCC
(figura R-37D). Esta disminucion en la expresion se encontré solo en dos muestras de
las seis muestras pareadas de HCC analizadas (figura R-38A) y de manera moderada
en las lineas celulares de HCC, que solo fue significativa en el caso de las células
HepG2 (figura R-38B).
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Figura R-37. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF5 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF5 vy el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segln la expresion de SRSF5 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-38. Expresion del gen SRSF5 medida por RT-qPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).
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Analizando los datos de las muestras pareadas de HCC en TCGA, la expresién del gen
SRSF6 se encontrd disminuida en tejido tumoral (figura R-39A) al igual que en varias
DB del HCCDB (DB1, DB3, DB13, DB15 y DB17) (figura R-39C). La expresion de
SRSF6 mostré una correlacion con SLC22A1-ASGF (figura R-39B), pero no tuvo
relacion con la supervivencia de los pacientes con HCC (figura R-39D). Contrariamente
a lo encontrado en el andlisis in silico, la expresion de SRSF6 medida en las seis
muestras pareadas de HCC fue mas alta en el tejido tumoral (figura R-40A), mientras
que estaba significativamente disminuida en las tres lineas celulares de HCC (figura R-
40B).
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Figura R-39. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF6 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF6 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF6 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-40. Expresion del gen SRSF6 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).
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La expresion de SRSF7 mostré una leve disminucion en el tejido tumoral (figura R-41A),
pero no mostré grandes cambios, ni en el tejido tumoral ni en el no tumoral, en ninguna
de las DB de HCCDB estudiadas (figura R-41C). En las seis muestras pareadas de HCC
se vieron aumentos y disminuciones (figura R-42A) y en las tres lineas celulares de HCC
se observo una expresion disminuida (figura R-42B). La baja expresion de este gen
estaba relacionada con el valor de SLC22A1-ASGF (figura R-41B), pero no mostro valor

prondstico en los pacientes con HCC (figura R-41D).
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Figura R-41. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF7 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF7 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF7 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-42. Expresion del gen SRSF7 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).
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El gen SRSF8 mostré una disminucién en su expresion en tejido tumoral de HCC segun
los datos de TCGA (figura R-43A) lo que se observé igualmente en cuatro DB del
HCCDB: (DB3, DB6, DB11 y DB13). Sin embargo, en DB4 este gen se encontr
sobreexpresado en HCC (figura R-43A). La expresién de SRSF8 se vio disminuida de
manera significativa en las células HepG2 (figura R-44B). Estos resultados no se
confirmaron en las seis muestras pareadas de HCC donde el gen estaba disminuido en
dos muestras y elevado en cuatro (figura R-44A). Se encontr6 una relacion entre la
expresion de SRSF8 y el valor de SLC22A1-ASGF (figura R-43B), pero no una
asociacién con un mejor pronéstico de los pacientes con HCC (figura R-43D).
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Figura R-43. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF8 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF8 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segln la expresion de SRSF8 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-44. Expresion del gen SRSF8 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).
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Mientras que SRSF9 mostré poca variacién en su expresion en tejidos pareados Ty A
del TCGA (figura R-45A), este gen se encontrd sobreexpresado en HCC en ocho DB de
HCCDB (figura R-45C). Por otro lado, existia correlacion entre su expresion y el valor
de SLC22A1-ASGF (figura R-45B), pero no con la supervivencia de los pacientes de
HCC (figura R-45D).
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Figura R-45. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF9 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF9 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF9 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).

SRSF10 se expresa a niveles bajos en HCC (figura R-46A); de hecho, en cuatro DB de
HCCDB se vio disminucion en la expresion del gen (DB1, DB3, DB13 y DB15), pero en
tres DB (DB4, DB6 y DB7) se pudo apreciar aumento (figura R-46C). La expresion de
SRSF10 no se correlaciond con el nivel de splicing de OCT1 (figura R-46B) y tampoco
tuvo relacién con la supervivencia de los pacientes con HCC (figura 46D). En las tres
lineas celulares de HCC estudiadas se encontrd baja expresion de SRSF10 (figura R-
47B), pero no en las seis muestras pareadas de HCC, donde SRSF10 mostro
sobreexpresiéon en HCC en comparacién con el tejido adyacente no tumoral (figura R-
47A).
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Figura R-46. Analisis in silico de la expresibn de ARNm de SRSF10 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF10 vy el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de

supervivencia en afios, segln la expresion de SRSF10 en las DB de HCCDB (D). (*, p T
< 0.05 comparando Ay T). m
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Figura R-47. Expresién del gen SRSF10 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A). Y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).

Al analizar la expresion de los genes SRSF11 y SRSF12 en las muestras pareadas de
HCC en TCGA, no se observaron cambios significativos (figuras R-48A y R-49A), pese
a que la expresion de SRSF12 estaba elevada en HCC en la mayoria de las DB de
HCCDB (figura R-49C) y se encontraron valores variables en la expresion de SRSF11
en las DB analizadas (figura R-48C). La expresiéon de ambos genes mostrd correlacion
con el grado de splicing de OCT1 (figura R-48B y R-49B), pero no con la supervivencia
de los pacientes con HCC (figuras R-48D y R-49D).
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Figura R-48. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF11 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF11 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF11 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-49. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRSF12 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRSF12 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRSF12 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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El gen SRRM1 mostré expresion disminuida en HCC en los datos de TCGA (figura R-
50A) y otras DB de HCCDB (figura R-50C), aunque no mostro correlacion con SLC22A1-
ASGF (figura R-50B) ni valor predictivo de la supervivencia de pacientes con HCC
(figura 50D). La medida de la expresion de este gen en las seis muestras pareadas de
HCC mostro6 elevacion en la mayoria de las muestras (figura R-51A), pero una expresion

disminuida en las tres lineas celulares de HCC (figura R-51B).
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Figura R-50. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de SRRM1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRRML1 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de SRRM1 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-51. Expresion del gen SRPM1 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).
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La expresion de RBM5 en HCC no mostrd ningun cambio significativo en las muestras
pareadas de TCGA (figura R-52A), ni de HCCDB (figura R-52C) ni tampoco valor
prondstico en los pacientes con HCC (figura 52D). Sin embargo, la expresiéon de este

gen presento correlacion con el valor de SLC22A1-ASGF (figura R-52B).
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Figura R-52. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de RBM5 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de RBMS5 vy el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de RBM5 en las DB de HCCDB (D). (*, p <
0.05 comparando Ay T).

A pesar de que la expresion de las proteinas SR fue elevada en la mayoria de las

muestras de HCC, tanto el procesamiento por data mining del estudio in silico

(figura R-53A) como el estudio experimental de validacion por TLDA (figura R-

53B), mostraron una disminucion marcada en la expresion de la mayoria de las
proteinas SR (SRSF3, SRSF4, SRSF5, SRSF7, SRSF8, SRSF10, SRRM1 y

RBM5).
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Figura R-53. Validacion experimental de los cambios de expresién de las proteinas
SR. Esquema representativo de genes cuya expresion presenta cambios significativos
asociados con HCC segun los datos de ARN-seq disponibles en el TCGA (A).
Resultados de validacion de expresién génica en una cohorte de 25 muestras pareadas
de carcinoma hepatocelular (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) determinada por
TLDA (B). (*p<0.05, comparando Ay T).

