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Abreviaturas

4E-T: Transportador de elF4E (elF4E transporter)

A: Adenina

Ago2: Argonaute 2

AMD: Degradacién de elementos ARE (ARE-mediated decay)

ARE: mRNAs que contienen elementos ARE (ricos en AU) (AU-Rich Elements)
ATM: Protein kinase ataxia-telangiectasia mutated

ATP: Adenosin trifosfato

Bcl-X: B-cell lymphoma-extra large

BIRC2: Baculoviral IAP repeat containing 2

BRSK2: BR serine/threonine kinase 2

BSA: Albumina sérica bovina

BTF3: Basic transcription factor 3

C: Citosina

Cap: Guanosina trifosfato metilada

CDDP: Cisplatino

CDK1: Quinasa dependiente de Ciclina 1

CGP: N3-(4-Fluorophenyl)-1H-pyrazolo-[3,4-d]pyrimidine-3,4-diamine
CK1: Casein kinase 1

COX-2: Ciclooxigenasa 2

CPE: Cytoplasmic polyadenylation element

CPEB: Proteina citoplasmatica de wunién a elementos poliadenilados (Cytoplasmic
polyadenylation element binding protein)

CRM-1: Chromosomal region maintenance 1

CYFIP1: Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1

Dcp: Decapping mRNA

DMSO: Dimetilsulfoxid

DNA: Acido desoxiribonucleico

dNTPs: Desoxinucledtidos trifosfato

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor)

elF: Factor de inicio de la traduccidn eucariota (Eukaryotic Initiation Factor)

EMT: Transicion epitelio mesénquima

XXV



EMX2: Empty spiracles homeobox 2

ERK: Quinasa reguladora de sefiales extracelulares (Extracellular signal-regulated kinases)
FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factors)

FGFR: Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor Receptors)
FXR1: Fragile X Mental Retardation, Autosomal Homolog 1

G3BP: Ras-GAP SH3 domain binding protein

GDP: Guanosin difosfato

GFP: Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

GS: Granulos de estrés

GTP: Guanosin trifosfato

HCL: Acido clorhidrico

HEPES: Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil-(1)] etanosulfénico

hnRNP: Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins

HuR: ELAV like RNA binding protein 1

IF: Inmunofluorescencia

IHQ: Inmunohistoquimica

IP: Inmunoprecipitacién

Jnk: Quinasas c-Jun N-terminal (Jun N-terminal kinase)

KCL: Cloruro de potasio

kDa: Kilodalton

Kl: Knock-in

KO: Knock out

LB: Caldo de Lisogenia (Lysogeny broth)

LRRC: leucine-rich repeat protein

LSm1: U6 small nuclear RNA associated

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein Kinase)
MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén (Mouse Embryonic Fibroblast)

MEK: Proteina quinasa activada por mitégenos (MAP kinase kinase)

Met: Metionina

MgCl,: Cloruro de magnesio

MKK1: Proteina quinasa activada pro mitégenos (Mitogen-activated protein kinase kinase)
MMPs: Metaloproteinasas de la matriz (Matrix metalloproteinases)

Mnk: Proteinas quinasas activadas por mitégenos que interaccionan con quinasas [(Mitogen-
Activated Protein Kinase)-Interacting Kinase]

mRNA: RNA mensajero
MTA1L: Metdstasis associated 1
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mTOR: Mammalian target of rapamycin

MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
Myc: Oncogén viral homdlogo de Mielocitomatosis aviar V-myc
NasVO0,: Ortovanadato de sodio

NaAsO,: Arsenito de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

NaF: Fluoruro de sodio

NaOAc: Acetato de sodio

NaPPi: Pirofosfato tetrasodico

NES: Sefial de exportacién nuclear (Nuclear Export Signal)

ng: Nanogramos

NLS: Sefial de localizacion nuclear (Nuclear Localization Signal)
NMD: Nonsense-mediated mRNA decay

NPC: Complejo de poro nuclear (nuclear pore complex)

NTP: Nucledtido trifosfato

OCT: Medio de congelacién (Optimal Cutting Temperatur)
ODC: Ornitina descarboxilasa

PABP: Proteina de union a Poly-A (Poly(A)-binding protein)
PBs: Processing bodies

PBS: Tampon de fosfato salino (Phosphate Buffer Saline)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PERK: Protein kinase RNA-like endoplasmatic reticulum kinase
PI3K: Fosfoinositol 3-quinasas (phosphatidylinositol 3-kinase)
Pkc: Proteina quinasa C

PKR: Double-stranded RNA-dependent protein kinase PKR
PML: Progressive multifocal leukoencephalopathy

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PP2A: Protein phosphatase 2A

PSF: Protein-associated splicing factor

PVDF: Polyvinylidene Fluoride

Q-PCR: PCR cuantitativa

r.p.m.: Revoluciones por minuto

Raf: Proteina quinasa serina-treonina

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing complex)
RNA: Acido ribonucleico

ROS: Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)
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RQ: Método comparativo, estudio de la expresion de los genes (o PCR)
RT-PCR: PCR con retrotranscriptasa inversa
SDS: Dodecil sulfato sddico

shRNA: Short hairping RNA. ARN de interferencia pequefio con conformaciéon de horquilla,
codificado en un vector de expresion

siRNA: Small interference RNA. ARN de interferencia pequeiio con conformacion lineal
SMN: Survival of motor neuron 1

SUMO: Small ubiquitin-like modifier

T: Timina

TBS: Tris Buffer Saline

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

TIAL: TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein
TNF-a: Tumor necrosis factor o

Tris (Trizma): tris(hidroximetillaminometano

Triton: octyl phenol ethoxylate

tRNA: RNA de transferencia

T-TBS: Tween 20 en TBS

TTP: Tristetraprolin

U: Uracilo

UTR: Regidn no traducida (Untranslated region)

UV: Ultravioleta

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor)
VPg: viral protein genome-linked

WB: western blot

WT: Wild type

Xrnl: 5'-3' exoribonuclease 1

YB-1: Y-box binding protein 1

ZEB: Zinc finger E-box-binding homeobox

pug: Microgramos

pl: Microlitro
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Resumen

En los ultimos afos se ha descrito la desregulacidon de la sintesis proteica en muchas
enfermedades, esto ha incrementado la investigacién de nuevos mecanismos que controlan la
expresién génica, en particular a nivel del inicio de la traduccion. La mayor enfermedad con
alteraciones en la traduccién de mRNAs es el cancer, donde se han encontrado desregulados
varios factores implicados en el inicio de la traduccidn, incluyendo el eFI4E, elFAG y 4E-BPs.
Hipotetizamos que la regulacién del inicio de la traduccion es importante para la respuesta y la
resistencia al estrés celular que ocurre durante el desarrollo del tumor. Nuestro estudio se
centra en el factor de inicio de la traduccion elF4E (y su proteina de unién 4E-T) en cancer de
mama, donde se ha observado que elevados niveles de elF4E se encuentran asociados con la
malignidad y un peor pronéstico. La fosforilacién de la serina 209 de eFI4E parece ser esencial
para las propiedades tumorigénicas de elFAE. Hemos analizado el rol de la fosforilacién de elFAE
en diferentes lineas celulares tumorales bajo diferentes situaciones de estrés como el
tratamiento con arsénico (estrés oxidativo), la deprivacidon de nutrientes y el tratamiento con
drogas quimioterapéuticas (cisplatino). Mediante la utilizacion de un mutante hipofosforilado y
un mutante fosfomimético de elF4E, observamos que la fosforilacién de elF4E aumentaba la
resistencia celular tras una situacién de estrés, asi como inhibia la apoptosis, correlaciondndose
con un aumento de ciertas proteinas relacionadas con la proliferacion, como es el caso de
Ciclina D1, y un incremento de proteinas antiapoptoéticas, como es el caso de Mcl-1. El
tratamiento con arsénico conduce a un bloqueo mayor de la traduccién de proteinas en células
que expresan el mutante fosfomimético, una vez regresado a las condiciones normales la
sobreexpresion de este mutante permite una recuperacion mas rapida de la sintesis de
proteinas normal.

La sobreexpresién del mutante fosfomimético conduce a la formacion de unos cuerpos
citoplasmaticos que colocalizan con la proteina 4E-T. Este complejo pelF4E/4E-T también
interacciona con las proteinas Ago2 y HuR. La inhibicion de la expresion de 4E-T, HuR y/o Ago2,
inhibe la recuperacién celular, tras determinadas situaciones de estrés, mediada por pelF4E.
Debido que la interaccion de elF4E con 4E-T parece ser esencial para la funcién de la
fosforialcion de elF4E en respuesta a estrés, especulamos que este factor también juega un
papel importante en el proceso tumorigénico. En efecto, la sobreexpresién de 4E-T incrementa
los niveles de N-cadherina y de las metaloproteinasas -3 y -9. A parte se observa un incremento
de la migracién e invasion al sobreexpresar 4E-T; por el contrario, observamos una disminucién
de la invasion y migracién al inhibir la expresién de 4E-T o al utilizar el mutante de 4E-T incapaz
de unirse a elF4E o, cuando inhibimos la fosforilacién de elF4E. Estos resultados nos indican que
la interaccidn pelF4E/AE-T regula la invasion y la migracion celular.

Finalmente, realizamos unas inmunohistoquimicas de 77 tumores de mama. Se encontraron
altos niveles de elF4E y pelF4E, los cuales se correlacionaban con el tamano del tumor. En el
caso de 4E-T, este correlacionaba con altos niveles de N-cadherina, tal y como observamos in
vitro al sobreexpresar 4E-T.

