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RESUMEN

La calpaina 2 pertenece a una familia de Cys-proteasas pleiotropicas
gue no son consideradas como un sistema degradativo, sino que
“procesan” sus sustratos. La sobreexpresion de las calpainas se ha
relacionado con mal prondstico en varios tipos de cancer, incluyendo el
cancer colorrectal. Sin embargo, los mecanismos de reconocimiento de
sustrato, de regulacion/desregulacion y las funciones especificas en el
cancer colorrectal permanecen sin resolver. En este trabajo, se estudid la
distribucion subcelular de la calpaina como mecanismo clave en el
reconocimiento de sustratos y, en consecuencia, para la propia actividad
calpaina. En concreto, demostramos una nueva localizacién de la calpaina
2 en el nucleolo de células de cancer colorrectal. Observamos que la
distribucion nucleolar de la calpaina 2 es dependiente de su actividad
enzimatica y del estado mutacional de KRAS. En células KRAS WT/-, la
ausencia de suero induce la expresion de la calpaina 2, su acumulacion
nucleolar y un aumento de su unién al promotor del rDNA y al espaciador
intergénico, al tiempo que disminuyen los niveles de pre-rRNA. La
ausencia de calpaina 2 por siRNA especifico previene la disminucion en
los niveles de 47s pre-rRNA tras la retirada de suero. Por el contrario, la
biogénesis ribosomal se mantiene inalterada en células KRAS G13D/- en
las que la expresion, localizacién nucleolar y uniéon al rDNA de la
calpaina 2 permanece sin cambios durante el crecimiento en ausencia de
suero. Proponemos que la calpaina 2 nucleolar podria ser un sensor
dependiente de KRAS para reprimir la biogénesis ribosomal en
condiciones de crecimiento limitante. En condiciones de activacion
constitutiva de las vias de sefializacion como las que cominmente se
encuentran en el cancer colorrectal, la calpaina 2 estd desregulada y las

células tumorales se vuelven insensibles al entorno extracelular.



RESUMEN

Calpain-2 belongs to a family of pleiotropic Cys-proteases with
modulatory rather than degradative functions. Calpain overexpression has
been controversially correlated with poor prognosis in several cancer
types, including colorectal carcinoma. However, the mechanisms of
substrate-recognition, calpain-2 regulation/ deregulation and specific
functions in colorectal carcinoma remain elusive. Herein, calpain
subcellular distribution was studied as a key event for substrate-
recognition and consequently, for calpain-mediated function. We describe
a new localization for calpain-2 in the nucleoli of colorectal carcinoma
cells. Calpain-2 nucleolar distribution resulted dependent on its enzymatic
activity and on the mutational status of KRAS. In KRAS WT/- cells
serum-starvation induced calpain-2 expression, nucleolar accumulation
and increased binding to the rDNA-core promoter and intergenic spacer,
concomitant with a reduction in pre-rRNA levels. Depletion of calpain-2
by specific siRNA prevented pre-rRNA down-regulation after serum
removal. Conversely, ribosomal biogenesis proceeded in the absence of
serum in unresponsive KRAS G13D/- cells whose calpain-2 expression,
nucleolar localization and rDNA-occupancy remained unchanged during
the time-course of serum starvation. We propose here that nucleolar
calpain-2 might be a KRAS-dependent sensor to repress ribosomal
biogenesis in growth limiting conditions. Under constitutive activation of
the pathway commonly found in colorectal carcinoma, calpain-2 is
deregulated and tumor cells become insensitive to the extracellular

microenvironment.
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1. LAS CALPAINAS

Las calpainas (EC 3.4.22.17, clan CA, familia C02) pertenecen a una
familia de Cys-proteasas dependientes de Ca”" que actGian a pH neutro.
Las calpainas se diferencian de otros sistemas proteoliticos como el
proteasoma, la autofagia y el sistema de caspasas por dos caracteristicas
fundamentales: 1) no son consideradas como un sistema degradativo, sino
que “‘procesan” sus sustratos de modo que estos adquieren nueva/s
funciones o formas de regulaciébn y 2) se encargan del propio
reconocimiento de sus sustratos sin necesidad de sistemas auxiliares de
identificacion como por ejemplo la ubiquitinaciéon en el sistema

proteasoma.

La distribucion filogenética de las calpainas es muy amplia ya que se
encuentran en casi todos los eucariotas y algunas bacterias, pero no en

arqueas.

1.1 Lascalpainas 1y 2 en la familia de calpainas

Existen en humanos 15 genes que, exceptuando la subunidad
reguladora o calpaina 4, codifican las calpainas 1-16 (Tabla 1). Ademas,
varios miembros de esta familia presentan formas de maduracion
alternativa con multiples transcritos (19 en el caso de la calpaina 3) (Ono
et al., 2016), con lo que se pueden alcanzar mas de 50 variantes (Ono,
Saido and Sorimachi, 2016). Las calpainas 1 y 2, denominadas “calpainas
convencionales”, también se conocen como p y m calpaina
respectivamente, por la concentracion molar de calcio in vitro que

inicialmente se observ que era necesaria para su activacion.

A diferencia del resto de miembros de la familia, las calpainas
convencionales forman heterodimeros compuestos de una

subunidad catalitica (80 KDa), y una subunidad reguladora comdn a
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ambas, la calpaina 4 o S1 (CAPNS1, 30 KDa). Diversos estudios
proponen que la calpaina 4 podria tener una funcion chaperona
sobre las subunidades cataliticas 1 y 2, es decir, facilitarian el
plegamiento y/o la estabilidad de las nuevas subunidades

sintetizadas (Yoshizawa et al., 1995).

Tabla 1. Integrantes de la familia de las calpainas en humanos.

Gen Principal expresion Estructura
CAPN1 ubicua clasica
CAPN2 ubicua clésica
CAPN3 musculo esquelético clésica
CAPN5 ubicuo no clasica
CAPNG placenta no clésica
CAPN7 ubicua no clasica
CAPN8 tracto gastrointestinal clésica
CAPN9 tracto gastrointestinal clasica
CAPN10 ubicua no clasica
CAPN11 testiculos clésica
CAPN12 foliculos pilosos clésica
CAPN13 ubicua Clésica
CAPN14 eso6fago Clasica
CAPN15 ubicua no clésica
CAPN16 testiculos no clasica
CAPNS1 ubicua no aplicable

De acuerdo con esta hipotesis, los ratones knock-out para la calpaina
S1 mueren durante la etapa de desarrollo embrionario, ya que las
calpainas 1y 2 sufren una disminucién en su expresion, lo cual indica una
vital importancia de la subunidad reguladora para la estabilidad de ambas
calpainas (Arthur et al., 2000; Zimmerman et al., 2000). Existe, ademas,
un paralogo de la calpaina S1, la calpaina S2, cuyo papel fisioldgico se

desconoce.

Las calpainas 1 y 2 cuentan con un 62,4 % de homologia en su
estructura primaria (Goll, Thompson and Li, 2003), lo que explica en
buena parte que compartan préacticamente todos los sustratos (al menos in

vitro), los inhibidores sintéticos y el Unico inhibidor enddgeno, la

8
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calpastatina (CAST, 63-84 KDa segun las diferentes isoformas en
humanos). Las calpainas 1 y 2 son, ademas, las isoformas de mayor
abundancia y tienen una distribucion ubicua, aunque hay otros miembros
de la familia que son especificos de tejido como la 3 en musculo
esquelético o la 8 y la 9 en el tracto gastrointestinal (Sorimachi, Ishiura
and Suzuki, 1993) (Tabla 1). En este sentido, existe un amplio espectro de
efectos fenotipicos causados por la deficiencia de las calpainas segun se
trate de las convencionales o las de localizacion especifica de tejido. Por
ejemplo, se ha visto que ratones que no expresan la calpaina 2 son letales
durante el desarrollo embrionario (Dutt et al., 2006), mientras que ratones
gue desarrollan mutaciones en calpainas especificas de tejido (o que no las
expresan) solo causan defectos asociados al tejido como una mayor
susceptibilidad a Ulceras gastricas en ausencia de las calpainas 8 y 9 (Hata
et al., 2010).

Apartado especial merecen las conocidas como calpainopatias, es
decir, aquellas enfermedades causadas por un defecto genético en algun
gen de las calpainas. La primera de estas enfermedades descubiertas fue la
LGMD (del inglés limb-girdle muscular dystrophy) o distrofia muscular
de cintura tipo 2A, donde mutaciones de la calpaina 3 provocan que la
proteina no tenga su actividad proteasa (Richard et al., 1995). En otros
casos, la calpaina 5 es responsable de la vitreorretinopatia inflamatoria
vascular (Mahajan et al., 2012) o la 14 de la esofagitis eosinofilica
(Sleiman et al., 2014).

1.2 Estructura de las Calpainas

De acuerdo a las similitudes entre las calpainas 1 y 2, podemos
diferenciar en ambas una estructura de 4 dominios (numerados del 1-1V) y

de 2 dominios (V-VI) en el caso de la subunidad reguladora (Figura 1):
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Subunidad catalitica CAPN1/CAPN2

Dlla Dilb Dill DIv

DI
. I s _
€108 HIR N85

211 356 531 1 700

[
N
i

S manos tipo EF

ov \ DvI

Subunidad reguladora CAPNS1 m
1 8

Figura 1. Representacion esquematica de las calpainas convencionales. Se muestran

los dominios (DI-DVI) de las calpainas convencionales y de las subunidades reguladoras,

asi como la posicion del aminoécido con el que comienza cada uno de ellos. Ademas, se

representa los aminoécidos y la posicién de la triada catalitica de la calpaina 2.

a. El dominio I, ubicado en el extremo amino terminal de la subunidad
catalitica, es una o-hélice que sirve de anclaje al dominio VI de la
subunidad reguladora.

b. EI dominio I, subdividido a su vez en 2 subdominios lla y Ilb, es el
dominio proteasa, ampliamente conservado entre especies. En él se
encuentra la triada catalitica: Cys115, His272, Asn296 en la calpaina 1
y Cys105, His262, Asn286 en la calpaina 2 (Goll, Thompson and Li,
2003). En la conformacién inactiva de la proteina se encuentran
distribuidos (y distanciados) en ambas mitades del dominio proteasa.

c. El dominio 1ll o CBSW (calpain-type beta-sandwich domain) consta
de 8 l&minas B con alta homologia con el dominio C2 de proteinas que
unen Ca®* y fosfolipidos como la protein quinasa C o la fosfolipasa C,
(Gil-Parrado et al., 2003).

d. El dominio IV o dominio PEF (penta EF hand) cuenta con 5
secuencias de tipo mano EF; las 4 primeras unen iones Ca®, y la
quinta participa en la dimerizaciéon de la subunidad catalitica con la

subunidad reguladora.
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e. El dominio V de la subunidad reguladora cuenta con multiples residuos
de Gly que le confieren una alta naturaleza hidrofdbica, lo cual
apoyaria un posible papel de las calpainas en la unién a membranas.

f. El dominio VI, con gran homologia con el dominio 1V, también cuenta
con 5 secuencias del tipo mano EF por medio de las cuales une 4 iones
Ca2+

Es importante mencionar que para considerar que una proteina
pertenece a esta familia su dominio proteasa debe tener una elevada
homologia de secuencia con el de las calpainas 1y 2 (Sorimachi, Hata and
Ono, 2011). Acorde a esta definicidn, podemos observar una familia muy
diversa que, por ejemplo conserva en algunos de sus miembros el dominio
PEF, lo cual clasifica las calpainas en “cldsicas” y “no clasicas” (Tabla 1).
Las que pertenecen al primer grupo cuentan con el dominio proteasa, el
dominio CBSW vy el dominio PEF. En humanos se han encontrado 9
calpainas clasificadas como clésicas (1, 2, 3, 8, 9, 11-14), la mayoria de la
cuales estan conservadas en vertebrados (Figura 2) (Ono and Sorimachi,
2012).

A pesar de ello, las posibles similitudes en secuencia no
necesariamente se reflejan funcionalmente ya que, como se ha
mencionado anteriormente, solo la calpaina 1 y la 2 forman heterodimeros
con la subunidad reguladora. La calpaina 6 es la Unica que cuenta con una
lisina en lugar de cisteina en los aminoacidos que componen la triada
catalitica (Dear et al., 1997). Ademas, las calpainas 8 y 9, para ejercer su
actividad deben formar un complejo llamado “G-calpaina”, hasta la fecha
el Unico heterodimero de subunidades cataliticas que se conoce en esta
familia, en el cual ambas son imprescindibles para su funcionalidad (Hata
et al., 2010). Por otra parte, la calpaina 3 es la Unica proteasa conocida

que puede ser activada por Na* (Ono et al., 2010) y que tiene 3 regiones

11



INTRODUCCION

ausentes en el resto de integrantes de la familia, por las cuales puede sufrir
un fuerte y rapido procesamiento autolitico.
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Figura 2. Dominios estructurales de la familia de las calpainas en humanos. Se
muestran los distintos integrantes de la familia de las calpainas en humanos y sus
dominios. La presencia de los dominios tipo manos EF distingue las calpainas en clésicas o
no clasicas. NS, IS1 e 1S2: secuencias de insercion especificas de la calpaina 3. MIT:
dominio de transporte y de interaccion con microtibulos. Zn: dominio de dedo de Zn™.
SOH: dominio homdlogo del 16bulo éptico pequefio. 1Q: dominio de interaccion con

calmodulina.

1.3 Regulacidn de la actividad de las calpainas clasicas

El interrogante histéricamente mas importante en el estudio de las
calpainas es que la activacion in vitro de estas proteasas requiere como
minimo una concentracion UM de calcio, cantidad que in vivo no esta

disponible y es incompatible con la viabilidad celular. Se ha sugerido
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diversas hipétesis para intentar explicar esta situacion, la cual

desarrollaremos a continuacion (Campbell and Davies, 2012).

1.3.1 Regulacién por Ca**

A pesar de conocer la necesidad de Ca®" de las calpainas desde su
descubrimiento en el afio 1964, los mecanismos moleculares subyacentes
a tal proceso habian permanecido ocultos hasta hace poco tiempo.
Diversas hipotesis que intentaban explicar los cambios generados por la
unién del Ca** carecian de un modelo estructural de calpainas que apoyara
esas ideas. Tras la cristalizacion de la calpaina 2, las estructuras
tridimensionales sin y con Ca®* demostraron que la dependencia de este
ion es intrinseca al dominio proteasa. En primera instancia se generd la
estructura en ausencia de Ca®*, en la cual se observo que los dominios
proteasas lla y Ilb mantienen una conformacién abierta e inactiva de
modo que no se forma la triada catalitica (Strobl et al., 2000). Esto
indicaba que la presencia de Ca®* debia producir un cambio
conformacional que reorientara el dominio proteasa para formar un sitio
activo (Hosfield et al., 1999).

Pocos afios después, se generd una novedosa explicacion en un estudio
donde encontraron actividad enzimdtica en una ‘“mini-calpaina”
recombinante que solo contaba con el dominio proteasa. Estos
investigadores determinaron que en las calpainas existen 2 sitios de unién
a Ca® en los dominios proteasa lla y IlIb imprescindibles para la
activacion de la proteasa. En concreto, la unién de 2 iones Ca®* a estos 2
sitios no provoca grandes cambios estructurales en toda la molécula, pero
si en la conformacion de estos dominios que causan su movimiento del
uno hacia el otro (Figura 3). De este modo, pasan a formar una estructura

cerrada y activa, la triada catalitica (Moldoveanu et al., 2002).
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Inactivo Activo
Sitio de unién a Ca?* Sitio de unién a Ca®*
en dominio lla en dominio llb
Dominio lla Dominio b Triada
) ™ =
-~ g ° catalitica
e & L

;,,’/
/A2 Dominio Ilb
»
Vi Dominig lla+lib
Dominio proteasa

Dominio V

Calpastatina
CaZ+

Dominio IV

Figura 3. Estructura 3-D de la calpaina 2 inactiva y activa. Representacién en modelo
de cinta de la calpaina 2 y los cambios conformacionales inducidos por la unién del Ca*
para formar el dominio proteasa activo. El sitio activo aparece marcado con un circulo
negro. Las bolas rojas representan iones Ca®*. Se sefiala también la interaccion del
inhibidor endégeno la calpastatina. (Adaptado de Sorimachi, Hata and Ono, 2011).

1.3.2 Autdlisis

La similitud de secuencia con otras proteasas que sufren un
procesamiento proteolitico como mecanismo de activacion, llevd a
postular que la aut6lisis de las calpainas era una condicion indispensable
para su activacion. Esto es, las calpainas se sintetizarian como propéptidos
y la unién de Ca** (al dominio IV) promoveria un cambio conformacional
que a su vez generaria la autoprotedlisis de una regidn para convertirse en
funcionales (Campbell and Davies, 2012). La cristalizacion de la calpaina
2 también ha sido importante a la hora de comprender que la autélisis no
era el mecanismo causante de la activacion de las calpainas. La escision
del dominio | (hélice de anclaje) eliminaria las restricciones de
movimiento de la estructura, permitiendo el acercamiento de los dominios
Ila'y Ilb para formar el dominio proteasa. Este mecanismo disminuiria los

elevados requerimientos de Ca®* observados in vitro. De hecho, se
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identificaron los posibles cortes proteoliticos en el extremo aminoterminal
de las calpainas 1 y 2. La calpaina 1 sufriria un primer corte de 14
aminoécidos y luego uno de 12 (Zimmerman and Schlaepfer, 1991);
mientras que la calpaina 2 perderia primero 9 aminoacidos para luego
sufrir una proteolisis de 10 aminoécidos (Brown and Crawford, 1993).

A pesar de estos supuestos acerca de la region amino terminal de la
calpaina 2 (y por extension la 1), el progreso en el analisis de su estructura
permitio establecer varias conclusiones. En primer lugar, el dominio IV no
sufre grandes cambios conformacionales tras la unién de Ca** (Hanna,
Campbell and Davies, 2008). Ademas, tanto en la estructura sin Ca*
como en la forma que si lo tiene unido se observa con claridad que
ninguno de sus dominios esta lo suficientemente cerca del sitio activo
como para ser proteolizado. Es mas, la hélice de anclaje solo estaria
expuesta a la protedlisis tras perder su interaccion con el dominio VI por
una previa activacion de la proteina. Incluso en ese caso, se produciria una
rapida protedlisis que conduciria a una rapida disminuciéon (o incluso
inactivacion) de la actividad proteasa que no podria volver a activarse, lo
cual seria un mecanismo de activacion poco eficaz (J. S. Chou et al.,
2011). De hecho, se ha postulado que la autoprotedlisis seria un artefacto
de experimentacion in vitro, cuando existe una alta concentracion de
calpainas durante su purificacion. Esta situacion no ocurriria in vivo, ya
que habria muchisimas proteinas mas en las proximidades de las calpainas

como para que estas alcanzaran esas altas concentraciones.

En definitiva, existen evidencias in vitro de que la autoproteolisis del
extremo amino terminal de las calpainas disminuye sus requerimientos de
Ca®* y por tanto actuaria como mecanismo promotor de la actividad
proteolitica. No obstante, esta protedlisis solo ocurriria in vivo como un
evento intermolecular, es decir, como consecuencia de la actividad entre

calpainas previamente activadas por otro mecanismo.
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1.3.3 Dimerizacién

Como se mencion0 previamente, las calpainas convencionales existen
como heterodimeros formados por una subunidad catalitica y una
subunidad reguladora. Los integrantes de la familia de proteinas con
dominios tipo mano EF, a la cual pertenecen las calpainas junto con otras
proteinas, suelen dimerizar con otros miembros de la familia (o con ellos
mismos). El dominio PEF (dominio IV en las calpainas convencionales)
es una de las principales diferencias estructurales de las calpainas que las
distingue entre clasicas y no clasicas (Figura 2). Asi, se asume que los
miembros gque no cuentan con este dominio actlan como mondmeros
mientras que los demas son capaces de formar homo o heterodimeros
(Ravulapalli et al., 2009). No obstante, in vivo solo las calpainas
convencionales forman heterodimeros con la calpaina S1. Aun asi, se ha
visto que el dominio PEF de la calpaina 3 forma homodimeros muy
estables (Partha et al., 2014; Ono et al., 2016). Existe, ademas, el Unico
ejemplo de heterodimero entre 2 subunidades “grandes”, la “G-calpaina”.
En este caso, la region amino terminal de la calpaina 8 y los dominios tipo
mano EF de las calpainas 8 y 9 se encargan de la dimerizacién. En este
heterodimero la calpaina 8 actia como subunidad catalitica y la 9 ejerce

una “funcion chaperona”, controlando su estabilidad (Hata et al., 2016).

La posible formacién de heterodimeros es importante porque la
calpastatina, inhibidor enddgeno de las calpainas convencionales, se une a
sitios en los dominios PEF de las subunidades catalitica y reguladora. En
caso de ausencia de la calpaina S1, la calpastatina no tendria una
asociacion tan estrecha y por tanto perderia capacidad inhibidora
(Ravulapalli et al., 2009).

La importancia de la formacion de heterodimeros radica en la polémica
disociacion de los heterodimeros de las calpainas convencionales como

requisito para la activacion de las mismas. En este sentido, los datos en la
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literatura resultan controvertidos, mostrandose que en presencia de Ca*,
se produce bien una disociacion (Suo et al., 1999; Kitagaki et al., 2000) o
bien una interaccion de ambas subunidades, indispensable para su
actividad catalitica (Elce et al., 1997; Dutt et al., 1998).

Estos resultados contradictorios se fueron explicando mas tarde, en
gran medida por dificultades técnicas de los experimentos y sus
condiciones (fuerza i6nica, pH, etc) ya que el contacto del Ca* con las
calpainas provoca su agregacion, autélisis y bajos niveles de recuperacién
de la proteina. Una vez los modelos experimentales se fueron poniendo a
punto, estas dificultades de interpretacion se fueron aclarando y fueron
apoyando que la disociacion de la subunidad reguladora no es el

mecanismo que provoca la activacion de las calpainas.

1.3.4 Calpastatina

Por su parte, las calpainas cuentan con un inhibidor enddgeno
especifico y reversible que hasta la fecha es el Unico conocido, la
calpastatina (Sorimachi, Hata and Ono, 2011). El gen de la calpastatina
(CAST) codifica diferentes isoformas generadas por sitios de inicio de la
transcripcion o splicing alternativo. Todas estas isoformas cuentan en su
region carboxilo terminal con 4 dominios de inhibicién independientes y
variaciones en su dominio amino terminal (Takano et al., 2000; Parr et al.,
2001). La calpastatina es capaz de unir e inhibir de forma simultanea 4

moléculas de calpaina a través de sus 4 dominios inhibidores.

Se ha observado que la regién de unién a la calpastatina esta
conservada en las calpainas 1, 2, 3, 8 y 9, por lo que se piensa que en esta
region podria estar la clave de la especificidad de unién calpaina-
calpastatina (Ono, Saido and Sorimachi, 2016). A pesar de ello, la funcion

inhibidora de la calpastatina solo se ha visto in vivo en las calpainas 1y 2.
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La calpastatina solo se une a la calpaina activada por calcio, lo que
sugiere que su funcién seria atenuar la activacion méas que prevenirla. Es
mas, un aspecto interesante surgido de los Ultimos estudios sobre la
calpastatina es la hip6tesis de que ésta solo seria necesaria para bloquear
una activacion prolongada de la calpaina en situaciones de estrés. Asi, en
una activacion fisiologica de la calpaina no habria una actividad proteasa
tan elevada que hiciera necesaria su restriccién por calpastatina (Campbell
and Davies, 2012). Probablemente por este motivo, tanto los ratones
knockout de calpastatina (Takano et al., 2005) como los que la
sobreexpresan (Spencer and Mellgren, 2002) no exhiben ningun fenotipo
evidente en ausencia de estrés. Aunque la calpastatina se expresa en
exceso en la mayoria de tipos celulares (Ono, Saido and Sorimachi, 2016),
existen algunas alteraciones patoldgicas en las que la actividad calpaina se
encuentra desregulada y por tanto los niveles del inhibidor no son capaces
de disminuirla (Schoch et al., 2012). En general, se ha visto en diferentes
modelos de enfermedades vasculares o neuroldgicas que la sobreexpresion
de la calpastatina atenda los sintomas de la enfermedad (Li et al., 2009;
Hibener et al., 2013; Diepenbroek et al., 2014; Weber et al., 2018).