4.2.4. Genes que favorecen el splicing largo: proteinas hnRNP

Como se comentd en el apartado de Introduccidn, las ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (hnRNP) representan una gran familia de proteinas de unién al pre-ARNm
(RBPs) que contribuyen a multiples aspectos del metabolismo de los acidos nucleicos,
incluido el splicing alternativo, la estabilizacion del ARNm y la regulacion de la
transcripcion y de la traduccion (Geuens T et al., 2016). En este trabajo hemos analizado
nueve genes que codifican proteinas hnRNP capaces de inhibir el proceso de splicing
corto (tabla R-3).
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Tabla R-3. Proteinas hnRNP que favorecen el splicing largo por inhibicién del splicing corto,
mediante la interaccion con silenciadores exonicos (ESS) e intronicos (ISS). Informacion del
TCGA sobre cambios en la expresion, de HCCDB sobre el valor de prognosis clinica 'y de

SpliceSeq sobre la correlacion del splicing con la expresion gen SLC22A1.
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o §6 =<2 & k)
= \E T O 1 c 5
9 [ o s 3 T S © = Z
S 5 o 535 83 3 S <
> o e X 0 - -
L o] () = O (] L
O R4 3
O 0 >
hnRNP Al HNRNPA1 Ninguno No No ENSG00000135486 NM_002136.3
% hnRNP B1  HNRNPA2B1 Ninguno No No ENSG00000122566 NM_002137.3
S
;) hnRNP D HNRNPD Ninguno No No ENSG00000138668 NM_001003810.1
g hnRNP F HNRNPF Sube No No ENSG00000169813 NM_001098208.1
& hnRNP H HNRNPH1 Ninguno Si Si ENSG00000169045 NM_001257293.1
% hnRNP K HNRNPK Baja No Si ENSG00000165119 NM_002140.4
§ hnRNP L HNRNPL Baja Si Si ENSG00000104824 NM_001533.2
o
c>5 hnRNP E2 PCBP2 Baja No Si ENSG00000197111 NM_005016.5
w
PTBP1 HNRNPI Sube Si No ENSG00000011304 NM_002819.4

Primeramente, analizamos el gen HNRNPAL, cuya expresién se encontré en aumento
en la mayoria de las DB HCCDB (figura R-54C) aunque sin cambios significativos en
HCC en las muestras pareadas de TCGA (figura R-54A). Ademas, no se vio correlacion
con SLC22A1-ASGF (figura R-54B) o con la supervivencia de pacientes con HCC (figura
R-54D).
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Figura R-54. Analisis in silico de la expresion de ARNm de HNRNPA1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
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TCGA (A). Correlacion entre la expresién de HNRNPAL y el splicing alternativo de
OCT1 en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global
del splicing alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la
DB SpliceSeq (B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB
(C). Curvas de supervivencia en afios, segun la expresion de HNRNPA1 en las DB
de HCCDB (D). (*, p < 0.05 comparando Ay T).

No se detectaron cambios significativos en la expresion de HNRNPA2B1 en los datos
del TCGA (figura R-55A) y, sin embargo, se encontré un aumento de la expresion en el
tejido tumoral en seis DB del HCCDB (figura R-55C) y también en la cohorte de seis
muestras pareadas analizadas para validacion por RT-gPCR (figura R-56A). No hubo
correlacion de la expresion con SLC22A1-ASGF (figura R-55B) ni importancia
pronagstica significativa para la supervivencia de los pacientes con HCC (figura R-55D).
En las tres lineas celulares de HCC se observaron niveles bajos de expresion de este

gen, que fueron significativas en células Huh7 y Alexander (figura R-56B).

A
100 20 -
Em
=
g5 15 1
I
S ==
o~ Q10 & 10
& o,
g2 | N0
=4 5 1
£&
1 0 T 0 - - - T . !
A T AT 0 20 40 60 80 100
SLC22A1-ASGF
C
g AT ATAT AT ATAT AT AT AT AT CATAT
e 8| =% * * * * *
=]
82
[ I
ol 17! ) I I| I
&= I I
-4 * * *
-6
HCCDB 18 17 16 15 13 12 11 7 & 4 3 1
D
HCCDB6 HCCDB15 ) HCCDB18
1.0 ‘“’-“;—\ o i oo
x = T M
8 S az ot

2 | — Baja Expresién — Bajs Expresién —-Baja Expresién
- Alta Expresién - Alta Expresién - Alta Expresion

& @@ 88
a

Probabilidad de
Supervivencia

NS

L] 1 4 o 1 4 o 1 2 3 4 5
Tiempo de Buperiivencid'@nos] ° Tiempo de Bupervivencid(afios] ° Tiempo de Supervivencis (afos)

Figura R-55. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de HNRNPA2B1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de HNRNPA2BL1 y el splicing alternativo de
OCT1 en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del
splicing alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB
SpliceSeq (B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C).
Curvas de supervivencia en afos, segln la expresion de HNRNPA2B1 en las DB de
HCCDB (D). (*, p < 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-56. Expresién del gen HNRNPA2B1 medida por RT-gPCR en muestras
pareadas (n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y
en lineas celulares de HCC (B) (*, p<0.05).

Al igual que en el caso del gen anterior no se detectaron cambios significativos en la
expresion de HNRNPD (figura R-57A). En HCCDB se vio un leve aumento en la
expresion en dos DB y una leve disminucion en otra (figura R-57C). No hubo relacion
con SLC22A1-ASGF (figura R-57B) ni con la supervivencia de los pacientes con HCC
(figura R-57D).
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Figura R-57. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de HNRNPD en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de HNRNPD vy el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de HNRNPD en las DB de HCCDB (D). (*,
p < 0.05 comparando Ay T).
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Para el gen HNRNPHL1 la expresiéon en HCC en las muestras pareadas de TCGA fue
muy variable, sin diferencias significativas entre HCC y el tejido adyacente no tumoral
(figura R-58A). Asi mismo, se pudo apreciar que en siete DB de HCCDB se encontrd un
aumento en la expresion del gen en tejidos tumorales, mientras que la diferencia descrita
en la DB13 fue una disminucion leve y en las otras DB analizadas no hubo cambios
(figura R-58C). Para HNRNPH1 se encontr6 una correlacién con SLC22A1-ASGF
(figura R-58C) y una asociacioén entre el nivel de expresion del gen y la supervivencia
de los pacientes con HCC (figura R-58D). En las muestras pareadas de HCC se
encontré un aumento en la expresion de HNRNPH1, mientras que en las tres lineas
celulares la expresion estaba disminuida, aunque de manera no significativa (figura R-
59, Ay B).
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Figura R-58. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de HNRNPH1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacién entre la expresiéon de HNRNPH1 y el splicing alternativo de
OCT1 en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del
splicing alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB
SpliceSeq (B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C).
Curvas de supervivencia en afios, segun la expresion de HNRNPHL1 en las DB de
HCCDB (D). (*, p < 0.05 cmparando T con A, 1 P<0.05 valor pronéstico de la
supervivencia con expresion alta o baja).
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Figura R-59. Expresion del gen HNRNPH1 medida por RT-gPCR en muestras
pareadas (n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A)
y en lineas celulares de HCC (B).

HNRNPK presentd una baja expresion en HCC segun los datos del TCGA (figura R-
60A). Sin embargo, no se observo correlacion con SLC22A1-ASGF (figura R-60B). Por
el contrario, en la mayoria de las DB de HCCDB se observé un aumento en la expresion
de HNRNPK (figura R-60C). Los niveles altos de expresién se asociaron con una
supervivencia significativamente reducida en pacientes con HCC. (figura R-60D).
También se observo incremento en la expresion del gen en las seis muestras pareadas

de HCC medida por nosotros (figura R-61 A), asi como una disminucion significativa en

las tres lineas celulares de HCC (figura R-61B). I_JIE_JI
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Figura R-60. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de HNRNPK en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
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TCGA (A). Correlacion entre la expresién de HNRNPK y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de HNRNPK en las DB de HCCDB (D). (*,
p < 0.05 comparando T con A, + P<0.05 valor pronostico de la supervivencia con
expresion alta o baja).