En conclusién, hemos identificado el complejo pelF4E/4E-T como un complejo regulador de la
resistencia a estrés y de la invasidon y migracion celular. El estudio de este complejo ofrece
nuevas oportunidades terapéuticas contra el cancer.
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1. INTRODUCCION

1.1 Traduccion (Sintesis de proteinas)

La sintesis proteica o traduccién permite en ultimo término que la informacién genética
almacenada en las moléculas de los acidos nucleicos se plasme en forma de proteinas, que son
los componentes estructurales y funcionales bdasicos para la organizacién y el funcionamiento de
la célula (Gray and Wickens 1998). Es decir, es el proceso por el cual la informacién contenida en
el RNA (acido ribonucleico) mensajero (mRNA) es traducida a proteinas. Este proceso tiene lugar
en los ribosomas del citoplasma celular. Esta dividido en tres fases: la iniciacién, la elongacién y
la terminacién (Figura 1). El inicio de la traduccién requiere diferentes factores denominados
elFs (factores de inicio de la traduccidn en eucariotas) (Kozak 1999); estos factores actuan en
conjunto para unir el ribosoma a un mRNA y permiten que este sea escaneado hasta llegar al
coddn de inicio de la traduccion (en un 95% de los casos AUG) (Kozak 1984). Los ribosomas son
complejos macromoleculares formados por proteinas y RNAs ribosomales (rRNAs), los cuales
estan divididos en dos subunidades diferentes, la subunidad pequefia, con un coeficiente de
sedimentacién de 40 S (formada por una sola molécula de rRNA y 33 proteinas diferentes) y la
subunidad grande con un coeficiente de sedimentacion de 60 S (formada por tres tipos de
rRNAs: 5 S, 28 Sy 5,8 S y 49 proteinas diferentes); su funcién es facilitar la sintesis del péptido
utilizando la secuencia de aminoacidos definida por el mRNA (Doudna and Rath 2002).

El mRNA es el acido ribonucleico que contiene la informacidn genética procedente del DNA, es
el resultado de la transcripcion de un gen codificador de una cadena polipeptidica determinada,
se trata de un dacido nucleico monocatenario. Determina el orden en que se unirdn los
aminoacidos de una proteina y actua como plantilla para la sintesis de dicha proteina; también
marca cuando empieza y acaba el proceso de traduccion mediante codones de inicio vy
finalizacion de la traduccion. La secuencia del mRNA estd descrita por 4 bases nucleotidicas A
(adenina), U (Uracil), C (Citosina) y G (guanina) y es leida por el ribosoma de forma
unidireccional en tripletes en sentido 5’-3’. El coddn de inicio de la traduccidon generalmente es
AUG y como coddn de finalizacidn de la traduccién encontramos tres diferentes: UAG, UAA o
UGA (Brenner, Stretton et al. 1965; Hinnebusch 2011). Las secuencias distales se denominan
region 5 no traducidas (5'UTR) o regién 3’ no traducida (3’UTR) (Gingras, Raught et al.
1999)(Figura 2).

En su extremo 5’ terminal podemos encontrar una guanina metilada o estructura Cap, m’GpppX
(donde X es cualquier nucleétido) (Banerjee 1980); el grupo fosfato que se encuentra en el
extremo terminal 5’ es eliminado mediante la accidén de una fosfatasa credndose un extremo 5’
difosfato, este extremo se une con GTP (guanosina trifosfato) para formar un enlace 5’-5’
trifosfato; seguidamente la guanina es metilada por una metiltransferasa formandose la
estructura cap (Kapp and Lorsch 2004). La estructura cap proporciona un lugar de union de los
factores de inicio de la traduccion para que se pueda producir la traduccién cap-dependiente, a
parte, protege el mMRNA de la degradacidn por exonucleasas.

En el extremo 3’ terminal encontramos la cola poly(A), compuesta por un promedio de 250
residuos de adenina (Wickens 1990) confiere estabilidad al mRNA (Walther, Wittop Koning et al.
1998) y facilita la unidn de los factores de inicio de la traduccidn al forzar que el mRNA tenga
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una conformacién de bucle cerrado (Munroe and Jacobson 1990; Tarun and Sachs 1995), esto se
logra gracias a la proteina de union a poly(A) (PABPs), la cual se asocia con la cola poly(A) y con
el complejo elF4G-elF4E, el cual se localiza en el extremo 5’ del mRNA.

() Terminacién

Figura 1: Fases de la traduccidon. A) proceso de inicio de la traduccion donde intervienen las dos
subunidades ribosomales, mRNA y el tRNA. B) Elongacidn de la traduccién, incorporacién de aminoacidos
a través de los dos lugares de unién, Ay P. C) Finalizacion de la traduccion (Murray, D. et al. 1997).



La regulacién del inicio de la traduccién en eucariotas es debida a los factores de iniciacidn
eucarioticos, conocidos como elFs (eukaryotic initiation factor). Estos pueden ser un factor
limitante en el inicio de la traduccién. En ambientes donde estos factores se encuentran en
concentraciones limitadas algunos mRNAs celulares y virales se pueden traducir mediante otro
tipo de traduccién no dependiente de cap, denominada traduccién cap-independiente. La unidn
del ribosoma depende de una regién especifica del mRNA dentro del 5’ UTR, denominada IRES
(Internal Ribosome Entry Site) (Pelletier and Sonenberg 1988)
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(SUTR o lider) (F¥UTR o trailar)

Figura 2: Organizacion de tripletes de la secuencia del mRNA (McGraw-Hill 2012).

1.1.1 Regulacion de la traduccion cap dependiente

El inicio de la traduccién es un punto importante en la regulacion de la expresion de
muchos genes. Su regulacién es un punto importante de estudio, ya que se ha visto correlacién
de alteraciones en la sintesis de proteinas con un gran nimero de enfermedades (Sonenberg
and Hinnebusch 2009). La sintesis proteica es un proceso que consume elevados niveles de
energia, por lo tanto, necesita estar regulado.

La traduccidon envuelve tres etapas diferentes la iniciacién, la elongaciéon y la terminacion.
Aunque la traduccion es regulada en cada una de las etapas, el paso limitante es la iniciacion,
que se centra en el reclutamiento de las subunidades ribosomales al mRNA. El inicio de la
traduccidon envuelve la interaccion entre RNA-proteinas y proteina-proteina donde estan
implicados muchos factores. Los niveles celulares de los diferentes factores de inicio de la
traduccion difieren en los diferentes tipos de células y tejidos; modulando la actividad de estos
factores se regulan los ratios globales de la sintesis proteica.

Los cambios que regulan el inicio de la traduccidon son mediados por cambios en el estado de la
fosforilacién de los factores de la traduccidn y de proteinas especificas de unidn al RNA. Las vias
que controlan la capacidad traduccional se coordinan con las que controlan la actividad de
factores de traduccidon y de esta manera se garantiza un control coordinado de la sintesis
proteica. El ratio de sintesis para una proteina es proporcional de la concentracién y la eficiencia
de la traduccion del mRNA. (Hershey, Sonenberg et al. 2012)

El control de la sintesis proteica es una funcién homeostatica fundamental de las células que
estan estrechamente asociadas a los estimulos extracelulares que impulsan el crecimiento
celular y la proliferacion, por lo tanto, las vias mitogénicas de transduccidn de sefiales convergen
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con los factores de inicio de la traduccion (Dobrikov, Dobrikova et al. 2011). Entre los
mecanismos de control de la traduccién cap-dependiente, destaca la regulacién sobre los
niveles de elF4E (Ver capitulo 1.2.2 Regulacion de elF4E). En el inicio de la traduccién elF4E se
une a elF4G, el dominio de unidn es compartido por las proteinas de union a elF4E (4E-BPs).
Cuando estas proteinas estan hipofosforiladas, se unen a elF4E secuestrandolo de elF4G e
inhibiendo el inicio de la traduccidon. Mediante la activaciéon de la via PI3K/Akt/mTOR, en
respuesta a factores de crecimiento y determinados estados de estrés celular, se produce la
fosforilacidon de 4E-BP, el cual libera elF4E y se puede dar el inicio de la traduccién (Harris, Chi et
al. 2006; Sonenberg 2008). Por otro lado los niveles de proteina de elF4E son bajos en la célula,
comparado con otros factores de inicio de la traduccién. Debido a sus bajos niveles de expresidon
y ser el Unico de los factores de inicio de la traduccién que se unen directamente con la
estructura cap del mRNA, es uno de los factores limitantes para la union del complejo elF4F a
Cap; por lo tanto un punto regulador importante del inicio de la traduccién.

A parte de la regulacién por fosforilacion, modificaciones postranscripcionales como la
metilacion, glicosilacion o sumoylacion pueden afectar al ratio de sintesis proteica, pero el
efecto de estas modificaciones no ha sido estudiado de forma extensa.

Una nueva area de estudio es la regulacién de la traduccion por microRNAs, estos pueden
estimular la degradacion de ciertos mRNAs o afectar a la sintesis proteica directamente (Braun,
Huntzinger et al. 2012)

1.1.2 Inicio de la traducci6én cap-dependiente

El inicio de la traduccién en eucariotas es un proceso en el cual se requiere el
reclutamiento de la subunidad 80 S del ribosoma al mMRNA, la identificacién del codén de inicio y
el reclutamiento del tRNA iniciador a la subunidad pequefia del ribosoma 40 S. Es un proceso
muy complejo que requiere varios factores, incluyendo el tRNA de transferencia que contiene

met

una metionina (met-tRNA;"*"), las subunidades ribosomales 40 Sy 60 S, 12 factores de inicio de
la traduccidn y energia en forma de ATP y GTP.

Un punto importante en el proceso de inicio de la traduccion es la formacién del complejo de
preiniciacion 43 S; requiere el reclutamiento del tRNA iniciador (met-tRNA;™") a la subunidad 40
S del ribosoma. Para ello se requiere la unién del elF2 a GTP para formar un complejo binario.
Este complejo se une al met-tRNA™" formando el complejo ternario elF2/GTP/Met-tRNA. elF2
estd compuesta por tres subunidades a, B y y. La fosforilacién de elF2a en la serina 51 estabiliza
la unién a GDP impidiendo que elF2 pueda reciclarse, por lo tanto se inhibe el inicio de la
traduccion (Kapp and Lorsch 2004). Una vez formado el complejo ternario junto a otros factores
de iniciacion (elF1, elF5 y elF3) se unen a la subunidad 40 S para formar el complejo de
preiniciacion 43 S (Chaudhuri, Chowdhury et al. 1999; Majumdar, Bandyopadhyay et al. 2003;
Bilanges and Stokoe 2007) (Figura 3 punto 1y 2). El complejo 43 S recluta el extremo 5’ del
mMRNA. Esto es facilitado por el complejo elF4F, el cual estd formado por tres factores de inicio
de la traduccion: elF4E, elF4A y elFAG.

