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RESUMEN

La proteina 14-3-3C, codificada por el gen YWHAZ, participa en multiples rutas de
sefalizacion celular y se ha asociado con procesos tumorales incluida la leucemia
linfocitica crénica (LLC), aunque su funcién exacta no esta clara. En este estudio, se
confirmé la sobrexpresion de YWHAZ en linfocitos B de pacientes de LLC respecto a
los de donantes sanos y estudiamos la posible elevacion de su traduccion en aquellas.

Para estudiar la funcion de 14-3-3(, se disefiaron shRNAs especificos para silenciar la
expresion de YWHAZ y evaluar sus consecuencias funcionales. Tras validar el
silenciamiento por western blot, se utilizaron las construcciones para tratar de dilucidar
la influencia de 14-3-3C en diversos aspectos moleculares de la LLC. Ensayos de
luciferasa mostraron que YWHAZ reprime la transcripcion del gen RRAS2, considerada
la principal causa de la LLC, posiblemente modulando la ruta de ERK2,
independientemente del estado de modificacion en la lisina 177. En conjunto, estos
hallazgos sugieren que 14-3-3C actiia como represor de genes clave en la LLC y podria
tener potencial como diana terapéutica.
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ABSTRACT

The 14-3-3C protein, encoded by the YWHAZ gene, is involved in multiple cellular
signaling pathways and has been associated with tumor processes, including chronic
lymphocytic leukemia (CLL), although its exact role remains unclear. In this study,
YWHAZ overexpression was confirmed in B lymphocytes from CLL patients compared
to those from healthy donors, and we investigated the potential increase in its translation
in these cells.

To study the function of 14-3-3¢, specific shRNAs were designed to silence YWHAZ
expression and assess the resulting functional consequences. After validating the
silencing by western blot, the constructs were used to help elucidate the influence of 14-
3-3C on various molecular aspects of CLL. Luciferase assays showed that YWHAZ
represses the transcription of the RRAS2 gene, considered the main driver of CLL,
possibly by modulating the ERK2 pathway, independently of the modification status of
lysine 177.

Taken together, these findings suggest that 14-3-3C acts as a repressor of key genes in
CLL and could have potential as a therapeutic target.

PALABRAS CLAVE
Leucemia linfocitica crénica, 14-3-3 3¢, RRAS2, shRNA, Rohinitib.
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INTRODUCCION

La leucemia linfocitica crénica (LLC), es la leucemia mas frecuente en adultos en los
paises occidentales.? Se trata de una neoplasia caracterizada por una acumulacion y
proliferacion de linfocitos B maduros. 2 Estos linfocitos B maduros, presentan un fenotipo
caracteristico y tienden a infiltrarse en la sangre, la médula ésea y los tejidos linfoides.3
4 Suele manifestarse en pacientes de edad avanzada y muestra una evolucion clinica
muy variable.®> Ademas, afecta con mayor frecuencia a hombres que a mujeres.

A lo largo de los afos, el abordaje terapéutico de la leucemia linfocitica crénica ha
evolucionado significativamente y actualmente, existen diversas opciones terapéuticas.
Aunqgue la quimioterapia ha sido el tratamiento estandar para los pacientes con LLC
durante décadas, los avances cientificos han permitido el desarrollo de nuevas terapias
dirigidas, como los inhibidores de BCL2 o los inhibidores de BTK. ® 2 No obstante, a
pesar de los grandes avances, alun no se comprende por completo los mecanismos
moleculares de esta enfermedad.

La secuenciacién del genoma en pacientes con LLC ha permitido identificar mutaciones
en genes como NOTCH1, SF3B1, BIRC3 y MYD88. Sin embargo, estas mutaciones
estan presentes en menos del 15% de los pacientes, lo que limita su utilidad para
explicar la fisiopatologia de la LLC. ©

En contraste, un estudio reciente demostrd que la sobreexpresion de RRAS2 reproduce
el fenotipo caracteristico de la LLC en modelos murinos. Se ha observado que la
sobreexpresion del gen RRAS2 wild type esté presente en hasta el 82% de los pacientes
con LLC. Este hallazgo destaca la importancia de RRAS2 en la patogénesis de la LLC
y su posible interaccién con otras proteinas clave en la progresion tumoral. "8

Asimismo, diversos estudios han puesto en evidencia que, los niveles de expresiéon de
proteinas en la LLC no siempre se correlacionan con los niveles de ARNm, lo que
sugiere un papel importante de las modificaciones postraduccionales (PTMs) y el control
de la traduccién en la fisiopatologia de la enfermedad. 3

En este contexto, las modificaciones tipo ubiquitina, como la NEDDilacién, han adquirido
un interés creciente. Las modificaciones postraduccionales de proteinas, son
alteraciones quimicas que sufren las proteinas después del proceso de traduccién,
debido a la unién de ciertos grupos bioguimicos a su estructura. ® La NEDDilacion
consiste en la union covalente del péptido NEDDS8 a residuos de lisina de proteinas
diana, regulando asi funciones esenciales para la célula como la estabilidad,
localizacién y actividad de estas proteinas. 3

En pacientes con LLC, se ha observado una elevacién de la NEDDilacion en células B
malignas, afectando a proteinas involucradas en rutas celulares fundamentales.
Ademas, la inhibicion farmacol6gica de este proceso mediante el compuesto MLN4924
(Pevonedistat) ha demostrado efectos citotoxicos significativos en ensayos ex vivo, lo
gue refuerza la hipotesis de que estas modificaciones desempefian un papel activo en
la supervivencia y progresion de las células malignas en la LLC. 3
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En este marco, adquieren especial relevancia las proteinas 14-3-3, que conforman una
familia altamente conservada de moléculas con un peso molecular aproximado de
30kDa. Se trata de proteinas que forman dimeros, altamente conservadas, y presentes
exclusivamente en eucariotas, que se unen a proteinas fosforiladas.'® Esta familia
incluye siete isoformas, cada una con una localizacion especifica en los tejidos y
funciones particulares segun la isoforma. En los ultimos afios, se ha asociado la
regulacion de estas isoformas con diversos tipos de cancer, no obstante, alin se requiere
una comprension mas profunda sobre su relevancia clinica y biolégica. *

Dentro de esta familia, encontramos la isoforma {, que es la proteina codificada por el
gen YWHAZ, y destaca por su papel central en numerosas vias de transduccion de
sefiales. Se ha demostrado que YWHAZ se encuentra frecuentemente sobreexpresado
en numerosos tipos de cancer y que esta ampliamente implicado en la progresiéon
tumoral. 11213 Ademas, se ha visto que 14-3-3 esta altamente modificada en la LLC,
tanto por ubiquitina como por NEDDS.