A B
120 - 150 -
100 -
PN
TS 80 100 - I
x<a
Z2°2 604
£s38 *
T fo 40 1 50 -
(0]
5§ * *
o~ 20 A
0 | 0 T
A T Higado sano  Huh-7 HepG2 Alexander

Figura R-61. Expresion del gen HNRNPK medida por RT-qPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).

Los datos de expresion del gen HNRNPL fueron variables, ya que se observaron
discrepancias consistentes entre las DB de HCCDB y los datos de los pareados Ty A
del TCGA. En los datos pareados se pudo ver una disminucion significativa de la
expresion de HNRNP en HCC (figura R-62A), mientras que en la mayoria de las DB de
HCCDB la expresion estaba aumentada en HCC (figura R-62C). Se observd que la
expresion de HNRNP se asociaba a una mayor supervivencia de los pacientes con HCC
(figura R-62D) y que habia correlacion con SLC22A1-ASGF (figura R-62B). La
discrepancia en los niveles de expresion también se observo en las seis muestras
pareadas de la cohorte medida en nuestro laboratorio (figura R-63A) y en las tres lineas
celulares, donde se pudo observar un aumento no significativo en la expresion en las
células Huh7, y una disminucién significativa en las células HepG2 y Alexander (figura
R-63B).
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Figura R-62. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de HNRNPL en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de HNRNPL y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq

(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de r;ﬁ
supervivencia en afios, segun la expresion de HNRNPL en las DB de HCCDB (D). (*, Cé
p < 0.05 comparando T con A, + P<0.05 valor pronéstico de la supervivencia con —
expresion alta o baja). N
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Figura R-63. Expresion del gen HNRNPL medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).

Segun datos del TCGA, la expresion del gen HNRNPF estaba elevada en el tejido
tumoral (figura R-64A), al igual que encontramos en la mayoria de las DB de HHCDB
(figura R-64C), aungue no se relaciond con la supervivencia en las tres DB analizadas

(figuraR-64D). Adicionalmente, se vio correlacion de la expresion de HNRNPF con el
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valor de SLC22A1-ASGF (figura R-64B). La sobreexpresion de este gen se pudo
observar también en las muestras pareadas de HCC medidas por nosotros (figura R-
65A) y en las células HepG2, pero no en las células Huh7 ni en las Alexander, donde se

encontré una disminucion (figura R-65B).
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Figura R-64. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de HNRNPF en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de HNRNPF y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afos, segun la expresion de HNRNPF en las DB de HCCDB (D).
(*, p < 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-65. Expresion del gen HNRNPF medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).

Los datos del TCGA indicaban que la expresion de HNRNPI era significativamente
mayor en HCC que en el tejido adyacente no tumoral (figura R-66A), mostrando una
correlacion con SLC22A1-ASGF (figura R-66B). Se observd, igualmente una alta
expresion de este gen en casi todas las DB del HCCDB en el tejido tumoral (figura R-
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66C), aungque no se encontrd relacién con la supervivencia de los pacientes con HCC
(figura R-66D).
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Figura R-66. Andlisis in silico de la expresiéon de ARNm de HNRNPI en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de HNRNPI y el splicing alternativo de
OCT1 en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global
del splicing alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en
la DB SpliceSeq (B). Expresién de este gen en T y A utilizando varias DB HCCDB
(C). Curvas de supervivencia en afios, segun la expresion de HNRNPI en las DB de
HCCDB (D). (*, p < 0.05 comparando Ay T).
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Como otros genes estudiados en esta tesis doctoral, PCBP2 mostr6 resultados
contradictorios segun las DB de HCCDB analizadas. En la DB del TCGA encontramos
una leve disminucion en la expresion de este gen en HCC (figura R-67A), mientras que
en tres DB de HCCDB (DB4, DB7 y DB18) encontramos un aumento de la expresion y
en otras tres (DB6, DB13, DB15) una disminucion (figura R-67C). A pesar de estas
discrepancias y a que la expresién de este gen no tuvo correlacién con el grado de
splicing de OCT1 (figura R-67B), si present6 relacion significativa con la supervivencia
de los pacientes con HCC (figura R-67D). En las muestras pareadas de HCC medidas
por nosotros (figura R-68A), se observé un aumento variable en la expresion de PCBP2,
pero una disminucion de la misma en las tres lineas celulares de HCC, aunque esta

diferencia solo fue significativa en células Huh7 y HepG2 (figura R-68B).
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Figura R-67. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de PCBP2 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de PCBP2 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de PCBP2 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando T con A, T P<0.05 valor pronéstico de la supervivencia con
expresion alta o baja).
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Figura R-68. Expresion del gen PCBP2 medida por RT-gPCR en muestras
pareadas (n=6) de HCC vy el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A)
y en lineas celulares de HCC (B) (*, p<0.05).

Los resultados de la TLDA en la cohorte de validacion experimental de 25 muestras
pareadas de HCC y el tejido adyacente no tumoral, mostraron que HNRNPAL,
HNRNPD, y PCBP2 presentaba una baja expresion en HCC, tanto en los estudios
realizados in silico (figura R-69A) como en el estudio experimental (figura R-69B),
mientras que la expresion de HNRNPF mostr6 un aumento significativo en tejido
tumoral, tanto en el estudio realizado in silico (figura R-69A) como en el experimental
(figura R- 69B).
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Figura R-69. Validacion experimental de los cambios de expresion de las proteinas
hnRNP. Esquema representativo de genes cuya expresion presenta cambios
significativos asociados con HCC segun los datos de ARN-seq disponibles en el TCGA
(A). Resultados de validacion de expresion génica en una cohorte de 25 muestras
pareadas de carcinoma hepatocelular (T) y el tejido adyacente no tumoral (A)
determinada por TLDA (B). (*p<0.05, comparando Ay T).

4.2.5. Quinasas / Fosfatasas

Un grupo de quinasas y fosfatasas actian como enzimas reguladoras de las proteinas
SR. El analisis pareado de muestras T y A del TCGA reveld una expresion alterada de
las proteinas quinasas y fosfatasas que pueden modificar la actividad de los elementos

de la maquinaria de splicing (tabla R-4).

Asi, en los datos del TCGA encontramos que la expresion de uno de los genes que
codifica las quinasas nucleares, CLK1, estaba reducida en HCC (figura R-70A) y en casi
todas las DB de HCCDB (figura R-70C). No encontramos relacion en la supervivencia
de los pacientes con HCC (figura R-70D), pero si con el valor de SLC22A1-ASGF (figura
R-70B). En las muestras pareadas de HCC analizadas (figura R-71A), se observéd un
aumento en la expresion de CLK1 en cuatro muestras y disminucion en dos. En las tres
lineas celulares de HCC evaluadas se observé Unicamente un aumento significativo en
células HepG2 (figura R-71B).

Las otras quinasas nucleares, CLK2, CLK3 y CLK4, mostraron en TCGA un aumento
en la expresion en el tejido tumoral (figuras R-72, R-73 y R-74A), aunque dicho aumento
fue muy leve y no estadisticamente significativo para CLK4. CLK2 fue el Unico gen que

vio aumentada su expresion tanto en los datos del TCGA como en los de HCCDB (figura
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R-72C). Las otras quinasas mostraron resultados dispares (figura R-73C y R-74C), ya
gque para CLK3, en cinco DB del HCCDB se observé un aumento en su expresion (DB3,
DB4, DB7, DB15 y DB18) y en cuatro DB una disminucion (DB1, DB6, DB12 y DB17)
(figura R-73C). La expresion de ninguna de las quinasas estudiadas presento relacion
con la supervivencia de los pacientes con HCC (figuras R-72D y R-74D) mientras que
todas, excepto CLK4, mostraron correlacién con SLC22A1-ASGF (figuras R-72B, R-73B
y R-74B).