La estructura cap del mRNAs se une con factores de iniciacion especificos antes de asociarse con
el complejo de preiniciacion. En el proceso de reclutamiento del ribosoma al mRNA juegan un
papel muy importante varias proteinas: PABP [poly(A) binding protein], elF3 y la formacién del
complejo elF4F; elF4F regula la union del mRNA a la subunidad 43 S y es el paso limitante del
inicio de la traduccién, requiere la interaccion de elF4E con el cap del mRNA. (Gingras, Raught et
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al. 1999). elF3 juega un papel muy importante en el mantenimiento de la unidn de la subunidad
grande del ribosoma y también se une al complejo elF4F. (Figura 3 punto 3).

Una vez el complejo elF4F y el complejo 43 S se han unido al mMRNA, éste es escaneado en
direccién 5’ — 3’. Posteriormente un cambio de conformacién del complejo 43 S activa la
hidrdlisis del GTP, permitiéndose el reconocimiento del coddn de iniciacidon y desencadenandose
la liberacién de elF1 y elF2-GDP, lo cual permite el reclutamiento de la subunidad ribosomal 60 S
y que se inicie la sintesis proteica (Kozak 1989; Jaramillo, Dever et al. 1991) (Figura 3 punto 4 y
5).

A partir de este punto el met-tRNA;

met

esta unido al mMRNA dentro de un lugar especifico del
ribosoma llamado P (lugar del péptido), el otro lugar, A (aminoacido), sera por donde entraran
los siguientes tRNAs cargados con el aminodcido concreto entrando en la fase de elongacién de
la traduccion.

En la tabla 1 se muestran las diferentes funciones de los factores de inicio de la traduccion asi
como de proteinas implicadas en la regulacion de estos factores.

1.1.2.1 Factores implicados en la formacién del complejo elF4F

elF4E

elFAE (ver capitulo 1.2 elF4E) es la proteina que fisicamente reconoce y se une a la
estructura cap del mRNA y es un factor indispensable y limitante para que se pueda producir el
inicio de la traduccion cap-dependiente, es el factor menos abundante de todos los elFs
(Mochizuki, Oguro et al. 2005). Su actividad puede ser regulada por una serie de proteinas de
unién, las 4E-BPs (elF4E-binding proteins), en mamiferos encontramos 3 diferentes (4E-BP1, 4E-
BP2 y 4E-BP3), 4E-BP1 es la mayoritaria en mamiferos; 4E-BP interacciona con elF4E en el mismo
dominio de unién que elF4G WXXXXL¢, donde ¢ es un residuo hidrofébico y X cualquier
aminodcido. Mediante esta union 4E-BP bloquea la unién de elF4E a elFAG, impidiendo asi la
traduccion cap-dependiente (Mader, Lee et al. 1995); otra proteina de unién poco conocida es
4E-T (ver capitulo 1.5 4E-T), la cual se encarga del transporte de elF4E de citoplasma a nucleo
mediante su unién en el mismo dominio de unién que elF4G (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000).

elF4A

elF4A forma parte de una gran familia de proteinas (mas de 28 miembros) denominada
DEAD-box. Estas proteinas participan en varios procesos a parte de la traduccidn, incluyendo el
splicing de pre-mRNAs, biogénesis de ribosomas, el desarrollo, espermatogénesis y ovogénesis.
elF4A es una proteina de 46 kDa que hidroliza el ATP y tiene actividad helicasa, desenrolla Ia
estructura secundaria del mRNA para permitir el acceso de las subunidades ribosomales y que
estas puedan escanear el mRNA hasta llegar al coddn de iniciacidn; su actividad es estimulada
por elF4G y elF4B (Rozen, Edery et al. 1990; Rogers, Komar et al. 2002). Existen tres isoformas
en mamiferos: elF4Al, elF4All y elF4Alll (Gingras, Raught et al. 1999). Las isoformas humanas
elF4Al y elF4All son altamente homodlogas y son funcionalmente equivalentes, pero se expresan
de forma diferente segun el tejido celular y juegan diferentes roles durante el desarrollo
(Nielsen and Trachsel 1988).
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Figura 3: Mecanismo de inicio de la traduccién. 1) Disociacién del complejo ribosomal 80 S preexistente
promovida por elF6, el cual se une a la subunidad 60 S, elF3 y elF1A se unen a la subunidad 40 S. 2) Unidn
del complejo ternario elF3-GTP-Met-tRNA a la subunidad 40 S formando el complejo de preiniciacion 43S.
3) unidn del complejo 43S al MRNA, necesario que el complejo elF4F reconozca el mRNA y se dé hidrdlisis
de ATP. 4) Colocacién del coddn de inicio de la traduccion en direccion 5 — 3’. 5) liberacion de los factores
de iniciacién de la traduccién. 6) Unidn e la subunidad ribosomal 60S. (Gingras, Raught et al. 1999)



Factor de Iniciacion y proteinas

. .. Actividad
implicadas en su regulacion

elF-1 Reposicion de met-tRNA para facilitar la union del mRNA
elF-2 Formacion de un complejo ternario elF2-GTP-Met-tRNA
elF-2A AUG-dependiente de met-tRNA uniendo al ribosoma 40S

elF-2B (también llamado GEF)
factor de intercambio del Intercambio de GTP/GDP durante el reciclaje de elF-2

nucledtido guanina

elF-3, compuesto de 13
. P Unién subunidad grande del ribosoma
subunidades

elF-4F compuesto por 3
subunidades: elF-4E, elF-4A, elF-
4G y por lo menos 2 factores
adicionales: PABP, Mnk1 (o Mnk2)

Unién del mRNA a la subunidad 40S, actividad helicasa del
RNA dependiente de ATPasa, la interaccién entre la cola
poliA y la estructura cubierta (cap)

PABP: proteina de unidn poliA

Une la cola poliA de los mRNAs, permite la unién al elF-4G

elF-4A

Helicasa de RNA dependiente de ATPasa

elF-4E

Reconocimiento de cubierta 5'; frecuentemente encontrada
sobre expresada en canceres humanos, la inhibicién de

elF4E es actualmente un blanco para terapias cancerigenas

Cuando 4E-BP esta defosforilado se une elF-4E y reprime su
actividad, la fosforilacién de 4E-BP ocurre en respuesta a
4E-BP (3 formas conocidas) muchos estimulos de crecimiento conduciendo a la
liberacion de elF-4E e incrementando la iniciacion de la

traduccion

Actla como una base para el ensamblaje de elF-4E y -4A en

elF-4G .
el complejo elF-4F
elF-4B Estimula la helicasa, se une simultdneamente con el elF-4F
5 Liberacion de elF-2 y de elF-3, GTPasa dependiente del
e -

ribosoma

Tabla 1: Descripcion de los diferentes factores de iniciacién y proteinas implicadas en el inicio de la
traduccion.

elF4G

elFAG es una proteina de unién que juega un papel importante en el reclutamiento del
ribosoma al mRNA. Hay dos isoformas en mamiferos, elFGl y elFGIl, que son en un 46 %
idénticas y funcionalmente homodlogas, de 171 kDa y 176 kDa respectivamente. elF4Gl es
constitutivamente expresada a una concentracién mas elevada que elG4Gll (Coldwell, Sack et al.
2012). Las dos son capacees de iniciar la traduccion cap-dependiente. elF4Gl es importante en la
proliferacién, la actividad mitocondrial y es importante para la traduccion de mRNAs
relacionados con este proceso (Caron, Charon et al. 2004; Ramirez-Valle, Braunstein et al. 2008).
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Tienen tres dominios estructurales funcionales, que se encuentran conectados entre si; los tres
dominios interactuan con diferentes factores de inicio de la traduccién. Contiene lugares de
unién para elF4E y PABP en el dominio N-terminal; elF4A y elF3 en el dominio central de la
proteina; y realiza una funcién de puente entre el ribosoma y el mMRNA, encontrandose el lugar
de unidn al RNA en el centro de la proteina, a mas, elF4G establece contacto con la cola 3’ poliA
via PABP (proteina de unién a la cola poli-A). La asociacion de PABP con elF4G induce la
recircularizacion del mRNA, esto aumenta la iniciacién y la estabilidad del mRNA (Lamphear,
Kirchweger et al. 1995; Imataka, Gradi et al. 1998). Por otro lado también encontramos un lugar
de interaccidon a Mnk (Fukunaga and Hunter 1997) (ver capitulo 1.2.2.2.1 Mnks). El dominio de
unidn a elF4E es el mas estudiado, contiene la secuencia YXXXXL¢$, donde ¢ es cualquier
aminoacido hidrofébico. Por otro lado elF4G recluta la mRNA helicasa elF4A.