La proteina 14-3-3C cumple una funcién esencial en la proliferacion y crecimiento celular
de diversos tumores hematolégicos. En el mieloma mudltiple se ha visto que el
silenciamiento de 14-3-3( provoca una notable reduccién en la proliferacién celular, lo
gue resalta que podria ser una diana terapéutica en varios tumores hematoldgicos. 4
De manera similar, se ha observado que en la LLC puede ocurrir una posible implicacion
de 14-3-3C en los mecanismos de supervivencia de las células B malignas, lo que
sugiere que esta proteina podria desempenfar un rol relevante en la fisiopatologia de
esta neoplasia.

Se ha demostrado que 14-3-3C interactua fisicamente con la proteina Stat3, un factor
de transcripcién que esta constitutivamente activo en distintos tipos de cancer, entre
ellos el mieloma mudltiple, leucemia y linfoma. Esta interaccion depende de la
fosforilacion de Stat3 en el residuo Ser727, y la mutacién de esta serina por una alanina
impide la unién entre ambas proteinas. 13

También se ha visto que la interaccion entre Wnt5a, ROR1 y 14-3-3(, favorece procesos
como la migracion, crecimiento y supervivencia de las células en la leucemia linfocitica
cronica. Wnt5a estimula la activacion de ROR1 (un receptor de membrana de células B
leucémicas) e inicia una cascada de sefializacion. Una vez esta ROR1 activado, 14-3-
3( se une a este, y esta union es clave para formar el complejo llamado ARHGEF2. Esta
interaccion desencadena la activacion de RhoA y Racl, lo que impulsa la migracién y
expansion celular en la LLC. *°

Aunque aun se desconoce el papel exacto de 14-3-3C en la leucemia linfocitica crénica,
asi como el de su NEDDilacion o su ubiquitinacién, la evidencia actual sugiere que
podria desempefiar un papel funcional en su fisiopatologia. Por eso el objetivo de este
proyecto va enfocado a generar construcciones de interferencia para estudiar el efecto
de la reduccion de su expresion.
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RESULTADOS
Expresion de YWHAZ en LLC y linfocitos B sanos

Como primera aproximacion al estudio del papel que desempefia 14-3-3C en la leucemia
linfocitica crénica (LLC), estudiamos su expresion en linfocitos B de pacientes y la
comparamos con la de linfocitos B de donantes sanos. Ademas, dado que la traduccion
esté regulada de forma aberrante en la LLC, estudiamos el efecto que un inhibidor del
factor de iniciacién de la traduccion elF4A1 (Rohinitib) tiene sobre dicha expresion. La
inhibicion de la traduccion induce el bloqueo de la degradacion de los MRNAs asociada
a su traduccion. Asi, se ha demostrado que en la LLC Rohinitib induce una acumulacion
de mRNAs relevantes, como MYC, Mcl-1, NFKBIA o kinasas de la sefalizacion del
receptor de célula B.

En un primer ensayo, y con fines didacticos, analizamos muestras de tres pacientes
tratadas con Rohinitib o sélo con el disolvente (DMSO) como control, mediante RT-PCR
semicuantitativa. Se analiz6 la expresion relativa de YWHAZ, pero también la de los
genes TP53, NEDD1, LYN, EIF4Al1 y PDCD4, normalizados frente al gen de referencia
B-actina. En términos generales, se observd una tendencia al aumento en la expresiéon
de varios genes tras el tratamiento con Rohinitib. (Figura 1A) No obstante, este efecto
no fue uniforme en todos los pacientes, reflejando una cierta variabilidad individual. De
forma interesante, a diferencia del resto de genes evaluados, YWHAZ mostré una
disminucién en su expresion tras el tratamiento.

En otro grupo de pacientes, se analizé la expresion del gen YWHAZ mediante RT-PCR
cuantitativa en muestras de linfocitos B de donantes sanos y linfocitos de pacientes con
leucemia linfocitica cronica. Estos fueron tratados con DMSO (control) o con Rohinitib
(RHT). La expresion se normalizé frente a la de B-actina. Se observé un incremento en
los niveles de YWHAZ tras el tratamiento con Rohinitib. (Figura 1B) Este efecto fue mas
notable en las muestras de linfocitos B de pacientes con LLC, que en los donantes
sanos. En las muestras de linfocitos B sanos, no se vio diferencia entre los tratados con
DMSO vy los tratados con Rohinitib. Sin embargo, la dispersion de los datos indica cierta
variabilidad entre las muestras de pacientes, pero la tendencia general es clara, y se
podria decir que Rohinitib incrementa la expresion de YWHAZ.