Tabla R-4. Proteinas quinasas/fosfatasas que participan en el splicing. Informacion del TCGA
sobre cambios en la expresién, de HCCDB sobre el valor de prognosis clinica y de SpliceSeq
sobre la correlacion del splicing con la expresion gen SLC22A1.
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Figura R-70. Analisis in silico de la expresion de ARNm de CLK1 en muestras pareadas
de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de TCGA (A).
Correlacién entre la expresion de CLK1 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC. El
splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing alternativo
del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq (B).
Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de CLK1 en las DB de HCCDB (D). (*, p <
0.05).
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Figura R-71. Expresion del gen CLK1 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).

Debido a su nivel bajo de expresion, el gen CLK4 no se incluyo en el estudio de la
expresion génica mediante RT-qPCR en muestras pareadas y lineas celulares de HCC.
Para las quinasas CLK2 y CLK3 se encontré un aumento en la expresién de ambos
genes en cuatro muestras pareadas de HCC y disminucién en otras dos (figura R-75, A
y C), mientras que en las lineas celulares se observé una disminucion en la expresion

de los dos genes (figura R-75, By D).
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Figura R-72. Andlisis in silico de la expresién de ARNm de CLK2 en muestras pareadas
de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de TCGA (A).
Correlacién entre la expresion de CLK2 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC. El
splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing alternativo
del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq (B).
Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de CLK2 en las DB de HCCDB (D). (*, p <

A L,
) 2 r=0.200 * T
-
£ p<0.05
=< | —— = m
5., = % o )]
N - - -
S) 5 F —
o L] —
= L
L e ® >
@)
A T 20 40 60 8o 100 O
SLC22A1-ASGF m
an‘r AT AT AT ATAT AT AT AT AT cCAT AT
=4 * * * * *
-5 )
g2 LT o I I
° 1 | 1 I L (N == gy ==y ST
E:z ! Ly | | | I | |
-4
-6 * o+ *
HCCDB 18 17 16 15 13 12 11 T L] 4 3 1
D
HCCDBE HCCDB15S HCCDB18
1.0 o, P ——
@ s N
= g 0.8 1 b :iﬁ T \\ 1 \‘t,—__‘_ -
B o] — e | | ——— | ——
=2 ———— e
D 2o 1
ﬁ g’"-‘  [—— i 1 — Boja B I 1 - Baja Exprosicn
& B g | T Rs Enreniin | = AR Eprasion | = ke Exprasien NS
o 08 10 15 20 © 1 2 H a 50 08 10 15 20
Tiempe de Supervivencis (afos) Tiempo de Supervivencia (afios) Tiempo de Supervivencia (sfos)

Figura R-73. Andlisis in silico de la expresién de ARNm de CLK3 en muestras pareadas
de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de TCGA (A).
Correlacién entre la expresién de CLK3 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC. El
splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing alternativo
del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq (B).
Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de CLK3 en las DB de HCCDB (D). (*, p <

0.05).
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Figura R-74. Analisis in silico de la expresién de ARNm de CLK4 en muestras pareadas
de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de TCGA (A).
Correlacién entre la expresion de CLK4 y el splicing alternativo de OCT1 en HCC. El
splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing alternativo
del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq (B).
Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de CLK4 en las DB de HCCDB (D). (*, p <
0.05).
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Figura R-75. Expresion de los genes CLK2 (A 'y B) y CLK3 (C y D) medida por RT-
gPCR en muestras pareadas (n=6) de HCC vy el tejido adyacente no tumoral (T, A
respectivamente) (Ay C) y en lineas celulares de HCC (B y D) (*, p<0.05).
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La proteina-quinasa citoplasmica SRPK1 mostrd niveles altos de expresion tanto en el
tejido adyacente como en el tumoral en el TCGA. Ademas, se pudo observar una
sobreexpresion moderada pero significativa en HCC (figura R-76A), que se confirmo en
casi todas las DB del HCCDB, excepto en la DB11 (figura R-76C) y en cinco de las
muestras pareadas de HCC medidas en nuestro laboratorio (figura R-77A). Por otro
lado, no se encontro correlacidn entre la expresion de SRPK1 y SLC22A1-ASGF (figura
R-76B) y la supervivencia de pacientes con HCC (figura R-76C). Las tres lineas
celulares de HCC estudiadas mostraron niveles de expresién mas bajos de los que se
observan en el higado sano y de manera significativa en las HepG2 (figura R-77B).
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Figura R-76. Analisis in silico de la expresion de ARNm de SRPK1 en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de SRPK1 y el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el analisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresién de SRPK1 en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-77. Expresion del gen SRPK1 medida por RT-gPCR en muestras pareadas
(n=6) de HCC y el tejido adyacente no tumoral (T, A respectivamente) (A) y en lineas
celulares de HCC (B) (*, p<0.05).
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Los genes que codifican las protein-fosfatasas, PPP1CA y PPP2CA, se encontraron
sobreexpresados en el andlisis de muestras pareadas del TCGA (figura R-78Ay R-79A),
que fueron consistentes con los datos de la mayoria de DB del HCCDB, excepto la DB11
para PPP1CA (figura R-78C) y PPP2CA en la DB3 (figura R-79C). Los niveles de
expresion de estos genes se correlacionaron con los valores de SLC22A1-ASGF (figura
R-78B y R-79B), pero nho mostraron relacién con la supervivencia de los pacientes con
HCC (figura R-78D y R-79D). La sobreexpresion de ambos genes se confirmé en las
muestras pareadas de HCC (figura R-80, Ay C), pero no en las tres lineas celulares de

HCC (figura R-80, By D).
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Figura R-78. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de PPP1CA en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) analizando los datos de
TCGA (A). Correlacion entre la expresion de PPP1CA vy el splicing alternativo de OCT1
en HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de PPP1CA en las DB de HCCDB (D). (*, p

< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-79. Andlisis in silico de la expresion de ARNm de PPP2CA en muestras
pareadas de HCC (T) y el tejido adyacente no tumoral (A) utilizando los datos de TCGA
(A). Correlacién entre la expresién de PPP2CA vy el splicing alternativo de OCT1 en
HCC. El splicing alternativo se presenta como ASGF, la frecuencia global del splicing
alternativo del gen obtenida por el andlisis de los datos disponibles en la DB SpliceSeq
(B). Expresion de este gen en T y A utilizando varias DB de HCCDB (C). Curvas de
supervivencia en afios, segun la expresion de PPP2CA en las DB de HCCDB (D). (*, p
< 0.05 comparando Ay T).
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Figura R-80. Expresion de los genes PPP1CA (Ay B) y PPP2CA (C y D) medida por
RT-gPCR en muestras pareadas (n=6) de HCC vy el tejido adyacente no tumoral (T, A
respectivamente) (A 'y C) y en lineas celulares de HCC (B y D) (*, p<0.05).

Por ultimo, quisimos confirmar experimentalmente los cambios en la expresion génica

de las quinasas y fosfatasas en muestras pareadas, medidas por TLDA. Los resultados
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experimentales confirmaron la baja expresion de CLK1. En los estudios in silico se
observd una expresion significativamente reducida de CLK4, que fue confirmada
experimentalmente utilizando TLDAs en las muestras pareadas de HCC (figura R-81B).
La sobre expresion en los genes de PPP1CA y PPP2CA en HCC observada in silico
(figura R-81A) no se confirmo experimentalmente en las muestras pareadas de HCC

analizadas por nosotros (figura R-81B).
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Figura R-81. Validacion experimental de los cambios de expresion de las quinasas y
fosfatasas. Esquema representativo de genes cuya expresion presenta cambios
significativos asociados con HCC segun los datos de ARN-seq disponibles en el TCGA
(A). Resultados de validacion de expresién génica en una cohorte de 25 muestras
pareadas de carcinoma hepatocelular (T) y el tejido adyacente no tumoral (A)
determinada por TLDA (B). (*p<0.05, comparando Ay T).