1.2. elF4E

elFAE fue identificado por su habilidad de unirse a cap y promover el inicio de la
traduccion. (Sonenberg, Morgan et al. 1978). Es una proteina de 24 kDa, es esencial en el
reconocimiento de la estructura cap 5’ presente en la mayoria de mRNA y en el reclutamiento
del ribosoma al mRNA en el inicio de la traduccién cap-dependiente (Lazaris-Karatzas, Montine
et al. 1990). Apoyando estas evidencias vieron que la eliminacion de elFAE de extractos celulares
dramaticamente reducia la traduccion cap dependiente. Estos experimentos apoyaron
fuertemente la evidencia de que elF4E recluta el complejo elF4F a la estructura cap. En
consecuencia, el andlisis mediante cristalografia de rayos X de elF4E, revelé una estructura
perfectamente apropiada para realizar esta funcién (Marcotrigiano, Gingras et al. 1997). Se dice
que elF4E es un potenciador traduccional, aunque en la ultima década se ha descubierto que
también puede actuar como represor traduccional (Rhoads 2009).
Debido a las funciones que desempefia en la célula, no es sorprendente que la secuencia
primaria de aminodcidos de elF4E sea altamente conservada en todos los organismos. Mediante
rayos X y resonancia magnética nuclear (NMR) han demostrado que elF4E tiene una estructura
flexible en el lugar de unidn a cap, el nucleo de la estructura se asemeja a un guante de beisbol y
el reconocimiento de CAP ocurre en la parte cdncava mediante la interaccidn de dos triptéfanos
altamente conservados; por otro lado la mayoria de proteinas que interaccionan con elF4E se
unen por la cara convexa de la estructura (Rhoads 2009).
Ha sido estudiada en diferentes organismos, encontrdndose una regidn evolutivamente
conservada en la proteina, que consiste entre 160 y 170 aminodcidos ubicados entre la His-37 y
la His-200, los extremos N y C-terminal son mas variables. Se han encontrado 411 miembros de
la familia elF4E en 230 especies, todos ellos tienen un contenido elevado en Trp. Se conocen
diferentes isoformas, Arabidopsis thaliana no solo expresa elF4E, también elF(iso)4E y nCBP
(Ruud, Kuhlow et al. 1998); Homo sapiens expresa un segundo miembro de la familia, 4EHP
(Rom, Kim et al. 1998); y C. elegans expresa tres miembros de la familia de elF4E, IFE-1, -2 y -3
(Jankowska-Anyszka, Lamphear et al. 1998). En el 2005 Joshi et al agruparon a los miembros de
la familia de elFAE en tres clases diferentes segln la presencia de residuos correspondientes a
Trp-43 y Trp-56:

Clase 1: Trp en los dos aminoacidos. En mamiferos se une a cap, elF4G y 4E-BPs.
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Clase 2: En la posicidon 43 podemos encontrar Typ, Phe o Leu y en la posiciéon 56 Tyr o
Phe. En mamiferos solo uniéon a cap y 4E-BPs.

Clase 3: En la posicién 43 encontramos un Trp y en la 56 Cys. En mamiferos solo unién a
capy elF4G.

Cada uno de los tipos tiene diferentes grados de afinidad de unién a cap, elF4G o 4E-BPs segun
la especie. En organismos que presentan varios miembros de la familia de elF4E, se ha
encontrado que sélo uno de ellos es ubicuo y se encuentra expresado constitutivamente, siendo
éste responsable de la traduccion cap dependiente; en mamiferos corresponderia al elF4E-1. El
resto de elF4Es son activos en diferentes tejidos, en diferentes etapas del desarrollo o se unen a
ciertos mRNAs.(Joshi, Cameron et al. 2004; Joshi, Lee et al. 2005; Rhoads 2009)

elF4E fue inicialmente descubierto como un solo polipéptido, pero cuando fue
encontrado en complejo con elF4G fue redefinido como una subunidad de un nuevo factor de
inicio de la traduccidon en mamiferos denominado elF4F. Sonenberg y Lawrence vieron que eFI4E
podia tener otras proteinas de unién a parte de elF4G, las denominadas 4E-BPs (Pause, Belsham
et al. 1994). El nimero de proteinas de unidn de elF4E conocidas ha incrementado en la ultima
década; muchas de las nuevas funciones de elF4E estan mediadas por la interaccidén con algunas
de sus proteinas de union (Tabla 2).

La localizacién de elFAE puede ser tanto nuclear como citoplasmatica. En el citoplasma
puede estar formando parte del complejo de inicio de la traduccién asi como formando parte de
los denominados processing bodies (PBs) o granulos de estrés (GS) (Ferraiuolo, Basak et al.
2005; Parker and Sheth 2007). Segun Topisirovic et al. el 68 % del elF4E reside en el nucleo
participando en el secuestro de ciertos mRNAs y su exportacién (Culjkovic, Topisirovic et al.
2007). En el nucleo se ha encontrado tanto de forma difusa por el nucleoplasma como en
cuerpos nucleares, pero no se encuentra en el nucléolo (Lejbkowicz, Goyer et al. 1992).

Proteinas Consecuencias de union
elF4G Recluta elF4A y el ribosoma al mRNA
4E-BP1,-2,-3 Reprime la traduccidn cap-dependiente
Maskin Reprime la traduccion de mRNAS que contienen CPE
4E-T Transporta elF4E al nucleo

Lipoxigenasa 2

Compite con elF4G para unirse a elF4E

BTF3

Compite por la unidn elF4E a elF(iso)4E

Gemin5

Inhibe la traduccién. Cololalizacion en PBs

Neuroregulina

Reprime la traduccion de mRNAs que contienen CPE

CYFIP

Se une a elF4E en extractos cerebrales. Presente en sinapsis

Modula positivamente la exportacion de mRNAs con la secuencia 4E-SE de

LRRC forma dependiente de elF4E
EMX2 Modula las funciones de elF4E en el desarrollo del sistema nervioso
PML Disminuye el transporte de mRNAs de nucleo a citoplasma

Tabla 2: Ejemplos de proteinas de unidn a elF4E
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elF4E se considera una proteina de supervivencia envuelta en la progresién del ciclo
celular, la transformacién celular y la resistencia a la apoptosis. Tiene un papel critico en la
traduccion de mRNAs reguladores del ciclo celular y de proteinas oncogénicas. (Wang, Yue et al.
2007). Modula la expresion de genes, mediante el incremento de su traduccién o por el
transporte de estos del mMRNA de nucleo a citoplasma, envueltos en la proliferacion y la
supervivencia celular. La sobreexpresion de elF4E produce una desregulacion del crecimiento
celular y una transformacion maligna (Beghi, Azzoni et al. 1990; Lazaris-Karatzas, Montine et al.
1990; Avdulov, Li et al. 2004) (Ver capitulo 1.3.1 elF4E y cdncer)

1.2.1 Funcion de eIF4E

1.2.1.1 elF4E como factor de inicio de la traduccion cap-dependiente

Es un factor clave en el inicio de la traduccidn al interaccionar con la estructura 5’'Cap del
MRNA durante su reclutamiento al ribosoma (Filipowicz, Furuichi et al. 1976). Como hemos
comentado anteriormente, forma un complejo con elF4G y elF4A, denominado elF4F, que
facilita la unién del complejo ribonucleoproteico de pre-iniciacién 43 S al mRNA, imprescindible
para el inicio de la traduccién. Para llevar a cabo esta funcidn, elF4E se une al extremo 5 metil-
7guanosina (m’G cap) que se encuentra en los transcritos (Figura 4). Su unién con elF4G
favorece la estabilidad de la unién a cap y permite el reclutamiento del resto de factores del
complejo (Duncan, Milburn et al. 1987; Sonenberg and Gingras 1998).
Recientemente Feoktistova et al. han visto que la unién de elF4E a elF4G incrementa la
capacidad de elF4G para estimular la actividad helicasa de elF4A, elF4E permite que elF4G tome
la conformacidn necesaria para estimular elF4A, manteniendo la unién elF4E/elF4G a lo largo
del escaneo del mRNA puede explicar un posible mecanismo de cdmo la abundancia de elF4E
promueve la traduccién de mRNAs altamente estructurados (Feoktistova, Tuvshintogs et al.
2013)
La sobreexpresion de elF4E no conduce a un incremento global de la traduccién de mRNAs, pero
si que se ven aumentados ciertos mRNAs especificos como ODC, c-myc o Ciclina D1 (Clemens
2004; Mamane, Petroulakis et al. 2004). Asi como la downregulacion de elF4E no afecta los
niveles globales de sintesis proteica (Graff, Konicek et al. 2007). Se ha visto que transcritos con
regiones 5’'UTRs altamente estructuradas son mas sensibles a ser traducidos por elF4E
(Sonenberg and Gingras 1998).

1.2.1.2 elF4E como transportador de mRNAs de niicleo a citoplasma

Como hemos comentado anteriormente, elF4E también se encuentra en cuerpos
nucleares a lo largo del nucleoplasma (Lejokowicz, Goyer et al. 1992). En el nucleo elF4E
contribuye en la exportacion nucleo-citoplasmatico de ciertos mRNAs mediante la unién en un
elemento estructural localizado en el extremo 3’ UTR conocido como elF4E-sensitivity elements
(4E-SE), tiene funcidon carrier de ciertos mRNAs de nucleo a citoplasma. Los elementos 4E-SE
estan formados por unos 50 nucledtidos, estos confieren sensibilidad del mRNA hacia elF4E
permitiendo la exportacidon su exportacion. (Rousseau, Kaspar et al. 1996; Proud 2002; Culjkovic,
Topisirovic et al. 2006; Topisirovic, Siddiqui et al. 2009; Topisirovic, Siddiqui et al. 2009). Este

-12 -



proceso es dependiente de la via de exportacion CRM1-Ran, en el nucleo elF4E se asocia a CRM-
1 para permitir la exportacion del mRNA al cual se encuentra unido(Culjkovic, Topisirovic et al.
2006) (Figura 4).

Ilgual que en el citoplasma, elF4E afecta tan solo a un numero especifico de mRNAs,
mayormente genes involucrados en la proliferacion y la supervivencia.

En resumen elF4E promueve la expresidon de un grupo determinado de transcritos mediante el
incremento de la exportacion nuclear via 4E-SE y/o mediante el incremento de la traduccién en
citoplasma de transcritos con unas estructuras complejas en el extremo 5’ UTR.

1.2.1.3 Otras funciones de elF4E

Se han descrito otras funciones de elF4E en los Ultimos afios, por ejemplo su
importancia en la formacién de la memoria, se cree que esta relacionado en cambios en la unidn
entre conexiones sinapticas de neuronas (Klann and Sweatt 2008). También se ha visto
implicado en la traduccién de mRNAs de virus, como seria el caso de la familia caliciviridae, lo
cuales contienen en su mRNA una proteina viral (VPg) la cual actia como un substituto de cap y
recluta elF4E para la traduccion del mRNA (Chaudhry, Nayak et al. 2006).