1.3.5 Modificaciones post-traduccionales y sus vias de sefializacion

De acuerdo a las Gltimas hipétesis, las fosforilaciones de las calpainas
controlarian su estabilidad (Leloup et al., 2010) o distribucion hacia la
membrana para modular su activacion (Glading et al., 2001; Moretti et al.,

2014) mas que tener un efecto directo sobre su actividad.

A. Lavia de EGFR/RAS/RAF/MEK/ERK

El EGFR (epidermic growth factor receptor), también conocido como
HERZ1o ErbB1, es un receptor transmembrana que pertenece a la familia
de receptores ErbB (Schneider and Wolf, 2008). Tras la union del ligando,
EGFR forma homodimeros y/o heterodimeros con otros miembros de la

familia, lo cual promueve la autofosforilacion de sus residuos Tyr. Esta
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fosforilacion actia de anclaje para la unién de proteinas adaptadores
(GRB2) y efectoras (SOS) a la membrana que acaban activando RAS. A
su vez, RAS actia como transductora de sefiales desde la membrana a
partir de estimulos como factores de crecimiento, desencadenando entre
otras, la via de sefializacion de RAF/MEK/ERK (Figura 4).

Figura 4. Via de sefializacion EGFR/RAS/MEK/ERK. Se muestran los principales
componentes encargados de la transduccion de sefial. La GTPasa RAS recibe estimulos
como factores de crecimiento en la membrana y los transmite hacia el interior de la célula
mediante consecutivas fosforilaciones, que acaban promoviendo el crecimiento y la
proliferacion celular. La accion de las proteinas GAP (GTPase activating protein)
promueve la hidrélisis de GTP unido a RAS y por tanto cesa la actividad de la via de
sefializacion.

En el contexto de sefializacion de esta via, se ha observado que tras el
estimulo con EGF, ERK fosforila la Ser 50 de la calpaina 2, aumentando
finalmente la actividad calpaina (Glading et al., 2004). La fosforilacion en
Ser50 y la consiguiente activacion de la calpaina 2 ha podido ser
demostrada en distintos modelos experimentales o clinicos relacionados
con la plasticidad sinaptica (Zadran et al., 2010) o con hipertension

pulmonar (Kovacs et al., 2016). Ademas de la Ser50, se han identificado
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otros residuos de Ser susceptibles de fosforilacion y también implicados
en la modulacidn de la actividad de la calpaina 2 (Ser 369) (Kovacs et al.,
2016) o la calpaina 3 (Ser 629) (Ojima et al., 2014).

B. La via de PI3K/AKT/mTOR

Es una via implicada en la regulacion del crecimiento celular,
proliferacion, apoptosis y metabolismo (Figura 5). Su activacion comienza
principalmente por la unién de factores de crecimiento a receptores Tyr-
quinasas de membrana (o por la interaccion con RAS), lo cual genera la
autofosforilacion de los residuos Tyr que a su vez promueve el
reclutamiento de la PI3K (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 3-kinase)

a la membrana para ser activada (Porta, Paglino and Mosca, 2014).

Figura 5. Via de sefializacion PISBK/AKT/mTOR. Representacion esquematica de los
principales componentes de la via. La sefial la desencadena la activacién de un receptor
Tyr-quinasa (RTQ) que promueve la sintesis de PIP3 por la subunidad catalitica p85 de la
PI3K. El PIP3 provoca la transduccion de la sefial activando AKT cuya consecuencia es la
liberacion de la inhibicion de mTORC1 que fosforila y activa diversas proteinas como

factores de transcripcion.
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La PI3K promueve la sintesis de PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate) a partir de PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate)
(Aoki and Fujishita, 2017), el cual actia como molécula sefializadora.

El PIP3 promueve la fosforilacién y activacion de la quinasa AKT en
la membrana (Shaw and Cantley, 2006; Porta, Paglino and Mosca, 2014).
AKT activa mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) que a
su vez fosforila y activa varios sustratos que promueven un aumento en la

sintesis de proteinas (Wu et al., 2013) y en el crecimiento celular.

La influencia de esta via sobre las calpainas se ha observado a
diferentes niveles, ya que por un lado se encontré que la expresién de la
calpaina 6 era dependiente de la sefializacion por PISK/AKT (Y. Liu et
al., 2011) y por otro, la actividad calpaina dependiente de PI3K también
tenia un papel fundamental en la contraccion y movimiento de células
endoteliales en respuesta a estrés (Miyazaki, Honda and Ohata, 2007;
Hein et al., 2015).

C. Protein quinasa C (PKC)

Se trata de una familia de Ser/Thr quinasas que son activadas por
sefiales como incrementos en diacilglicerol (DAG) o Ca”*. Se han
identificado una amplia variedad de sustratos de la PKC entre las que se
encuentran las calpainas. Asi, se demostr6 que, las calpainas
convencionales 1y 2 pueden ser fosforiladas in vitro e in vivo por la PKCt
tras un estimulo de nicotina. La nicotina también activa c-SRC, siendo
uno de sus efectores la PKCt. Todo este proceso provoca el aumento de la
actividad calpaina que a su vez incrementa la capacidad de migracion e

invasion en lineas celulares de cancer de pulmén (Xu and Deng, 2006).

D. Protein quinasa A (PKA)
Al igual que la PKC, cuenta con sustratos muy variados entre los que

también se encuentra la calpaina. Las primeras observaciones demostraron
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que el cAMP celular inhibia la activacion de las calpainas mediada por
ligandos del EGFR y como consecuencia la migracion de fibroblastos
(Shiraha et al., 1999). Posteriormente se observé que la PKA, que se
activa por cAMP, fosforila la calpaina 2 en la Ser 369/Thr 370, lo cual
disminuiria la actividad calpaina y la migracion de fibroblastos. Esto
ocurriria porque la fosforilacion impediria interacciones clave del dominio
I11 (con el dominio IV y los PIP2 de la membrana plasmatica) y por tanto
se “bloquearia” la conformacion de la calpaina en un estado inactivo

(Shiraha et al., 2002).

1.4 Expresion de calpainas en el cancer

Diversos estudios muestran que existe una desregulacién en la
expresion de las calpainas en maltiples tipos de cancer, tanto en analisis
de pacientes como en lineas celulares en cultivo. No obstante, las
observaciones resultan controvertidas, mostrando un sistema complejo de
analizar en el cual los resultados son muy variados y dependientes del
entorno celular (Tabla 2).

Sobre la calpaina 10 se han realizado numerosos estudios sobre la
correlacion entre polimorfismos y la susceptibilidad a padecer
determinados tipos de cancer (Frances et al., 2007; Esteban et al., 2008;
Moreno-Luna et al., 2011). Por otra parte, los estudios de la calpaina 10
en carcinoma de esdfago de células escamosas (CECE) han resultado
contradictorios (Chan et al., 2013).
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Tabla 2. Expresion desregulada de calpainas en diversos tipos de cancer.

Calpaina Cancer Alteracion Muestra Consecuencia
CCR UCSNP-44 pacientes protector
laringe UCSNP-44 pacientes protector

Calpaina 10 UCSNP-63 pa?lentes mal prondstico
baja expresion lineas aumenta apoptosis
CECE Ja exp celulares pop
baja expresion pacientes baja supervivencia
lineas .
transformacion
— L celulares, -
Calpaina 9 gastrico deficiencia ratones neopléasica, mal
alpaina o pronostico
pacientes
CCR sobreexpresion animales protector
. . . malignidad
tero sobreexpresion pacientes g
tumoral
7 lineas L
Calpaina 6 celulares malignidad
osteosarcoma  sobreexpresion - ' tumoral, resistencia
animales, a farmacos
pacientes
. . malignidad
sobreexpresion pacientes g
i tumoral
Calpaina 3 melanoma — -
disminucion lineas roaresion tumoral
expresion celulares prog
. lioma, CRCC, - . o
Calpaina S1 g CH. CN sobreexpresion pacientes mal prondstico
. mama sobreexpresion pacientes metastasis
Calpastatina - — - —
Utero sobreexpresion pacientes mal prondstico
. lineas .
, CH sobreexpresion metastasis
Calpainas 1/2 celulares
esdfago, mama  Sobreexpresion pacientes mal prondstico
schwannoma, -
. L . . malignidad
Calpaina 1 meningiomasy  sobreexpresion pacientes
tumoral
CRCC
. respuesta a
. L pacientes o ]
ovario sobreexpresion quimioterapia,
supervivencia
préstata sobreexpresion pacientes progresion tumoral
Calpaina 2 pacientes progresion tumoral
animales, . .
_ lineas resistencia a
CCR sobreexpresion antitumorales
celulares
lineas .
progresion tumoral
celulares

CCR: cancer colorrectal, CECE: cancer de eséfago de células escamosas, CRCC: cancer renal de

células claras, CH: cancer hepatico, CN: cancer nasofaringeo, UCSNP: polimorfismo de nucleétido

Gnico.
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La calpaina 9 se ha relacionado con un posible papel como supresor de
tumores en fibroblastos NIH3T3 (Liu, Li and Cohen, 2000) y su baja
expresién como marcador de mal prondstico en pacientes con céncer

gastrico (Song et al., 2016).

La calpaina 6 casi no se detecta en el adulto, siendo su expresion
elevada en céancer de Utero (Skubitz and Skubitz, 2003; Lee et al., 2007,
2008) y en osteosarcoma (Y. Liu et al., 2011; Marion et al., 2012).

Se encontro la calpaina 3 sobreexpresada en melanoma (Weeraratna et
al., 2004), pero otro estudio encontrd su menor expresion como necesaria
para la adquisicion de caracteristicas invasivas (Moretti et al., 2009;
Ruffini et al., 2013).

En cuanto a la calpastatina, su sobrexpresion se asoci6 con mayor
invasion linfovascular en muestras de pacientes con cancer de mama
(Storr, Mohammed, et al., 2011), pero se observé una menor expresion en
adenocarcinoma colorrectal comparado con tejido normal de colon
(Lakshmikuttyamma et al., 2004).

Se estableci6 en varios tipos de cancer que la sobreexpresion de la
calpaina S1 en pacientes es un factor de mal prondstico (Bai et al., 2009;
Cai et al., 2014; P. C. Zheng et al., 2014; Zhuang et al., 2014).

En el caso de las calpainas 1 y 2, en lineas celulares de carcinoma
hepatocelular se observé que eran necesarias para la invasion y metastasis
(Chen et al., 2013), mientras que en microarrays de tejidos de pacientes
se asociaron con peor pronostico en cancer de esofago (Storr et al., 2013)
y de mama (Storr et al., 2012). La sobreexpresion de la calpaina 1 se ha
observado en distintos tipos de tumores tales como schwannomas y
meningiomas (Kimura et al., 1998) o en carcinoma de células renales, en
las cuales se correlacionaba el nivel de sobreexpresion con el grado de

malignidad (Braun, 1999). Ademas, en un microarray de cDNA de
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prostata la calpaina 1 se encontraba sobreexpresada en los estadios
tumorales en comparacion con el tejido sano. Con respecto a la calpaina 2,
varios estudios han reportado la implicacion de esta en el céncer
colorrectal (CCR). Un primer estudio describi6, tanto por
inmunohistoquimica (IH) como por western blot (WB), su sobreexpresion
en muestras tumorales en comparacién con tejido sano de los mismos
pacientes con CCR, (Lakshmikuttyamma et al., 2004). Otros estudios han
implicado a la calpaina 2 en procesos de resistencia a antitumorales. En un
modelo murino de CCR se observd que la calpaina 2 degrada IxBa,
estando este ultimo implicado en la resistencia a irinotecan (Fenouille et
al., 2012). Otro estudio en lineas celulares de CCR también sugiri6 que la
inhibicién de la calpaina 2, en los casos en los que ésta esté
sobreexpresada, podria tener un interesante potencial como diana
terapéutica para reducir la progresién tumoral (Marciel et al., 2017).
Nuevamente se pudo demostrar el papel de la calpaina 2 en la progresion
tumoral mediada por NF-kB. Finalmente, se ha postulado que la calpaina
2 participa en un mecanismo de resistencia a oxaliplatino en lineas
celulares de CCR resistentes a este farmaco mediante un incremento en la
actividad de NOX1 y produccién de ROS (Chocry, Leloup and Kovacic,
2017).

Como vemos, en los estudios referidos, practicamente “solo” se
analizan cambios en niveles de expresion, lo cual no necesariamente se
relaciona con la actividad calpaina. Ademas, en la mayoria de ellos no se
conocen los mecanismos moleculares subyacentes a tal desregulacion, ni
sus efectos. Por ello, es muy importante comprender los sistemas de
reconocimiento de sustratos por las calpainas, las diferencias de su
funcionamiento in vivo e in vitro e inclusive entre los diferentes miembros

de la familia.
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1.5 Reconocimiento de sustratos y funcién de calpainas

1.5.1 In Vitro vs. In Vivo

Como podemos observar, la regulacién de la actividad de las calpainas
es un sistema muy complejo que involucra a muchos participantes, cada
uno con sus caracteristicas funcionales. Ademas, las condiciones
bioguimicas del entorno son muy importantes para la actividad calpaina,
de manera que se pueden marcar diferencias entre eventos que ocurran in
vitro, pero no ocurran in vivo. Este es el caso, por ejemplo, de la
disociacion de la subunidad reguladora o la autolisis de la calpaina como
supuestos mecanismos de activacion de las calpainas. Estos fendmenos
tradicionalmente fueron estudiados in vitro, lo cual gener6 muchas
especulaciones erroneas acerca de su funcion. No obstante, con las
mejoras técnicas, se pudo observar que estos procesos no ocurrian como
mecanismos desencadenantes de la actividad de las calpainas in vivo. De
manera interesante, se observo que la calpastatina era capaz de inhibir las
calpainas 8 y 9 (Lee et al., 1999; Hata et al., 2007) in vitro, pero no in
vivo. De igual forma, la subunidad reguladora calpaina S1 parecia ser
necesaria para la actividad de la calpaina 9 in vitro pero posteriormente se

vio que no ocurria tal asociacion in vivo (Hata et al., 2007).

Las calpainas convencionales tienen un alto porcentaje de homologia
en su estructura primaria, comparten mecanismos de regulacién vy
practicamente todos los sustratos in vitro. Todo esto dificulta méas
entender por qué tienen diferencias de expresion en algunos tipos
celulares, por qué in vivo en algunos casos si que son capaces de
compensar su funcién (Subramanian et al., 2013) pero en otros no
(Rodriguez-Ferndndez et al., 2016) o son incluso contrarias
(Prangsaengtong et al., 2012). Algunas hipétesis apuntaron a que podrian
participar en funciones similares pero respondiendo a diferentes estimulos

(Goll, Thompson and Li, 2003) o incluso otras sugirieron que ambas
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isoformas podrian tener un diferente comportamiento en el

reconocimiento y protedlisis de sustratos (duVerle et al., 2010).

1.5.2 Reconocimiento de sustratos por las Calpainas.

Como se ha comentado, las calpainas no degradan sus sustratos de
manera aleatoria, si no que promueven la adquisicién de nuevas funciones
mediante una proteolisis limitada (moduladora) de estos, que mantienen
dominios intactos. La explicacion es que el sitio activo de las calpainas
tiene unas particularidades estructurales que obligan a que el sustrato esté
en una conformacion completamente extendida para su protedlisis, lo cual

explica su preferencia por regiones flexibles entre dominios.

De esta relacion estructura-funcion se desprende que la actividad
proteolitica de las calpainas depende de factores determinantes en la
secuencia/estructura de sus sustratos, aunque a dia de hoy éstos no estan
todavia del todo claros. Esta situacion realza la importancia de los
programas informaticos a la hora de generar predicciones sobre sitios de
corte de las calpainas en nuevos sustratos (duVerle et al., 2011), ya que
identificarlos de manera experimental seria muy costoso, en términos

tanto temporales como econémicos.

Los primeros estudios experimentales parecieron establecer ciertas
preferencias en los aminoécidos del sitio de corte en base a determinados
sustratos (Sasaki et al., 1984). No obstante, a medida que se extendieron
esa clase de estudios vieron que habia sustratos que no cumplian tal
correlacion. Es mas, se fueron generando indicios de que la protedlisis de
las calpainas dependeria de estructuras mas complejas presentes en
proteinas intactas y no en secuencias de aminoacidos (Sakai et al., 1987;
Stabach et al., 1997). A pesar de que se obtuvieron algunos modelos
correctos, como la importancia de la secuencia contigua al sitio de corte,
ninguno fue capaz de generar una prediccion totalmente precisa y

completa (Tompa et al., 2004; Cuerrier, Moldoveanu and Davies, 2005).
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A dia de hoy hay identificados de manera experimental 368 sitios de
protedlisis por parte de las calpainas en 130 sustratos diferentes (Z. Liu et
al., 2011).

En definitiva, parece no haber una regla completamente universal para
el reconocimiento y corte de todos los sustratos de las calpainas, sino que
hay “posibilidades” o “preferencias” de las calpainas sobre los sustratos.
En este contexto, la especificidad de estas proteasas en su funcién parece
estar marcada por ciertos patrones de la estructura primaria pero sobretodo
definida por estructuras superiores (Shinkai-Ouchi et al., 2016). No
obstante, un mecanismo todavia no comprendido y que necesita ser
explorado en profundidad es la influencia del contexto celular sobre la
funcidén de las calpainas y el reconocimiento especifico de sustratos. Es
mas, en este sentido la localizacion subcelular de las calpainas parece
tener un papel muy importante en la activacion de calpainas y protedlisis
de sus sustratos, lo cual no se tiene en cuenta en los estudios in vitro o en

los estudios de cinética enzimatica.

1.5.3 Localizacidon subcelular y especificidad de reconocimiento de
sustratos de las calpainas

Como se ha mencionado anteriormente, la regulacién de la actividad
de las calpainas es un fenémeno muy complejo que atiende a diferentes
estimulos y que participa en muchas funciones ejerciendo su actividad
sobre una gran variedad de sustratos. Debido a ello, se ha propuesto que la
localizacion subcelular de las calpainas podria ser un mecanismo que
module los efectos de su actividad, limitando o promoviendo su acceso a
determinados sustratos (Storr, Carragher, et al., 2011). En concreto, dada
la capacidad de union a fosfolipidos de membrana de la calpaina (Tompa
et al., 2001), los organulos celulares membranosos podrian ser posibles

objetivos de su localizacién y actividad.
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A. Membrana plasmatica. Apoyaria la hipétesis mas aceptada para
explicar la activacion de la calpainas: seria la de estar, mediante la
unioén a PIP2, en la cercania de donde ocurren los mayores flujos de
calcio celulares, los canales de calcio (Leloup et al., 2010). Ademas,
las calpainas se localizan en la membrana para promover la migracion
celular a través de la proteolisis de proteinas de adhesion (Rodriguez-
Fernandez et al., 2016). Por otra parte, la concentracion de la calpaina
2 en la parte posterior de las células participa en el movimiento de
fibroblastos inducido por la activacién de EGFR (Shao et al., 2006).

B. Mitocondria. Hay diversos registros de las calpainas con localizacion
en el espacio intermembrana de las mitocondrias. Alli, promueven la
apoptosis mediante la protedlisis de mediadores de esta tales como el
factor inductor de apoptosis, AlIF (Garcia, Bondada and Geddes, 2005;
Smith and Schnellmann, 2012; Orrenius, Gogvadze and Zhivotovsky,
2015).

C. Lisosoma. EIl sistema calpaina también ha emergido como un
participante importante en la via de muerte celular mediada por
lisosomas, a través de la desestabilizacion de proteinas como LAMP2a
(lysosomal-associated membrane protein 2A) (Kosenko, Poghosyan
and Kaminsky, 2011; Arnandis et al., 2012).

D. Reticulo endoplasmatico (RE). Los estimulos que causan el estrés del
RE provocan la localizacion en este organulo de las calpainas. En este
sentido, se ha demostrado que tras el estrés del reticulo las calpainas
del RE proteolizan y activan la caspasa 12 induciendo la muerte celular
de manera independiente del citocromo ¢ y de APAF (Nakagawa and
Yuan, 2000; Rao, Ellerby and Bredesen, 2004).

E. Membrana nuclear. Las calpainas también tienen un papel en la muerte
celular mediada por desestabilizacion de la membrana nuclear y
protedlisis de proteinas del complejo del poro nuclear tales como las
proteinas NUP (Arnandis et al., 2014).
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F. Nucleoplasma. Las calpainas pueden modular la actividad de vias de
sefializacion a través de la protedlisis de factores de transcripcién como
AP1 (c-Fos/c-Jun), c-Myc o ATF/CREB, (Watt and Molloy, 1993) o
de la histona H3 (Arnandis et al., 2014) entre otras.

G. Nucleolo. De manera novedosa, la calpaina 3 se ha observado en este
organulo tanto en modelos animales (Tao et al., 2013) como en lineas
celulares (Moretti et al., 2009). En este contexto celular, los estudios
sugieren que esta calpaina podria tener un papel regulador importante
en la progresion del ciclo celular y por tanto de la proliferacion (Guan
etal., 2016).

Como se puede ver, ya no solo se trata de los niveles de expresion de
las calpainas o de la actividad proteolitica, sino que también la
localizacion subcelular donde ejercen la actividad estas proteasas parece

un aspecto crucial para su funcion.

1.6 Funcidn de las calpainas y reconocimiento de sustratos en el
cancer

El sistema calpaina-calpastatina puede ejercer funciones opuestas en el
desarrollo tumoral. Dependiendo del contexto celular, estimulos, estadio
tumoral, etc., podemos encontrar la alteracion de la expresion de las

calpainas, de la calpastatina, etc., con efectos diversos.

El desconocimiento de los factores que determinan el reconocimiento
especifico de los sustratos por parte de las calpainas y su procesado
dificulta la comprension del papel de estas proteasas en los procesos de
transformacion tumoral. A pesar de ello, se han identificado hasta 130
sustratos de calpainas, lo cual explica en cierta manera la gran variedad de
procesos fisioldgicos y patoldgicos en los que participa (Leloup and
Wells, 2011). Estos incluyen: control del ciclo celular en ausencia de
factores de crecimiento (Choi et al., 1997; Janossy et al., 2004), apoptosis

(Squier et al., 1994), migracion e invasion celular (Fan et al., 2009),
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angiogénesis (Su et al., 2004), supervivencia y crecimiento celular bajo
falta de nutrientes (Conacci-Sorrell et al., 2014), proliferacion inducida
por factores de crecimiento como EGF o PDGF (Ma et al., 2011) o
respuesta a antitumorales (Del Bello et al., 2007, Woo et al., 2012) y
resistencia (Libertini et al., 2007).