6
Uc ‘ Universidad
de Cantabria



TP53//-actin

30 1

o

0.0

RT-PCR

NEDDB&//B-actin

20 A

RT-PCR

YWHAZ//R-actin

09 1

05 4

RT-PCR

LYN//B-actin

08 A

Trabajo de Fin de Grado

Grado en Ciencias Biomédicas - Facultad de Medicina

EIF4A1//B-actin

08 1

0.0

RT-PCR

0.0

0.0

PDCD4//R-actin

06 A

0.0

2024 - 2025

RT-PCR

DMSO

DMSO i-ﬁ

DMSO
Rohinitib
Rohinitib

DMSO
Rohinitib

DMSO
Rohinitib
Rohinitib

Rohinitib

01 9

YWHAZ/B-actin

00 -

DMSO!
RHT
DMSO!
RHT

Figura 1. Analisis de la expresién génica de YWHAZ tras la inhibicién de la
traduccion con Rohinitib.

(A) Andlisis mediante RT-PCR semicuantitativa de YWHAZ y otros genes relacionados (TP53,
NEDD1, LYN, EIF4A1l y PDCD4) en linfocitos de donantes sanos y linfocitos B de pacientes con
LLC tratados con DMSO (control) o con Rohinitib. (B) Analisis por RT-gPCR de la expresion
relativa de YWHAZ en donantes sanos Y linfocitos B de pacientes con LLC, tratados con DMSO
o con Rohinitib. La expresion esta normalizada frente a B-actina.

Generacion de construcciones de interferencia contra YWHAZ.

Con la idea de analizar el papel funcional de la proteina 14-3-3C (codificada por el gen
YWHAZ) en la leucemia linfocitica cronica (LLC), se disefi6 una estrategia de
silenciamiento génico basada en RNA de interferencia (shRNA). El principal objetivo de
este trabajo era producir unas construcciones de interferencia para reducir la expresion
de esta proteina y aportar datos sobre su efecto funcional en células de la LLC.

Para ello, se procedi6 al clonaje de dos secuencias especificas de shRNA dirigidas
contra YWHAZ, en el vector pLKO. (Figura 2) Una vez emparejados y ligados los
oligonucledtidos en el vector, se transformaron bacterias con las reacciones. El DNA de
las colonias obtenidas, extraido mediante minipreparaciones de DNA, se comprobé por
su patrén de restriccion con enzimas de restriccion especificas y resolucion de los
fragmentos en gel de agarosa, para ver si el inserto se habia integrado correctamente
en el plasmido. (Figura 2) Las colonias que resultaron positivas (que habian introducido
el inserto) se crecieron a gran escala para hacer una maxipreparacion de DNA, con
vistas a tener suficiente cantidad de los plasmidos y de alta pureza para ser utilizados
en los experimentos de transfeccion. Los plasmidos purificados se cuantificaron y se
analiz6 su patrén de restriccion y se secuenciaron por la técnica Sanger. (Figura 2) Estas
construcciones fueron posteriormente utilizadas en diferentes ensayos funcionales para
estudiar el impacto del silenciamiento de YWHAZ sobre la actividad transcripcional y la

fisiologia celular en modelos de LLC.
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Figura 2. Construcciones de interferencia contra YWHAZ

(A-B) Mapas plasmidicos de las construcciones pLKO-shRNA3-YWHAZ (7,1 kb) y pLKO-
shRNA2-YWHAZ (7,1 kb). (C-D) Andlisis por digestion enzimética y electroforesis en gel de
agarosa de los plasmidos pLKO-shRNA3-YWHAZ y pLKO-shRNA4-YWHAZ respectivamente,
mostrando los patrones de corte esperados. (E—-F) Validacién por secuenciacion por método
Sanger de la insercion de las secuencias de shRNA3 (E) y shRNA4 (F) en el vector pLKO. Se
confirma la presencia y orientacion correcta de las secuencias de interferencia especificas

dirigidas contra YWHAZ.
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Comprobacion de las interferencias mediante western blot

Para comprobar si las construcciones shRNA disefiadas contra YWHAZ eran
funcionales, se transfectaron en células HEK293T junto a un vector de expresion de la
misma, y se analiz6 la cantidad de proteina 14-3-3C mediante western blot (Figura 3A).
Se utilizaron los dos shRNAs contra YWHAZ (shRNA3 y shRNA4) en distintas
cantidades (1 o 2 microgramos). El western blot mostré una disminucion significativa de
la proteina 14-3-3, en presencia de ambos shRNAs, confirmando asi la eficacia de la
interferencia. La intensidad de la banda de 14-3-3C disminuye de manera dependiente
de la dosis. Ademas, se observa que la construccion de interferencia nimero 4 es mas
eficaz, ya que la banda parece que es mas débil que con la interferencia nimero 3.

Se utiliz6 GAPDH como control de carga. La expresion de GAPDH es constante en
todas las condiciones, lo cual valida las diferencias observadas con las interferencias
contra YWHAZ y asegura que no se deben a diferencias en la carga proteica, sino al
efecto especifico del silenciamiento. La intensidad de las bandas de los western blots
fueron cuantificadas y los datos se relativizaron a la cantidad de proteina GAPDH.

A
FLAG-YWHAZ, 1ug
shRNA4 YWHAZ, ug 1 2 1
shRNA3 YWHAZ, ug 1 2 1
14-3-37 ———| “-— -— FLAG (FG4R)
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SV40 poly A
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Figura 3. Comprobacién de construcciones.

(A) Andlisis por Western blot de la expresion de 14-3-3¢ en células HEK293T cotransfectadas
con diferentes cantidades de las construcciones de interferencia (ShRNA3 y shRNA4) junto con
1 ug del vector de sobreexpresion FLAG-YWHAZ. La proteina exdgena se detecta mediante
anticuerpo anti-FLAG. GAPDH se utilizdo como control de carga. (B) Mapa plasmidico del vector
de expresion pCMV-Tag2B FLAG-YWHAZ (5,0 kb), que contiene la secuencia codificante de 14-
3-3( fusionada a un epitope FLAG bajo el control del promotor CMV.
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Estudio de laregulaciéon de la actividad del promotor de RRAS2.