Por otro lado se ha visto que elF4E puede formar parte tanto de los granulos de estrés
(GS) como de los processing bodies (PBs), esto significa que juega un papel en el
almacenamiento o turnover de ciertos mRNAs (Ferraiuolo, Basak et al. 2005; Parker and Sheth
2007). Puede incrementar la traduccién de ciertos transcritos particularmente durante periodos
de estrés celular y proliferacién (Ver capitulo 1.6 estrés celular).

1.2.2 Regulacion de elF4E

Dado la relevancia de elF4E en la expresion génica es un blanco de mdultiples
mecanismos de regulacidn que pueden afectar su funcién; mediante la regulacion de elF4E se
mantienen los niveles éptimos de crecimiento y division celular, respondiendo a estimulos
externos. Una serie de condiciones debe cumplirse para que elF4E pueda participar en la
iniciacion de traduccidon (Gingras, Raught et al. 1999). El hecho de que elF4E es generalmente el
factor de iniciacion menos comun en cuanto al nimero de moléculas por célula lo convierte en
un punto clave para la regulacién.
elF4E actla como punto convergente de dos vias de seializacidn, la via PI3K y la via de las
MAPK. Encontramos dos vias principales de regulacién de elF4E, por un lado mediante sus
proteinas de union 4E-BPs activadas via PI3K (Pause, Belsham et al. 1994) y por otro lado la
regulacion de su fosforilacidon via las quinasas Mnk1/2 en la serina 209 activadas via ERK o
p38/MAPK (Waskiewicz, Flynn et al. 1997; Waskiewicz, Johnson et al. 1999) (Figura 5).
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Figura 4: Modelo de las dos funciones conocidas de elF4E: exportacion de mRNAs y traduccién cap-
dependiente. elFAE permite la traduccion de mRNAs con la estructura cap en el extremo 5’; por otra parte
media la exportacion de mRNAs de nucleo a citoplasma mediante la su unién al extremo 3’ UTR del
mRNA, en unas secuencias denominadas elF4E-sensitivity elements (4E-SE) (adaptado de Carroll and
Borden 2013).

1.2.2.1 4E-BPs

Son proteinas pequeias de 10 a 15 kDa. Se han descrito tres isoformas de 4E-BPs -1, -2 y
-3. 4E-BP1 y 4E-BP2 comparten un 65 % de identidad y 4E-BP3 comparte un 57 % y un 59 % de
identidad con 4E-BP1 y 4E-BP2 respectivamente; las tres inhiben la traduccidén cap-dependiente.
4E-BP1 es la mayormente expresada, pero predominantemente se detecta en el tejido adiposo
(Tsukiyama-Kohara, Poulin et al. 2001), 4E-BP2 es ante todo expresada en el celebro (Banko,
Hou et al. 2004) y la tercera isoforma, 4E-BP3, se expresa mayormente en el colon, higado y
rifidn (Poulin, Gingras et al. 1998).
La unidn de las 4E-BPs a elF4E se controla a través de su fosforilacion (Pause, Belsham et al.
1994; Poulin, Gingras et al. 1998). Las formas hipofosforiladas de 4E-BPs se unen a elF4E
impidiendo la formacion del complejo de inicio de la traduccidon (Haghighat, Mader et al. 1995),
por el contrario, en respuesta a nutrientes o células estimuladas con suero las 4E-BPs se
hiperfosforilan y se reduce su afinidad hacia elF4E, de forma que éste queda liberado y puede
formar el complejo eFl4F para dar asi el inicio de la traduccion cap-dependiente.
4E-BP1 ha sido la mas caracterizada de las tres. Presenta seis lugares de fosforilacidn, entre ellos
se destacan cuatro: treonina 37, treonina 46, treonina 70 (esta fosforialcion permite la
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liberacion de elFAE) y la serina 65 (su fosforilacién impide la reasociacién de 4E-BP1 con elF4E).
Las diferentes fosforilaciones presentan un seguimiento jerarquico. La via PI3K/AkT/mTOR se ha
descrito como la via principal de fosforilacion de 4E-BP1 (Wang, Beugnet et al. 2005), a pesar de
ello otras quinasas pueden estar también implicadas en la fosforilacion de 4E-BP1, como por
ejemplo CDK1 (Heesom, Gampel et al. 2001), ATM (Yang and Kastan 2000), ERK (Herbert, Tee et
al. 2002).

Factores de crecimiento, hormenas, Aminodcidos
mitdgenos, citoguinas extracelulares

stress s -h L-) _
U”u N

Aminoacidos
/ intracelulares
AMPK

l .Has_. PI K
l PDK‘I
o
l.lliI{K.__H. HII AKT'®'TSC"'2 —] Flheh GTP
JNKK A ek

N e
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\ n\'I'NK JE.;F. srax:h
/
\Q)\ﬁ eIF.-ﬂI‘rE 56, elF4B,

. deul:ﬂmTD!n'ﬂHnrs
Traduccidn i ies, Eactores de elongacion]
cap-dependiente

S ——

-~
Iniciacion de la traduccion, mitogénesis y oncogénesis

Figura 5: Esquema de las vias de regulacion de elF4E. La via Ras/Raf/MAPK, activada por factores de
crecimiento y estrés activa las Mnks, las cuales fosforilan elF4E. elFAE participa en el inicio de la
traduccion y su fosforilaciéon incrementa la mitogénesis y la oncogénesis. Por otro lado la via
PI3K/Akt/mTOR es activada por factores de crecimiento, mitégenos y hormonas. mTOR fosforila 4E-BP
inhibiendo su funcién represora hacia elF4E (adaptado de Mamane, Petroulakis et al. 2004).

1.2.2.2 Regulacion elF4E via Mnk1/2

elF4E es fosforilado en respuesta a ciertos estimulos. Unas de las principales quinasas
responsables de la fosforilacién de elF4E son las Mnks (MAP kinase-activated protein kinase) las
cuales acceden a elF4E mediante su unién a elF4G (Pyronnet, Imataka et al. 1999). elF4E es
fosforilado en un solo lugar in vivo, en la Ser209 en mamiferos, que se encuentra en el extremo
C-terminal (Joshi, Cai et al. 1995; Fukunaga and Hunter 1997; Waskiewicz, Flynn et al. 1997).
elF4E rapidamente es fosforilado en respuesta a una gran variedad de estimulos extracelulares
como mitdégenos, hormonas polipeptidicas, promotores tumorales y factores de crecimiento
(Proud 1992; Flynn and Proud 1996). Las proteinas quinasas Mnkl y Mnk2 son activadas via
MEK/ERK (Extracellular signal-regulated kinases), se ha observado que hay una inhibicién de la
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fosforilacion de elF4E al utilizar inhibidores de dicha via (Waskiewicz, Johnson et al. 1999;
Tschopp, Knauf et al. 2000). Otra via que activa Mnkl y Mnk2 es la via p38MAPK, la cual es
activada en respuesta a mitégenos, citoquinas o estrés celular (Morley and McKendrick 1997), el
uso de inhibidores especificos de las isoformas a y B de p38 demostraron que estas dos
isoformas son las responsables del incremento en la fosforilacion de elF4E en respuesta a estrés
mediante la activacion de las Mnks (Cuenda, Rouse et al. 1995). Mnk1 y Mnk2 son las quinasas
fisiologicas de elF4E, mediante la utilizacion del doble KO de Mnks en fibroblastos embrionarios
no se observé un incremento en la fosforialcion de elF4E, indicando que son las quinasas
responsables de dicha fosforialcidon (Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004).

El estado de fosforilacion de elF4E también es controlado por la proteina fosfatasa 2A (PP2A)
(Bu and Hagedorn 1992).

Se han dado algunas confusiones con respecto a la existencia de otros lugares de fosforilacién,
como por ejemplo, en la serina 53; se generd un mutante de elF4E donde la serina 53 fue
mutada a alanina, impidiendo la fosforilacion de dicho residuo. Este mutante no provocaba la
transformacion celular que se observaba al sobreexpresar la forma wild type de elF4E, esto hizo
pensar que dicha fosforilacion era necesaria para la transformacién celular (De Benedetti and
Rhoads 1990). Estudios realizados posteriormente vieron que la serina 53 no era el verdadero
lugar de fosforilacion de elF4E, mediante analisis de fosfoaminoacidos vieron que solo habia un
lugar de fosforilacién en elF4E, y observaron que este estaba posicionado cerca del extremo N-
terminal. En la secuencia de elF4E hay tres serinas que pueden ser fosforiladas, mediante un
mapeo bidireccional del péptido se eliminaron dos de las serinas, tan solo quedando la serina
209, confirmando que este era el mayor punto de fosforialcién de elF4E (Flynn and Proud 1995).
In vitro también se ha observado la fosforilaciéon de la Thr210 cuando la Ser209 es mutada a
alanina o en ciertas circunstancias como el tratamiento celular con acido okadaico, no se
observé una transformacion celular al producirse la fosforilacion de la Thr210. (Makkinje, Xiong
et al. 1995; Scheper and Proud 2002; Topisirovic, Ruiz-Gutierrez et al. 2004)

1.2.2.2.1 Mnks

Mnkl y Mnk2 son proteinas quinasas treonina/serina y fueron originalmente
descubiertas como resultado de un screening de los substratos o proteinas de unién de Erk
(Fukunaga and Hunter 1997; Waskiewicz, Flynn et al. 1997). En humanos se han encontrado dos
genes que codifican para dos isoformas cada uno (Mnk1a, 2a, 1b y 2b), las isoformas b son las
formas cortas y no contienen el motivo de uniéon a MAPK. El andlisis de su secuencia revela que
las cuatro isoformas tienen una seial de localizacion nuclear (NLS), un lugar de unién a elF4G en
el extremo N-terminal y el dominio quinasa; tan solo Mnk1 contiene una sefal de exportacién
nuclear y las isoformas Mnkla y Mnk2a un lugar de unién a MAPK, el cual puede ser fosforilado
y activado por la via Erk y p38 MAPK. Las isoformas Mnklb y Mnk2b no contienen este dominio,
por lo tanto no son substrato de Erk y p38; por otro lado al no tener el fragmento C-terminal de
exportacidon nuclear tienen una distribucién tanto nuclear como citoplasmatica, mientras que las
isoformas Mnkla y Mnk2a predominan en el citoplasma (Shenberger, Zhang et al. 2007; Hou,
Lam et al. 2012).