En general, podemos decir que los resultados mostrados constatan cambios
significativos en muchos de los genes implicados en la maquinaria de splicing, genes
gue codifican tanto proteinas del espliceosoma como proteinas reguladoras del proceso
de splicing. Cuya implicacion en el procesamiento del pre-RNAmM de SLC22A1 y sus

repercusiones clinicas se comentan en el aparatado de discusion de esta tesis doctoral.
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5. Discusion
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Los tumores hepéaticos primarios, representados principalmente por HCC y CCA en
adultos y hepatoblastoma en nifios, constituyen el quinto tipo de cdncer mas frecuente
a nivel mundial y la tercera causa de muerte por cancer (Torre LA et al., 2016). Aunque
la cirugia es la mejor opcidn curativa para los pacientes, debido al diagnéstico en un
estadio avanzado, la reseccién quirdrgica frecuentemente no puede realizarse. Por otro
lado, la quimioterapia disponible no es suficientemente eficaz, mostrando, en el mejor
de los casos, un leve efecto beneficioso sobre la supervivencia de los pacientes (Llovet
JM et al., 2008). Esto también ocurre con los farmacos inhibidores de tirosina quinasa
como son el sorafenib, el regorafenib, el levantinib y el cabozatinib. Estudios previos
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacién demostraron que el transportador
OCT1 juega un papel importante en la captacion de sorafenib y que la expresion de este
transportador en tumores hepaticos estd muy disminuida por distintas razones, que
incluyen la metilacion del promotor, la aparicion de mutaciones inactivantes, el aumento
de expresion de miRNAs que degradan el ARNm de OCT1 y la existencia de un elevado
grado de splicing aberrante (Martinez-Becerra P et al., 2012) (Herraez E et al., 2013) (Al
Abdulla R et al., 2019) (Lozano E et al., 2019).

Es bien conocido que el splicing alternativo permite que un solo gen produzca una
variedad de proteinas con distribucion, localizacién, regulacién o funcion alteradas en
tejidos. Por otra parte, el splicing alternativo aberrante ha sido frecuentemente
observado en células neoplasicas, de hecho, se han realizado estudios genémicos que
han caracterizado el nimero de eventos splicing alternativo aberrantes en cancer (David
CJ & Manley JL., 2010) (Luo C et al., 2017). Los mecanismos responsables de las
alteraciones observadas en las células cancerosas, podrian estar relacionados con
distintos factores dentro del proceso del splicing como son, la expresién anormal de los
factores de splicing (Kim E et al., 2008) o la existencia de mutaciones en las secuencias

potenciadoras o silenciadoras del splicing (Berasain C et al., 2010), entre otras.

Los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio en el marco del proyecto
TRANSFER, que se llevdé a cabo en colaboracion con el Dr. Andreas Geier de la
Universidad de Wiirzburg en Alemania, demostraron que la presencia del transportador
OCT1 en la membrana plasmatica de las células del tumor se asociaba con una mayor
supervivencia de los pacientes con HCC avanzado tratados con sorafenib. Sin embargo,
si el OCT1 presentaba una elevada expresion, pero se localizaba en el citoplasma de
las células tumorales, no se observaba diferencia con los pacientes cuyos tumores
expresaban bajos niveles de OCTL. Esto es razonable, ya que la proteina localizada en

el interior celular no contribuye al transporte de sorafenib. Ademas, se ha descrito que
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alteraciones en la regulacion de los patrones de splicing, se asocian con muchas
enfermedades humanas, entre las que se incluye el cancer. De hecho, varios estudios
han demostrado que el splicing aberrante de muchos genes, incluido el SLC22A1 esta
aumentado en HCC (Herraez E et al., 2013) (Tremblay MP et al., 2016), lo que sugiere
gue cambios en el perfil global de splicing alternativo juegan un papel, tanto en la

carcinogénesis, como en la alta variabilidad de expresién génica interindividual.

Como ya se ha mencionado, en estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de
investigacion, se ha encontrado que ademas de la reduccion en el ARNm de OCT1 en
el tejido tumoral (tanto HCC como CCA) en comparacién con el tejido no tumoral, la
proporcion de formas de splicing aberrante esta marcadamente aumentada en los
tumores. Ademas, sorprendentemente también en el tejido circundante, lo que
contribuye de manera notable a una reduccién ain mayor en la funcién del transportador
OCT1. Curiosamente, tanto en HCC, como en CCA, la aparicion de formas de splicing
aberrante en algunos estudios no se ha visto estrictamente relacionada con la
carcinogénesis, ya que se ha encontrado una proporcién similar de splicing aberrante
en el tejido cirrtico no tumoral, aunque no asi en el tejido hepatico sano (Al Abdulla R
et al., 2019). No obstante, las alteraciones en el proceso de splicing son en muchos

casos una causa de la aparicion de cancer y quimiorresistencia (Berasain C et al., 2010).

El proceso de splicing es llevado a cabo por una estructura macromolecular muy
compleja, el espliceosoma, en el que participan directa o indirectamente hasta 300
proteinas. Los resultados de nuestro estudio sobre si la desregulacion del splicing
sugieren que se trata de un evento temprano en las lesiones premalignas, o si el tejido
adyacente se ve afectado por cambios en factores que controlan el splicing en el tumor,
revelaron la presencia de abundante ARNm en formas de splicing aberrante en el tejido
adyacente, como se ilustra por la presencia de amplicones de 534, 521 y 421 pb,
fendmeno semejante a lo ya observado en el tejido tumoral (figura R-2). Este patrén de
bandas probablemente se corresponde con la escision de los exones 9, 10 y 9+10 y
podria significar que los eventos de splicing alternativo pueden ocurrir antes de la
formacion de la neoplasia. Asimismo, refuerzan la idea de que la disminucién en la
expresion de OCT1 en el tejido tumoral y el deterioro de su funcién puede deberse al
splicing y escision de los exones 10 y 9+10 del gen (Al Abdulla R et al., 2019). Por otra
parte, debido a que el splicing alternativo de OCT1 ocurre en estadios pretumorales, el
perfil de splicing de este gen podria ser util para el desarrollo de técnicas diagnosticas

en los pacientes con enfermedades hepaticas cronicas con alto riesgo de producir
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tumores hepaticos, para lo que se requeriria hacer un estudio completo en series de

biopsias hepaticas con diferentes patologias.

Para confirmar la hipétesis que hemos planteado sobre el mecanismo de splicing, se
analizé por RT-qPCR la presencia de splicing aberrante en muestras de varias
hepatopatias. Se observd que en hepatosiderosis aparecen 3 bandas de 534, 521y 421
pb sugerentes de la escision de los exones 9 0 10 y 9+10 (figura R-3 A,B y figura R-4).
En las muestras de colelitiasis, se observan 2 bandas de 521 y 421 pb que pueden ser
el resultado de la escisién de los exones 9 o 10. (figura R-3 A, B y figura R-4). Estos
resultados muestran que la escision de los exones 9 y 10 puede ser un hecho comun
en tejido hepatico enfermo, al igual que en el neoplasico, y son consistentes con la
presencia de alteraciones en el splicing en varias afecciones hepaticas en ausencia de
cancer (Berasain C et al., 2010) (Webster N., 2017).

Para profundizar en los estudios sobre las causas del splicing alternativo aberrante del
gen SLC22A1 en HCC, se han determinado los cambios en la expresion de los
principales genes de splicing que pueden afectar al proceso de reconocimiento exonico.
Una primera parte de nuestra investigacion sobre el splicing alternativo aberrante de
OCT1 se realizo mediante estudios in silico, de varias bases de datos (DB) disponibles
online, el The Cancer Genome Atlas (TCGA), la base Integrative Molecular Database of
Hepatocellular Carcinoma (HCCDB) y el recurso SpliceSeq: (A resource for analysis and
visualization of RNA-Seq data on alternative splicing and its funcional impacts). Los
resultados obtenidos de estas DB sobre la expresion de genes del espliceosoma se
evaluaron experimentalmente por RT-gPCRs o por TLDAs (96 genes) en una cohorte

de 25 muestras pareadas de HCC.