14-3-3 son una familia de proteinas que modulan cascadas de fosforilacién. Nos
preguntamos si 14-3-3¢ podria participar en la sobrexpresion de RRAS2 en la LLC y
cémo su modificacion post-traduccional modula este efecto. Con el fin de comprender
mejor los mecanismos de regulacion de RRAS2, nos centramos en estudiar el efecto de
14-3-3¢ sobre la actividad de su promotor. Para tratar de responder a esta pregunta, se
realizaron ensayos de luciferasa en células HEK293T transfectadas con diferentes
construcciones del promotor de RRAS2, abarcando las regiones -913/+67, -632/+67 y -
473/+67, regulando la expresion del gen de la luciferasa. Junto a estas construcciones
testigo, se cotransfectaron bien construcciones para sobrexpresar 14-3-3(, bien
nuestras construcciones de interferencia. Ademas, todas las transfecciones incluyeron
un vector de expresion para [3-galactosidasa, con el fin de poder normalizar la actividad
luciferasa en cada condicion.

Los resultados mostraron que el promotor de RRAS2 promovié una elevacion notable
de actividad luciferasa con respecto a la construccion testigo vacia (pGL3basic).
Ademas, se observé una progresiva reduccion de la actividad basal del promotor de
RRAS2 en las sucesivas deleciones de su secuencia. La sobrexpresion de YWHAZ
indujo una disminucién significativa de la sefial de luciferasa en todas las
construcciones, en comparacién con el control (vector de expresion vacio). Esta
reduccién se mantuvo incluso en el promotor mas corto (-473/+67), lo que sugiere que
la region responsable de esta represion esta presente en el extremo proximal del
promotor. (Figura 4A).

Para profundizar en estos hallazgos, evaluamos entonces el efecto de la reduccién en
la expresion de YWHAZ sobre la actividad del promotor de RRAS2. Para ello utilizamos
nuestras construcciones de interferencia. Se utilizaron las mismas construcciones del
promotor de RRAS2, abarcando las regiones -913/+67, -632/+67 y -473/+67 y el vector
vacio pGL3-basic. Estas construcciones fueron co-transfectadas junto a una de las
construcciones de interferencia que habiamos creado dirigidas contra YWHAZ
(shRNA3-YWHAZ). (Figura 4B) La interferencia de YWHAZ con el shRNA3 indujo un
aumento de la actividad del promotor de RRAS2 en todas las construcciones testigo, lo
gue sugeria que el elemento de respuesta que mediaba dicho efecto se encontraba en
una zona proximal del promotor.

Dado que 14-3-3¢ puede modular rutas de sefalizacion implicadas en la actividad de
factores de transcripcion, exploramos a continuacion el efecto de las MAPK.
Estudiamos la secuencia del promotor de RRAS2 en busca de secuencias consenso
para factores de transcripcién que pudiesen estar mediando el efecto de 14-3-3( sobre
el mismo. Encontramos varias secuencias de respuesta al factor AP-1 distribuidas por
el promotor, incluida una en la regién proximal. (Figura 4D) Para investigar si este factor
media la modulacién del promotor de RRAS2 por 14-3-3(, cotransfectamos un vector de
expresion de la kinasa ERK2, capaz de fosforilar e inducir la actividad de AP-1, con la
interferencia ShRNA3 de YWHAZ.

En la figura 4B se puede observar que ERK2 produjo una activacion de todas las
construcciones testigo del promotor de RRAS2 a un nivel muy similar al inducido por la
interferencia de YWHAZ. Sin embargo, observamos un efecto potenciador entre ambas
construcciones.
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Por otro lado, para estudiar el posible efecto que las modificaciones post-traduccionales
tipo ubiquitina de 14-3-3C pudieran tener sobre la represion de la actividad del promotor
de RRASZ2, utilizamos el mutante de 14-3-3C K11R en la que el residuo de lisina (K) en
la posicién 11 ha sido sustituido por una arginina (R), que no puede modificarse, aunque
preserva en gran medida la carga y la estructura de la proteina. La lisina 11 de 14-3-3¢
se halla aberrantemente sobre-modificada en células de la LLC. En experimentos de
cotransfeccion, observamos que el mutante K11R de YWHAZ seguia manteniendo la
actividad represora sobre el promotor de RRAS2, al igual que con la expression wt de
YWHAZ. (Figura 4C)

Por ultimo, investigamos la posible autoregulacion de RRAS2. Indagamos también si
RRAS2 podia influir sobre la activacibn de su propio promotor. Para ello
cotransfectamos las construcciones testigo de dicho promotor con un vector de
expresion de RRAS2. En la figura 4D puede verse como RRAS2 es capaz de reprimir
la actividad de su promotor. Esta represion parece independiente de la producida por
14-3-3¢, tanto la forma wild type como el mutante K11R, que de por si son muy intensas.
Haran falta nuevos experimentos para determinar correlacion entre ambos procesos.
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Figura 4. Regulacion de la actividad transcripcional del promotor de RRAS2

mediante 14-3-3¢, ERK2 y RRAS?2.

(A) Actividad basal del promotor de RRAS2 evaluada mediante ensayos de luciferasa en células
HEK?293T transfectadas con construcciones que abarcan las regiones -913/+67, -632/+67 y -
473/+67 y expresion de 14-3-3C. (B) Efecto del silenciamiento de 14-3-3¢, la sobreexpresion de
la quinasa ERK2 y la combinacién de ambos sobre la actividad del promotor de RRAS2. (C)
Comparacion del efecto represor sobre el promotor de RRAS2 ejercido por 14-3-3C wt y su

mutante K11R. (D) Evaluacién de la autorregulacion de RRAS2 sobre su propio promotor.
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo fin de grado era el de desarrollar dos construcciones de
interferencia de RNA que ayudaran en el estudio del papel de la proteina 14-3-3C y su
implicacion en la fisiopatologia de la LLC. Dichas construcciones permitiran evaluar el
efecto de su supresion. Durante estos meses hemos hecho ambas construcciones, se
ha confirmado su eficacia funcional y se han utilizado en algunos ensayos encaminados
a determinar el papel de 14-3-3C en algunos aspectos moleculares de la leucemia
linfocitica cronica.