Mnkl1l y Mnk2 tienen una similitud del 88 % en el dominio catalitico y del 77 % y 65 % en el
dominio N- y C-terminal respectivamente. La actividad y regulacién de las Mnks por MAPKs
depende de cada una de las isoformas. En el caso de la Mnkla, que tiene una actividad basal
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baja, contiene un dominio de unién a MAPK con los residuos Leu-Ala-Arg-Arg-Arg y media la
interaccion de Mnk1 con Erk1/2 y p38. En el caso de Mnklb, con actividad basal elevada, su
actividad no se ve afectada por Erkl/2 o p38 ya que no tiene un dominio de uniéon a MAPK
(Knauf, Tschopp et al. 2001; Scheper and Proud 2002; Parra, Buxade et al. 2005; O'Loghlen,
Gonzalez et al. 2007). Con respecto a las Mnk2, la isoforma Mnk2a contiene un dominio de
unién a MAPK el cual contiene solo dos residuos basicos continuos, Leu-Ala-GIn-Arg-Arg,
preferentemente interacciona con Erk1/2 (Waskiewicz, Flynn et al. 1997). Mnk2b, con una
actividad basal muy baja, no es conocido quien promueve su actividad (Scheper, Parra et al.
2003).

El andlisis de Mnk1 y Mnk2 revela la presencia de muchos puntos de fosforilacion por MAPKs,
por ejemplo la fosforialcién de la Thr209 y Thr214 de Mnk1la se ha visto que es esencial para su
activacion. Otro ejemplo es el residuo Thr344, el cual afecta la actividad de la Mnk1a pero no el
de la Mnk2a (Scheper, Morrice et al. 2001). Esto sugiere que la fosforilacion de las Mnks en
varios residuos es necesaria para la activacion eficiente de las Mnks.

La interaccion de elF4G con las Mnks es regulada por la fosforilacién de la Mnks, los puntos de
fosforilacidn se encuentran cerca del lugar de interaccidon con elF4G. Mnk1 se une mejor a elF4G
que Mnk2 (Parra, Buxade et al. 2005).

Se ha descrito que las Mnks tienen un gran nimero de substratos que pueden fosforilar,
incluyendo componentes de la maquinaria traduccional, algunos factores de unién a mRNA y
factores de splicing. No se ha encontrado una secuencia consenso de fosforilacién en los
diferentes substratos.

elF4E es el substrato fisiolégico mejor caracterizado de las Mnks, la expresiéon de Mnks en
células incrementa el nivel y la fosforilacion de elFAE en respuesta a estrés y por la estimulacion
de mitdgenos (Pyronnet, Imataka et al. 1999). Las dos, Mnk1 y Mnk2, especificamente fosforilan
elF4E en la serina 209. Mnk y elF4E interaccionan con elF4G, el cual permite la aproximacion de
estas dos proteinas y facilita la fosforilacion de elF4E (Flynn and Proud 1995; Ueda, Watanabe-
Fukunaga et al. 2004). Mnk1 es la responsable de inducir la fosforilacidon de elF4E en respuesta a
MAPK, mientras que Mnk2 contribuye a mantener la fosforilaciéon de elF4E (Ueda, Watanabe-
Fukunaga et al. 2004).

Dos proteinas de unién a RNA que se ha visto que son reguladas via Mnks son hnRNP Al y PSF
(Splicing factor asociado a PTB). hnRNP A1l es una proteina muy abundante en el nicleo y juega
un papel importante en el metabolismo del mRNA. Se ha visto que las Mnks fosforilan hnRNP Al
en dos lugares, Ser192 y Ser310, en respuesta a la activacion de células T (Buxade, Parra et al.
2005). La fosforialcion de hnRNP A1l se ha visto que disminuye su interaccidon con el mRNA de
TNF-a, sugiriendo que las Mnks juegan un papel en la regulacion de mRNAs especificos.

PSF es una proteina nuclear envuelta en la transcripcién de RNAs de procesamiento, es un factor
de splicing. Las Mnks lo fosforilan en los residuos Ser8 y Ser283, incrementando su afinidad
hacia el mMRNA de TNF-a (Buxade, Morrice et al. 2008).

Otro substrato es cPLa,, el cual juega un papel importante en la produccion de mRNAs con
funciones importantes en el sistema inmune e inflamatorio, este es fosforilado por las Mnks en
el residuo Ser272.

También se ha visto que Mnk1 regula la fosforilacién de Sprouty2, una proteina que suprime la
activacion de ERK (Bundschu, Walter et al. 2006).
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1.2.2.2.2 Efectos de la fosforilacién de elF4E

El significado biolégico de la fosforialcién de elFAE no se ha determinado y su rol
en el inicio de la traduccidén es controvertido (Scheper and Proud 2002). Se ha descrito su
importancia en tumorigénesis, un incremento de elF4E y su fosforilacidon se ha correlacionado
con la progresion tumoral (Byrnes, White et al. 2006; Wendel, Silva et al. 2007; Furic, Rong et al.
2010) (Ver capitulo 1.3.1.1 Papel de la fosforilacion de elFAE en cdncer).

Debido a que los estimulos que incrementan la traduccion de proteinas generalmente
incrementan el estado de fosforialcion de elF4E, se pensd que la fosforialcién podria aumentar
la actividad de elF4E incrementando su afinidad hacia la estructura cap del mRNA. Minich et al
mediante un ensayo de cromatografia sobre sefarosa del RNA separaron la forma fosforilada de
la no fosforilada de elF4E, mediante métodos de fluorescencia vieron que la fracciéon que
contenia la forma fosforilada de elFAE mostraba de 3 a 4 veces mas afinidad por la estructura
cap del mRNA que la forma no fosforilada (Minich, Balasta et al. 1994); también, mediante
analisis de los datos estructurales de elF4E inicialmente se pensd que la forma fosforilada de
eFl4E tenia mayor afinidad hacia la estructura cap que la forma no fosforialda (Joshi, Cai et al.
1995); recientes estudios basados en una nueva estructura indican lo contrario (Scheper and
Proud 2002; Zuberek, Jemielity et al. 2004). Por lo tanto el rol y la funcidn de la fosforilacion de
elF4E no estdn del todo claro.

Con el descubrimiento de las Mnks se pudo fosforilar elF4E in vitro, gracias a esto y utilizando un
analogo del cap mRNA se vio, contrariamente a lo descubierto por Minich et al., que la forma
fosforilada de elF4E tenia menor afinidad por la estructura cap que la forma no fosforilada
(Scheper and Proud 2002); por otro lado vieron que esta fosforilacion no afectaba a la unién a
4E-BPs y, debido a que se unen al mismo lugar que elF4G, tampoco se veia afectada la unidn con
elF4G (Ptushkina, von der Haar et al. 1999).

Otros estudios que concuerdan con la observacién que la fosforilaciéon de elFAE disminuye la
afinidad hacia la estructura cap fueron los realizados al sobreexpresar mutantes de Mnkl y
Mnk2, los cuales al incrementar la fosforilacion de elF4E impedian la traduccién cap
dependiente (Knauf, Tschopp et al. 2001).

Por el contrario Yikun Li et al. recientemente han visto que tratando lineas celulares de cancer
de pulmédn con el inhibidor PP2A (protein phosphatase 2A), el cual controla la actividad de la
mayoria de proteinas quinasas envueltas en las vias PI3K/Akt, Rad/MAPK/ERK y mTOR/p70S6K
(Westermarck and Hahn 2008), e inhibe la fosforilacion de Mnks y por lo tanto de elF4E, regula
negativamente la formacidn del complejo elF4F al inhibir la fosforilacidn de elF4E, indicando que
la fosforilacion de elF4E seria necesaria para el inicio de la traduccion cap-dependiente (Li, Yue
et al. 2010).

Se demostré que la sobreexpresion del mutante de elF4E S209A era igual de eficiente que la
forma WT de la proteina al promover la sintesis proteica (McKendrick, Morley et al. 2001). Por el
contrario en algunos casos, la fosforilacion de eFI4E y el incremento de la traduccion estdn
asociados; por ejemplo, se ha visto que la estimulacién celular con factores de crecimientos y
mitégenos incrementa los ratios de traduccion y los niveles de fosforilacion de elF4E (Morley
and McKendrick 1997; Wang, Flynn et al. 1998); por ello, fue asumido que la fosforilacion de
elF4E estimulaba la traduccidn cap-dependiente. Sin embargo, los efectos de la fosforilacién de
elF4E en la traduccién cap-dependiente in vitro no son significativos, el tratamiento con agentes
inductores de estrés, como la anisomicina o el arsénico, fosforilan elF4E y se observa una
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traduccion global disminuida (Wang, Flynn et al. 1998). Se ha visto que hay un incremento
selectivo de ciertas proteinas, en tumores de préstata, debido al incremento de la fosforilacion
de elF4E, como seria el caso de VEGF, MMP3 y BIRC2 (Furic, Rong et al. 2010).

In vitro se ha visto que la activacion de la traduccidén de ciertos mRNAs en respuesta a sefiales
estimuladoras de crecimiento, se correlaciona con un aumento de la fosforilacion de elF4E,
mientras que la inhibicién de la sintesis proteica debido a choque térmico, a estrés osmético o
infecciones virales, se correlaciona con la desfosforilacion de elF4E. A pesar de ello, la
fosforilacidon de elF4E no es suficiente para que se dé un aumento en la sintesis proteica global
(Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004). Se ha observado que dicha fosforilacion es requerida
para la inhibicion de la apoptosis y para promover la tumorigénesis in vivo. (Silva and Wendel
2008).