Para investigar el papel de los cambios en la expresion de genes del espliceosoma en
el splicing del gen SLC22A1, en el estudio in silico realizado en esta tesis doctoral se ha
empleado un enfoque basado en eventos; utilizado previamente para detectar eventos
individuales relacionados con el desarrollo del cancer o su prondstico (Danan-Gotthold
M et al., 2015) (Shen S et al., 2016) (Dvinge H & Bradley RK 2015). Por lo tanto, se
evaluaron los datos disponibles en la base de datos del TCGA, donde se llevo a cabo
un analisis pareado para estudiar la expresion de los genes involucrados en la
formacion, actividad y regulacion del splicing. El conjunto de datos se utilizé para
correlacionar cambios en la maquinaria de reconocimiento de exones y el splicing

alternativo en el gen SLC22A1 en HCC con los datos de SpliceSeq. Asimismo, para
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enriquecer el estudio sobre la expresidon de genes presentes en la maquinaria del
splicing, se utilizé la base integrativa de datos HCCDB (muestras no pareadas).

Es importante destacar la discrepancia entre las diferentes cohortes analizadas con
respecto a los cambios en la expresion de genes, asociados al HCC, de proteinas
involucradas en la maquinaria de maduracién de ARNm. En varios casos, diferentes DB
muestran cambios, estadisticamente significativos, que van en direcciones opuestas
entre si, algunos de ellos con mayor significacién que otros. Esto pone de manifiesto la
dificultad de obtener conclusiones en algunos casos debido a la gran variabilidad
interindividual en tejidos tumorales y adyacentes. Nuestros resultados sugirieron que
analizar todos los datos de la misma cohorte de manera global (no pareados en el caso
de HCCDB) puede llevar a conclusiones erréneas. Esto se constatdé cuando los datos
de la misma cohorte (TCGA) se analizaron de manera pareada mediante la comparacion
de tejido adyacente y tumoral de cada paciente, en los casos en los que fue posible. Al
hacerlo de este modo, los resultados fueron mas sélidos, menos heterogéneos y mas
parecidos a los que se obtuvieron de los estudios realizados con muestras de HCC

analizadas por nosotros mediante las TLDAs.

En lo concerniente a la alta variabilidad interindividual, la misma se ha observado en
diferentes estudios, lo que puede deberse tanto a factores genéticos como a factores
no genéticos (Nies AT et al., 2009).

En esta tesis doctoral ademas de investigar los cambios en la expresién génica de las
proteinas del espliceosoma, se evaluoé la correlacion entre la expresion de estos genes
con el splicing de OCT1 (SLC22A1-ASGF) y con la supervivencia de los pacientes.
Desde el punto de vista clinico, es relevante mencionar que algunos cambios
observados en tres DB de HCCDB (DB6, DB15 y DB18), podrian estar asociados con
una supervivencia 0 mas corta 0 mas larga. No obstante, debido a la heterogeneidad de
las cohortes y a la falta de informacién detallada sobre el tratamiento recibido por todos
los pacientes, es dificil establecer una relacién causa-efecto fiable entre los cambios en
la expresién de genes implicados en el espliceosoma y su impacto en la supervivencia
del paciente. Sin embargo, algunos cambios en expresion, asociados con SLC22A1-
ASGF, de genes que codifican proteinas que favorecen o inhiben el splicing corto
(proteinas SR y hnRNP) respectivamente, podria favorecer la generacién de variantes
de ARNm aberrantes. Esto conduce a una disminucién en el nivel de funcionalidad del
transportador OCT1 que se expresa en células cancerosas y, por lo tanto, también en

su capacidad para captar y responder al farmaco sorafenib (Soto M et al., 2020).
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Para discutir los cambios observados en la expresion génica, seguiremos la secuencia
temporal de reconocimiento de exones que ya se siguié en el apartado de resultados:

complejo E, complejo B, proteinas SR, proteinas hnRNP, quinasas y fosfatasas.

El proceso de splicing comienza con el ensamblaje del llamado complejo pre-
espliceosomal que define el intrén. Esto implica el elemento Ul, que se compone de
tres proteinas especificas de Ul y siete proteinas Sm, algunas de las cuales, como
SNRPA, SNRPB, SNRPC, SNRPD1 y SNRPE, se encuentran sobreexpresadas en
HCC. El gen SNRPB es el gen con expresion mas elevada en HCC, aunque muestra
niveles altos en el tejido adyacente no tumoral. La expresién elevada de este gen se
confirmd experimentalmente por las TLDAs en muestras de HCC. La alta expresion de
SNRPA y SNRPB, se correlaciond con el splicing de SLC22A1 (SLC22A1-ASGF); debe
destacarse que SNRPB y SNRPD1 estan entre los genes cuya sobreexpresion se

asocia con una supervivencia mas corta del paciente.

Desconocemos si estos cambios en los niveles de expresion dan como resultado un
espliceosoma mas activo, asi como, qué consecuencias podria tener esta alta actividad
espliceosomal. El splicing es un proceso dinamico que necesita de una regulacion
especifica para que la maquinaria pueda funcionar correctamente. Si su actividad se ve
comprometida por una actividad acelerada, es probable que las proteinas necesarias
para la formacién del complejo y posterior funcionalidad no se unan a los sitios correctos
o no funcionen de la manera que deberian, pudiendo provocar desregulaciones en el
proceso de la maduracion del pre-ARNm, dando como resultado proteinas aberrantes y

truncadas, funcionalmente inutiles.

La expresion del gen SNRPB se correlacioné con el splicing de OCT1 y se asoci6é con
una supervivencia menor en pacientes. La sobreexpresion de SNRPB también se ha
observado en otros tipos de céncer. En este sentido, en cancer de pulmon, la
sobreexpresion de SNRPB se asocié con una menor probabilidad de supervivencia
(Valles | et al., 2012). También se observé que el knockdown de SNRPB en lineas
celulares de cancer de pulmén inhibia su crecimiento, lo que sugiere que SNRPB juega
un papel importante en la proliferacion de las células tumorales (Valles | et al., 2012). El
silenciamiento de este gen inhibi6 la invasion y migracién celular. En estudios realizados
a nivel proteico por Western blot se demostré que el knockdown de SNRPB reducia el
nivel de marcadores asociados a la transicion epitelio-mesenquimal, como MMP2 y
MMP9, lo que indica que SNRPB juega un papel favoreciendo la metastasis (Liu N et
al., 2019).
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En otro estudio realizado en pacientes con HCC, se observo la sobreexpresiéon de
SNRPB a nivel de ARNm y de proteina. Esta sobreexpresion se asocié con un mayor
grado patoldgico, invasiéon celular, aumento en los niveles de AFP, metastasis y en
general menor supervivencia (Peng N et al., 2020). Este estudio demostro que la
sobreexpresion de SNRPB estd mediada por c-Myc. Los estudios y resultados
mencionados sugieren que el gen SNRPB podria explorarse como un potencial factor
prondéstico en HCC (Peng N et al., 2020).

El siguiente paso en el reconocimiento de exones implica la interaccion con las proteinas
U2 snRNP, Sfl, U2afl y U2af2; codificadas por los genes SF1, U2AF1 y U2AF2. Tanto
SF1 como U2AF1 presentaron una disminucion en la expresién en HCC, lo que sugiere
una menor la capacidad para identificar el BPS, lo que puede provocar que no ocurra el
primer ataque nucledfilico del sitio 5'SS; y la identificacion de la region 3'SS, que puede

generar un lugar alternativo 3'SS dando lugar a formas aberrantes de splicing.