Para evaluar el efecto de la supresion de 14-3-3 se estudié la regulacion de la expresion
de su gen codificante, YWHAZ, bajo condiciones que afectan la traduccién, proceso que
esta alterado en la LLC. Los resultados obtenidos en la evaluacion de la expresion de
YWHAZ tras la inhibicion del factor de iniciacion de la traduccion elF4A1, evidencian
una regulacion compleja. Mientras que el analisis inicial mediante RT-PCR
semicuantitativa mostr6 una disminucién en la expresion de YWHAZ, el posterior estudio
cuantitativo (QPCR) reveld un incremento en sus niveles, especialmente en linfocitos B
de pacientes con LLC. Esta aparente diferencia puede explicarse por la heterogeneidad
intrinseca entre pacientes.

Uno de los objetivos de este estudio fue analizar el papel de la proteina 14-3-3C en la
regulacién transcripcional del gen RRAS2. La regulacién transcripcional de RRAS2 es
un proceso complejo que involucra la interaccién de multiples elementos regulatorios
distribuidos a lo largo de su regién promotora, asi como la influencia de distintas
proteinas moduladoras. El estudio de la region reguladora representada en nuestras
construcciones mostré la presencia de varios elementos de respuesta al factor de
transcripcién AP-1, cuya actividad es inducida por las rutas de sefializacion de MAPKSs.
En este trabajo se abordd el andlisis funcional de distintas regiones del promotor de
RRAS2, asi como el efecto de la kinasa ERK2 y la proteina 14-3-3C sobre su actividad
transcripcional. Los ensayos de luciferasa realizados con distintas construcciones del
promotor revelaron una disminucién progresiva de la actividad transcripcional a medida
que se acortaba la longitud del promotor, en concordancia con la distribucién de los
elementos de respuesta a AP-1 en el mismo (Figura 4).

Los ensayos funcionales también permitieron evaluar el impacto de la quinasa ERK2 y
su relacion con 14-3-3C sobre la transcripcion de RRAS2. Se observé que tanto la
sobreexpresion de ERK2 como la inhibicibn de YWHAZ incrementaron
significativamente la actividad del promotor en todas las construcciones analizadas,
siendo este efecto mas pronunciado en el fragmento completo (-913/+67). Estos
resultados refuerzan la relevancia de la region distal del promotor como un mdédulo clave
en la respuesta a estos reguladores y sugieren que ERK2 y YWHAZ actian como
moduladores positivos y negativos, respectivamente, de la transcripcion de RRAS2.

Un hallazgo particularmente relevante fue el efecto potenciador observado cuando se
combinaron la sobreexpresion de ERK2 y la interferencia de YWHAZ. La actividad del
promotor bajo esta condicion, superé incluso el efecto observado cuando cada uno fue
evaluado individualmente, lo que sugiere que ERK2 y 14-3-3( podrian estar actuando
mediante vias parcialmente independientes que convergen funcionalmente en la
regulacion del promotor de RRAS2.
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En relacion con 14-3-3C, los datos obtenidos apoyan su papel como represor
transcripcional de RRAS2, ya que se ve claro que la sobreexpresion de 14-3-3C conlleva
una disminucién de la actividad del promotor, especialmente en las construcciones que
incluyen la region proximal (-473/+67). Esto sugiere que los elementos necesarios para
su accién represora se encuentran en dicha region. Ademas, hemos visto que su
inhibicibn aumenta la actividad del promotor.

El estudio de la variante mutante K11R de YWHAZ demostr6 que esta forma sigue
ejerciendo un efecto represor similar al de la proteina wt. Este resultado sugiere que la
modificacion de YWHAZ en esta lisina no afecta a su efecto represor del promotor de
RRAS2 o al bloqueo de la autorregulacion de RRAS2, posiblemente a través de
interacciones con factores de transcripcion que promueven su activacion o con kinasas
de la ruta de fosforilacién que los activan.

En conjunto, estos resultados proporcionan una primera visién de los mecanismos que
regulan la expresion de RRAS2 a nivel transcripcional, destacando el papel clave de
elementos especificos del promotor y la influencia opuesta de ERK2 y 14-3-3C, cuyos
efectos podrian tener implicaciones relevantes en procesos fisiolégicos o patolégicos
donde RRAS2 esta involucrado.

No obstante, estos resultados deben considerarse solo como observaciones
preliminares. En conjunto, estos hallazgos subrayan la necesidad de realizar estudios
adicionales que profundicen en los mecanismos moleculares que regulan YWHAZ, para
comprender mejor su papel en la leucemia linfocitica crénica.

METODOLOGIA

Cultivos celulares

La linea de células utilizada son las células HEK293T, y provienen de células
embrionarias de rindbn humano. Se cultivan en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino, y se mantienen a 37°C en un
ambiente himedo con 5% de CO,. Estas células se emplearon como modelo para
ensayos de transfeccion. Para su mantenimiento en cultivo se procede como sigue:
Cuando las células alcanzan una alta confluencia, se retira el medio, se lavan con PBS
y se tratan con tripsina para que se despeguen. Tras 5 minutos de incubacion a 37°C,
se neutraliza la tripsina con medio fresco y se distribuyen en frascos de cultivo.