Scheper and Proud propusieron dos modelos para el papel fisioldgico de la fosforilacion de
elF4E, por un lado la fosforialcion de elF4E por las Mnks podria estimular una carga rapida y
secuencial de multiples complejos de iniciacion y ribosomas en un mismo mRNA o, por otro
lado, podria estimular un rapido reciclaje de los factores de inicio de la traduccion de un mRNA a
otro mRNA, dependiendo de en qué punto del inicio de la traduccidn se fosforile elF4E.
Teniendo en cuenta estos resultados, parece ser que la fosforialcion de elF4E no es critica bajo
situaciones normales, es decir, cuando las 4E-BPs estan fosforiladas por mTOR y el complejo
elF4F puede formarse con normalidad. La actividad de las Mnks y el estado de fosforilacién de
elF4E es importante sélo cuando el suministro de nutrientes es bajo o se produce un estrés
ambiental, lo que produce un incremento de la desfosforilacion de 4E-BPs y por consiguiente
una formacion limitada del complejo elF4F .

También se demostrd que la hiperfosforilacion de elF4E por la sobreexpresién de las quinasas
Mnks en Drosophila conduce a la reduccién de la traduccién y/o los ratios de crecimiento, es
importante para que se produzca un desarrollo normal (Knauf, Tschopp et al. 2001); por el
contrario, ratones deficientes en las quinasas Mnk1l y Mnk2 no muestran ningdn cambio en los
ratios globales de traduccién y en el desarrollo normal (Ueda, Watanabe-Fukunaga et al. 2004;
Wendel, Silva et al. 2007).

Por otro lado se ha visto que la fosforilacion de elFAE puede estar implicada en el transporte de
ciertos mRNAs de nucleo a citoplasma, una posibilidad es que la fosforilacion de elF4E modula la
asociacién con proteinas de unién a elementos 4E-SE y esta interaccion module la capacidad de
elF4E de promover el transporte de ciertos mRNAs (Topisirovic, Ruiz-Gutierrez et al. 2004).

En resumen, el efecto de la fosforilaciéon de elF4E es altamente controvertido y son necesarios
mas estudios para ver la implicacion de dicha fosforilacién. Lo que si es comUunmente aceptado
es que la activacidon o fosforilacién de elF4E estd asociada con la proliferaciéon celular, la
transformacion, la progresién tumoral y la resistencia a la apoptosis (Wang, Yue et al. 2007).

1.2.2.3 Otras modificaciones y regulacion de eIF4E

Varias proteinas se han visto implicadas en la regulacion de elF4E tanto a nivel proteico
como de su mRNA. En humanos otras dos proteinas, a parte de las descritas, se han identificado
como proteinas de unién a elF4E: PML (Promyelocytic leukemia protein) y PRH (proline-rich
homeodomain protein).

PML se encuentra en cuerpos nucleares y media la supresién de la transformaciéon oncogénica y
del crecimiento celular; inhibe la funcion de exportacién de mRNA de nucleo a citoplasma de
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elF4E asi como su afinidad hacia cap (Cohen, Sharma et al. 2001; Culjkovic, Topisirovic et al.
2007). PRH es un regulador negativo de elF4E, es una proteina nuclear que impide la funcién de
exportacion de elF4E (Topisirovic, Culjkovic et al. 2003).

Por otro lado también es regulado via sumoylacién, modificacion postraduccional
envuelta en varios procesos celulares como el transporte nucleo-citoplasma, apoptosis,
estabilidad proteica, respuesta a estrés y progresién del ciclo celular. elF4E es modificado por
SUMOL1 vy es la fosforilacion de la serina 209 la que promueve dicha fosforilacién. Mientras que
la sumoylacion de elFAE no afecta la unidon a cap, si que promueve la disociacion de elF4E con
4E-BP, incrementando asi la formacién del complejo elF4F y por lo tanto la traduccién cap
dependiente de proteinas que son esenciales para la proliferacion celular y la prevencién de la
apoptosis; La desuomylacién inhibe las propiedades antiapoptdticas de elF4E (Xu, Vatsyayan et
al. 2010).

A nivel de mRNA, se ha visto que hay un incremento de la transcripcion de elF4E en lineas
celulares con elevados niveles estables de c-myc (Rosenwald, Rhoads et al. 1993); la familia de
factores de transcripcion myc, es responsable del control de genes que estan directamente
envueltos en el crecimiento celular y la proliferacion, elF4E es uno de los genes regulados por
myc; la region promotora de elFAE contiene dos lugares de unidon a myc (Jones, Branda et al.
1996) y como consecuencia la expresion de elF4E es aumentada al sobreexpresarse myc
(Rosenwald, Rhoads et al. 1993).

Se han encontrado tres elementos ticos en AU (AREs) en el transcrito de elFAE. La proteina HuR
frecuentemente regula la estabilidad de transcritos que contienen elementos ARE. HuUR se asocia
con los transcritos de elF4E estabilizandolos y aumentando su tiempo de vida media; por el
contrario AUF1 interacciona con el 3'UTR de elF4E y disminuye la estabilidad del mRNA. elF4E y
HuR colaboran en la regulacién de la expresién génica, teniendo como targets transcritos
comunes. Por ejemplo, se ha visto que HuR induce el aumento de Ciclina D1, VEGF y c-myc, en
parte, dependiendo de los niveles de elF4E. (Topisirovic, Siddiqui et al. 2009).

1.3 Traduccion y cancer

El cancer es una de las enfermedades de mayor predominio en el mundo debido a su
incidencia, prevalencia y mortalidad. Es una de las principales causas de muerte a escala
mundial. En Espafia es la primera causa de muerte entre los hombres y la segunda entre las
mujeres. Aproximadamente una de cada tres personas estan diagnosticadas de cancer a lo largo
de su vida. Los mas frecuentemente diagnosticados son el cancer de mama, préstata, colorrectal
y pulmodn. Hasta el momento se conocen mas de 250 tipos de tumores que muestran a su vez
diferentes subtipos morfologicos e histolégicos con comportamientos desiguales, vy
cientos/miles de alteraciones oncogénicas que pueden estar implicadas, lo que demuestra la
gran heterogeneidad de esta enfermedad, pudiendo tener diferentes caracteristicas entre ellos
lo que hace que se pueda clasificar como enfermedades independientes con causa, evolucidn y
tratamiento especificos para cada caso (Stratton, Campbell et al. 2009).

Se propusieron seis capacidades compartidas en la mayoria de canceres: autosuficiencia en
sefiales de crecimiento, evasién de la apoptosis, insensibilidad a sefiales antiproliferativas,
potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida y capacidad de invasidon y metdastasis
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(Hanahan and Weinberg 2000) (Figura 6). En cada una de estas vias, hay muchos factores que
pueden estar implicados y lo importante es la alteracién funcional de la via. La caracteristica mas
fundamental de las células cancerigenas envuelve su capacidad para mantener una proliferacién
cronica; el tejido normal controla la produccion de sefales promotoras de proliferacion
asegurandose la homeostasis de la célula y el mantenimiento de la arquitectura y funcidn del
tejido normal, por el contrario en las células tumorales esta produccién se encuentra
desregulada, ya sea produciendo sus propios factores de crecimiento, sobreexpresando sus
receptores o influenciando las células adyacentes para que produzcan sefiales de crecimiento; a
de mas, las células tumorales tienen la capacidad de eludir sefiales que negativamente
regularian la proliferacion celular y seiales de muerte celular, lo que conlleva a un crecimiento
del tumor. El crecimiento del tumor conlleva a un requerimiento de suministro de nutrientes y
oxigeno mayor, los bajos niveles de oxigeno provocan un incremento de la formacion de
capilares sanguineos dentro del tumor, angiogénesis, estos capilares suministran el oxigeno y los
nutrientes que requiere el tumor para continuar creciendo. La invasidn y metdstasis permite la
propagacion del cancer de su localizacion original a otras partes del cuerpo.

Autosificiencia en seiiales
de crecimiento

Evasion a la apoptosis Insensibilidad a sefiales
antiproliferativas

Angiogénesis : Capacidad de invasion y
sostenida metastasis

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 6: Senales de identidad del cancer. La ilustracion muestra las seis capacidades compartidas en la
mayoria de los canceres (adaptado de Hanahan and Weinberg 2011).

El proceso de carcinogénesis se desencadena por la aparicién de una mutacién inicial que no ha
sido reparada, seguido de la acumulacion de sucesivas mutaciones que se van incorporando al
genoma. Estas mutaciones pueden ser producidas por diferentes agentes cancerigenos y/o por
errores espontaneos producidos o inducidos por la replicacidn o reparacion del DNA. Existen dos
tipos de genes que juegan un papel importante en el inicio y progresion del tumor cuando estan
mutados o alterados genéticamente: los protooncogenes, codifican proteinas que de algun
modo pueden influenciar el ciclo celular, ya sea favoreciendo su progresién o procesos
proliferativos o bien inhibiendo los procesos normales de senescencia y apoptosis; y los genes
supresores de tumores, definidos como genes que codifican proteinas que inhiben la
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proliferaciéon celular y/o pueden inducir la apoptosis. En condiciones normales estos genes
participan en la regulacién del ciclo celular activando e inhibiendo los procesos dirigidos hacia la
proliferacién celular. Tanto la activacién de los oncogenes como la inactivaciéon de los genes
supresores de tumores, da lugar a una desregulacién del ciclo celular y a una proliferacion
incontrolada, provocando la aparicion del tumor.

Como hemos comentado anteriormente el inicio de la traduccién es un proceso

altamente regulado, donde multiples vias de sefializacidon convergen controlando la actividad de
los diferentes factores de inicio de la traduccién y proteinas implicadas en la regulacidn de estos.
Una desregulacion del inicio de la traduccidon puede producir diversas alteraciones, entre ellas la
aparicion del cancer, debido a aberraciones en la sintesis de ciertas proteinas implicadas en la
proliferacién celular, la apoptosis, angiogénesis, supervivencia y transformacion celular.
Varios factores implicados en el inicio de la traduccion se han visto desregulados en cancer.
Entre otros factores, por ejemplo se han encontrado altos niveles de elF4G en un gran numero
de canceres humanos, principalmente en carcinomas escamosos de pulmon (Bauer, Diesinger et
al. 2001); la fosforialcién de 4E-BP1 se ha visto asociada con prognosis de cancer de mama, de
ovario y de préstata (Armengol, Rojo et al. 2007); elF2a se ha visto incrementado en tumores
gastrointestinales (Lobo, Martin et al. 2000); subunidades de elF3 se han visto incrementado en
cancer de pulmén, mama y de esdfago (Lin, Holbro et al. 2001; Pincheira, Chen et al. 2001)
Nosotros nos centramos en el estudio de elF4E, el cual se encuentra upregulado en varios tipos
de tumores humanos.