No se encontraron cambios significativos en lo concerniente al nivel de expresion de los
genes del complejo B, con la excepcion de PRPF3, que mostré un aumento significativo,
asociado a una disminucién en la supervivencia del paciente. La expresion de este gen
podria estar relacionada con la presencia de isoformas de HNF4a fetales en HCC
(Niehof M & Borlak J., 2008); que se ha asociado con una baja expresién del ARNm de
OCT1 en hepatocitos humanos (Kamiyama Y et al., 2007) y una baja expresién de OCT1

en la enfermedad hepatica colestéatica (Li J et al., 2019).

Con respecto a la funcidon de las proteinas de reconocimiento de exones, varias
proteinas SR (SRSF2-8,10 y SRRM1) involucradas en la potenciacion de la
identificacién de sitios débiles de splicing, mediante la unién a las regiones en cis, ESE
e ISE, sufrieron una disminucion en sus niveles de expresion en HCC. Estos resultados
fueron confirmados experimentalmente mediante TLDAs, excepto para SRSF2, y son
consistentes con los de estudios anteriores que indican una disminucién en la expresién
de SRSF3 en HCC (Elizalde M et al., 2014). Es importante sefialar que la pérdida de
SRSF3 en los hepatocitos favorece la hepatocarcinogenesis en ratones (Sen S et al.,
2015).

No obstante, resultados de otro estudio muestran una disminucién de la expresion de
SRSF3 en fibroblastos senescentes, provocado por la sobreregulacion de p53f3, una
isoforma generada por splicing alternativo de p53 (Tang Y et al., 2013). Estos resultados

sugieren que la disminucion en la expresion de SRSF3, podria provocar la aparicion de
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distintas isoformas de otros genes que podrian propiciar la hepatocarcinogenesis. Por
ultimo, se ha observado que la disminucion en la expresion de SRSF3 puede favorecer

la exclusién de exones (DeLigio JT et al., 2019).

En lo que respecta a la disminucién en la expresion de las proteinas SR, esta fue
particularmente marcada para SRSF5 y SRSF6, y se relacionaba con el splicing de
OCT1. Otros genes que también mostraron una disminucién en la expresion y se
correlacionaron con el splicing de OCT1 fueron SRSF4, SRSF5, SRSF8, SRSF10 y
SRRML1. Aunque de signo contrario a lo observado por nosotros en los estudios in silico,
no asi en los estudios con las TLDAs, son de interés los resultados que indican que la
sobreexpresion de SRSF2 se asocia con hepatocarcinogenesis y con una peor

prognosis (Lou C et al., 2017).

Se podria decir que, la consecuencia funcional de la baja expresion de las proteinas SR
es una mayor probabilidad de omisién del exdn, que podria afectar a la proteina
transportadora OCT1, ya sea por tratarse de una proteina mas corta que no alcanza la
membrana plasmatica o por que muestre una funcién antagénica. Adicionalmente, las
proteinas SR, contienen granulos de intercromatina, que son sitios de unioén de otros
factores de splicing, y una baja expresion de estas proteinas SR dificultaria el
ensamblaje del complejo de reconocimiento exdnico (Sacco-Bubulya P & Spector DL.,
2002).

Las proteinas que favorecen un splicing largo, por medio del desplazamiento de las
proteinas SR, mostraron resultados mas heterogéneos, en cuanto a su nivel de
expresion, ya que en algunas disminuia mientras que en otras aumentaba. Los genes
HNRNPF y HNRNPI mostraron un aumento en su expresion, pero solo el aumento de
HNRNPI se correlacioné con el splicing de OCT1. HNRNPF también se ha visto
sobreexpresado en otros tipos de cancer, como el de vejiga donde la alta expresion fue
necesaria para el crecimiento del tumor y para la induccién de la transicién epitelio-
mesenquimal y posterior metastasis. Todo ello mediante la union de hnRNPF al 3' UTR
del ARNm de Snaill que mejora su estabilidad (Li F et al., 2019).

Sin embargo, algunos genes, como HNRNPK, HNRNPL y PCBP2, mostraron una
expresion baja, aunque solo la disminucion en la expresion de HNRNPL mostrd
correlacion con el splicing de OCT1. Es importante sefialar que HNRNPK tenia
aumentado su nivel de expresion en casi todas las DB del HCCDB, excepto en la DB3,

en que se vio disminucion en el tejido neoplasico y aumento en el tejido cirrético. Los
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resultados de otros trabajos han propuesto a HNRNPK como un biomarcador, solo o en
combinacion con AFP, para deteccion de HCC temprano o para discernir entre etapas
tempranas de HCC vs. nédulos benignos, especialmente en pacientes con cirrosis (Guo
Y et al, 2012). Este aumento en la expresion de HNRNPK esta relacionado
probablemente con la baja expresién de la claudina-4. En cancer de higado, la baja
expresion de claudina-4 se asocia con cancer poco diferenciado, con fenotipos mas
invasivos en CCA y con hepatocitos dafiados (Hammam O et al., 2017). No obstante,
en otros estudios se ha observado una disminucion de HNRNPK en HCC (Shu H et al.,
2019).

Por otro lado, la expresion anormal de HNRNPK se asocia con la formacion, desarrollo
y prondstico del tumor. En este sentido, en algunos tumores, la sobreexpresiéon de
HNRNPK esta asociada con un pronéstico desfavorable al potenciar un posible efecto
oncogénico a través de la regulacion de c-Myc, c-Src y elF4E (Lynch M et al., 2005).
Asimismo, HNRNPK actla como un coactivador transcripcional de p53; la disminucion
en la expresion de HNRNPK atenla la activacion de p2l y los niveles de C/EBP
activando la sefializacion de STAT3. Adicionalmente, los ratones haploinsuficientes
Hnrnpk son propensos al desarrollo de tumores, lo que sugiere que HNRNPK
desempefia un papel potencial en la supresion tumoral (Moumen A et al., 2005) (Enge
M et al., 2009) (Huang H et al., 2017). La disminucion en la expresion, en contraste con
el aumento, influiria en el equilibrio hacia un splicing mas corto. Los cambios en el
splicing del pre-ARNm, podrian conducir a que se transcriban indebidamente

fragmentos exonicos y/o intronicos.

Por altimo, las proteinas HNRNP tienen una diversidad de roles potenciales en la
inhibicion de la angiogénesis, apoptosis, la invasion celular y la transicion epitelial-
mesenquimatosa. Por ello, se sugiere gque las proteinas HNRNP podrian ser un objetivo
terapéutico novedoso y prometedor y un marcador para la respuesta a tratamientos y

para la evaluacion del pronéstico (Han N et al., 2013).

Otro hallazgo importante de esta tesis doctoral ha sido el marcado cambio en los niveles
de expresion que afecta a las proteinas reguladoras implicadas en la fosforilacion,
quinasas, y la desfosforilacion, fosfatasas, de las proteinas involucradas en la
maguinaria de reconocimiento de exones. Las quinasas y fosfatasas son fundamentales
para la regulacion de la actividad de las proteinas que participan en el splicing. De

hecho, el grado de fosforilacion de las proteinas SR determina la especificidad de unién
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a secuencias especificas, ESE y/o ISE, lo que es clave para la interaccién con otras

proteinas que actdan en cis y trans en el proceso de splicing.

Los resultados de nuestro estudio sobre los niveles de expresion de quinasas y
fosfatasas mostraron niveles disminuidos y aumentados de las quinasas, y de manera
consistente y mas marcada, altos niveles en la expresién de las fosfatasas, ambas

correlacionadas con el splicing de OCT1.