1.6.1 Calpainas en el desarrollo y la transformacién tumoral

Se ha visto un incremento en la actividad calpaina durante la
transformacién inducida por diversos oncogenes como v-SRC, v-JUN, v-
MYC, k-RAS and v-FOS (Carragher, Fonseca and Frame, 2004). c-MYC y
v-SRC son capaces de incrementar la actividad calpaina inhibiendo la
expresion 'y promoviendo la degradacion respectivamente de la
calpastatina (Carragher et al., 2002; Niapour, Yu and Berger, 2008), lo
cual induce la transformacion tumoral. Un aumento de actividad calpaina
promueve la protedlisis de sustratos como FAK (focal adhesion kinase),
lo cual se ve reflejado en la rotura de las adhesiones focales, menor

adhesién celular y mayor migracion.

En cancer de prostata o de mama la B-catenina es proteolizada por las
calpainas. El producto resultante tiene una mayor estabilidad y, por tanto,
aumenta su actividad nuclear promoviendo la transcripcion de genes
promotores de la transformacion oncogénica (Rios-Doria et al., 2004).
Curiosamente, en CCR ocurre el caso contrario, la actividad calpaina es

necesaria para la degradacion de la B-catenina (Benetti et al., 2005).

El control del ciclo celular es un mecanismo importante para controlar
posibles primeros pasos de transformacion celular. En células de
melanoma vy fibroblastos transformados por citomegalovirus las calpainas
proteolizan dos inhibidores de CDKs (cyclin-dependent kinase), por lo
que permiten la activacion de las ciclinas D y E (Chen, Knutson and
Kurosky, 2001; Delmas et al., 2003) y por tanto la progresion del ciclo

celular.
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1.6.2 Calpainas en supervivencia celular/apoptosis

Ademés de la mas que establecida funcién de las caspasas en la
apoptosis, las calpainas juegan un papel clave en desencadenar las
cascadas de muerte celular, a veces incluso colaborando antes que las
propias caspasas (Del Bello et al., 2007). La interaccion entre ambas
familias de proteasas es compleja ya que las calpainas activan las caspasas
3, 7y 12 pero inactivan la 8 y la 9 (Chua, Guo and Li, 2000; Gafni et al.,
2009; Leloup and Wells, 2011; Moretti et al., 2014).

Como se ha mencionado previamente, las calpainas actlan ademas en
la apoptosis de células tumorales mediada por ciertos agentes
guimioterapéuticos. La accién de estos agentes aumenta la actividad
calpaina que acaba en la proteo6lisis y activacion de diversas caspasas o la
inhibicién de vias de supervivencia (Liu, Xing and Chen, 2009; Kulkarni
et al., 2010). Como excepcion, la inhibicion de la actividad calpaina
potencia la eficacia del bortezomib en lineas celulares de diversos tipos de
cancer (Li et al., 2010). En condiciones de hipoxia y falta de nutrientes las
calpainas pueden proteolizar c-MYC, cuyo producto esta sobreexpresado
en céncer y promueve la supervivencia celular en lineas de CCR
(Conacci-Sorrell et al., 2014). Curiosamente, la degradacién completa de
c-MYC por parte de las calpainas también puede ser un mecanismo de
defensa de las células tumorales para escapar de la apoptosis inducida por
MY C en fibroblastos de rata (Small et al., 2002).

1.6.3 Calpainas en metastasis: migracidn e invasion

Esta caracteristica tumoral es en la que probablemente esté mas claro
el papel de las calpainas, ya que muchos estudios han demostrado un
papel necesario en la progresion metastasica. Es mas, las investigaciones
han establecido una compartimentalizacion en la que las calpainas 1y 2
participan, respectivamente, en el sucesivo proceso de formacion de

complejos de adhesion focal en el frente migratorio de las células y
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desestructuracion de los mismos en la parte posterior de la célula
(Glading, Lauffenburger and Wells, 2002; Franco, 2005) sobre proteinas
como talina, FAK, etc. Las calpainas son capaces de proteolizar multiples
sustratos relacionados con la remodelacion del citoesqueleto y la
movilidad celular como fodrina, vinculina, ezrina, a-actinina, cortactina,
paxilina, etc (Rodriguez-Fernandez et al., 2016). La proteolisis de todos
ellos, salvo el dltimo caso de la paxilina, promueve la migracion (Storr,
Carragher, et al., 2011).

Por ejemplo, en el contexto de transicion epitelio-mesénguima (TEM),
la calpaina 2 proteoliza la E-cadherina, lo cual facilita la invasion tumoral.
Ademas, la sobreactivacion de las calpainas en rabdomiosarcoma otorga
al tumor una alta tasa de invasién. Pero la metastasis no solo se compone
de la movilidad celular, sino que también la capacidad de invasion. Asi, se
ha visto que las calpainas pueden regular la expresion y secrecion de

metaloproteasas, como en el caso de MMP2 y MMP9 (Fan et al., 2009).

1.6.4 Las calpainas en la angiogénesis

Los tumores cuando alcanzan un tamafio macroscopico necesitan un
suministro extra de oxigeno y nutrientes para poder mantener sus
necesidades de crecimiento. Para lograrlo, la familia de los factores
inducible por hipoxia (HIF) promueve la sintesis de nuevos vasos
sanguineos. En condiciones fisioldgicas, el proceso pueden ser regulado
por las calpainas convencionales a través de la protedlisis de HIF (Zhou
et al., 2006; Nanduri et al., 2009). No obstante, en una situacion de
hipoxia que provoca la pérdida de este sistema de regulacion, un
fragmento de filamina A proteolizado por las calpainas interacciona con
HIF, facilitando su localizacion nuclear y la expresion de genes pro-

angiogénicos (X. Zheng et al., 2014).

Las calpainas participan en la angiogénesis, ademas, promoviendo la

migracion de las células endoteliales en respuesta a factores de
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crecimiento (Su et al., 2006). La calpaina 6 es capaz de promover la
angiogénesis mediada por VEGF en células HUVEC (Rho et al., 2008).

1.7 Valor pronéstico y beneficios terapéuticos de la inhibicion
de calpainas

Lo expuesto hasta este momento nos arroja varias incertidumbres a la
hora de establecer un posible valor pronostico y/o potencial terapéutico de
la  inhibicion de las calpainas. Los  mecanismos  de
regulacion/desregulacion en condiciones patoldgicas, asi como sus dianas
no son comprendidos completamente. La mayoria de los datos clinicos
plantean ciertas controversias en sus resultados y se centran en expresion
diferencial de las calpainas, lo cual no necesariamente se relaciona con su
actividad proteolitica (Lakshmikuttyamma et al., 2004). Ademas, aunque
existen algunos mecanismos de inhibicion (inespecifica) de las calpainas,
esto puede ser benéficioso y perjudicial segun la isoforma de la que se

trate y si se esta bajo tratamiento con farmacos antitumorales.

Ademas de lo ya mencionado, la problematica en la inhibicion de las
calpainas radica en que comparten gran similitud estructural y de
funcionamiento con otras familias de proteasas como la papaina. En este
contexto, el posible potencial terapéutico de bloquear las calpainas ha
tenido siempre el mismo problema: el intento de inhibicién sobre el sitio
catalitico altamente conservado. Esto ha generado que los mdltiples
inhibidores que han surgido adolezcan de especificidad ya que no solo
actlan sobre las calpainas sino también sobre algunas catepsinas, la
papaina y otras Cys-proteasas. Realmente, el inhibidor end6geno
calpastatina es el Unico absolutamente especifico de las calpainas
convencionales. Esta caracteristica ha impulsado nuevas estrategias para
mejorar el disefio de estos inhibidores. Asi, gracias al desarrollo de la
biologia estructural, actualmente se estan mejorando los analogos de la

calpastatina, que presentan inhibicion especifica pero todavia no son
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buenos los parametros de estabilidad o de disponibilidad para la célula
(Storr, Carragher, et al., 2011). Otro &rea creciente en este sentido es el
desarrollo de inhibidores alostéricos, los cuales sortearian la problemética
de actuar sobre el sitio catalitico y por tanto de falta de especificidad
(Wang et al., 1996).

Como decimos, el desarrollo clinico de nuevos farmacos destinados a
la familia de las calpainas es un area en gran expansion. Las a-cetoamidas
A-705239 y A-705253 han mostrado prometedores resultados en ensayos
preclinicos (Lubisch et al., 2003; Trumbeckaite et al., 2003). Ademas de
intentar mejorar la problematica de la especificidad de los inhibidores, una
estrategia innovadora, ain en desarrollo, es la de afiadir una “etiqueta
molecular” para dirigir los inhibidores a sitios especificos de interés como

en el masculo o sistema nervioso (Ono, Saido and Sorimachi, 2016).

Por todo ello, resultaria muy importante dilucidar los mecanismos
especificos de regulacion espacial y de reconocimiento de sustrato de las
calpainas para lograr generar terapias antitumorales mas efectivas. En este
sentido, la inhibicidn total de la actividad calpaina podria ser perjudicial,
por lo que seria necesario inhibir tan sélo aquella funcién concreta
responsable de un proceso. Por ejemplo, bloqueando su unién con
cadherina, se podria bloquear la migracion, sin que quedaran afectadas

otras funciones.

En este sentido, aunque mediante un mecanismo no del todo conocido,
se ha demostrado que la calpaina 3 interviene en la degradacion de p53 en
el nucléolo de células de melanoma de una forma independientemente del
proteasoma (Tao et al., 2013). La presencia de calpainas en el nucléolo

podria ser de gran relevancia para el desarrollo o progresion nucleolar.
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2. ELNUCLEOLO

El nucleolo ha sido hasta hace poco tiempo considerado Unicamente
como la “fabrica de ribosomas”. Las técnicas de microscopia avanzada
como el photobleaching en todas sus variantes (FRAP, FLIP) y la
protedmica han revolucionado el estudio del nucleolo y la dindmica de las
proteinas nucleares y nucleolares. En primer lugar, se ha establecido un
proteoma nucleolar de mas de 4.500 proteinas (Yasmeen Ahmad,
Francois-Michel Boisvert, Peter Gregor and Angus, 2009). Esto ha
permitido extender las funciones nucleolares mas all4 de la biogénesis
ribosomal. Asi, se trata de funciones tan variadas como: participacion en
exportacion y degradaciéon de mRNA, biogénesis de algunos snRNA vy
tRNA, secuestro de proteinas reguladoras, control de ciclo celular, sensor
de estrés, dafio al DNA vy diana de la infeccion de determinados virus
(Pederson, 1998; Boisvert et al., 2007; Emmott and Hiscox, 2009). Estos
avances tecnolégicos han permitido observar que el nucleolo es una
estructura altamente dindmica (Andersen et al., 2005) con un constante
transporte de proteinas, tanto residentes como no relacionadas con la
biogénesis ribosomal, desde y hacia el resto de la célula (Olson and
Dundr, 2005; Hernandez-Verdun, 2006).

2.1 Organizacion nucleolar

El nucleolo es el organulo no membranoso donde ocurre la
transcripcion del rDNA, maduracion del rRNA y produccién de los
ribosomas. La observacion al microscopio electrénico del nucleolo

permite distinguir 3 zonas en disposicion concéntrica (Figura 6):

A. Centro fibrilar. Es la zona de localizacion mas interna, en ella se
encuentran componentes de la maquinaria transcripcional como la

RNA polimerasa | o la proteina UBF.
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B. Componente fibrilar denso. Rodea la zona anterior y es donde se
encuentran las proteinas que participan en el procesado temprano del
rRNA, como la metiltransferasa fibrilarina. Se cree que en la frontera
de estas 2 zonas ocurre la transcripcion del rDNA.

C. Componente granular. Es la zona més externa y cuenta con multitud de
granulos de ribonucleoproteinas (Raska, Shaw and Cmarko, 2006). En
ella, se produce la maduracion tardia de las particulas ribosomales por

proteinas como la nucleolina (Tajrishi, Tuteja and Tuteja, 2011).

Figura 6. Ultraestructura del nucleolo en el microscopio electronico (Sirri, Hernandez-
Verdun and Roussel, 2002). Se distinguen los 3 compartimentos: FC= centros fibrilares,
DFC= centros fibrilares densos, GC= componente granular.

La formacion del nucleolo se produce por el agrupamiento de las
regiones organizadoras de nucleolo (NORs) que, en el caso de los
mamiferos, ocurre al final de la mitosis y se mantiene durante la interfase
del ciclo celular. En humanos, las NORs se encuentran en los brazos
cortos de los 5 cromosomas acrocentricos (los nimeros 13, 14, 15, 21y
22), por lo que potencialmente podriamos tener hasta 10 nucleolos. No
obstante, su nimero suele ser entre 1 y 3 tras sufrir la fusion de varias

NORs o por mas mecanismos desconocidos (Lam and Trinkle-Mulcahy,
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2015). En las NORs se encuentran ademas los genes ribosomales que se
distribuyen como repeticiones en tdndem de aproximadamente 400
unidades ribosomales.

En la mayoria de las especies, incluidos mamiferos, cada una de estas
unidades esta4 conformada por las secuencias codificantes para el rRNA
18S, 5.8S y 28S, las secuencias transcribibles externa (external
transcribed spacers, ETS) e interna (internal transcribed spacers, ITS) y
por el espacio intergénico (IGS) que no se transcribe a rRNA (Figura 7).
En humanos, el transcrito primario, el 47s pre-rRNA, sufre sucesivos
procesamientos para generar las formas maduras de los rRNA, y su
posterior ensamblaje con las proteinas ribosomales para la formacion de

los ribosomas.
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Figura 7. Esquema general de los genes ribosomales humanos y sus transcritos. Cada
una de las unidades repetitivas del rDNA, tras la transcripcion por la RNA polimerasa I,
sufre sucesivas y diversas modificaciones hasta generar los rRNA maduros definitivos que

formaréan parte de las subunidadades ribosomales.
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2.2 Regulacion y principales vias de seializacion implicadas en
la biogénesis ribosomal

Dentro de la enorme variedad de procesos que ocurren en las células en
fase de crecimiento y proliferacion, la biogénesis ribosomal es con
diferencia el mas caro energéticamente para la célula. Tanto es asi que la
demanda de ribosomas puede alcanzar entre 1 y 2 millones de ribosomas
por ciclo celular para mantener la capacidad de sintesis de proteinas
(Grummt, 2010). Por ello, ante la importancia superlativa del proceso,
debe existir un control que lo regule estrechamente por mdltiples vias y
gue sea sensible a los cambios del entorno. En este sentido, esta
establecido que un ambiente celular con presencia de nutrientes y factores
de crecimiento promueve notablemente la biogénesis ribosomal, mientras
gue condiciones que afectan al crecimiento y proliferacion celular, como
estrés, ausencia de mitégenos o dafio al DNA, disminuyen o incluso
paralizan el proceso (Mayer, Bierhoff and Grummt, 2005; Hoppe et al.,
2009).

A. Componentes de la maquinaria basal de transcripcién. El inicio de la
transcripcion del rDNA requiere el ensamblaje de un complejo
multiproteico formado por la RNA polimerasa | y un gran ndmero de
proteinas variadas asociadas (Kupriyanova and Ryskov, 2016). El
complejo preiniciacion (PIC) est4d formado por: el selective factor
(SL1), el transcription initiation factor IA (TIF-IA) 0 RRN3 vy el
upstream binding factor (UBF). SL1 a su vez se compone de la TATA-
box binding protein (TBP) y factores asociados a TBP (TAFs) (Comai,
2004; Raska, Shaw and Cmarko, 2006).

B. Proteinas reguladoras de la transcripcion. La naturaleza repetitiva del
rDNA promueve que se vea sujeta a dos grandes tipos de regulaciones

(solapantes) a corto y a largo plazo:
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b.1. Regulacion a corto plazo. Se altera la tasa de transcripcion de cada
una de las unidades repetitivas (genes) mediante modificaciones
reversibles de algunos de los componentes del PIC en los genes ya
activos. Las modificaciones reversibles son en su amplia mayoria
fosforilaciones llevadas a cabo principalmente por las vias
RAS/RAF/MEK/ERK y PI3K/AKT/mTOR. Estas vias actGan como
intermediarios entre el ambiente extracelular (disponibilidad de
factores de crecimiento/nutrientes) y las necesidades de crecimiento y

proliferacion celular.

b.2. Regulacién a largo plazo. Se modifica el nimero de esas unidades
transcribibles (activas) mediante cambios epigenéticos (Drygin, Rice
and Grummt, 2010).

2.2.1 Via RAS/RAF/MEK/ERK

Puede regular la transcripcion de la RNA polimerasa | mediante
fosforilaciones sobre varios de estos componentes antes mencionados. Por
ejemplo, tras la activacion por un mitégeno, ERK fosforila y activa UBF
en las Thr 117 y 201 que promueven la transcripcién (Stefanovsky et al.,
2001). Ademas, a través de la misma estimulacion proliferativa también se
produce la fosforilacion de TIF-IA (RRN3) en los residuos de Ser 633 y
649 por las quinasas ERK y RSK respectivamente, con el consiguiente
aumento notable de la transcripcion del rDNA (Zhao et al., 2003) (Figura
8).

2.2.2 Via PI3K/AKT/mTOR

Esta via tiene la capacidad de regular las necesidades de crecimiento y
division celular segun la disponibilidad de nutrientes y factores de
crecimiento de la célula en su entorno. Entre los diversos componentes de
la via, mTOR es a su vez el punto convergente de diversas vias que

perciben el estado energético de la célula, los nutrientes del
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microambiente celular, factores de crecimiento, aminoacidos, etc a partir
de los cuales es capaz de tomar decisiones sobre si, entre otras, continuar
0 no con la biogénesis ribosomal. Por ejemplo la inhibicién de mTOR por
rapamicina disminuye la fosforilacion de la Ser 44 y aumenta la de la Ser
199 de TIF-1A, lo cual en su conjunto puede inactivarlo y por tanto
perjudica a la formacion de PIC en el promotor del rDNA (Mayer et al.,
2004) (Figura 8).
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Figura 8. Regulacién de la transcripcion ribosomal por vias de sefalizacion.
Componentes de las vias de sefializacion RAS/RAF/MEK/ERK y PI3K/AKT/mTOR
activan o inhiben la biogénesis ribosomal mediante diversas fosforilaciones en la
maquinaria de transcripcion.

Ademas, mTOR estimula la transcripcion de la RNA polimerasa I, en
parte por la fosforilacion del extremo carboxilo terminal de UBF (Hannan

et al., 2003), lo cual promueve su interaccion con SL1. Otros miembros de
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la via también tienen funciones: PTEN reprime la transcripcion por
promover la disociacién de SL1 (Zhang, Comai and Johnson, 2005) o
AKT activa la RNA polimerasa | en varios niveles (Chan et al., 2011).

2.3 La biogénesis ribosomal en células tumorales

Ya en 1896, el patdlogo italiano Giuseppe Pianese advirtié que las
células tumorales tenian nucleolos de gran volumen en comparacion a las
células normales. Esta observacién resalta el hecho de que la estructura
nucleolar es un reflejo del nivel de actividad de la biogénesis ribosomal,
es decir, células con alta tasa de crecimiento y proliferacion cuentan con

uno o mas nucleolos de gran tamafio (Raska, Shaw and Cmarko, 2006).

La principal particularidad en células tumorales es que la tasa de
biogénesis ribosomal es independiente del entorno extracelular. Esto es, la
activacion constitutiva de las vias de regulacion de la biogénesis
ribosomal hace que las células tumorales se vuelvan “auto-suficientes”. La
alta tasa de biogénesis ribosomal por la sobreactivacion de sus vias
reguladoras genera un desequilibrio que en situacion de homeostasis esta
contrarrestado por genes supresores de tumores que disminuyen o
inactivan esta funcién como pRB, p53, ARF, PTEN (Tsai and Pederson,
2014).

2.3.1 La biogénesis ribosomal en células tumorales: oncogenes y genes
supresores de tumores

A. Oncogenes. El factor de transcripcién c-MYC, sobreexpresado en
varios tipos de cancer, no pertenece estrictamente a ninguna de las vias
de sefializacion principales que regulan la biogénesis ribosomal, pero
se puede ver influido por ellas y tener claramente un papel como
modulador de esta actividad. Su asociacién con el complejo SL1
promueve su localizacion en el promotor del rDNA e incremento en la

sintesis ribosomal. Ademas, c-MYC promueve la expresion de UBF,
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varias proteinas ribosomales y factores que participan en el procesado
tardio del rRNA (Drygin, Rice and Grummt, 2010). La nucleofosmina
(NPM) es una de las proteinas que participa en la maduracion del
rRNA y de las mas abundantes del nucleolo. Se encuentra
sobreexpresada en varios tipos de cancer y se ha visto que incrementa
los niveles de uno de los componentes del complejo SL, asi como su
capacidad de estimular la proliferacion de células transformadas
(Grummt, 2010) (Figura 9).

. Genes supresores de tumores. EI llamado guardian del genoma, p53, es
un actor principal como sensor del estrés nucleolar que puede incidir
sobre el destino vital de la célula. No obstante, también ejerce un papel
directo sobre la maqguinaria de transcripcion ribosomal ya que tiene una
interaccién directa sobre componentes del complejo SL1, de modo que
interfiere con la formacion de PIC. En gran cantidad de tipos de
cancer, p53 se encuentra inactivado por mutaciones (sustituciones o
deleciones) por lo que la biogénesis ribosomal se ve promovida.

La acumulacion del retinoblastoma (pRB) en el nucleolo de
celulas diferenciadas o en parada de ciclo celular disminuye la sintesis
de rRNA (Voit, Schafer and Grummt, 1997) principalmente por su
interaccion con UBF.

PTEN bloquea la formacion de PIC promoviendo el
desensamblaje del complejo SL1.

El supresor de tumores ARF (alternative reading frame-p14 ARF
en humanos), impide la fosforilacion de UBF por lo que bloquea la
formacion de PIC, lo cual disminuye la biogénesis ribosomal (Ayrault
et al., 2004) (Figura 9).
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Figura 9. Oncogenes y supresores de tumores controlando la transcripcion de la
RNA polimerasa . Los oncogenes activan la biogénesis ribosomal promoviendo
expresion de factores de transcripcion y su interaccion con el rDNA mientras que los
supresores de tumores interfieren con las interacciones necesarias para la iniciacion de la

transcripcion. HDM2: Human double minute 2.

2.4 El nucleolo como regulador de la homeostasis: vias de
respuesta al estrés

Como se ha mencionado previamente, el nucleolo es un organulo
donde convergen muchas vias de sefializacion que transmiten importante
informacién del entorno celular. Tanto es asi que un nuevo papel ha
surgido respecto al nucleolo en los ultimos tiempos: la alteracion de la
homeostasis celular por varios tipos de estrés desencadenan la Ilamada
“via de vigilancia nucleolar”. Esta via, segin el grado y duracion del

estrés, en la mayoria de los casos puede provocar parada de la biogénesis
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ribosomal o del ciclo celular, desintegracién de la estructura nucleolar,
activacion de p53 y en casos méas extremos, apoptosis (Rubbi and Milner,
2003; Donati, Montanaro and Derenzini, 2012; Golomb, Volarevic and
Oren, 2014).

Ademas, existen tipos de estrés muy variados que no necesariamente
se han generado en el nucléolo (Audas, Jacob and Lee, 2012a; Jacob et
al., 2013). De hecho, la desorganizacion nucleolar previa no es un
requisito imprescindible para que se genere la respuesta nucleolar al estrés
(Fumagalli et al., 2009).

A partir de los diversos tipos de estrés a los que puede estar sometida
la célula, se generan respuestas locales en el nucleolo y/o que
comprometen a toda la célula. Entre estos ultimos, y si el dafio celular es
demasiado prolongado, se puede desencadenar la muerte celular. En este
caso, la mayoria de los eventos involucran al eje ARF/HDM2/p53 (Figura
10).