Por otro lado, también hemos trabajado con linfocitos B de pacientes de LLC. Las células
B-LLC provienen de muestras de sangre periférica de pacientes con leucemia linfocitica
crénica (LLC), quienes dieron su consentimiento informado. La fraccion mononuclear
(principalmente linfocitos B) se aisl6 mediante centrifugacion en gradiente de Ficoll
(Ficoll-Paque PLUS): Las muestras se diluyeron con PBS, se aplicaron sobre Ficoll y se
centrifugaron a 1700 rpm durante 30 minutos, obteniéndose una fase intermedia que
contiene las células mononucleares. Esta fraccion se lavé tres veces con PBS mediante
centrifugaciones sucesivas, para asi eliminar los restos de Ficoll. Posteriormente, el
pellet celular se resuspendi6 en medio para su cultivo y se afiadieron los
correspondientes tratamientos para los ensayos ex-vivo.
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Construcciones de interferencia

Con el objetivo de estudiar la funcién de la proteina 14-3-3C en la leucemia linfocitica
cronica (LLC), se opto por una estrategia de silenciamiento génico mediante RNA de
interferencia. Para ello se generaron construcciones de interferencia de tipo short hairpin
RNA (shRNA). En primer lugar, se consultaron bases de datos de las secuencias diana
del MRNA de YWHAZ mas susceptibles. Se sintetizaron oligonucle6tidos que contenian
dichas secuencias diana. Los shRNAs transcritos desde estos oligonucleétidos
clonados en vectores adecuados son capaces de emparejarse con las secuencias diana
del mRNA de YWHAZ, dando lugar bien a la degradacion o el bloqueo del ARN
mensajero, evitando asi su traduccién y la expresién de la proteina. Para este estudio
se disefiaron dos shRNAs, que denominamos shRNA3 y shRNA4, contra dos regiones
distintas y que se clonaron en el vector pLKO, bajo el control del promotor U6.

Para la construcciéon pLKO shRNA3 YWHAZ, se disefiaron y emparejaron los oligos de
la siguiente manera: el oligo shRNA-YWHAZ-F3a se emparejo con shRNA-YWHAZ-
R3a, mientras que shRNA-YWHAZ-F3b se emparejo con shRNA-YWHAZ-R3b. De la
misma manera, se emparejaron los oligos shRNA-YWHAZ-F4a con shRNA-YWHAZ-
R4a y shRNA-YWHAZ-F4b con shRNA-YWHAZ-R4b, para la construccion pLKO
shRNA4 YWHAZ. Estos son las secuencias de los oligos que se utilizaron. (Tabla S1)

Cada par de oligonucleétidos sintéticos (forward y reverse) correspondientes a los
shRNA se emparejaron: La mezcla se calent6 a 95 °C y luego se dejo enfriar lentamente
para permitir la formacion de una estructura de doble cadena con extremos cohesivos
compatibles para la ligacion. Paralelamente, el vector de expresion pLKO fue digerido
con las enzimas de restriccion Pstly EcoRI para generar los extremos compatibles
necesarios para la insercion de los fragmentos de shRNA. pLKO es un vector de
expresion el cual permite su transcripcién en el interior de las células gracias a un
promotor U6.

Para la insercion de las secuencias de shRNA en el vector, se realizé una ligacion en la
que simultaneamente se insertaron los dos pares de oligos emparejados en el vector
pLKO previamente digerido. La ligacion se llevé a cabo con la enzima T4 DNA ligasa,
incubando la mezcla a 16 °C durante toda la noche. Tras la ligacion, se produjo la
transformacion bacteriana, introduciendo la mezcla de la ligacion en bacterias
competentes E. coliDH5a mediante choque térmico (42 °C durante 30 segundos). Las
bacterias se cultivaron en placas de LB suplementado con ampicilina para seleccionar
las colonias que habian incorporado el vector.

Las colonias fueron crecidas y analizadas mediante una minipreparacion de DNA
plasmidico para extraer el vector. Se verifico el correcto clonaje mediante digestion
enzimatica y los fragmentos se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa. Una
vez confirmado, se cultivaron colonias positivas en mayor volumen (200 mL) junto con
ampicilina para obtener una mayor cantidad de DNA plasmidico de alta pureza. La
purificacion final se realiz6é utilizando un kit comercial de maxipreparacion (E.Z.N.A
Plasmid DNA Maxi Kit, Omega Bio-tek). La concentracion y pureza del DNA se midieron
mediante espectrofotometria (Nanodrop). Se mandaron a secuenciar las construcciones
de las dos interferencias para su comprobacién definitiva.
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La eficiencia de las construcciones de interferencia fue evaluada mediante transfeccion
en células HEK293T y analisis del efecto sobre 14-3-3C por western blot. Las
construcciones seran utilizadas para evaluar el efecto funcional del silenciamiento de la
proteina 14-3-3C sobre aspectos clave de las células leucémicas, tales como la
viabilidad, proliferacién o respuesta a estimulos externos. De este modo, se establecio
una herramienta eficaz para analizar el papel funcional de la proteina 14-3-3C enla LLC.

Western blot

Extraccion proteica:

Para la extraccion proteica, primero se eliminé el medio de cultivo, se lavaron las células
con PBS, se desprendieron las células y fueron recolectadas en Eppendorf, seguidos
de una centrifugacion a 13.200 rpm durante 1 minuto. Tras descartar el sobrenadante,
se resuspendié el pellet celular en tampon de lisis RIPA comercial, suplementado con
inhibidores de proteasas para que no se degraden las proteinas. Las muestras se
mantuvieron en hielo 10 minutos para dejar actuar al tampén, evitando la degradacién
proteica y se centrifugaron durante 20 minutos a 15000 rpm. Finalmente, se recupero el
sobrenadante, que corresponde al extracto proteico.