En general, estos resultados apuntan a un equilibrio a favor de las proteinas
desfosforiladas, debido a la disminucion de CLK1, y al aumento de PPPICA 'y PPP2CA,
consistentes con la funcién alterada de la maquinaria de reconocimiento de exones. La
fosforilacion inadecuada de algunos genes determina que estos no se unan a las

secuencias adecuadas en cis, provocando un incorrecto ensamblaje de los complejos.

Las proteinas SR hiperfosforiladas por las quinasas nucleares, que estan
sobreexpresadas (CLK2 y CLK3), y las hipofosforiladas inhiben el splicing, lo que indica
gue la fosforilacién de las proteinas SR debe estar estrechamente regulada en las
células (Zhong X et al., 2009). La desregulacion de la actividad de estas proteinas puede
tener diferentes consecuencias, por ejemplo, el aumento en expresiéon de CLK2, esta
relacionado con cancer de mama y su pérdida podria provocar el aumento de genes

relacionados con la transicion epitelio-mesenquimal (Yoshida T et al., 2015).

Por todo esto, se requiere un analisis cuantitativo y funcional mas detallado de las
enzimas reguladoras individuales y sus proteinas diana para comprender la situacion

real de la maduracion alterada del pre-ARNm en HCC.

En resumen, los resultados obtenidos en este apartado de esta tesis doctoral respaldan
estudios anteriores (Herraez E et al., 2013) (Al Abdulla R et al., 2019) que muestran que
en el tejido no tumoral adyacente al HCC, ya existe un grado considerable de splicing
alternativo de OCT1, que es consistente con la observacion frecuente de splicing
alterado en varias afecciones hepaticas acompafadas de perturbacion metabdlica, pero
en ausencia de cancer (Berasain C et al., 2010) (Webster NJG., 2017). Un ejemplo es
lo que se ha constatado en el higado de pacientes con obesidad y resistencia a la
insulina, en los que se ha observado disminucién de la expresion de varios factores de
splicing codificados por los genes de las proteinas SR y HNRNP (Pihlajaméaki J et al.,
2011).
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Por otra parte, en este estudio se pudo observar que en la DB3, donde se brinda
informacion del tejido cirrético, se observan cambios en la expresion de los genes
implicados en el espliceosoma tal como es el caso de SNRPG para el que se puede

observar un aumento en la expresion en dicho tejido.

Por ultimo, la frecuencia de eventos de splicing en SLC22A1 aumentd adn mas en el
tumor, lo que se asocia con cambios mas complejos en el perfil de proteinas que
determinan el reconocimiento de exones durante la maduracién del pre-ARNm. Esto
puede desempefiar un papel importante en la expresion general del OCT1 funcional, y
probablemente de otras proteinas, que explican los rasgos fenotipicos caracteristicos
de HCC, como la menor capacidad de captar y responder al sorafenib (Herraez E et al.,
2013).

En un estudio, donde se analizaron los siete eventos de splicing en SpliceSeq en HCC,
se demostro la eficacia en la prediccion de la supervivencia promedio. Un analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier demostré que el indice basado en los siete eventos de
splicing alternativo tenia capacidad para distinguir entre pacientes con resultados
favorables frente a desfavorables. En otro andlisis de regresion se observé que la
expresion de 23 factores de splicing se correlacionaba con la supervivencia promedio
en la cohorte de HCC. Los datos de este estudio indican que un indice prondstico
basado en los eventos de splicing alternativo lo es para la supervivencia promedio en
HCC (Chen QF et al., 2019).

En esta tesis doctoral hemos visto que muchos de estos eventos de splicing en las
propias proteinas que conforman el espliceosoma estan relacionados con el splicing de
OCTL1. Estos hechos podrian dar como resultado isoformas disfuncionales de OCT1 que

favorecen la quimiorresistencia del HCC al sorafenib.

La importancia del estudio sobre la compleja maquinaria del espliceosoma permite
encontrar qué genes son los mas importantes y los que puedan servir para el prondstico
de HCC, ademas de ayudar en la estrategia de busqueda de nuevos tratamientos (Wu
P etal., 218).

En resumen, los resultados de este apartado de la tesis doctoral han abierto el camino
para futuros estudios destinados a investigar los cambios asociados a HCC en la
expresion génica de proteinas individuales, que interactian en la maquinaria de
reconocimiento de exones, en su repercusion funcional sobre el splicing de SLC22A1,

asi como otros genes criticos en la patogénesis de HCC y su tratamiento.
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6. Conclusiones
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Conclusién primera

En los estudios in silico realizados para el analisis de los cambios en la expresion genética, es
fundamental tener en cuenta si las bases de datos disponibles cuentan con valores de referencia
fiables. En este sentido, debido a la alta heterogeneidad que caracteriza la mayoria de los
tumores, se obtienen resultados méas robustos si se pueden utilizar datos provenientes de
muestras pareadas que si la comparacion se utilizan datos de la expresion global de los genes

de interés en un grupo de pacientes.

Conclusion segunda

Los cambios en la expresion de proteinas implicadas en la maquinaria de splicing en HCC,
conlleva mayormente la pérdida de exones incluidos en la forma silvestre, lo que da lugar a un
aumento de formas aberrantes o con disfuncién de las proteinas. Entre los genes que sufren esta

alteracion postranscripcional en HCC se encuentra el SLC22A1 que codifica OCTL1.

Conclusién tercera

Los cambios en la expresion de proteinas implicadas en la maquinaria de splicing en HCC,
observados en los andlisis in silico y en los estudios realizados mediante el uso de TLDAS, se
caracterizan por una baja expresion de las proteinas SR y un aumento del gen SNRPB, lo que

en conjunto sugiere que esta favorecido el splicing corto.

Conclusion cuarta

Existen cambios significativos en el splicing alternativo de OCT1 en enfermedades hepaticas no
tumorales, como la colelitiasis y la hepatosiderosis. Este hecho sugiere que los fenbmenos de
splicing alternativo de OCT1 y, posiblemente de otros genes, pueden ser eventos pretumorales

cuya identificacion puede tener interés diagndstico y prondstico.

Conclusion quinta

El mantenimiento de la expresion de OCT3 en HCC y la caida de su expresién en CCA es
compatible con un papel de este transportador en la respuesta al sorafenib en HCC, pero

descarta su papel farmacoldgico en CCA.
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Conclusién sexta

La presencia del OCT3 en la membrana plasmatica de las células tumorales, pero no los niveles
de ARNm del transportador, puede ser un marcador prondstico de la respuesta del HCC al

sorafenib en pacientes cuyos tumores carecen de OCT1.

Conclusion séptima

La expresion estable de OCT3 utilizando los vectores lentivirales in vitro, permitié obtener
modelos celulares para el estudio de la capacidad de este transportador para captar diversos
TKls utilizados en el tratamiento de HCC. Todos los TKls ensayados, excepto el lapatinib,
mostraron un efecto inhibitorio de distinta magnitud sobre la captacion de un sustrato tipico de
OCT3, lo que se interpreta como que dichos farmacos son potenciales sustratos de este
transportador. Las pruebas directas de captacion de TKIs en los distintos modelos no han dado
una respuesta contundente, pero sugieren que OCT3 puede mediar la captacion de sorafenib y

cabozantinib.

Conclusion global

Los cambios en expresion en las proteinas que conforman el espliceosoma, estan relacionados
con eventos de splicing que determinan una caida en la funcién de OCT1, lo que juega un papel
importante en la quimiorresistencia del HCC al sorafenib. Tanto OCT1 como OCT3 deben
considerarse como potenciales biomarcadores y dianas terapéuticas para la predicciéon de la falta

de respuesta y el desarrollo de estrategias de sensibilizacién del HCC a los TKiIs.
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