En condiciones normales, los niveles de p53 son bajos ya que se
promueve su constante salida del nucleo y degradacion. Esta accion la
lleva a cabo HDM2, una E3 ligasa que promueve su poliubiquitinacion
para ser reconocido y degradado por el proteasoma (Lee and Gu, 2010).
En esta situacion, ARF se mantiene “secuestrado” en el nucleolo, lo cual

es un mecanismo dependiente de una transcripcion ribosomal activa.

Tras la exposicion a estrés, la mayoria de los mecanismos de
proteccion de la célula se basan en intentar interferir con esta interaccion
de HDM2 con p53 (Moll and Petrenko, 2003) y asi permitir que éste

ejecute sus funciones correctamente.

Ademés, la desorganizacion nucleolar en respuesta al estrés puede
llevar a la liberacién de muchas proteinas al nucleoplasma. Entre ellas se

encuentra ARF, que es capaz de unirse e inhibir HDM2, con lo que
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aumenta notablemente los niveles de p53 en la célula para activar la via de
apoptosis (Llanos et al., 2001). No obstante, esta interaccion puede ocurrir
en el nucleolo todavia ensamblado (Weber et al., 1999).

Sin estrés Estrés nucleolar
Farmacos antitumorales
Faltadenutrientesy/o
factores decrecimiento

Bloqueode:
TranscripcionderRMNA

ProcesamientoderRENA

EnsamblajederRNA

Liberacionde
riboproteinas

Degradacionde pa3

Estrés oncogénico
@) Activaciondeoncogenes:
RAS, MYC
b} Infeccionviral

Acumulacionde p53

Figura 10. Via de estrés: el nucleolo como sensor. En ausencia de estrés, ARF y las
proteinas ribosomales (PR) se mantienen confinadas en el nucleolo, por lo que HDM2
promueve la ubiquitinacion de p53 para su posterior degradacion. En presencia de estrés se
desencadenan mecanismos que interfieren con la actividad de HDMZ2. En la mayoria de los
casos ocurre la desestructuracion del nucleolo, lo que provoca la liberacion de PR y ARF,
entre otras, que se unen a HDM2 y por tanto previenen la degradacion de p53. La
acumulacion de p53 lleva a la parada del ciclo celular y/o la apoptosis (Rubbi and Milner,
2003).

También en respuesta a estimulos de estrés, varias proteinas
ribosomales se translocan al nucleoplasma y se unen a HDM2,
promoviendo la acumulacion de p53 e induccion de su programa de

parada de ciclo o apoptosis (Russo and Russo, 2017).
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2.4.1 El nucleolo como regulador de la homeostasis: tipos de estrés y
respuestas

Los diferentes tipos de estrés que pueden actuar sobre las células,
ademas de cambios méas globales, suelen ir acompafiados por cambios en
la organizacién y composicion del nucleolo (Boulon et al., 2010). Asi,

existen basicamente dos tipos de reorganizaciones en el nucleolo:

A. Desorganizacion. Se provoca una separacion o “desconexion” entre los
sitios de transcripcion y procesado del rRNA (Louvet et al., 2005).
Esta situacion ocurre tras la inhibicion de la RNA polimerasa Il o por
inhibidores de algunas quinasas como CK2 y genera una estructura con
forma de “collar” (Hernandez-Verdun, 2006).

B. Segregacion nucleolar. Puede ocurrir la agregacion y posterior
separacion del FC y del GC, quedando el primero en la periferia
formando los caps alrededor de una zona central compuesta por el
segundo (Boulon et al., 2010). Este Gltimo caso esta bien documentado
tras el dafio al DNA (por ejemplo, por radiacién UV) o la inhibicion de
la transcripcion (clasicamente por dosis bajas de actinomicina D)
(Assfalg et al.2017).

Ademas, la alteracion especifica de la biogénesis ribosomal (por
ejemplo, por la falta de expresion de alguna proteina ribosomal) promueve
la desorganizacion del nucleolo y posterior liberacion de proteinas

ribosomales al nucleoplasma (Zhang and Lu, 2009).

Las infecciones viricas también provocan cambios en el proteomay la
morfologia nucleolar, como un incremento en tamafio tras la infeccion por

coronavirus (Hiscox, 2007).

El choque térmico por temperatura alta bloquea la sintesis ribosomal
(Liu, Liang and Tartakoff, 1996) y genera la desorganizacion nucleolar.
En cuanto al estrés por hipoxia, se bloguea la biogénesis ribosomal

(Mekhail et al., 2006) y el nucleolo sufre una reorganizacion (reversible)
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en la que pierde su estructura tripartita. En su lugar, se genera una nueva
subestructura donde son retenidas diversas proteinas citosolicas para
regular su actividad. Se trata de un complejo molecular llamado centro de
detencién (Jacob et al., 2013), el cual es generado por la actividad del
RNA derivado de la transcripcion del 1GS del rDNA (Audas, Jacob and
Lee, 2012a).

La ausencia de nutrientes y factores de crecimiento provoca la
disminucién de la biogénesis ribosomal como mecanismo de ahorro de
procesos metabdlicamente costosos (Hoppe et al., 2009; Zhou et al., 2009;
Tanaka et al., 2010).

2.5 El nucleolo como nueva diana de farmacos antitumorales

Como vemos, existen importantes vias activadas por factores de
crecimiento que convergen en la activacion de la RNA polimerasa |. Por
tanto, en caso de algun desequilibrio en los ajustados sistemas de control
de la RNA polimerasa | como ocurre en diversos tipos de cancer, puede

dar lugar a una sobreactivacion de la transcripcion ribosomal.

Por otra parte, el “sistema de vigilancia nucleolar” controla el
funcionamiento celular de manera que, en caso de estrés, se promueve la

parada del ciclo celular y como medida mas drastica, la apoptosis.

Por todo ello, el nucleolo ha emergido como una nueva e interesante
diana terapéutica de los procesos tumorales (Tsai and Pederson, 2014;
Lam and Trinkle-Mulcahy, 2015).

Existen desde hace mucho tiempo varios farmacos antitumorales que
bloguean la  biogénesis ribosomal. Estos son los agentes
quimioterapéuticos clasicos como el cisplatino, la actinomicina D, el 5-
fluoruracilo o incluso algunos méas modernos como la rapamicina. El

problema con estos farmacos es su falta de especificidad, utilizando
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mecanismos comunes que actuan tanto sobre el DNA nuclear como sobre
el nucleolar. Asi, los intentos de explotar especificamente el nucleolo
como diana terapéutica no fueron exitosos hasta hace muy poco tiempo
con el descubrimiento de la 9-hidroxielipticina. Este es un derivado de un
antiguo antitumoral inespecifico, que inhibe especificamente la actividad
de la RNA polimerasa | (Andrews et al., 2013).

Dos nuevas moléculas de disefio han demostrado actividad especifica
inhibitoria sobre la biogénesis ribosomal: CX-3543 y CX-5461.

El CX-3543 (quarfloxin) inhibe la elongacion de la transcripcion del
rDNA previniendo la interaccién estabilizante entre la nucleonina y
regiones ricas en guanina (G-quadruplex) del rDNA, lo cual lleva a la

apoptosis (Drygin et al., 2009).

El CX-5461 impide la unién de SL1 al promotor del rDNA y por tanto
el inicio de la transcripcion (Drygin et al., 2011). Este agente mostré una
inhibicién mucho mas alta para la RNA polimerasa | que para la Il y la Ill

y para lineas tumorales que para células normales (Bywater et al., 2012).

El dltimo de los compuestos especificos se denomina BMH-21 y se
cree que se intercala en zonas ricas en GC como la actinomicina D.
Ademas, BMH-21 inhibe la biogénesis ribosomal mediante la induccion
de la degradacion de RPA194, una de las subunidades de la RNA
polimerasa | (Peltonen et al., 2014).
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3. EL CANCER COLORRECTAL

El cancer es una de las mayores causas de muerte en el mundo segln la
Organizacion Mundial de la Salud, solo tras las enfermedades
cardiovasculares. Esta situacion convierte el cancer en una importante
amenaza global con importantes costos tantos econémicos como sociales.
Teniendo en cuenta ambos géneros, el cancer de pulmoén es el de mayor
incidencia en el mundo (en el afio 2012), seguido del cancer de mamay el
cancer colorrectal (CCR). Este ultimo cuenta con una incidencia de
1.400.000 nuevos casos y es el cuarto en cuanto a mortalidad (700.000

fallecimientos).

Si observamos la estadistica espafiola (ambos géneros conjuntamente)
las cifras son peores, ya que representa el tipo de cancer con mayor
incidencia y segundo en mortalidad (Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M,
Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, Parkin DM, Forman D, 2013).

3.1 Principales vias de sefalizacion implicadas en la progresion
del cancer colorrectal

En el CCR se han identificado multiples mutaciones en componentes
de vias de sefalizacion tan importantes como las de las MAPK,
RAS/RAF/MEK/ERK o la via de PI3K/AKT/mTOR (Forbes et al., 2017).
Entre los genes con mayor frecuencia de mutacion se encuentran PIK3CA
(18 %) y KRAS (30 %) que codifican para la quinasa PI3K y la GTPasa
KRAS respectivamente.

Las mutaciones en la PI3K se localizan principalmente en el ex6n 9
(E545K, 28%) y en el exdn 20 (H1047R, 21%) (Bardelli, 2015), las cuales
generan un incremento en la actividad catalitica que a su vez aumenta la
sefializacion intracelular y la transformacion oncogénica (Kang, Bader
and Vogt, 2005). La sobreactivacion de la PI3K puede provenir tanto de

mutaciones activadoras de la propia quinasa o de mutaciones
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inactivadoras y deleciones del supresor de tumores PTEN (también
habituales).

Las proteinas RAS oscilan en un continuo ciclo entre la forma de union
a GDP y la unida a GTP, que corresponden a los estados inactivo y activo
respectivamente. Existen mdltiples miembros de la familia RAS, pero
Gnicamente mutaciones en HRAS, NRAS y KRAS se han relacionado con
la aparicion de cancer. A su vez, HRAS es méas frecuente en cancer de
vejiga, NRAS en leucemias mieloides y KRAS destaca muy notablemente
en cancer de pancreas y cancer colorrectal. EI 90 % de las mutaciones de
KRAS en CCR son en el exén 1 (codén 12 y 13: G12D, G12V y G13D) y
menos del 5% en el exén 2 (cododn 61). Los estudios moleculares llevaron
a identificar que las mutaciones en G12, G13 y Q61 (en las regiones
switch 1y 2) bloguean su capacidad de hidrélisis de GTP tanto intrinseca
como mediada por GAPs, por lo que KRAS permanece constantemente en
su forma activada (unida a GTP) (Rajalingam et al., 2007; Prior, Lewis
and Mattos, 2012; Zenonos and Kyprianou, 2013).

3.2 Regulacion de la actividad de las vias de sefializacion de
KRAS y PI3K

La regulacién de las principales vias de transformacion tumoral en
CCR es de gran relevancia dado las multiples funciones celulares en las

gue participan como crecimiento celular, proliferacion, apoptosis, etc.

Un grado de complejidad en la sefializacion de estas vias son los
maultiples mecanismos de control de su actividad. Principalmente la via de
las MAPKSs se analiza tradicionalmente como una cascada de sefializacion
lineal y unidireccional pero realmente tiene una compleja red de
interacciones con otras proteinas (fosfatasas, quinasas, adaptadoras) y
otras vias (PI3K/AKT/mTOR).
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Una caracteristica de las vias RAS/RAF/MEK/ERK vy
PIBK/AKT/mTOR es que cuentan con una regulacion mutua, es decir, la
sefializacion en uno de los médulos se entrecruza con la actividad de la

otra via (Figura 11).
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Figura 11. Entrecruzamiento de las principales vias de sefializacion en CCR. Las vias
de RAS/RAF/MEK/ERK y PI3K/AKT/mTOR cuentan con varios eventos de regulacion
mutua que agregan complejidad a la sefializacion de las vias. Las flechas negras hacen
referencia a la sefializacion dentro de cada via y las rojas a la que ocurre entre ellas.

La interaccion mas directa que tienen ambas vias es entre RAS y la
subunidad catalitica p110 de la PI3K, por el cual ésta también puede ser
reclutada a la membrana y activada (Zenonos and Kyprianou, 2013). Lo
mas comun no obstante, son eventos de fosforilacion como el que ejerce
AKT sobre la Ser 259 de RAF-1 inhibiendo su actividad (Castellano and
Downward, 2011). Ademas, ERK 1/2 y RSK1 (uno de sus multiples
substratos) promueven la fosforilacion (Ser 664 y 1798 respectivamente)
y blogueo de la actividad inhibidora de TSC2 sobre mTORC1 por
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disociacién del complejo TSC1/TSC2. Ambas quinasas también son
capaces de fosforilar y activar RAPTOR, una proteina esencial del
complejo mTORC1 (De Luca et al., 2012).

El entrecruzamiento de las vias tiene consecuencias muy importantes
desde el punto de vista del desarrollo de la progresiéon tumoral y desde el
punto de vista clinico, en la eleccién y éxito de los posibles tratamientos
antitumorales. Gran cantidad de estudios en los Gltimos tiempos han
demostrado que cuando hay activacién de ambas vias, la inhibicion de
solo una de ellas desencadena mecanismos de compensacion gque hacen
que la otra via se vea estimulada (Temraz, Mukherji and Shamseddine,
2015). Por ello, multitud de ensayos pre-clinicos y clinicos de primera
fase han comprobado que la inhibicion simultanea de ambas vias es la
forma mas eficaz de lograr el efecto antitumoral deseado (Carracedo et
al., 2008; Sos et al., 2009; Renshaw et al., 2013; Dogan Turacli, Ozkan
and Ekmekci, 2015). Inclusive, se ha visto esta respuesta mas efectiva en
ciertos modelos tumorales en los que coexistian 2 de las mutaciones mas
comunes en PI3K y KRAS (Engelman et al., 2008; Wee et al., 2009).

3.3 Mutaciones y resistencias a farmacos antitumorales

La relevancia de la via del EGFR en el desarrollo de distintos tipos de
cancer entre los que se encuentra el CCR, identificaron al EGFR como
una importante diana terapéutica. Los ligandos de EGFR aparecen sobre-
expresados en un elevado porcentaje de pacientes con CCR (Guo et al.,
2011). Las terapias antitumorales con anticuerpos monoclonales tales
como cetuximab y panitumumab, han resultado ciertamente eficaces en el
tratamiento del CCR. Estos anticuerpos bloquean la unién de los ligandos
al dominio extracelular del EGFR y por tanto impiden que se desencadene

la sefializacion pro-tumoral.
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A pesar del progreso alcanzado en los Gltimos afios en el tratamiento
del CRC, con un aumento en la tasa de supervivencia media de 24-28
meses, la supervivencia a los 5 afios sigue siendo bastante baja,

aproximadamente un 10 %.

Multiples ensayos clinicos observaron que solo los pacientes con
KRAS tipo salvaje se beneficiaban del tratamiento con los anticuerpos
anti-EGFR (Michel et al., 2010). Aquellos pacientes con mutaciones en
KRAS en los codones 12, 13 y 61 poseian una forma constitutivamente
activa y resistente a estos antitumorales. Como consecuencia, en las guias
clinicas se ha estipulado que antes de la decision de adoptar cetuximab o
panitumumab como terapia en los pacientes con CCR se debe testar el

estado mutacional de KRAS.

A raiz de este hallazgo se generaron gran cantidad de estudios que
intentaban determinar si otros componentes de la via de sefializacion de
EGFR podrian también estar relacionados con resistencias a tratamientos,
prondstico, etc. Se propusieron multiples mecanismos como mutaciones
secundarias, activacion de vias de sefializacion alternativas, amplificacion

de alteraciones downstream de la misma via (Tan and Yu, 2013).

Las investigaciones sobre BRAF en pacientes metastasicos con
cetuximab como tratamiento no alcanzaron a ser concluyentes sobre si
podria tener un papel predictor negativo (Di Nicolantonio et al., 2008;
Laurent-Puig et al., 2009; Siena et al., 2009).

Se ha intentado también vincular la sobreactivacion de la PI13K con la
respuesta a cetuximab o panitumumab en pacientes con CCR. Sin
embargo, los resultados no han sido capaces de validar esta asociacion de

manera consistente (Michel et al., 2010; Heinemann et al., 2013).

Como vemos, solo las mutaciones en KRAS han adquirido la robustez

suficiente como para confirmar su valor de prediccion negativa en el
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tratamiento con los farmacos anti-EGFR. Es mas, estudios retrospectivos
sugirieron también posibles diferencias entre las mutaciones del codon 12
y 13 en cuanto a su caracter predictivo en la respuesta al tratamiento. En
algunos ensayos clinicos se observé que los pacientes con la mutacion
KRAS G13D tratados con cetuximab tenian mejor respuesta al
tratamiento comparado con otras mutaciones de KRAS, mejorando tanto
la tasa de supervivencia libre de progresion como la supervivencia global
(De Roock et al., 2010; Zenonos and Kyprianou, 2013).

Los resultados de estos ensayos son muy importantes porque los
pacientes con esta mutacion no tienen indicado en la actualidad el
tratamiento con los farmacos anti-EGFR. Sin duda, estos datos obligan a
revisar una mayor cantidad de estudios clinicos para poder concluir si los
pacientes con esta mutacion podrian beneficiarse o no de los tratamientos

existentes.

Como consecuencia del importante papel de KRAS vy su relevancia en
la supervivencia de los pacientes con CCR, no es de extrafiar que se hayan
volcado enormes esfuerzos para intentar inhibir directa o indirectamente a
RAS (Cox et al., 2014).

Por todo ello, en el CCR es muy importante buscar mecanismos
alternativos en los que converjan las principales vias de sefializacion para
poder obtener algun beneficio terapéutico. En la bisqueda de efectores
comunes en el CCR como nuestro modelo de estudio, nosotros nos hemos
centrado en las calpainas y la regulacion de su localizacion y actividad

como posibles mecanismos relacionados con la progresion tumoral.
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OBIJETIVOS

Se ha descrito la participacion de las calpainas en varios tipos de
cancer incluyendo el cancer colorrectal, aunque su papel no esta del todo
claro. El objetivo global de este proyecto de tesis es determinar el papel de
la calpaina 2 en el cancer colorrectal y su dependencia de su distribucion
subcellular y del estado mutacional de KRAS.

Para ello, se utilizaran como modelo tres lineas isogénicas de cancer
colorrectal humanas con PI3K mutada y diferente estado mutacional de
KRAS: DLD1 con un alelo KRAS salvaje y otro mutado (WT/ G13D),
DMUT con un alelo KRAS mutado y el otro delecionado (G13D/-), y la
linea DWT7, con un alelo KRAS salvaje y el otro delecionado (WT/-).

Con este fin, se plantearon varios objetivos especificos:

1. Localizacion subcelular de las calpainas convencionales en células
de cancer colorrectal: posible distribucién diferencial especifica de

isoforma atendiendo al tipo celular.

2. Estudio de la regulacion de la distribucion de calpainas dependiente
del estado mutacional de KRAS: expresion, mecanismos de

translocacion y/o activacion.

3. Relacién entre la distribucion y la funcion de calpainas en células
de céancer colorectal: estudio de los mecanismos moleculares

determinantes de su funcion.
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MATERIAL Y METODOS

1. REACTIVOS Y ANTICUERPOS UTILIZADOS

Los inhibidores de la PI3K (LY294002) y la RNA polimerasa |
(CX5461) se adquirieron de Calbiochem. Los inhibidores de MEK
(UO126) y de las calpainas (calpeptin) se compraron a Promega y Sigma
respectivamente. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es de R&D
Systems. Los anticuerpos utilizados se describen en la Tabla 3, asi
como sus concentraciones optimizadas en las diferentes técnicas

utilizadas.

Tabla 3. Listado de anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Aplicacion Dilucién Referencia
Calpaina 1 wWB 1/1000 ab39170, Abcam
Calpaina 1 IF 1/200 ab39170, Abcam
Calpaina 2 WB 1/1000 2539, Cell

Signaling
Calpaina 2 IF 1/25 2539, Cell
Signaling
. 2539, Cell
Calpaina 2 IP 3 ug Signaling
NB300-269,
Fibrilarina WB 1/2000 Novus
Biologicals
NB300-269,
Fibrilarina IF 1/50 Novus
Biologicals
o-Tubulina WB 1/5000 ab52866, Abcam

Nucleolina IF 1/1000 ab22758, Abcam

- Active Motif,

Histona H3 IF 1/1000 39763

. MA3-944,
Calpastatina WB 1/1000 Thermo Fisher
. MA3-944,

Calpastatina IF 1/25 Thermo Fisher

Calpaina S1 WB 1/2000 ab28237, Abcam

Calpaina S1 IF 1/200 ab28237, Abcam

WB = western blot, IF = inmunofluorescencia, IP = inmunoprecipitacion
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2. TAMPONES UTILIZADOS

A. RIPA:

1.8 mM NaH,PQO,, 8.4 mM Na,HPO,, SDS 0.1 % (p/v), Triton-X100 1 %
(v/v), 0.1 M NacCl, Deoxicolato sédico 0.5 %.

B. Tampon de carga 5x:

50 % glicerol v/v, 10 % SDS, 25 % [3 -mercaptoetanol y 0.05 % de azul
bromofenol en tampo6n Tris-HCI 0.3 M pH 6,8.

C. Tampon de electroforésis:

25 mM pH 8.3 Tris-HCI; 192 mM glicina, 0.1 % SDS (p/v).

D. Tampon de transferencia:

25 mM pH 8.3 Tris- HCI, 192 mM glicina y 20 % metanol (v/v).

E. Tampodn de dilucién ChlP:

165 mM NaCl, 0.01 % SDS, 1.1 % Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 16.7
mM Tris-HCI, pH 8.0.

F. Tampon de baja salinidad ChlP:

150 mM NacCl, 0.5 % Deoxicolato Sédico, 0.1 % SDS, 1 % Nonidet P-40,
1 mM EDTA, 50 mM Tris—HCI.

G. Tampon de alta salinidad ChlP:

500 mM NacCl, 0.5% Deoxicolato Sédico, 0.1 % SDS, 1 % Nonidet P-40,
1 mM EDTA, 50 mM Tris—HCI.

H. Tampodn LiCl:

250 mM LiCl, 0.5 % Deoxicolato Sédico, 0.1 % SDS, 1 % Nonidet P-40,
1 mM EDTA Yy 50 mM Tris-HCI.

I. Tampon TE:

0.25 mM EDTA, 10 mM Tris—HCI.

J. Tampdn de elucion:

1 % SDS, 100 mM NaHCO3.
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3.  LINEAS CELULARES Y MANTENIMIENTO EN CULTIVOS

Las lineas celulares que constituyen nuestro modelo de estudio
corresponden a tres lineas de cancer de colon humano. Fueron adquiridas
del GRCF Biorepository and Cell Center de la Universidad Johns
Hopkins y son: DLD1 (PI3K E545K/WT, KRAS G13D/WT) y sus lineas
isogénicas derivadas DMUT (PI3K E545K/WT, KRAS G13D/-) y DWT7
(PI3K E545K/WT, KRAS -/WT). El estado mutacional de las lineas fue
confirmado mediante Seqplexing (Sequencing Multiplex, Genetest) con
los kits OncoGenBasic S1 & S1.v2 y S2 & S2.v2 para deteccidon de

mutaciones somaticas.