Cuantificacion de proteina:

La concentracion de proteinas se determiné mediante el método del acido bicinconinico
(BCA), utilizando el reactivo comercial basado en BCA y sales de cobre. Se preparé una
recta patron con concentraciones conocidas de albumina sérica bovina (BSA), y las
muestras se cargan por duplicado en placas multipocillos de 96. A cada pocillo se afiadid
la mezcla del reactivo BCA, dejando reaccionar durante 30 minutos incubando a 37°C.
La absorbancia se midi6 a 550nm en un fotobmetro para microplacas MultiskanTM FC
(Thermo Scientific). Con los valores de absorbancia medidos, se calcula la
concentracion proteica de los extractos mediante regresion lineal. Estos valores se
utilizan para cargar la misma cantidad de proteina en los geles.

Electroforesis:

Las proteinas se separaron por electroforesis vertical en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). Estos geles tienen dos partes: la de carga y la de
separacion. Para el gel de separacion se mezcl6 agua destilada, Acrilamida al 30%1,5M
Tris (pH=8,8), 10% SDS, 10% persulfato aménico (APS) y Tetrametiletilendiamina
(TEMED), y para el de carga agua destilada, Acrilamida al 30%, 1,5M Tris (pH=6,8),
10% SDS, 10% APS y TEMED. EIl porcentaje del gel de separacién depende segun el
peso molecular de la proteina de interés, mientras que el gel de carga se mantiene al
5%. Se montan los geles en la cubeta vertical (BioRad) y se llenan con tamp6n de
electroforesis (1,5% Tris y 9,4% Glicina y con 0,1% de SDS). Entonces se cargan las
muestras (25ug por pocillo) y se corren a 120V-150V durante aproximadamente una
hora.

Transferencia:

Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF
activada previamente con metanol. La transferencia se realiz6 a 360 mA durante una
hora, en tampdn de transferencia (1,5% Tris y 9,4% Glicina, 20% de metanol), en hielo
para evitar el sobrecalentamiento. Tras la transferencia, la membrana se lavo tres veces
con agua destilada en agitacion. Luego se cubrio durante 1 hora con solucion de bloqueo
(0,2% i-Block (caseina), 0,1% Tween 20 y TBS (20 Mm TRIS pH=7,5, 150mM NacCl)
pH=7,5) para bloquear las uniones inespecificas. Posteriormente, la membrana se
incubd durante la noche a 4 °C con el anticuerpo diluido en solucién de bloqueo.
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Al dia siguiente, se realizan 3 lavados con TBST (20 Mm TRIS pH=7,5, 150mM NaCl y
0,1% Tween 20) en agitacion. Luego, se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa alcalina de rdbano picante
(HRP), diluido 1:10000 en solucion de bloqueo. Después de nuevos lavados con TBST,
se revel6 la membrana usando el reactivo de revelado de peroxidasa AmershamTM ECL
(cytiva) durante 5 minutos, y la sefial se visualizd en el sistema ImageQuant LAS4000
Mini. Para reutilizar la membrana, se somete a un proceso de stripping (200 mM Glicina
pH=2,8, 0,1% SDS, 1Mm EDTA) durante 1 hora en agitacion. Finalmente, se lava con
TBST y agua destilada, y se reincuba con solucion de bloqueo para comenzar un nuevo
ciclo de deteccién. Los anticuerpos empleados en mi proyecto fueron contra la proteina
14-3-3, contra el epitopo FLAG y contra la proteina GAPDH como control de carga
(todos de Santa Cruz Biotechnology).

Luciferasa

Sospechamos que 14-3-3 podria estar modulando la expresion del oncogen R-Ras2 en
células B-LLC. Utilizamos las construcciones de interferencia de YWHAZ para estudiar
el efecto de la represion de 14-3-3C sobre la activacion del promotor del gen RRAS2.
Para ello utilizamos un ensayo luciferasa sobre una construccién testigo en la que el
promotor de RRAS2 controlaba la expresion del gen de la luciferasa. Utilizamos células
HEK293T por su facilidad de transfeccion. Este ensayo cuantifica la cantidad de luz
generada en la reaccién catalizada por la luciferasa, que sera proporcional a la
activacion del promotor de RRAS2. Se afiade un plasmido de expresion de R3-
galactosidasa a la transfeccion para monitorizar el proceso. Tras la transfeccion y su
crecimiento celular, las células fueron recolectadas en PBS, centrifugadas y el pellet se
resuspendié en Buffer de lisis para luciferasa (25mM Tris pH=7,8, 2mM EDTA, 10%
Glicerol, 1% Tritén X-100 y afiadimos 2mM DTT al usarlo). Posteriormente se incub6 en
hielo y se centrifug6é a 1.400 rpm durante 5 minutos para obtener el extracto proteico.
Las actividades de luciferasa y B-galactosidasa se midieron en triplicado en una placa
de luminiscencia, utilizando el equipo Luminoskan Ascent (Thermo Scientific). Para la
lectura de luciferasa, se utiliz6 el sustrato de luciferasa de Promega. Para la lectura de
la actividad B-galactosidasa se empled el sistema Galacto-Light Plus™ (Applied
Biosystems) en pocillos separados, dejando reaccionar durante 30 minutos en
oscuridad. La emision de luz generada en ambas reacciones fue detectada por el
luminébmetro, y los valores de actividad de luciferasa se normalizaron respecto a la -
galactosidasa (invariable a las interferencias de YWHAZ) para obtener la actividad
luciferasa relativa. Los datos fueron posteriormente analizados para evaluar la expresién
inducida por los vectores en estudio.

Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA se utiliz6 el reactivo comercial TRIzol que preserva la
integridad del ARN y lo protege de la degradacion. Las muestras se lisaron en TRIzol, y
posteriormente se afiadio cloroformo y se procedidé a una centrifugacion a 1500 rpm
durante 20 minutos. Esta centrifugacion produce una fase organica inferior y una fase
acuosa superior donde se encuentra el RNA. Se recupero la fase acuosa y se precipito
el RNA con isopropanol, incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos y
centrifugando a 15000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El precipitado de ARN (pellet)
obtenido fue lavado con etanol al 70—80% en agua libre de RNAsa, mediante una nueva
centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Una vez eliminado el etanol, se
resuspendié en un volumen adecuado de agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato),
dependiendo del tamafio del pellet, y se almacené a -80 °C hasta su posterior uso. La
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calidad y cantidad del ARN extraido se evaluaron mediante espectrofotometria,
midiendo su absorbancia a 260 nm y 280nm con el Nanodrop (Nanovue). Ademas, se
evalué su pureza mediante la relacién la relacion de absorbancia A260/A280, siendo un
valor alrededor de 2 indicativo de un RNA puro y libre de contaminaciones.