La linea de cancer de mama MCF7 (ATCC® HTB-22™) y CCD 841
CoN (ATCC® CRL-1790™) fueron adquiridas de la ATCC (American
Type Culture Collection).

Las lineas fueron cultivadas en condiciones estandar a 37°C y 5 % de
CO, utilizando medio de cultivo de McCoy5A (Gibco), suplementado con
2 nM glutamina (Sigma-Aldrich), 1 % de los antibioticos
penicilina/estreptomicina (Life Technologies) y 10 % suero bovino fetal
(FBS) (Gibco).

Para los experimentos, las células fueron cultivadas 24 h en medio
completo con 10 % FBS y posteriormente el medio de cultivo se cambi6 a
medio sin FBS durante 24 h mas, tras lo cual, se realizaron los respectivos
experimentos en células al 80 % de confluencia. En el caso de los
tratamientos se mantuvieron las células durante 24 h mas en cultivo con

medio sin FBS (salvo se indique otra cosa).

61



MATERIAL Y METODOS

4.  EXTRACCION DE RNA Y CUANTIFICACION

Se extrajo el RNA total de las lineas celulares mediante el kit
RNAeasy Mini Kit (Qiagen), seguido de un tratamiento de 10 min con
DNAsa | (RNase-Free DNase set, Qiagen). Se realiz6 la purificacion de
este RNA mediante RNAeasy Mini Kit (Qiagen) y se cuantificé mediante
espectrofotometria a 260 nm utilizando el NanoDrop ND-2000
(NanoDrop Technologies). Para valorar la calidad del RNA se analizaron
la pureza y la integridad de éste mediante el cociente Ajeo/Ag Y

electroforesis en gel de agarosa.

5. KNOCK-DOWN DE CALPAINA 2

La transfeccidn se llevo a cabo mediante Lipofectamina RNAIMAX de
Life Technologies. EI medio utilizado para la dilucién de los siRNA y de
la lipofectamina fue el Opti-MEM (Gibco) y el procedimiento se llevo a
cabo segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, se incubaron por
separado el Opti-MEM+Lipofectamina y Opti-MEM+siRNA durante 5
min, tras lo cual la segunda mezcla se afiadié sobre la primera. Tras una
incubacion de la mezcla de 30 min a temperatura ambiente, se realizé un
vortex de 30 s y se utilizaron 500 pl en 2 ml de medio McCoy5A sin
antibidtico en placas de 6 pocillos. Se afadieron las células de las lineas
DMUT y DWT7 sobre el medio mediante una transfeccion transitoria
reversa de 9x10* células con 30 nM de esiRNA CAPN2 (EHU025391-
50UG) o Control Negativo Universal #1 siRNA (SIC001), ambos de
Sigma. EIl tiempo de transfeccion fue de 24 h, tras lo cual se cambi6 el
medio por otro sin FBS en el que las células permanecieron 24 y 48 h

mas, hasta ser recogidas para posteriores analisis.
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6. ANALISIS DE LA EXPRESION DE mRNA Y DE rRNA POR RT-
gPCR

Los niveles de mRNA se analizaron mediante RT-gPCR. Brevemente,
1 pg (calpaina2 mRNA) o 50 ng (47s pre-RNA) de RNA total se
retrotranscribié utilizando el high-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied
Biosystems), mediante 1 ciclo 37°C (60 min) y 95°C (5 min) en un
termociclador Gene Amp PCR system 2700 (Applied Biosystems).
Posteriormente, el cODNA se amplificé mediante qPCR, utilizando Tagman
Gene Expression Master Mix (calpaina 2) o Sybr Green PCR Master Mix
(47S pre-rRNA), ambos de Applied Biosystems. EI cDNA se amplificd
mediante 1 ciclo de 50°C (2 min) y 95°C (10 min) y 40 ciclos de 95°C (15
S) y 62°C (1 min) en un equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems).

Los niveles de calpaina 2 y de 47s pre-rRNA fueron normalizados de
acuerdo a la cuantificacion del 18s y la actina respectivamente. Para el
andlisis de la calpaina 2 (Tagman Hs00965097_m1) y el 18s ribosomal
(Tagman 4319413E) se adquirieron sondas predisefiadas Tagman. Para el
47s pre-rRNA y actina se disefiaron las siguientes parejas de primers
(Applied Biosystems) (Tabla 4):

Tabla 4. Listado de primers utilizados para la expresion relativa de genes mediante
RT-gPCR.

Forward Reverse

4T7s pre-

RNA GAACGGTGGTGTGTCGTTC  GCGTCTCGTCTCGTCTCACT

Actina GTGCTATCCCTGTACGCCTC GAGGGCATACCCCTCGTAGA

La expresion relativa (ER) de los genes de interés se realizd mediante
la formula ER = 2““ dénde AC, = C; (gen de interés) — C, (gen
housekeeping) and A (AC;) = AC; (muestra de interés) — AC; (control).
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7. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES Y WESTERN BLOT

Las células se lisaron con tampon RIPA suplementado con 1 mM
PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), 2 pl/mL de inhibidores de
proteasas (Sigma Aldrich) y 5 pl/mL de inhibidores de fosfatasas
(Calbiochem). No se utilizaron inhibidores de proteasas en aquellos
experimentos en los que se determind la actividad calpaina.
Posteriormente, las muestras se sometieron a una centrifugacion a 4°C a
méaxima velocidad (17000 ¢g) durante 30 min y los sobrenadantes se
recogieron para su posterior cuantificacion y analisis. La cuantificacion de
las muestras se realiz6 mediante el método del acido biciconico (BCA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Thermo Scientific) utilizando la

seroalbimina bovina como estandar.

Se utilizaron 20 pg de extracto proteico por muestra en tampén de
carga 5X que se separaron en geles de poliacrilamida al 8 % y 1 mm de
espesor (Bio Rad). A la electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE) se le aplicé una diferencia de potencial de 120 V.

Tras la electroforesis, se transfirieron las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa (Protran®, Whatman), en tampén de transferencia (Bio Rad)
durante 90 min, aplicando una diferencia de potencial de 60 V.
Posteriormente, dicha membrana se bloquedé con BSA o leche al 5 %
diluido en TBS 1X con 0.05 % Tween 20 durante 1 hora en agitacion a

temperatura ambiente.

La membrana se incubd con el anticuerpo primario correspondiente en
tampodn de bloqueo al 1 % durante 1 h a temperatura ambiente o durante
toda la noche a 4°C, en agitacion. Tras este proceso, las membranas se
lavaron en la misma solucién del paso previo cuatro veces durante 5 min.
Posteriormente se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario

correspondiente durante 1 h a temperatura ambiente. Segun la procedencia
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del anticuerpo primario, los secundarios fueron anti-ratén o anti-conejo,
ambos conjugados con peroxidasa y adquiridos a Dako. Se lavaron las
membranas cuatro veces con TBS 1X con 0.05 % Tween 20 y los
inmunocomplejos se revelaron usando un reactivo quimioluminiscente
(ECL Detection Kit. GE Healthcare). La sefial luminosa es impresionada
sobre una pelicula fotografica (Amersham Hyperfilm MP), la cual se

revela con la maquina Curix60 (AGFA).

La cuantificacion de la intensidad de las bandas se midié mediante

densitometria usando el programa de analisis de imagen Image J.

8. MTT

La tasa de viabilidad celular se determiné mediante ensayo por
reduccion de MTT (bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2-5-
difeniltetrazolico). Las células se lavaron con PBS 1X y se incubaron con
MTT (Img/ml en McCoy), durante 1 h a 37°C. EI MTT incorporado a las
células se eluy6 con N-propanol y se cuantificé midiendo la absorbancia a
una longitud de onda de 560 nm.

9. FRACCIONAMIENTO  SUBCELULAR: EXTRACCION DE
NUCLEOLOS

Se plaquearon 3x10° células en botellas de cultivo T225 cm? como se
indic6 previamente. El aislamiento de los nucléolos se realizé de acuerdo
a un protocolo ya descrito en la literatura (Liang et al., 2012).
Brevemente, las células se lavaron tres veces y se recogieron en 1.5 ml de
solucion | fria (0.5 M sacarosa, 3 mM MgCI, con inhibidores de proteasas
y fosfatasas). Posteriormente se procedié a la lisis celular mediante
sonicacion en hielo a 40% de amplitud, 10 s activo y 10 s en reposo, diez
veces (Sonics, VCX130). La rotura de méas del 90 % de las celulas se

confirmé al microscopio.
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El lisado celular se vertié cuidadosamente sobre 1.5 ml de solucién Il
(1.0 M sacarosa, 3 mM MgCl,), y se centrifug6 a 4°C, 1800 g durante 10
min. El pellet con las proteinas nucleolares se solubilizé en tampon RIPA.
El sobrenadante resultante es la fraccion no nucleolar, que contiene el

extracto proteico de toda la célula salvo del nucleolo.

10. INMUNOFLUORESCENCIA

Las células se plaquearon sobre cubre objetos de borosilicato de 13
mm @ (VWR 631-0149). Tras realizar lavados con PBS 1X, las células se
fijaron durante 10 min con una solucion de formaldehido (4 %) en PBS y
posteriormente se permeabilizaron durante 10 min con 0.3 % Triton X-
100 en PBS 1X. Las células previamente bloqueadas durante 1 h con 5 %
suero de cabra (Dako) en 0.3 % Tritdn X-100 se incubaron con el
anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las
células se lavaron con PBS 1X y se incubaron durante 1 h con el
anticuerpo secundario correspondiente (Alexa Fluor 488 anti-conejo de
Invitrogen o Cy3 anti-raton de Sigma) diluido 1:300 en una solucion de
0.3% Tritdn X-100. Para los analisis de colocalizacion, se repiti6 todo el
proceso con anticuerpos primarios de una especie distinta a la utilizada en
la primera inmunodeteccion. EI marcaje de ndcleos se realiz6 mediante
tincion con Hoechst 33342 (Invitrogen). Las imagenes se adquirieron en

un microscopio confocal Leica TCS-SP 2
11. PROXIMITY LIGATION ASSAY, PLA (DUOLINK)

La tecnologia de DuoLink (Sigma) se basa en el ensayo de ligacion por
proximidad y es capaz de detectar con una elevada sensibilidad vy
especificidad la proximidad in vivo de dos proteinas (distancia menor a 40

nm) o epitopos de una misma proteina.

Las células se fijaron, permeabilizaron y bloquearon como se ha

descrito en el apartado anterior. Tras una incubacion con los dos
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anticuerpos primarios (a 4°C, toda la noche), las células se incubaron con
sondas de deteccidn (anticuerpos anti-ratén y anti-conejo conjugados con
oligonucledtidos) a 37°C por 1 h. Los oligonucledtidos se ligaron (37°C,
30 min) y se amplificaron mediante oligonucle6tidos marcados con

fluorescencia.

Finalmente, las muestras se montaron con medio de montaje in situ
con DAPI (para la tincién nuclear) y analizadas en un microscopio
confocal Leica TCS-SP 2 de la UCIM de la Universidad de Valencia.

12. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CALPAINA

Para medir la actividad calpaina se utilizd el Calpain activity assay kit
(Calbiochem) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
solubilizaron 50 g de extractos proteicos totales y nucleolares en tampén
de lisis (CytoBuster™ Protein Extraction Reagent). Las muestras se
incubaron durante 15 min en una placa de 96 pocillos con el sustrato Suc-
Leu-Leu-Val-Tyr-AMC y con tampdn de inhibicion que contiene BAPTA

0 tamp6n de activacion que contiene Ca®* y un agente reductor.

La fluorescencia se midié en un lector de placa fluorescente con una
longitud de onda de excitacion de ~360-380 nm y una longitud de emision
de ~440-460 nm.

La actividad calpaina se determin6 como la diferencia entre la
actividad obtenida, usando el tampon de activacion, y la detectada con el

tampon de inhibicién.
13. INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (CHIP ASSAY)

Las células en cultivo se trataron con formaldehido (1 % concentracion
final en medio de cultivo) durante 10 min, para entrecruzar el DNA con
las proteinas que estuviesen unidas a él. Pasado este tiempo, la reaccién se

detuvo afiadiendo glicina a una concentracion final de 0.125 M.
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Inmediatamente, las células se lavaron con PBS 1X y la cromatina se
extrajo siguiendo el protocolo descrito previamente (Torres et al., 2009).

Posteriormente, las muestras se sometieron a una sonicacion (Vibra-
Cell VCX500) de 14 pulsos de 10 s al 38 % de amplitud y 50 s de
descanso, obteniéndose fragmentos de cromatina en torno a un tamafio
medio de aproximadamente 500 pares de bases. La concentracion de la
cromatina en muestras diluidas 1:200 (v/v) en SDS 1 % se determind por
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm. El tamafio de los
fragmentos obtenidos se comprob6d mediante electroforesis en gel de
agarosa. Para ello, una alicuota de la cromatina sonicada y cuantificada, se
incubo 30 min a temperatura ambiente con 1 pg de RNAsa seguido de una
incubacidén con 2 pl de proteinasa k durante toda la noche. Al dia siguiente
se purific6 mediante el kit comercial PCR purification kit QIAquick®
DNA (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez comprobada la efectividad del sonicado y el tamafio correcto
de los fragmentos, las alicuotas de 2 U de cromatina en tampén de
dilucion se incubaron con 3 ug de anticuerpo de la calpaina 2 a 4°C en
rotacion durante toda la noche. Otra alicuota de este sobrenadante, se trat6
del mismo modo, pero afiadiendo un anticuerpo no relacionado (normal
serum 1gG, DAKO). Ademas, se guardd como input una alicuota del

extracto total de cromatina.

Al dia siguiente, las diferentes muestras se incubaron durante 4 h a 4°C
en rotacion con las esferas previamente bloqueadas (con 50 pg/ml ADNA,
500 pg/ml tRNA, y 10 mg/ml BSA). Posteriormente los inmunocomplejos
se lavaron con diferentes tampones: dos lavados con el tampén de baja
salinidad, dos con el de alta salinidad, dos con el tampon LiCl y
finalmente se hicieron dos lavados con el tampén TE. La recuperacion de
los inmunocomplejos se realizé afiadiendo 200 ul de tampdn de elucion y

agitacion fuerte durante 20 min.
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Después se centrifugaron las muestras y se recogieron los
sobrenadantes. Tras la elucion, los inmunoprecipitados y los inputs se
desentrecruzaron mediante incubacion a 65°C durante toda la noche. Al
dia siguiente se anadieron 50 pg de proteinasa k y se incubaron 1 hora a

37°C.

Finalmente, el DNA de los input y de los inmunoprecipitados se
purificé con un Kit de purificacion de PCR (Qiagen, Hilden, Alemania) y
se analiz6 por gPCR con cebadores especificos y SYBR Green. Ademas,
los productos de la amplificacion se separaron segin su peso molecular
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 % y se tifieron con
bromuro de etidio. Se calcul6é el incremento relativo como porcentaje
respecto al input. Las secuencias de los primers utilizados se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5. Listado de primers utilizados para el analisis por gPCR del ChIP.

Forward Reverse

Promotor 47s

pre-rRNA GCCCCGGGGGAGGTAT GAGGACAGCGTGTCAGCAATAA

IGS 47s pre-

RNA CGGGCCTTGGCAGATTC CGCGCGTAGAGGAGAGATTT

14. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados presentados en las graficas corresponden a la media
aritmética de los valores obtenidos en cada experimento + el error
estindar de la media (SEM). Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas mediante la prueba t de Student para

muestra tinica cuando p<0.05.

Los experimentos fueron llevados a cabo como minimo con tres

réplicas por condicion para permitir la comparacion estadistica.
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1. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS CALPAINAS
CONVENCIONALES EN CELULAS DE CANCER COLORRECTAL

Aunque las calpainas son de localizacion predominantemente
citosdlica, existen antecedentes en los que las calpainas se localizan en
organulos celulares especificos para actuar sobre proteinas alli residentes
(Garcia, Bondada and Geddes, 2005; Nuzzi, Senetar and Huttenlocher,
2007; Singh et al., 2014; Averna et al., 2015; Baudry and Bi, 2016). En
estas nuevas ubicaciones celulares, tendran acceso a sustratos con
funciones criticas para la célula como la apoptosis desde la mitocondria,

RE o lisosomas (Smith and Schnellmann, 2012).

Por otra parte, existen varios ejemplos en la familia de las calpainas
que demuestran la insuficiencia o incapacidad de los ensayos in vitro para
representar la realidad del funcionamiento de estas proteinas in vivo. La
protedlisis de determinados sustratos por parte de las calpainas in vitro no
siempre se ha demostrado que ocurra realmente en las células. El
desconocimiento de los mecanismos de reconocimiento y proteolisis de
los sustratos de las calpainas sin duda dificulta la comprension de los
factores que determinan la actividad de éstas. En este sentido, se ha
postulado que la compartimentalizacion subcelular de las calpainas podria
tener un efecto modulador de sus funciones en los multiples procesos

biolégicos en los que participan.

Para investigar si la localizacion subcelular es un factor determinante
de la funcién de las calpainas convencionales en el CCR, realizamos una
IF en la linea celular de cancer colorrectal DLD1 en la que utilizamos dos
anticuerpos policlonales frente a las calpainas 1 y 2 (Figura 12A). El
resultado muestra que ambas proteasas tienen una fuerte localizacion
nuclear, pero, aunque la calpaina 1 apenas se detecta en el nucleolo, la
calpaina 2 tiene una notable presencia nucleolar, como asi lo demuestra su

colocalizacion con el marcador nucleolar fibrilarina.
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Figura 12. Localizacion subcelular de calpainas convencionales en células de cancer

colorrectal. A) IF de calpainas 1 y 2 (verde), fibrilarina (rojo), su composicion y

ampliacion de imagen combinada con el contraste de fases en células DLD1 quiescentes.

Escala: 75 pm. B) WB de calpaina 2 en fracciones nucleolares y no nucleolares. La

especificidad de la sefial de la calpaina 2 fue confirmada mediante el uso de un péptido

blogueante. Se utilizaron la fibrilarina (nucleolar) y la tubulina (no nucleolar) como

marcadores de pureza de las fracciones subcelulares.

La ubicacién de la calpaina 2 en el nucleolo de las células DLD1 fue

confirmada por WB en extractos nucleolares y no nucleolares (resto de la

célula) (Figura 12B). El uso de un péptido bloqueante frente al anticuerpo

utilizado demostrd la especificidad de la sefial detectada.
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Ademas, se vio que la calpaina 2 tenia el mismo patron de localizacion
nucleolar en células de cancer de mama humano MCF-7 (Figura 13), lo

cual indica que no es un fendmeno especifico de un tipo de céncer.

Calpaina 2 Fibrilarina Composicion Calpaina 2/Fibrilarina
Contraste de Fases

Figura 13. Localizacion subcelular de la calpaina 2 en células de cancer de mama. IF
de calpaina 2 (verde), fibrilarina (rojo), su composicion, y ampliacién de imagen
combinada con el contraste de fases en células MCF-7 quiescentes. Escala: 25 um.

La localizacion nucleolar de la calpaina 2 es del todo novedosa y puede
plantear un nuevo escenario para esta proteina respecto a su actividad y
regulacion. En el nucleolo, orgadnulo con gran nimero de proteinas, la
calpaina 2 activa podria tener acceso a nuevos sustratos o, por el contrario,
podria estar siendo degradada por autoprote6lisis para limitar su acceso a

determinados sustratos.

Para determinar si la calpaina 2 nucleolar es una enzima funcional se
analizé la actividad calpaina en extractos de proteinas totales o fracciones

nucleolares.

Como era de esperar, la fraccién nucleolar tenia unos niveles de
actividad calpaina muy inferiores a los de toda la célula (Figura 14A). No
obstante, es de destacar que en las fracciones nucleolares los niveles de
actividad calpaina eran lo suficientemente elevados como para poder ser

detectados mediante ensayo enzimatico.
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Figura 14. Actividad calpaina en células DLD-1. Actividad calpaina en: A) Extracto
total y fraccidn nucleolar. B) y C) Extractos nucleolares de células tratadas con EGF (5
min) o calpeptin (24 h), respectivamente. Los valores muestran las medias + SEM,
expresados como porcentaje de actividad calpaina en relacion al control. *p<0.05 y
**p<(0.001.

Para confirmar si se trataba de calpainas funcionales o si estdbamos
detectando algun tipo de actividad residual, se trataron las células DLD-1
en cultivo con un inhibidor o un estimulador de la actividad calpaina, la

calpeptin y el factor de crecimiento epidérmico (EGF), respectivamente.

Los resultados mostraron que la actividad calpaina nucleolar
aumentaba al doble tras el tratamiento de 5 min con EGF (Figura 14B)
pero se veia completamente inhibida por la calpeptin (Figura 14C).

Estos experimentos parecen sugerir que la calpaina 2, en esta nueva
localizacion, es una proteina totalmente funcional, capaz de responder a
estimulos que modifiquen su actividad proteolitica sobre nuevos sustratos

nucleolares.
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2.  PAPEL DE LA CALPAINA 2 NUCLEOLAR EN LA BIOGENESIS
RIBOSOMAL

Dado que la calpaina 2 se encuentra en el nucleolo y totalmente activa,
esta proteasa podria estar jugando alguna novedosa funcién en la
biogénesis ribosomal. La inhibicion de la RNA polimerasa | causa la
desorganizacion del nucleolo en subestructuras que contienen unidades de
transcripcion ribosomal. Estas unidades retienen elementos de la
maquinaria transcripcional, como la RNA polimerasa | y la fibrilarina,
proteina involucrada también en el primer paso del procesamiento del pre-
rRNA (Panse et al., 1999). Si la calpaina 2 participara activamente en la
biogénesis ribosomal, es muy posible que estuviera estrechamente

asociada a componentes nucleolares implicados en este proceso.

Evaluamos la asociacion de la calpaina 2 con proteinas mayoritarias
del nucleolo tras la desorganizacion del mismo por el inhibidor especifico
de la RNA polimerasa I, CX5461 (Drygin et al., 2011).

Como ya se ha descrito anteriormente, tras el tratamiento con CX5461,
la estructura del nucleolo se vio afectada de tal manera que componentes
mayoritarios como la nucleolina presentaron una notable redistribucion
hacia el nucleoplasma (Popov et al., 2013) (Figura 14A). De acuerdo con
otras publicaciones (Panse et al., 1999), la fibrilarina permanecio
asociada a las unidades de transcripcion ribosomal durante la
desorganizacion nucleolar (Figura 15A). Respecto a la calpaina 2, vimos
gue tras el tratamiento con el inhibidor CX5461, colocalizaba claramente

con lafibrilarina (Figura 15B).

Estas observaciones sugerian una participacion activa de la calpaina 2
en la biogénesis ribosomal, la cual podria ser reprimiendo o promoviendo
este proceso. Por tanto, con el objetivo de determinar el papel de la

calpaina 2 en la biogénesis ribosomal, tratamos las células con el inhibidor
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quimico de las calpainas, calpeptin y analizamos los niveles del transcrito
primario 47s pre-rRNA por RT-gPCR. El bloqueo de la actividad calpaina
provoca un incremento de casi el doble en los niveles de 47s pre-rRNA
(Figura 15C) respecto a las células control, por lo que podemos afirmar
que la calpaina 2 inhibe la acumulacion de rRNA.

A

CX 5461

Fibrilarina y Hoechst
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Calpaina 2/Fibrilarina
Calpaina 2 Fibrilarina  Composicién Contraste de Fase
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Figura 15. Participacion de la calpaina 2 en la biogénesis ribosomal en células DLD1.

Control

Fold vs. Control
=

CX 5461

0

Niveles de 47S pre-rRNA

Control Calpeptin

A) IF de la nucleolina (verde) y fibrilarina (rojo) en células control (izquierda) y tratadas
con CX-5461 (derecha). Escala 75 pum. Las ampliaciones corresponden a imagenes
combinadas del contraste de fases con nucleolina, fibrilarina o Hoescht 33342 (azul). B) IF
de la calpaina 2 (verde), fibrilarina (rojo), su composicion e imagen combinada con el
contraste de fases en células control y tratadas con CX-5461. Escala: 25 um. C) RT-qPCR
del 47s pre-rRNA en células control o tratadas con calpeptin. Los resultados (n>3) se
muestran como aumento relativo (fold) en relacion al control y representan la media +
SEM. *p<0.05.
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3. DISTRIBUCION NUCLEOLAR DE LA CALPAINA 2:
DEPENDENCIA DE SU ACTIVIDAD

La participacion activa de la calpaina 2 reprimiendo la biogénesis
ribosomal nos hizo preguntarnos si su acumulacion en el nucleolo
dependia de su actividad proteolitica. Con tal objetivo, analizamos la
distribucion de la calpaina 2 mediante IF en células DLD1 tras el

tratamiento con calpeptin.

Nuestros resultados parecen mostrar una pérdida parcial de
localizacion nucleolar de la calpaina 2 tras la inhibicién de su actividad
proteasa (Figura 16). Dichas observaciones fueron confirmadas mediante

WB de calpaina 2 en fracciones subcelulares (Figura 17A).

Fibrilarina Composicion

Control

Calpeptin

Figura 16. Localizacion de la calpaina 2 nucleolar dependiente de su actividad
proteolitica. IF de calpaina 2 (verde), fibrilarina (rojo) y composicion en células DLD1
control y tratadas con calpeptin. Escala: 25 um. Las flechas sefialan células representativas

con bajo nivel de colocalizacién de calpaina? y fibrilarina.
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Efectivamente, los niveles de calpaina 2 disminuian claramente en las
fracciones nucleolares tras la inhibicion de su actividad enzimatica
(Figura 17A). Estos datos parecen sugerir que se trata de un fendmeno
especifico del comparttimento, ya que el tratamiento con calpeptin no
afectd a los niveles de calpaina en el resto de la célula.

Tampoco parece deberse a una posible toxicidad del largo tratamiento
de 24 h con calpeptin ya que el ensayo de viabilidad celular no arrojo

diferencias significativas entre las células control y las tratadas (Figura
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Figura 17. Transporte de la calpaina 2 nucleolar dependiente de la actividad
enzimatica en células DLD1. A) WB de calpaina 2 en fracciones nucleolares y no
nucleolares de células control y tratadas con calpeptin. Los niveles de proteinas se
cuantificaron y normalizaron por los niveles de fibrilarina y tubulina. La ratio de calpaina
2 nucleolar/no nucleolar se representa como la media (n=3) £ SEM vs. control. *p<0,05.
B) Ensayo MTT en células control o tratadas con calpeptin. Los resultados (n=3) muestran

la media £ SEM expresados como porcentaje de viabilidad celular vs. control.

Los resultados obtenidos parecen sugerir que la actividad calpaina
ademas de ser necesaria para la regulacion de la biogénesis ribosomal

participa en la acumulacion nucleolar de la calpaina 2.
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4. PAPEL DE LA CALPAINA S1 Y LA CALPASTATINA EN LA
REGULACION DE LA CALPAINA NUCLEOLAR

Nuestros datos parecen indicar que la actividad calpaina es necesaria
para promover la acumulacion y funcionalidad de la calpaina 2 en el
nucleolo. No obstante, tal y como se ha citado previamente, la regulacion
de la actividad calpaina es un proceso complejo en el cual pueden
intervenir otros factores como su inhibidor enddgeno calpastatina o la

subunidad reguladora de las calpainas convencionales calpaina S1.

Por tanto, nos planteamos determinar en ambos casos qué funcion

podrian tener estos importantes reguladores del sistema calpaina.

Para detectar la localizacion y los niveles de la calpaina S1 y la
calpastatina en la linea DLD1 se realiz6 tanto una IF como WB de
extractos nucleolares aislados (Figura 18).

Los resultados demostraron que la calpaina S1 cuenta con una
distribucion amplia por toda la célula, pero no en la regién nucleolar. Por
su parte, observamos que la calpastatina también cuenta con una
distribucion homogénea por la célula, pero en este caso, si que se
encuentra también en el nucleolo ya que colocaliza con el marcador

nucleolar nucleolina.
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Figura 18. Localizacion subcellular de calpastatina y calpaina S1 en células DLD1. A)
Paneles superiores IF de calpaina S1 (verde), fibrilarina (rojo), Hoescht (azul) y su
composicion. Paneles inferiores IF de calpastatina (rojo), nucleolina (verde), Hoescht
(azul) y su composicién. Escala: 75 pm. B) WB de calpaina S1 y calpastatina en fracciones
nucleolares y no nucleolares. Se utilizaron fibrilarina (nucleolar) y tubulina (no nucleolar)

como marcadores de pureza de fracciones subcelulares.

Los resultados parecen indicar que los estos reguladores de la actividad
calpaina podrian tener diferentes niveles de participacion en la

modulacién de la actividad calpaina nucleolar.
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5. ViIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA LOCALIZACION
NUCLEOLAR DE LA CALPAINA 2

Varios antecedentes sefialan el efecto de la via de las MAPKSs
(mitogen-activated protein kinases) sobre la actividad y la localizacion de
las calpainas (Glading et al., 2001, 2004; Leloup et al., 2010).

Por otra parte, esta via también ejerce una estricta regulacion sobre el
proceso de biogénesis ribosomal a través de fosforilaciones que

promueven o inhiben la sintesis de rRNA en el nucleolo (Grummt, 2010).

En este sentido, nuestro modelo de trabajo representa una interesante
estrategia para establecer la influencia de mutaciones como KRAS G13D

y PI3K E545K en la localizacion de la calpaina 2.

La identificacion de los procesos afectados tan sélo por una de las dos
vias ha resultado dificil por sus maltiples niveles de entrecruzamiento. Tal
y como se sefiald previamente, un creciente ndmero de estudios en
diferentes modelos tumorales ha remarcado la necesidad de una inhibicion
simultanea de ambas vias para lograr un bloqueo efectivo de los efectos
por su sefializacion (Toulany et al., 2006, 2016; Affolter et al., 2013).

Por todo ello, analizamos la participacion en la localizacion de la
calpaina 2 nucleolar de las vias de KRAS y PI3K tras su inhibicion
simultanea con UO126 y LY 294002 durante 24 h en las células DLD1.

El analisis de la distribucion subcelular de la calpaina 2 mediante IF
sugirié que las células tratadas con los inhibidores UO/LY tenian una
mayor sefial de la calpaina 2 en el nucléolo respecto a las células control
(Figura 19).
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Calpaina 2 Fibrilarina

Composicion

Control

Figura 19. Localizacion nucleolar de la calpaina 2 dependiente de las vias de
sefializacion MAPK/PI3K en células DLD1. IF de calpaina 2 (verde), fibrilarina (rojo) y
composicion en células control y tratadas con UO/LY (24h). Escala: 75 um. Ampliaciones:
composiciones de las IF con el contraste de fases.

Este aumento podria tener dos posibles motivos: un incremento en la

expresion o un cambio en la localizacion de la calpaina 2.

Los resultados por WB de extractos proteicos nucleolares demostraron
claramente un incremento en la relacion calpaina 2 nucleolar/calpaina 2
no nucleolar tras el bloqueo de las vias (Figura 20A). En cambio, el
analisis de la expresion de la calpaina 2 por RT-qPCR demostré que el
tratamiento con UO/LY no afectaba a los niveles de mRNA de la calpaina
2 (Figura 20B).

En consonancia con este aumento de calpaina nucleolar, también
observamos en extractos nucleolares un aumento de la actividad calpaina
tras la inhibicion simultanea de la sefializacion de KRAS/PI3K (Figura
20C).

Estos resultados sugieren que las vias de KRAS y PI3K podrian tener
una participacion activa regulando el transporte y/o acumulacion de la

calpaina 2 en el nucleolo.
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Figura 20. Papel de las vias de sefializacion MAPK/PI3K en la modulaciéon de
calpaina 2 en células DLD1. A) WB de calpaina 2 en fracciones nucleolares y no
nucleolares de células control y tratadas con UO/LY (24 h). Los niveles de proteinas se
cuantificaron y normalizaron por los niveles de fibrilarina y tubulina. La ratio de calpaina
2 nucleolar/no nucleolar se representa como la media (n>3) + SEM. *p<0.05 vs. control.
B) RT-qPCR de calpaina 2 en células control y tratadas con UO/LY (24 h). Los resultados
(n>3) se muestran como incremento medio + SEM vs. control. C) Actividad calpaina en
fraccion nucleolar de células control y tratadas con UO/LY (24 h). Los resultados (n>3)
muestran la media + SEM expresada como porcentaje de actividad calpaina vs. control.
*p<0.05.

5.1 Efecto del estado mutacional de KRAS sobre la calpaina 2

Los resultados previos demostraron que las células DLD1 son
sensibles tanto a estimulos de activacion (EGF) como de inhibicién de las
vias de sefializacion, paradoéjicamente provocando en ambos casos un

aumento de calpaina 2 nucleolar.

Las células DLD1 cuentan con un alelo KRAS tipo salvaje y otro con

la mutacion G13D. Ambos alelos responden de diferente manera a
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diversos  estimulos, pudiendo generar efectos aparentemente
contradictorios. La presencia de ambos alelos puede dificultar la
comprension de la funcion de KRAS en la modulacién de la localizacion y
actividad de la calpaina 2.

Para evaluar la influencia de KRAS sobre la calpaina 2 y diseccionar
los efectos especificos de cada estado alélico, se utilizaron 2 lineas
celulares isogénicas derivadas de DLD1. Ambas lineas mantienen la
misma mutacién activadora de PI3K (E545K), pero solo cuentan con un
alelo KRAS, bien de tipo salvaje (DWT7) o bien con la mutacién G13D
(DMUT).

5.1.1 Efecto del estado mutacional de KRAS sobre los niveles de calpaina 2
y actividad enzimatica totales.

Realizamos el analisis por RT-qPCR de la expresion de la calpaina 2
asi como del nivel de la proteina por WB y la actividad proteasa en
extracto total en las lineas DMUT y DWTT7.

Los resultados no mostraron diferencias significativas en la calpaina 2
en cuanto a expresion génica, niveles de proteina total ni en la actividad
proteolitica en extractos totales entre ambas lineas celulares (Figuras 21A-
21C).
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Figura 21. Efecto del estado mutacional de KRAS sobre la expresion y actividad de la
calpaina 2 en células de cancer colorrectal. A) RT-qgPCR de calpaina 2 en células
DMUT y DWT7. B) WB de calpaina 2 en extracto total de células DMUT y DWT7. Los
resultados se cuantificaron y normalizaron por niveles de tubulina. C) Actividad calpaina
en extractos proteicos totales de células DMUT y DWT7. Todos los datos (n>6) se
muestran como la media + SEM. vs. células DMUT.

5.1.2 Efecto del estado mutacional de KRAS sobre la localizacion nucleolar
de la calpaina 2.

La localizacion de la calpaina 2 por IF demostr6 que ésta se
concentraba, como en DLD1, en los nucléolos de ambas lineas DMUT y
DWT7. No obstante, en estas Gltimas se podia observar el acumulo de la

proteina en un mayor nimero de células (Figura 22).

Esta observacion fue confirmada mediante WB de fracciones
nucleolares donde se vio que los niveles de calpaina 2 eran mayores en la
linea DWT7 comparados con DMUT (Figura 23A). De acuerdo con estos
resultados, la actividad calpaina también result6 mayor en extractos
nucleolares de DWT7 que en DMUT (Figura 23B).
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Calpaina2 Fibrilarina Composicion

DMUT

DWT7

Figura 22. Localizacion de calpaina 2 en células de cancer colorrectal con distinto
estado mutacional de KRAS. IF de la calpaina 2 (verde) y fibrilarina (rojo) en células
DMUT y DWT7 e imagenes combinadas. Escala: 25 um. Las flechas sefialan una célula
representativa DMUT sin colocalizacion de de calpaina 2 nucleolar y fibrilarina (naranja).
Ya sea de manera directa o indirecta, estos resultados confirman la
participacion de la sefializacion de KRAS en la modulacién de la
localizacion de la calpaina 2 nucleolar. Es méas, hemos podido establecer
gue la mutacion en un solo alelo de KRAS G13D en ausencia de un alelo
salvaje parece bloquear parcialmente la acumulacién de la calpaina 2 en el

nucleolo.
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Figura 23. Efecto del estado mutacional de KRAS sobre la localizacion y actividad de
la calpaina 2 en células DMUT y DWT7. A) WB de calpaina 2 en fracciones nucleolares
y no nucleolares. Las proteinas se cuantificaron y normalizaron por los niveles de
fibrilarina y tubulina. El ratio (n>6) de calpaina 2 nucleolar/no nucleolar se representa
como la media £ SEM vs. las células DMUT. *p<0.05. B) Actividad calpaina en fracciones
nucleolares de células DMUT y DWT?7. Los resultados (n>6) representan la media + SEM.
*p<0.05.

5.2  Modulacién de la localizacion nucleolar de la calpaina 2
segun el estado mutacional de KRAS

Los resultados previos sefialan la influencia de la sefializacién mediada
por la via de KRAS sobre la calpaina 2 nucleolar. Concretamente se
aprecia un sistema de sefalizacion en el cual hay una localizacién
diferencial de la calpaina 2 segln la presencia o ausencia de KRAS
(G13D). Para determinar el papel de KRAS (G13D) sobre la localizacion
de la calpaina 2 en el nucleolo, analizamos su distribucion subcelular por

WB tras la doble inhibicion de las vias de sefializacion en ambas lineas
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celulares. Los resultados demostraron que la inhibicion de la sefializacion
de las vias afectaba los niveles de calpaina 2, aunque de manera
diferencial (Figura 24). En la linea DMUT el tratamiento con los
inhibidores no generé cambios significativos en la localizacion de la
calpaina 2 nucleolar. No obstante, observamos que la linea DWT7
presentaba sensibilidad a la inhibicion conjunta de las vias de
sefializacién, ya que se observaba un incremento en la calpaina 2

nucleolar en las células tratadas.

A B
DMUT DWT7
\eo\ar eo\a(
Nudeo\ar o "VC Nuc\eo\ar No auch
uo/Ly - + -+
=~ == —+—~ «Calpaina 2 o e === < Calpaina 2
—— <Fibrilarina —_—— <«Fibrilarina
==- = <Tubulina ’ <Tubulina
1,2
5o 16 N o .
s 3 22
a % 12 oz s
N > ol § '
§ 3 08 £3
o2 S S o4
& o 04 ¢ o
2e ) £E Sl
Control  UO/LY Control  UO/LY

Figura 24. Regulacién de la localizacion de la calpaina 2 en células DMUT y DWT7
dependiente del estado mutacional de KRAS. WB de calpaina 2 en fracciones
nucleolares y no nucleolares de células DMUT A) y DWT7 B), control y tratadas con
UOI/LY (24h). Los niveles de proteinas se cuantificaron y normalizaron por los niveles de
fibrilarina y la tubulina. El ratio de calpaina 2 nucleolar/no nucleolar se representa como la

media (n=3) £ SEM. *p<0.05 vs. células control.

Estos datos parecen sefialar que la presencia de un alelo KRAS salvaje
es necesaria para la regulacion de la calpaina 2 nucleolar en respuesta a

los cambios del entorno.
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Figura 25. Regulacion en la localizacion nucleolar de la calpaina 2 en células DWT7.
A) WB de calpaina 2 en fracciones nucleolares de células control y tratadas con UO o LY.
Los niveles de proteinas se cuantificaron y normalizaron por los niveles de fibrilarina. B)
WB de calpaina 2 en fracciones nucleolares de células control y tratadas con FBS 20%.
Los niveles de calpaina 2 en A) y B) se cuantificaron y normalizaron por los niveles de
fibrilarina y se representaron como la media (n=3) + SEM. *p<0.05 vs. células control.
u.a= unidades arbitrarias.

Por otra parte, como era de esperar, el tratamiento con UO126 o
LY294002 por separado (figura 25A), no permitio apreciar diferencias en
los niveles de calpaina 2 en los nucleolos de la linea celular DWT7. Estos
datos parecen sugerir que la localizacion de la calpaina 2 es dependiente
de la sinergia de ambas vias (Kandil et al., 2013). Efectivamente, la
estimulacion simultanea de MAPK/PI3K con FBS 20 % en células
quiescentes provocd la disminucién en los niveles de la calpaina 2
nucleolar (Figura 25B).
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6. FUNCION DE LA CALPAINA 2 NO NUCLEOLAR

En las células DMUT parece haber una tendencia a acumular a la
calpaina 2 en una localizacion preferentemente no nucleolar. Se
desconoce si la calpaina 2 en la fraccion no nucleolar podria también

ejercer otras funciones dentro del programa tumoral.

En publicaciones previas de nuestro laboratorio se encontrd que la
calpaina se asocia y proteoliza el extremo amino terminal de la histona H3
en un modelo de involucién de glandula mamaria (Arnandis et al., 2014).
La escision del extremo amino se ha postulado como un posible
mecanismo epigenético de regulacion de la transcripcion génica (Azad
and Tomar, 2014).

Analizamos la interaccion entre el extremo amino terminal de la
histona H3 y la calpaina 2 en las células DMUT mediante DuoLink
(PLA). En este tipo de ensayos, solamente se obtiene sefial de

fluorescencia cuando hay interaccion entre dos proteinas.

En las imagenes se observé una fuerte sefial punteada que indicaria una
gran interaccion entre la calpaina 2 con el extremo Nt de la histona H3 por
todo el nucleo (Figura 26). Para detectar la posible interaccion calpaina
2/histona H3 en el nucléolo, las muestras analizadas mediante PLA fueron

sometidas a una posterior tincion por IF con anticuerpos anti-nucleolina.

Como se observa en la Figura 26, no hay colocalizacion de PLA con la
sefial correspondiente a la nucleolina, por lo que la interaccion calpaina

2/histonaH3 tendria lugar tan sélo en el nucleoplasma.
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Figura 26. Interaccion in vivo entre la calpaina 2 y el extremo amino terminal de la
histona H3 en la linea DMUT. Anélisis de la interaccion in vivo entre la calpaina 2 y el
extremo Nt de la histona H3 mediante PLA (rojo). Los paneles central y derecho muestran,
ademas, los nucleolos tefiidos mediante IF con el marcador nucleolar nucleolina (verde) y
la composicion de PLA/nucleolina con el contraste de fases. Escala 25 um.

A la vista de los resultados podemos afirmar que la calpaina 2 nuclear
no parece encontrarse inactiva en células DMUT, sino que también podria

contar con una funcién dentro del programa de expresion tumoral.

7. FUNCION DE LA CALPAINA 2 NUCLEOLAR EN RESPUESTA A
LA RETIRADA DE SUERO

La biogénesis ribosomal es un proceso primordial en células con alta
tasa de proliferacion que resulta energéticamente muy costoso. Por esta
razén, esta funcion estd estrechamente ligada a la disponibilidad de
nutrientes y factores de crecimiento disponibles en el entorno, de manera
que la célula continta adelante con el proceso solo si percibe las sefiales
adecuadas que convergen en el nucleolo (Grummt and Voit, 2010). De
esta manera, una de las ventajas adaptativas de las células tumorales es su
independencia de los estimulos del entorno para mantener su crecimiento.
Segln este razonamiento, en nuestro modelo de trabajo, la activacion
constitutiva de KRAS impediria la acumulacion nucleolar de la calpaina 2
de manera que la célula podria continuar con la biogénesis ribosomal

incluso en ausencia de suero. Para comprobar tal hipotesis nos propusimos
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realizar una curva de tiempo de ausencia de suero en el medio celular y
analizar los efectos sobre la expresion génica de la calpaina 2 en las tres
lineas celulares de CCR.
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Figura 27. Expresion de la calpaina 2 en lineas celulares de cancer colorrectal en
condiciones limitantes de crecimiento. Las células se mantuvieron por 0, 24 y 48 h en
ausencia de suero. A) RT-gPCR de calpaina 2 a los tiempos indicados en DLD1 (barra gris
oscuro), DMUT (barra blanca) y DWT7 (barra gris claro). Ademas, las células DWT7 se
trataron con UO/LY durante las Gltimas 24 h de cultivo (barra rayada). Los resultados
(n>6) se representan como incremento vs. DLD1. *p<0.05 vs. cualquier punto en todas las
lineas celulares. # p<0.05 vs. células DWT7 a 48 h sin tratar. B) MTT de células DWT7
mantenidas 48 h sin suero (control) o cultivadas las Gltimas 24 h en presencia de UO/LY.
Se muestra la media + SEM expresado como porcentaje de viabilidad celular vs. control.
C) RT-gPCR de calpaina 2 en DLD1 (gris) y DMUT (blanco) mantenidas 48h sin suero,
(control) o o tratadas en las ultimas 24 h con UO/LY. Los resultados (n>6) representan el

incremento medio + SEM vs. DLD1 control.
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Como se puede observar, los niveles de mRNA de calpaina 2
aumentaron a las 48 h tras la retirada de suero en células DWT7. En
cambio, tanto en DLD1 como en DMUT, dicha expresién permanecio
constante a lo largo del tiempo (Figura 27 A). La inhibicion combinada de
PIBK/MEK fue capaz de prevenir el aumento en la expresion de la
calpaina 2 observado a las 48 h en DWT?7 sin afectar la viabilidad celular
(Figura 27 A-B), pero no tuvo un efecto significativo en las otras lineas

celulares (Figura 27C).
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Figura 28. Relacién entre la biogénesis ribosomal y la calpaina 2 en respuesta a la
retirada del suero en lineas de cancer colorrectal. A) RT-gPCR de 47s pre-rRNA en las
3 lineas celulares tras 48 h en ausencia de suero. Los resultados (n>9) se expresan como el
incremento medio + SEM vs. DLDI1. *p< 0.05. B) RT-qPCR de 47s pre-rRNA en células
DMUT y DWTY cultivadas por 48 h en ausencia (-FBS) o presencia (+FBS) de suero. Los
resultados (n>3) expresan el incremento medio + SEM vs. DMUT (+FBS). *p<0.01 vs.
cualquier grupo. C) RT-gPCR de 47s pre-rRNA en células DMUT y DWT7 mantenidas 24
h sin suero y cultivadas 24h mas en presencia de vehiculo (control) o calpeptin. Los

resultados (n>5) expresan el incremento medio + SEM, *p<0.05 vs. control.
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En apoyo de la hipotesis antes planteada, mediante RT-gPCR
determinamos una interesante relacion inversa entre los niveles de mMRNA
de calpaina 2 y la expresion del 47s pre-rRNA de las lineas segun el
estado mutacional de KRAS (Figura 28A). Esto es, la linea DWT7 que
contaba con la mayor expresion de la calpaina 2 a las 48 h en ausencia de
suero, tenia a su vez los menores niveles de 47s pre-rRNA. Es mas,
observamos que la linea DWT7 se veia dramaticamente afectada por el
suero, de modo que en su ausencia los niveles de 47s pre-rRNA
analizados por RT-gPCR disminuian notablemente (Figura 28B). En
cambio, de acuerdo a la independencia de factores extracelulares de los
tumores mas agresivos, no se apreciaron cambios en los niveles de 47s

pre-rRNA de la linea DMUT a lo largo de este experimento.