Retrotranscripcion

Para el andlisis del RNA mensajero (mMRNA), fue necesario convertir el RNA total
extraido en cDNA, utilizando una reaccion de retrotranscripcién in vitro. Previamente, se
cuantificd el RNA total mediante espectrofotometria (Nanodrop) para unificar la cantidad
de RNA utilizado de cada muestra. Primero se produjo la desnaturalizacién con el RNA
en agua libre de nucleasas a 65°C y enfriamiento rapido en hielo, para deshacer las
estructuras secundarias y asi facilitar el acceso de la retrotranscriptasa. Seguidamente
se mezcld el RNA con una mezcla de agua libre de nucleasas, tampén de
retrotranscripcion (5X), DTT (0,1M), dNTPs, cebadores al azar, inhibidores de RNAsas
y la retrotranscriptasa. Las muestras se incubaron inicialmente a 25°C durante 5
minutos para permitir el emparejamiento de los oligonucleotidos, y luego a 42°C durante
1 hora, una temperatura 6ptima para la actividad de la enzima y finalmente, la enzima
fue inactivada mediante una incubacién a 95 °C durante 5 minutos. Para llevar a cabo
todas estas reacciones se emplea un termociclador. Las muestras de cDNA obtenidas
se conservaron a -20°C hasta su posterior analisis.

PCR convencional

La amplificacion de los genes de interés a partir del cDNA se llevo a cabo mediante PCR
convencional. Para ello, se utiliz6 un programa de amplificacién que consistio en un ciclo
inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos, cada uno
compuesto por una desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, una fase de
emparejamiento a 57°C durante 30 segundos y una extensién a 72°C durante un tiempo
que depende del amplicon deseado, a razén de 1 minuto por kilobase a amplificar.
Finalmente, se realiz6 una terminacién a 72°C durante 10 minutos para asegurar una
completa elongacién. Los productos fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa, tefiido con bromuro de etidio para permitir la visualizacion de las bandas de
DNA, utilizando el sistema de imagen de gel Bio-rad Universal Hood II.

QPCR

Esta técnica se utiliza para determinar la cantidad de determinados RNAs que hay en
una muestra. A partir de las muestras de cDNA obtenidas previamente, se realizé una
dilucion 1:20 en agua destilada y cada muestra se pipeted por triplicado en placas
especificas para PCR en tiempo real. Para la preparacion de la mezcla de reaccion se
utilizaron cebadores especificos para cada RNA y un preparado commercial con la
enzimay el colorante fluorescente SYBR green. La amplificacion se realizé en un equipo
de PCR en tiempo real, utilizando el siguiente programa: una desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 15 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificacion con los siguientes
pasos: 95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 30 segundos, y finalmente una curva
de disociacion. La deteccion se basa en la fluorescencia emitida por el fluor6foro SYBR
Green, que se une especificamente a las cadenas dobles de DNA durante la sintesis,
lo que permite al sistema cuantificar en tiempo real los productos amplificados. El
software del equipo genera una curva de fluorescencia que representa la cantidad de
producto en cada ciclo, lo que permite determinar la expresion relativa de los genes de
intereés.
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Transfeccion

Para la transfeccion de células HEK293T, se sembraron en placas de 6 pocillos el dia
anterior, con una densidad que permitiera alcanzar entre un 70-90% de confluencia al
momento de transfectar. La transfeccion se realizd6 mediante el método quimico
utilizando polietilenimina (PEI) como agente transfectante. Este compuesto permite
cambiar las cargas de la membrana y que el plasmido entre de una manera mas f4cil.
Primeramente, se incuban los plasmidos a transfectar con el PEI. Posteriormente, los
complejos PEI-DNA se afadieron gota a gota sobre el medio de cultivo. Las células se
mantuvieron en incubacion a 37°C en atmosfera humidificada con 5% CO durante 4 a 6
horas, tras lo cual el medio fue reemplazado por medio fresco. Las células fueron
incubadas durante 24-48 horas mas. dependiendo del tipo de andlisis posterior
(expresién de proteinas, ensayo de luciferasa, extraccion de RNA, etc.).
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Plko shRNA3 YWHAZ

shRNA-YWHAZ-F3a G-GCAGAGAGCAAAGTCTTCTAT-GGTACC-
ATAG

shRNA-YWHAZ-F3b AAGACTTTGCTCTCTGC-TTTTT-G

shRNA-YWHAZ-R3b AATTC-AAAAA-GCAGAGAGCAAAGTCTTCTAT-
GG

shRNA-YWHAZ-R3a TACC-ATAGAAGACTTTGCTCTCTGC-CTGCA

pLKO shRNA4 YWHAZ

shRNA-YWHAZ-F4a G-GCAATTACTGAGAGACAACTT-GGTACC-
AAGT

shRNA-YWHAZ-F4b TGTCTCTCAGTAATTGC-TTTTT-G

shRNA-YWHAZ-R4b AATTC-AAAAA-GCAATTACTGAGAGACAACTT-
GG

shRNA-YWHAZ-R4a TACC-AAGTTGTCTCTCAGTAATTGC-CTGCA

Figura S1. Oligonucleotidos para la creacion de las construcciones de
interferencia.

Lista de los oligonucledtidos usados para cada construccién de interferencia cotra YWHAZ
(ShRNA3 y shRNA4).
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