Como se puede apreciar, los resultados sugerian una posible funcién de
la calpaina 2 como supresora de la biogénesis ribosomal en respuesta a
baja disponibilidad de factores de crecimiento. De acuerdo a este sistema,
cuando se bloquea la actividad calpaina mediante el inhibidor
farmacoldgico calpeptin observamos que mientras que los niveles de 47s
pre-rRNA analizados mediante RT-gPCR aumentaban en las células
DWT7, estos permanecian sin cambios en las células DMUT (Figura
28C).

8. PAPEL DE LA CALPAINA 2 EN LA SINTESIS DE rRNA

Varios de los resultados que hemos obtenido sugieren gque la actividad
calpaina tiene un papel modulador de la biogénesis ribosomal. El
inhibidor quimico, calpeptin, es especifico de las calpainas, pero no
distingue la actividad entre los miembros de esta familia.
Consecuentemente, no podemos afirmar rotundamente que la calpaina 2
sea la isoforma especifica responsable de la modulacion de la biogénesis

ribosomal.
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Asi, para comprobar si la calpaina 2 era la isoforma involucrada en la
acumulacion del pre-rRNA, analizamos los niveles del 47s pre-rRNA en
células knockdown de la calpaina 2 tras la retirada del suero.

Como se observa en los resultados, los niveles de 47s pre-rRNA
analizados por RT-gPCR se mantuvieron constantes en las células DMUT
a las 24 y 48 h tras la retirada del suero. Por el contrario, en células DWT7
se observo un gran incremento de los niveles de 47s pre-rRNA a lo largo
del tiempo (Figura 29). La eficiencia de silenciamiento mediante sSiRNA
en ambas lineas celulares fue elevada, ya que la expresion de la calpaina 2

disminuy6 en aproximadamente un 80 %.

Estos resultados parecen confirmar que la calpaina 2 tiene un papel
regulador de los niveles del 47s pre-rRNA y que esta funcion es

dependiente del estado mutacional de KRAS.
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Figura 29. Papel especifico de la calpaina 2 en la sintesis de rRNA en condiciones
adversas de crecimiento celular. Se transfectaron células DMUT y DWT?7 con control
(MOCK) o siRNA de la calpaina 2 (SiICAPN2) y tras 24 h, las células se mantuvieron en
ausencia de suero por 24h y 48h. A) RT-qPCR de 47s pre-rRNA en células control y
silenciadas a los tiempos indicados. Los resultados (n>6) muestran el incremento medio +
SEM *p<0.05 vs control de cada tiempo en cada linea celular. B) Se muestra un WB
representativo de la calpaina 2 en células control y silenciadas.

La disminucion de los niveles del 47s pre-rRNA, mediada por calpaina
2, podria ocurrir por dos motivos: por un lado, que disminuyera la sintesis
del rRNA o por otro que aumentara la tasa de procesamiento de este

rRNA primario que actiia como precursor. Para elucidar ante cuél de las
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dos situaciones nos encontrdbamos, investigamos la posible union de la
calpaina 2 a diferentes regiones reguladoras del rDNA. Este objetivo lo
llevamos a cabo mediante analisis por ChIP assay en células DMUT y
DWT7T alas 0, 24 y 48 h en cultivo tras la retirada de suero.
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Figura 30. Unidn de calpaina 2 a regiones reguladoras del rDNA tras la retirada de
suero. La cromatina de células DMUT (barras blancas) y DWT7 (barras grises) a las 0,
24h y 48h tras la retirada del suero se inmunoprecipité con anticuerpos contra calpaina 2 o
IgG de suero normal. Los ChIPs se analizaron por gPCR con primers especificos para la
region promotora A) o IGS B) y se representaron como la acumulacion relativa de calpaina
2 vs. 1gG. Se muestra la media (n=3) + SEM) *p<0.01 vs. cualquier muestra dentro del
experimento.

Tan solo en la linea DWT7 pudimos observar un claro incremento de
calpaina 2 unida a la region del promotor del rDNA a lo largo del tiempo
(Figura 30A). Situacion similar obtuvimos cuando analizamos la
presencia de la calpaina 2 en el espaciador intergénico (IGS), ya que
encontramos en DWT7 un importante acimulo de esta proteina unida
sobre todo a las 24 h (Figura 30B). Por el contrario, en la linea DMUT no
pudimos apreciar cambios significativos en la union de la calpaina 2 a la
regioén promotora o el IGS del rDNA a ninguno de los tiempos analizados

tras la retirada de suero.

Podemos por tanto finalmente concluir que la calpaina 2 parece tener

una funcion represora en la sintesis del rRNA.
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9. LOCALIZACION DE LA CALPAINA 2 EN OTROS MODELOS
CELULARES

Hemos demostrado en un modelo de 3 lineas isogénicas de CCR la
funcién de la calpaina 2 como represora de un proceso tan importante
como la biogénesis ribosomal. Es mas, el estado mutacional de KRAS
tiene una funcidn preponderante en la regulacién del sistema de modo que
puede determinar que la sintesis ribosomal se vea promovida o reprimida.
Ahora bien, nos encontramos ante una situacion patolégica cuya
caracteristica principal es su alta tasa de proliferacion. Esta notable
capacidad de division celular demanda un constante crecimiento celular
gue a su vez es dependiente de una sostenida y elevada biogénesis
ribosomal. En el caso de estas lineas celulares, la gran actividad ribosomal
se produce gracias a, entre otras, la activacion constitutiva de las vias de
KRAS y PI3K.

No obstante, no esté claro qué localizacion podria tener la calpaina 2
en otro tipo de lineas celulares con un perfil tumoral menos agresivo o
incluso en células normales con una alta tasa de proliferacién donde no

hubiera vias de sefializacion constitutivamente activadas y desreguladas.

Por tanto, decidimos utilizar la linea celular no tumoral de colon fetal
CCD 841 CoN y analizar la localizacion de la calpaina 2 por IF tras 24 h

sin suero.

Los resultados nos permitieron observar que la calpaina 2, aunque
distribuida por toda la célula, también se encontraba en los nucleolos de

esta linea celular (Figura 31).
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Figura 31. Localizacion subcelular de la calpaina 2 en la linea celular fetal CCD 841
CoN. IF de la calpaina 2 (verde), fibrilarina (rojo), Hoescht (azul) y su composicion, asi
como el contraste de fases. Escala 25 pm.

De esta manera, la localizacion nucleolar de la calpaina 2 parece no ser
un fendmeno exclusivo de determinadas células tumorales, sino que
también podria representar un mecanismo de control mas extendido en

otros contextos celulares.
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1. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS CALPAINAS COMO
POSIBLE DETERMINANTE DE SU FUNCION EN EL CANCER
COLORRECTAL.

1.1 Localizacion subcelular en la familia de las calpainas

Las calpainas son una familia de proteinas que tradicionalmente han
sido consideradas de localizacién citosdlicas, compartimento donde
actlan sobre multitud de sustratos. Asi, intervienen en procesos tan
dispares como la migracién y adhesion celular, muerte celular, regulacion
del ciclo celular o la diferenciacién celular, procesos todos ellos que
aparecen desregulados en el cancer (Goll, Thompson and Li, 2003). En el
trabajo que se presenta en esta tesis, hemos identificado por primera vez
una nueva localizacion de la proteasa calpaina 2 en diversas lineas
celulares: el nucleolo. La localizacion nucleolar de esta calpaina es un
fenémeno muy particular que hasta el momento apenas se habia visto para
esta familia de proteasas. Los pocos antecedentes que se encuentran en la
literatura estan referidos a la Unica isoforma de calpaina presente en el
parasito Plasmodium falciparum (Russo, Oksman and Goldberg, 2009), o
a la calpaina 3 en lineas celulares de melanoma (Moretti et al., 2009) y en

el pez cebra, Danio rerio (Tao et al., 2013).

Lakshmikuttyamma et al investigaron la participacién de la calpaina 2
en CCR en un estudio con muestras de pacientes en el que se demostrd
unos mayores niveles de esta proteina y de su actividad proteasa en
muestras de adenocarcinoma frente a los de la mucosa sana de los mismos
pacientes (Lakshmikuttyamma et al., 2004). Otros trabajos también
sefialan la sobreexpresion de la calpaina 2 como un factor negativo en el
desarrollo tumoral (Chocry, Leloup and Kovacic, 2017; Marciel et al.,
2017).
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No obstante, la mayoria de estudios se centran Unicamente en la
desregulacion en la expresion de estas proteasas, pero no en los niveles de
actividad enziméatica o menos ain en los mecanismos moleculares
implicados. Gran cantidad de estudios in vitro no tienen en cuenta la
localizacion subcelular como un sistema clave en la regulacion de la

funcion de las calpainas.

Se conoce una amplia participacion de las calpainas en cancer,
mayoritariamente de las calpainas convencionales 1 y 2 (Leloup and
Wells, 2011; Storr, Carragher, et al., 2011; Moretti et al., 2014; Ono,
Saido and Sorimachi, 2016). Debido a tantas similitudes entre las
calpainas 1y 2, en la mayor parte de estudios en la literatura no se alcanza
a definir si existen funciones especificas de una isoforma o si son
redundantes. No obstante, en las lineas celulares de CCR que constituyen
nuestro modelo de trabajo, observamos que la calpaina 2, pero no la 1,
cuenta con una clara agregacién nucleolar, lo cual sugiere funciones no

redundantes al menos en esta subestructura.

Se ha sugerido que la localizacion subcelular de las calpainas podria
ser un aspecto clave en los mecanismos de regulacion de reconocimiento
de sus sustratos, de manera que para funciones especificas de una
isoforma, solo la calpaina involucrada tendria acceso a ciertas
localizaciones subcelulares y por tanto a los sustratos en dichos
compartimentos (Shao et al., 2006; Leloup et al., 2010; Arnandis et al.,
2012; Rodriguez-Fernandez et al., 2016).

1.2 Localizacion de los reguladores de la actividad calpaina:
calpaina S1 y calpastatina

Como ya se ha comentado, la actividad calpaina es una funcién
compleja que engloba no solo la regulacion de la proteasa por Ca*" y otros

factores, sino también la regulacién de su inhibidor enddgeno,
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calpastatina, y de su subunidad reguladora, calpaina S1. Se podria
especular con que la novedosa localizacion nucleolar de la calpaina 2
podria ir acompafiada también con cambios en la localizacion de estas dos
proteinas. En este sentido, se ha sugerido la importancia de la localizacion
diferencial de la calpastatina o su disponibilidad como importante factor
regulador. Efectivamente, nuestro estudio también sugiere una regulacion
por “localizacion/disponibilidad”, ya que es el primer registro conocido de

que la calpastatina se acumula notablemente en el nucleolo.

Existen isoformas de la calpastatina con diferentes sitios de
modificacion postraduccional que repercuten en diferente localizacion
subcelular y/o interaccion con las calpainas (Salamino et al., 1997; Li and
Goldberg, 2000; Averna et al., 2001). Sin embargo, el mecanismo de
regulacion de la calpastatina sobre la actividad calpaina es un punto
controvertido. La hipdtesis mas aceptada actualmente postula que la
calpastatina actda controlando la sobreactivacion mas que la actividad. No
obstante, el incremento en los niveles de calcio intracelular que promueve
la actividad calpaina también activa la formacion (reversible) del
complejo calpaina-calpastatina (Averna et al., 2003). Por ello, debe haber
algun sistema de control extra que permita la activacion rapida y puntual
de las calpainas en la proximidad de la calpastatina (De Tullio et al.,
1999).

Se identificd la asociacion de la calpastatina con la calpaina inactiva, lo
cual seria un novedoso sistema de controlar el nimero de moléculas de
calpaina potencialmente activables (Melloni et al., 2006). Varios trabajos
han postulado diferentes estrategias respecto a la localizacién de la

calpastatina:

A. Se ha identificado la calpastatina en estructuras tipo granulares no
membranosas como agregados, de manera que no estan disponibles

para inhibir las calpainas.
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B. En el proceso temprano de activacion, la calpastatina y la calpaina
sufririan una translocacion a diferentes compartimentos, ocurriendo la
interaccion Unicamente si la actividad calpaina persiste en el tiempo
(De Tullio et al., 1999). Unicamente en situaciones patoldgicas la
calpastatina seria degradada por la calpaina (Campbell and Davies,
2012).

C. Diferente sublocalizacién en los organulos donde se ha visto el sistema
calpaina (Lane, Allan and Mellgren, 1992) como mitocondria, reticulo
endoplasmatico o aparato de Golgi (Hood, Brooks and Roszman, 2006;
Kar et al., 2008).

De todos modos, respecto al andlisis que realizamos hay varias
posibilidades que deberian ser sujetas a futuros estudios: por un lado, la
calpastatina podria estar “liberando” de las restricciones de su regulacion
a la calpaina citosolica, promoviendo asi el programa protumoral de las
células cancerosas. Por otra parte, se sugiere que el sistema
calpaina/calpastatina podria funcionar en el nucleolo, con lo que la
calpaina nucleolar podria ser regulada por su inhibidor. No obstante, en
nuestro estudio no analizamos la interaccion directa de ambas proteinas en
el nucleolo, por lo que tampoco podriamos descartar que ambas estén en
compartimentos diferentes de la ultraestructura nucleolar y por tanto no

haya inhibicion de la actividad calpaina.

Con respecto a la subunidad reguladora, en nuestro estudio
encontramos que la calpaina S1 tiene una distribucién Unicamente
citosolica y nuclear, por lo que no colocaliza con la calpaina 2 nucleolar.
La subunidad reguladora calpaina S1 actla controlando la actividad de las
calpainas convencionales, aunque no esta claro los mecanismos
implicados. En concreto, el histérico debate ha girado en torno a si la
disociacién de la subunidad reguladora seria el mecanismo de activacion

de las calpainas. A pesar de haberse realizado estudios que apoyaban esta
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afirmacion, el escenario mas aceptado actualmente es que este hecho no
ocurre in vivo como forma de activacion de estas proteasas. Ahora bien, la
siguiente incognita surgida sobre la funcién de la subunidad reguladora en
el sistema calpaina es si se mantiene unida tras la activacion de la
subunidad catalitica. No est4 claro ya que algunos reportan que tras la
activacion ocurriria la autélisis intermolecular y posterior disociacion de
las subunidades (Nakagawa et al., 2001), por lo que la autdlisis y
disociacidn serian el resultado de la activacién y no la causa (J. S. Chou et
al., 2011). Otros andlisis afirman que las subunidades mantienen la
interaccién (Gil-Parrado et al., 2003). En este sentido, en nuestro andlisis
mediante WB el peso molecular aparente detectado con un anticuerpo
frente al dominio V de la calpaina S1 sugiere que la subunidad reguladora
no esta siendo proteolizada. Nuestros resultados, en contraposicion a las
hipétesis establecidas por otros autores, sugeririan que, tras la activacién
de las calpainas, las subunidades se disociarian, pero sin aut6lisis de, al
menos, el dominio V. De todos modos, serian necesarios mas estudios
para confirmar la hip6tesis de la autélisis y disociacion de la calpaina S1,
ya que el dominio V ha sido omitido en los estudios con calpainas
recombinantes por su elevada inestabilidad. Ademas, presenta una
apariencia desordenada en la estructura cristalina (Campbell and Davies,
2012).

Por otra parte, en un estudio con diferentes formas truncadas de la
subunidad catalitica de la calpaina 1, el dominio IV se vio indispensable
para la interaccion entre las subunidades. Lo més interesante fue que una
de esas variantes que carecian de los dominios Il y IV, ademas de no
interaccionar con la subunidad reguladora, se acumulaba en el nlcleo y en
el nucleolo (Gil-Parrado et al., 2003). En este sentido, en el repositorio
refseq de la base de datos del NCBI se encuentra la secuencia de una

proteina reconocida como hipotética isoforma de la CAPN2 (NCBI
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Reference Sequence: XP_011542588.1) no confirmada experimentalmente
hasta ahora. En la prediccion de la secuencia codificante de dicha proteina
estan ausentes los dominios IV y la mitad del Il de la calpaina 2.
Posteriores experimentos serian necesarios para confirmar si la calpaina 2
nucleolar representaria una nueva isoforma de esta proteina de

localizacion preferentemente nucleolar.

1.3 Localizaciéon de la calpaina 2 en otros modelos tumorales y
no tumorales

A pesar de la identificacion inicial en células de CCR, nuestros
resultados parecen sugerir que la localizacion nucleolar de la calpaina 2
tiene un papel mas amplio en otros contextos celulares. Asi lo observamos
por el andlisis de su distribucion subcelular en una linea de céncer de
mama, comprobando que su presencia en el nucleolo es comin a
neoplasias con diferente base molecular y celular. Estos resultados
parecerian sugerir que la calpaina 2 tendria una funcion reguladora del
crecimiento celular/proliferacion en células tumorales. Sin embargo,
nuestros datos parecen indicar que el acumulo nucleolar de la calpaina 2
no estd restringido Unicamente a células tumorales con alta tasa de
division desregulada. Asi lo demuestra el analisis de la localizacion
subcelular de la calpaina 2 en la linea normal de colon fetal CCD 841
CoN y su acumulacion también en el nucleolo (ademas de en el resto de la
célula). De hecho, podria tratarse de un sistema de regulacion extendido a
mas tipos celulares y procesos bioldgicos. En este sentido, la regulacion
de la biogénesis ribosomal se ha visto implicada en otros procesos como
la diferenciacion celular (Chaillou, Kirby and Mccarthy, 2014; Hayashi et
al., 2014).

El aumento de la biogénesis ribosomal es imprescindible para la salida
del estado de desdiferenciacion de células madre embrionarias de

Drosophila melanogaster (Sanchez et al., 2016). Ademas, se conoce la
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participacion de las calpainas en el desarrollo (proliferacion vy
diferenciacion) de diversos de linajes celulares (Shimada et al., 2008;
Shimada, 2013; Buffolo et al., 2015). Es mas, un estudio analizé la
distribucion de la calpaina 2 durante el desarrollo embrionario de ratones,
observandose una interesante dependencia de su localizacion subcelular
respecto al estado embrionario. Aunque los autores no estudian la
colocalizacién de la calpaina 2 con un marcador nucleolar y ni siquiera lo
mencionan, en las células madre embrionarias de este estudio se observa
una fuerte acumulacion de la calpaina 2 (Raynaud et al., 2008) en

estructuras que podrian ser nucleolos.

2.  IMPORTANCIA DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR PARA LA
FUNCION DE LAS CALPAINAS. EXPRESION VS LOCALIZACION

2.1 Actividad calpaina en el nucleolo

Gracias en buena parte al desarrollo tecnoldgico, se ha visto que el
nucleolo representa una estructura mas dindmica (Olson and Dundr, 2005)
y compleja (Pederson, 1998) que un simple lugar de sintesis ribosomal
(Boisvert et al., 2007). En él se llevan a cabo diversas funciones no
relacionadas con la biogénesis ribosomal; hecho que ha puesto de
manifiesto el ultimo proteoma nucleolar realizado, capaz de identificar
hasta 4500 proteinas, la mayoria de las cuales no guardaba relacién con la
biogénesis ribosomal (Yasmeen Ahmad, Francois-Michel Boisvert, Peter
Gregor and Angus, 2008).

Nuestro modelo de estudio cuenta con un oncogén activado
constitutivamente que presenta una “adiccion” a una alta y constante tasa
de biogénesis ribosomal (Tsai and Pederson, 2014). En fibroblastos de
rata, la transformacion con v'?-Kras se ha demostrado que promueve la
fuerte activacion de la actividad calpaina (Carragher, Fonseca and Frame,

2004). Asi, en el presente trabajo hemos demostrado que la calpaina 2
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aparece como una fuerte agregacion nucleolar en la linea celular de CCR
DLD1. Entre otras funciones del nucleolo, la mas novedosa es la que
alude a su capacidad de retener diversas proteinas para impedir la
interaccion con sus efectores y por tanto asi regular su funcién (Audas,
Jacob and Lee, 2012b). Esta inmovilizacion parece depender de la
formacion de una gran estructura subnucleolar denominada centro de
detencion (DC). Por tanto, podria alegarse que las calpainas son retenidas
en el nucléolo para ser alli inactivadas. Sin embargo, nuestros
experimentos parecen rechazar semejante hipoétesis. Efectivamente, la
actividad calpaina era susceptible de ser inducida o inhibida con EGF o
calpeptin respectivamente. Estos datos demuestran que la calpaina
presente en el nucléolo es una enzima funcional. No obstante, EGF vy
calpeptin podrian inducir e inhibir cualquier isoforma de calpaina, por lo
que a pesar de haber detectado la presencia de la calpaina 2 en el nucleolo,
no podriamos descartar que otras calpainas tuvieran también actividad

proteolitica nucleolar.

La presencia de una proteasa en un sitio que concentra tal cantidad de
proteinas podria ser potencialmente perjudicial para multitud de funciones
(Andersen et al., 2005) hasta, como caso mas extremo, comprometer la
propia viabilidad celular. Por otra parte, la protedlisis de proteinas del
ciclo celular, o de genes supresores de tumores (Stepinski, 2016) podria
desregular el normal funcionamiento de las células (Drygin, Rice and
Grummt, 2010) y promover el desarrollo tumoral. Por todo ello, resulta
necesario comprender que funcion podria estar cumpliendo la calpaina 2

en el nucleolo.

2.2 Funcion de la calpaina en la biogénesis ribosomal

El nucleolo acta como punto de convergencia de vias de sefializacion

que “informan” a la célula sobre factores del entorno como nutrientes,
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factores de crecimiento, etc, que afectan al crecimiento y division celular.
De este modo, el nucleolo percibe alteraciones del medio extracelular o de
la propia célula que utiliza para tomar decisiones locales (parada de la
biogénesis ribosomal y/o reorganizacion nucleolar) (Rubbi and Milner,
2003) o a nivel de toda la célula (parada del ciclo celular, muerte celular)
(Boulon et al., 2010). Por esto creemos que una proteasa podria provocar
un desajuste en todo este sistema de “vigilancia nucleolar” que entre otros
participantes depende en gran medida de p53, conocida diana de las

calpainas (Guan et al., 2016).

Efectivamente, dentro de los diferentes tipos de reorganizacion
nucleolar (Burger et al., 2010; Su et al., 2013) obtenidos tras la inhibicién
de la biogénesis ribosomal, observamos que la calpaina 2 mantenia su
asociacion con componentes mayoritarios del nucleolo. En concreto, la
calpaina 2 mantenia su colocalizacion con la fibrilarina, proteina de los
componentes fibrilares densos (DFC) implicada en la transcripcion y
maduracion del pre-rRNA. Se ha demostrado que tras la reorganizacion
nucleolar que tiene lugar tras la inhibicion de la RNA polimerasa I, los
componentes de la maquinaria transcripcional, entre los que se encuentra
la fibrilarina, permanecen unidos a esta (Shav-Tal et al., 2005). En cambio
observamos que otras proteinas como la nucleolina se translocaba hacia el
nucleoplasma, donde se ha sugerido que pueda activar respuestas que

contrarresten el dafo celular (Kalousek, Otevrelova and Roselova, 2005).

El andlisis de los niveles del transcrito primario tras el uso de calpeptin
confirmé que la actividad calpaina tiene una funcién represora sobre los

niveles del 47s pre-rRNA.

Vemos por tanto que la calpaina 2 podria tener un papel fundamental
en la “vigilancia nucleolar” ya que el cambio en los niveles de 47s pre-
rRNA es uno de los primeros pasos méas frecuentes en los procesos de

estrés nucleolar (Grummt and Voit, 2010). Los cambios en los niveles de
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47s pre-rRNA bien podrian ser reflejo de modificacion de su tasa de
transcripcion o de procesamiento. Un andlisis mediante ChlP confirmo la
presencia de la calpaina 2 en el promotor y en el espaciador intergénico
del rDNA, sugiriendo asi una funcion en la transcripcion del rDNA.

La calpaina 2 podria tener una funcion importante en el promotor del
rDNA, donde la presencia de un complejo de preiniciacion es
imprescindible para el comienzo de la transcripcion. Igualmente, una
multitud de proteinas son reclutadas para diversas modificaciones
postraduccionales tanto a corto plazo como a nivel epigenético
(Srivastava, Srivastava and Ahn, 2016), sobre el DNA o en situaciones de
estrés (Tanaka et al., 2015).

Se conoce desde hace mucho tiempo la participacién de proteinas no
ribosomales en el nucleolo para el proceso de biogénesis ribosomal. Por
ejemplo en la levadura Saccharomyces cerevisiae se ha descrito mas de
200 factores relacionados con la biogénesis ribosomal, entre los cuales se
encuentran componentes de las snoRNP, enzimas modificadoras de
rRNA, helicasas y endo- y exonucleasas (Kressler, Linder and de La Cruz,
1999). Es mas, existe un amplio registro de proteinas cuya funcién y
localizacion conocida no estan en absoluto relacionadas con el nucleolo
pero, en la mayoria de los casos de manera desconocida, afectan a la
biogénesis ribosomal (Tafforeau et al., 2013). Un estudio muy reciente
identificd hasta 139 proteinas cuya falta de expresion generaba un cambio
de fenotipo de 2-3 nucleolos a solo 1. Entre esas proteinas, solamente una
cuarta parte eran nucleolares, lo cual revela una participacion critica de las
proteinas no nucleolares en el proceso de biogénesis ribosomal (Farley-
Barnes et al., 2018). Es mas, existen minimos registros de proteasas en el
nucleolo y por tanto poco se conocen adn sus posibles funciones sobre la
biogénesis ribosomal (Yun et al., 2008; Cai et al., 2015; Sun et al., 2015).
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Finalmente, el espaciador intergénico no se transcribe para formar
parte de los futuros ribosomas pero son RNA no codificante (ncRNA) con
una interesante capacidad reguladora (Lafontaine, 2015). Los ncRNA
modulan la expresion del rDNA mediante modificaciones epigenéticas en
respuesta a estrés, falta de nutrientes o factores de crecimiento (Mayer et
al., 2006; Lakhotia, 2012). Esta regulacion ocurre a través de
interacciones de los ncRNA con proteinas reguladoras (Jacob et al.,
2012), otro proceso en el que la calpaina podria ejercer su control sobre la
sintesis de rRNA (McStay and Grummt, 2008). En células MCF-7 en
respuesta a chogue térmico, se ha observado que la formacién del DC
depende de la expresion de un ncRNA generado del IGS, proceso que va
acompafiada de la redistribucién de factores nucleolares y la detencién de

la biogénesis ribosomal (Jacob et al., 2013).

2.3  Funcion de la calpaina 2 nucleolar como sensor de suero:
sintesis de rRNA vy relacion con el estatus mutacional de
KRAS

La produccion de ribosomas es uno de los principales procesos
metabolicos de la célula, por lo que la funcion nucleolar esta
estrechamente unida al crecimiento celular y la proliferacién. Bajo estas
circunstancias, las células deben ejercer un estricto control sobre esta
actividad de acuerdo a la disponibilidad de nutrientes y factores de
crecimiento. En este sentido, las mutaciones como la de KRAS G13D
confieren la ventaja selectiva de promover la proliferacion
independientemente de factores de crecimiento (Stolze et al., 2015). Se
conoce, entre otros mecanismos, la capacidad de las mutaciones de KRAS
de regular el metabolismo de la glucosa, lo cual les otorga una ventaja de

supervivencia frente a KRAS salvaje (Yun et al., 2009).

Los resultados sugieren que la ausencia de factores de crecimiento del

suero tiene una funcion clave regulando la biogénesis ribosomal a través
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de la calpaina 2. En cuanto a nuestro sistema, nos planteamos si la
calpaina 2 podria actuar, a través de KRAS, como sensor de las
condiciones extracelulares para regular la biogénesis ribosomal. Nuestros
datos indican que la calpaina 2 nucleolar tiene un papel represor de
biogénesis ribosomal en las células tumorales de CCR. Ademas, sugieren
que la regulacion de este sistema es dependiente del estado mutacional de
KRAS.

El analisis de la expresion génica, localizacién y ensayo de ChIP de la
calpaina 2 en condiciones adversas de disponibilidad de suero mostré un
comportamiento diferencial segin el estado mutacional de KRAS.
Unicamente en la linea DWT?7 la ausencia de suero induce la expresion de
la calpaina 2, su localizacion nucleolar y su unién al promotor del rDNA.
Es mas, estos niveles de calpaina 2 se relacionan de manera inversa con
unos niveles minimos de expresion del 47s pre-rRNA en comparacion con
las otras lineas celulares en respuesta a la deplecion de suero. No obstante,
ante la falta de especificidad del inhibidor utilizado en otros experimentos,
se podria argumentar que otras isoformas de las calpainas podrian contar
con una funcidn en la biogénesis ribosomal. Sin descartar la posibilidad de
que otras calpainas no analizadas pudieran participar en la biogénesis
ribosomal, nuestros experimentos en células knock-down de la calpaina 2
definitivamente demuestran que esta Ultima participa en la represion
transcripcional de 47s pre-rRNA (Gémez-Vicente, Donovan and Cotter,
2005; Grummt and Voit, 2010; Tanaka et al., 2010).

Mientras que las células DWT7 se mantienen sensibles para responder
a la falta de suero, las células con KRAS mutado son independientes de
las sefiales extracelulares y por tanto promoverian constantemente la
biogeénesis ribosomal. En este sentido, un estudio sobre senescencia
también reconocia un mecanismo protector para las células mediante el

control del crecimiento celular. En él se sefialaba que la alteracion de las
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necesidades metabdlicas tumorales es uno de los mecanismos que las
celulas utilizan para contrarrestar la transformacion promovida por
oncogenes como KRAS (Li et al., 2013). Ademas, es notorio el efecto del
estado mutacional de KRAS ya que la sensibilidad a estimulo de la linea
DWT?7 le permite regular la biogénesis ribosomal. Esta capacidad del
alelo KRAS salvaje ha sido sefialada en diversos estudios en los que
sefialan un comportamiento como “supresor de tumores” (Zhang et al.,
2001; Spandidos et al., 2002; Vartanian et al., 2013; Zhou, Der and Cox,
2016). En cambio, la linea DMUT cuenta con autosuficiencia en cuanto al
crecimiento celular, por lo que la biogénesis ribosomal no se ve afectada

por la calpaina 2 en respuesta a la falta de suero.

2.4 Funcion de la calpaina 2 no nucleolar

Los resultados indican que la calpaina 2 nucleolar tiene un papel
regulador sobre la biogénesis ribosomal, disminuyendo los niveles de 47s
pre-rRNA. En este sentido, a pesar de que las lineas DMUT y DWT7
presentan acumulacion nucleolar de la calpaina 2, la linea DMUT parece
contar con un sistema que intenta impedir esta localizacion ya que cuenta
con un menor nivel de esta proteina (Min, Lee and Baek, 2016). Esta
observacion hacer cuestionarse si el proceso tumoral promovido por
KRAS G13D solo intenta mantener la calpaina 2 fuera del nucleolo o esta

calpaina también cumple una funcién tumorigénica en el nucleoplasma.

Se ha mencionado a lo largo de este trabajo que se ha encontrado a las
calpainas en diferentes localizaciones subcelulares dependiendo del
contexto celular y biol6gico. Entre todas ellas, la calpaina 1 proteoliza el
extremo amino terminal de la histona H3 en el nicleo de células de

glandula mamaria en involucién (Arnandis et al., 2014).

Nuestros datos indican una interaccion directa entre la calpaina 2 y el

extremo amino terminal de la histona H3 en el nucleoplasma de las células

111



DISCUSION

DMUT. En estudios previos se ha podido demostrar la prote6lisis de esta
histona por parte de otra proteasa como la catepsina L (Duncan et al.,
2008; Adams-Cioaba et al., 2011). Aunque la funcion de esta protedlisis
de las colas de histonas no estd del todo clara, se ha postulado que la
protedlisis de la histona podria eliminar o generar marcas epigenéticas
(Zhou et al., 2014) o una estructura cromatinica mas laxa que promueva la

transcripcion de genes tumorales (Azad and Tomar, 2014).

Muchas proteinas cuentan con mas de una localizacion subcelular
(Eilbracht et al., 2004). Entre ellas, proteinas nucleolares mayoritarias
como la nucleolina o nucleofosmina (Chen, Huang and Biology, 2001)
oscilan continuamente entre nucleolo y nucleoplasma para cumplir
diferentes funciones. Futuros experimentos serian necesarios para
establecer los sistemas de transporte de la calpaina 2 entre los
compartimentos y si cuenta con un transporte continuo o por contra tiene
una cinética mas estatica (Chen, Huang and Biology, 2001). Dado que no
cuenta con una secuencia de localizacion nucleolar (NoLS) establecida, es
tentativo especular si podria dimerizar con otras proteinas que si la tienen
para entrar al nucleolo (Emmott and Hiscox, 2009; Pederson and Tsali,
2009).

Cualquiera sea el mecanismo, la doble localizacion de la calpaina 2
remarca la importancia de la correcta localizacion de las proteinas como
una funcién habitualmente desregulada en patologias como el cancer
(Gravina et al., 2014; Hill et al., 2014).
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3.  REGULACION DE LA CALPAINA 2 NUCLEOLAR

3.1 Dependencia de la actividad enzimatica de la calpaina 2
para su localizacion nucleolar

Hemos observado que la actividad proteasa de la calpaina 2 cumple
una funcion importante en la modulacion de la biogénesis ribosomal. El
hecho de tener un papel activo en la biogénesis ribosomal podria sugerir
que la localizacion nucleolar de la calpaina 2 estaria condicionada a, al
menos en parte, contar con una actividad proteasa completa. Nuestros
resultados demuestran que, efectivamente el bloqueo de su actividad

disminuye los niveles de la calpaina 2 en el nucleolo.

En experimentos in vitro se ha demostrado que una actividad calpaina
elevada favorece el proceso de autolisis intermolecular y por tanto reduce
notablemente la vida media de estas proteinas (Campbell and Davies,
2012). Sin embrago, el andlisis de la distribucién subcelular de la calpaina
2 permite corroborar, por el peso molecular aparente, que la calpaina 2
nucleolar corresponde a la forma completa de la proteina. Ademas, el
tratamiento con la calpeptin deberia inhibir un posible proceso de
autolisis, lo cual provocaria la estabilizacion de los niveles de calpaina 2
nucleolar. En cambio, tras el uso de este inhibidor, los niveles de calpaina
2 nucleolar disminuyen, lo cual descartaria un proceso de autolisis. Por
tanto, nuestros datos sugieren una dependencia, al menos parcial, de la

actividad enzimética para la acumulacion de la calpaina 2 nucleolar.

En este sentido, probablemente debido al amplio espectro de sustratos
y funciones en los que se ha visto la participacion de las calpainas, se han
descrito  estimulos  muy  distintos que inciden en el
movimiento/localizacion de las calpainas en diversos compartimentos
celulares. En el caso de la calpaina de Plasmodium falciparum una

modificacion por &cidos grasos regula su transporte hacia el nucleolo
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(Russo, Oksman and Goldberg, 2009). Las especies reactivas de oxigeno
promueven el transporte de la calpaina 1 hacia el nlcleo para inducir

apoptosis (Chang et al., 2015).

Aunque pocos estudios han enfocado su interés en ver como la propia
actividad calpaina repercute en la localizacion subcelular de estas
proteinas, se ha observado que el aumento en los niveles de calcio
intracelular induce el movimiento de la calpaina 2 del citosol hacia el
nucleo (S. M. Chou et al., 2011; Baek et al., 2016) y de la calpaina 10
(Maet al., 2001).

3.2 Vias de senalizacion que intervienen en la localizacidn
nucleolar de la calpaina 2

Como ya se ha comentado, la regulacion de la actividad de las
calpainas se ve afectada por varios factores. Uno de estos procesos son las
modificaciones postraduccionales que, segun las Ultimas hipotesis,
controlarian la actividad de una manera indirecta ya que regularian la
localizacion de las calpainas (Leloup et al., 2010). Diversos estudios
sefialan la fosforilacion y activacién de la calpaina 2 tras la activacion de
la via de sefializacion de RAS/RAF/MEK/ERK (Glading et al., 2001;
Leloup et al., 2009). Ademads, las calpainas también pueden verse
reguladas por la sefializacion de la via de PISBK/AKT/mTOR (Kumar et
al., 2013).

Las dos vias principales de activacion por mitdgenos también ejercen
un estricto control sobre la actividad nucleolar. En condiciones de
crecimiento y proliferacion celular promueven notablemente la biogénesis
ribosomal, asi como inhiben el proceso ante diferentes tipos de estrés.
Todo ello podria sugerir una posible influencia de estas vias de
sefializacion sobre la calpaina 2 nucleolar. Con este objetivo, analizamos

la distribucion celular de la calpaina 2 tras la doble inhibicion de las vias.
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Este aspecto es importante ya que algunos estudios sefialan que si
coexisten mutaciones en ambas vias, se pierde la “adiccion” a una de ellas
y se activan dianas que integran los efectos de ambas sefializaciones (She
et al., 2010; De Luca et al., 2012). Observamos un incremento en los
niveles de calpaina 2 nucleolar tras la inhibicion de ambas vias, lo que
sugiere una dependencia parcial de la localizacion de esta proteina debido
a la sefalizacidn de estas vias. El incremento en los niveles de calpaina 2
nucleolar tras la inhibicion se vio ademas acompafiado por una subida de

la actividad proteolitica de la enzima.

Los resultados estan en consonancia con diversos trabajos que
remarcan la funcion de las vias de PISBK/AKT/mTOR (Byles et al., 2010;
Hamilton et al., 2014) y RAS/RAF/MEK/ERK (lkari et al., 2010;
Robitaille et al., 2010; Chen et al., 2014) en dirigir la localizacion
subcelular de diversas proteinas. Es mas, diversas investigaciones han
demostrado la necesidad de la sefializacion de estas vias para la
localizacion nucleolar de proteinas (Gizak et al., 2015) o la interaccion
directa de componentes de las vias con proteinas mayoritarias del nucleolo
(Birchenall-Roberts et al., 2006).

3.3 Efecto del estado mutacional de KRAS sobre la localizaciéon
de la calpaina 2

La modulacion de la actividad calpaina nos genera resultados
aparentemente contradictorios, ya que tanto el EGF como los inhibidores

de las vias de sefializacion incrementan la actividad calpaina.

Ante la posibilidad de que podamos observar resultados de dificil
interpretacién debido a la presencia de un alelo salvaje y otro con la
mutacién G13D en heterocigosis, analizamos la distribucién de la calpaina

2 en lineas celulares isogénicas DMUT y DWT7. Ambas mantienen la
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mutacion E545K para PI3K, pero solo cuentan con un alelo KRAS G13D
(DMUT) o un alelo salvaje (DWT7).

En este estudio no encontramos que el alelo mutante presentara
diferencias de expresion génica y niveles de proteina de calpaina 2 o de
actividad proteolitica global entre ambas lineas celulares. Este ultimo
aspecto contrastaria con otro estudio donde se observé que la
transformacion de células con un alelo mutante del codon 12 incrementa
la actividad calpaina global (Carragher, Fonseca and Frame, 2004).
Ademas, otras investigaciones si han observado cambios de expresion
globales provocados por alelos mutantes de KRAS, teniendo inclusive
cada mutacion su propio “perfil tumoral” (Hammond et al., 2015). Es
mas, estudios protedmicos realizados con la mutacion G12V sugirieron la
participacion en multiples procesos entre los cuales esta la sefalizacion
por Ca?* (Kim et al., 2008) y en concreto, entre otras, sobre las calpainas
(Young et al., 2005).

Es posible que las discrepancias entre estos datos y nuestros resultados
se puedan explicar por la presencia en estos estudios de ambos alelos de
KRAS, salvaje y mutado. Alternativamente, la presencia de la mutacion
de PIBK E545K en ambas lineas celulares, DMUT y DWT7, o las
diferencias en los codones de KRAS mutados podrian también explicar las

discrepancias con datos de otros autores.

En efecto, los antecedentes en la literatura han registrado que los alelos
de KRAS tipo salvaje y sus diferentes mutaciones pueden tener un
fenotipo oncogénico diferente. Se han encontrado diferencias en la
sensibilidad de inhibidores de MEK, sefialando a uno u otro alelo como el

mas sensible (Haagensen et al., 2016; Burgess et al., 2017).

También se ha argumentado que la sefializacion a través de la ruta de

las MAPK no difiere tanto entre los alelos (niveles de fosforilacion
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similares) pero si en los efectores downstream (Vartanian et al., 2013).
Contrariamente, otro estudio obtiene resultados donde si cuentan con

niveles de fosforilacion diferentes en las MAPK (Haagensen et al., 2016).

En cualquier caso, con independencia del efecto de las vias de
sefializacién sobre la expresion y actividad de calpaina total, cuando
analizamos las diferencias Unicamente nucleolares si apreciamos mayor
nivel de calpaina 2 nucleolar en DWT7 que en DMUT, lo cual también se
reflejaba en una mayor actividad calpaina nucleolar. En este sentido, un
estudio fue capaz de identificar la interesante capacidad del alelo de
KRAS G13D de bloquear la sefalizacion por Ca?*, que puede ser un
disparador de (actividad calpaina y) cascada de apoptosis (Pierro et al.,
2014).

Se ha visto que puede existir una preferencia de efectores entre los
alelos mutantes de KRAS vy el tipo salvaje que puede desencadenar
diferentes consecuencias downstream (lhle et al., 2012). Como ejemplo,
RAS mutante es capaz de afectar la localizacion subcelular de otras
proteasas como la catepsina D (Démoz et al., 1999) o en concreto la
mutacion G13D regula la localizacion de la catepsina B en células de
cancer colorrectal (Cavallo-Medved et al., 2003).

Los resultados obtenidos sugieren que la sefializacion constitutiva de
KRAS por la mutacion G13D activa un mecanismo que previene
parcialmente la localizacion nucleolar de la calpaina 2. Este hecho no

impide una posible participacion de la sefializacion por la via de PI3K.

Las células tumorales pueden generar sefiales compensatorias por el
entrecruzamiento en las vias de sefializacion que le permitan, por ejemplo,
evadir los efectos de anti-tumorales (Aksamitiene, Kiyatkin and
Kholodenko, 2012). Por otra parte, el uso de lineas celulares con un Gnico
alelo de KRAS podria permitir la identificacion de una posible

dependencia en exclusividad de alguna de las 2 vias desreguladas. Sin

117



DISCUSION

embargo, la localizacion de la calpaina 2 tras inhibir ambas vias por
separado en la linea DWT?7 (la Gnica que parece responder a estimulos) no
demostro6 que la sefializacion de cada una de las vias por separado tuviera

efecto sobre los niveles de calpaina 2 nucleolar.

Nuestros hallazgos estan en consonancia con estudios previos en los
cuales en diversas funciones celulares, el efecto generado por cada via por
separado no es el mismo que ambas conjuntamente (Kandil et al., 2013;
Ingeson-Carlsson and Nilsson, 2014; Yu et al., 2015; Jiang et al., 2016).
Ademas, el fallo de ciertos inhibidores de quinasas en el tratamiento de
pacientes ha realzado la importancia del entrecruzamiento de las vias
como mecanismo de resistencia. La sefializacién cruzada puede ocurrir a
diversos niveles y puede provocar que tras la inhibicién de una via, la
sefializacién sobre los efectores pase a la otra via (Dogan Turacli, Ozkan
and Ekmekci, 2015).

La funcion de la calpaina 2 sobre la biogénesis ribosomal como sensor
de la ausencia de suero por la sefializacion de las vias, podria sugerir que
estimulos que activen las vias deberian promover su salida del nucleolo.
Efectivamente, el resultado confirmd la sensibilidad del alelo KRAS tipo
salvaje a la activacion de las vias por de factores de crecimiento (Bentley
et al., 2013; Young, Lou and McCormick, 2013), ya que se observé un
menor nivel de calpaina 2 nucleolar. Lo mas interesante, esta disminucion
de calpaina 2 tras la activacion de las vias parece sugerir un claro sistema
de regulacion de esta proteasa, Unicamente sensible con la presencia del

alelo KRAS salvaje.
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4. ESQUEMA REPRESENTATIVO DEL SISTEMA DE LA CALPAINA 2
NUCLEOLAR Y SU REGULACION SEGUN EL ESTADO
MUTACIONAL DE KRAS

WT KRAS

- FBS

KRAS G13D f

uo/LY

Transporte
Nucleolar

1Biogénesis
ribosomal

Dianas Nucleares:
Histona H3

Transporte
Nucleolar

S

Figura 32. Modelo de la regulacion de la calpaina 2 nucleolar mediante KRAS. En células con el

“— +FBS

alelo KRAS tipo salvaje (verde) la calpaina 2 se acumula en el nucleolo y acta como sensor de
procesos de estrés celular disminuyendo los niveles de biogénesis ribosomal. La ausencia de factores
de crecimiento aumenta la expresién de la calpaina 2, mientras que la inhibicion de las vias de las
MAPK promueve la acumulacién de la calpaina 2 en el nucleolo (aumenta la entrada o impide la
salida). Finalmente, bajo abundancia de factores de crecimiento la biogénesis ribosomal puede
proceder, con lo que se promueve la localizacién de la calpaina 2 en el nucleoplasma, ya sea por
aumento de la salida desde el nucléolo o bloqueo de su entrada. La mutacion KRAS G13D (rojo)
previene la acumulacion nucleolar de la calpaina 2, promoviendo su presencia en el nucleoplasma
para actuar sobre otras dianas como la histona H3. Ademas, la activacion constitutiva de este alelo
mutante promueve la insensibilidad de la calpaina 2 a responder a estimulos como inhibicién de las

vias de las MAPK o ausencia de factores de crecimiento.
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CONCLUSIONES

El presente proyecto de tesis ha sido capaz de elucidar una nueva

localizacion subcelular de la calpaina 2 y su papel en la biogénesis

ribosomal mediada por KRAS en células de céncer colorrectal. En

concreto, nuestras conclusiones han sido:

1.

En células de cancer colorrectal la CAPN2, y no la CAPNL, tiene una
localizacion preferentemente nucleolar con independencia del estado
mutacional de KRAS.

La calpaina 2 se localiza en el nucléolo de células con una activa
proliferacion celular independientemente del tipo celular o tipo de

neoplasia.

El estado mutacional de KRAS afecta a los niveles de expresion, de
localizacion y de actividad proteolitica de CAPN2 en lineas celulares
de CCR.

La CAPN2 nucleolar, bajo el control de KRAS salvaje actia como
represor transcripcional de la biogénesis ribosomal en respuesta a

condiciones limitantes de crecimiento celular.
En condiciones de crecimiento adversas, la presencia de KRAS G13D

supone una ventaja selectiva al limitar la funcién de la calpaina 2

nucleolar como sensor de las sefales de crecimiento del entorno.
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