1.3.1 eIF4E y cancer

De todos los factores de iniciacion de la traduccidén, elF4E es el mas directamente
implicado en la malignidad del cancer. Se han encontrado elevados niveles de elF4E en muchos
tipos de tumores y lineas celulares de cancer, incluyendo cancer de colon, mama, vejiga,
pulmén, prdéstata, del tracto gastrointestinal, cabeza y cuello, linfomas de Hodgkin’s y
neuroblastomas, pero no es tipico de lesiones benignas. Ya se sugirié elF4AE como un marcador
prondstico para diversos tipos de canceres y su papel en metdstasis (De Benedetti and Harris
1999; Nathan, Franklin et al. 1999; Rosenwald, Chen et al. 1999; Wang, Rosenwald et al. 1999).
Este hecho refleja su papel primario en el proceso de tumorigénesis, ya que su sobreexpresion
in vitro causa transformacion maligna y crecimiento celular desregulado, mientras que la
disminucién de sus niveles de expresién comporta una inhibicién del crecimiento tumoral
(Oridate, Kim et al. 2005).

Los mRNAs celulares puedes ser divididos en dos grupos: mRNAs fuertes, los cuales contienen
una estructura 5 UTR relativamente corta; y los mRNAs débiles, lo cuales contienen una
estructura 5" UTR larga y altamente estructurada (Koromilas, Lazaris-Karatzas et al. 1992; De
Benedetti and Harris 1999). La diferencia entre los dos grupos de mRNAs es que los mRNAs
débiles son mds sensibles a la unidon con eFl4E; normalmente codifican para factores de
crecimiento y supervivencia (Graff, Konicek et al. 2008); A pesar que elF4E no regula la
traduccion global, contribuye a la malignidad permitiendo selectivamente la traduccion de un
grupo limitado de mRNAs (mRNAs débiles) que codifican para proteinas claves envueltas en la
proliferacién celular, la angiogénesis y la supervivencia, asi como proteinas implicadas en la
transformacion y metastasis, como por ejemplo: Ciclina D1, VEGF, c-myc, ODC y MMP9 (De
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Benedetti and Graff 2004; Larsson, Li et al. 2007), provocando asi la tumorigénesis. Debido a que
muchos de estos mRNAs codifican para oncoproteinas reguladoras del ciclo celular, factores de
crecimiento y sus receptores, los niveles elevados de eF4E hacen que el crecimiento celular sea
mas rapido y que las células puedan convertirse en neoplasticas (De Benedetti and Harris 1999).
(Figura 7).

A
mRNAs fuertes: b-actina,
GAPDH, la mayoria de
S mRNAs celulares
2
o
A
0 /
w
8 /
£/ -
w / mRNAs déviles: mRNAs relacionados con
/ malignidad, c-myc, ciclina D1...
Creciemiento normal Tumorigenesis Metastasis

elFAE -

Figura 7: Niveles elevados de elF4E incrementan la tumorigénesis. Niveles elevados de elF4E
incrementan la traduccidn de los niveles de los mRNA débiles, los cuales codifican proteinas relacionadas
con la malignidad, esto incrementa la tumorigénesis y la metastasis (adaptado de Graff, Konicek et al.
2008).

Por otro lado reduce la sensibilidad celular a la apoptosis; media el rescate apotético por la
activacion de la traduccién de bcl-x y otros factores intermedios (Li, Takasu et al. 2003).

Las dos funciones de elF4E principales, exportacion de mRNAs de nucleo a citoplasma y su papel
en el inicio de la traduccion cap-dependiente, contribuyen al efecto oncogénico y al rescate
apoptdtico, debido a que el incremento de proteinas implicadas en este efecto puede ser
debido tanto a un incremento del trasporte de los mMRNA como a un aumento de su traduccién
(Culjkovic, Topisirovic et al. 2006; Culjkovic, Topisirovic et al. 2007; Culjkovic, Tan et al. 2008).

Hay varias evidencias que apoyan el rol de elF4E en malignidad, se ha visto que la inhibicion
mediante siRNA de elF4E en la linea celular Hela, suprime la proliferacion y la morfologia celular
alterada (De Benedetti, Joshi-Barve et al. 1991), asi como la inhibicién de elF4E en tumores de
mama, cabeza y cuello suprime la formacién del tumor, el crecimiento y la metdstasis (Graff,
Boghaert et al. 1995; Nathan, Liu et al. 1997; DeFatta, Nathan et al. 2000). Asi como la inhibicion
de elF4E tanto en modelos tumorales epiteliales y fibroblastos suprime el crecimiento tumoral,
la invasidén y la metdstasis, asi como la reduccion de la traduccion de una serie de proteinas
relacionadas con malignidad, como seria el caso de ODC, VEGF y FGF-2 (De Benedetti and Graff
2004).
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Ruggero et al. demostraron que la sobreexpresidén de elF4E provoca la formacién de tumores.
Parece ser que la sobreexpresiéon de elF4E no solo incrementa la expresion de c-myc, si no que
elF4E coopera con él en el proceso de la transformacion celular (Ruggero, Montanaro et al.
2004).

En canceres humanos, los niveles de elF4E son comUnmente elevados como consecuencia de un
incremento en la expresion de elFAE o por la liberacidn de elF4E de 4E-BP, un resultado de la
activacion de las vias Akt/mTOR vy ras, las cuales se han visto activadas en varios tipos de
tumores (De Benedetti and Graff 2004). Por otra parte, también se ha visto que la fosforialcién
de 4E-BP también se ve incrementada y se asocia a la progresién maligna de tumores de mama,
ovario, prostata y colon (Armengol, Rojo et al. 2007).

La activacion de elF4E puede representar un punto de convergencia para las vias claves que
conducen a la malignidad y la progresién tumoral; por otra parte, la funcién de elFAE es critica
para la expresidon de una gran variedad de proteinas que contribuyen en diferentes aspectos de
la malignidad. Como consecuencia, la inhibicién de la funcion de elF4E puede ser una potente
estrategia viable para el tratamiento de muchos tipos de tumores diferentes y, se esperaria, que
su inhibicidn disminuyera simultdneamente la expresién de multiples proteinas implicadas en la
progresion tumoral.

1.3.1.1 Papel de la fosforilacion de elF4E en cdncer

En las células sanas la fosforilacion en la serina 209 no es esencial para el correcto
funcionamiento de elF4E y el proceso de la traducciéon; sin embargo, se ha visto que en las
células tumorales es crucial ya que favorece la progresién tumoral y contribuye a la invasién
hacia otros tejidos. Causa desregulacion del crecimiento celular y transformacion. Actda como
un oncogén, un aumento de su expresion produce un desarrollo del tumor. (Bilanges and Stokoe
2007). Se ha visto que la sobreexpresién de elF4E causa el desarrollo de tumores malignos
cuando elF4E contiene la serina 209 funcional permitiendo la fosforilacién (Lazaris-Karatzas,
Montine et al. 1990; Ruggero, Montanaro et al. 2004).

Mediante la inyeccién de células con el mutante de elF4E S209A, incapaz de fosforilarse, en
ratones se observd que en estos no se promovia la tumorigénesis en comparacion con ratones
inyectados con células control, por el contrario, ratones reconstituidos con elF4E S209D,
mutante fosfomimético, se veia un incremento de la formacién del tumor, comparado con la
sobreexpresién de la forma wild type de elFAE, concluyendo que la forma fosforilada de elF4E en
la serina 209 es importante para la tumorigénesis. El hecho que la fosforilacidn en la serina 209
de elF4E sea importante en la tumorigénesis indicaria que las Mnks juegan un papel importante;
mediante la utilizacién de un mutante activo de la Mnk1 y la inactivacion de esta vieron que tan
solo el mutante activo era capaz de acelerar la formacién de linfomas, indicando que la
fosforialcion de elF4E parecia ser importante para la progresién tumoral (Wendel, Silva et al.
2007).

In vitro se ha visto que la fosforilacidon de elF4E incrementa el transporte nucleo-citoplasmatico
de el mRNA de Ciclina D1, la cual promueve la transformacion (Topisirovic, Ruiz-Gutierrez et al.
2004). Estos datos dan soporte al hecho que el incremento de la fosforilacion de elF4E puede ser
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una de las vias del cancer, la progresion tumoral se correlaciona con los niveles de fosforilacién
de elF4E.
El rol de la fosforialcién de elF4E en cdncer requiere una mayor investigacion.

1.3.1.2 eIF4E en cdncer de mama

El cdncer de mama representa uno de los mayores problemas de salud con mas de
500000 muertes anuales en todo el mundo; es la neoplasia maligna mas frecuente en la mujer,
estando su incidencia en aumento sobre todo en paises desarrollados. Se han hecho muchos
avances en el estudio de esta enfermedad, aunque la incidencia sigue en aumento, la
mortalidad estd disminuyendo en el mudo occidental; aunque las tasas de curacién han
mejorado en estados tempranos del desarrollo de la enfermedad, los pacientes siguen teniendo
recaidas a pesar de las terapias actuales (Wheater, Johnson et al. 2010).

Representa un grupo de tumores con un comportamiento biolégico muy diverso y una gran
variabilidad clinica. La diversidad clinica y pronostica del carcinoma de mama se establece a
nivel molecular, al expresar distintos genes que les confiere variabilidad biolégica y pronostica
(Perou, Sorlie et al. 2000). El estudio de estos genes, en los Ultimos afios, ha hecho posible
comprender el comportamiento bioldgico, el prondstico y el tratamiento de algunos canceres de
mama.

Los perfiles de expresion genética del carcinoma de mama se identifican en 5 subtipos
moleculares: normal-like, HER2 positivo, luminal (A y B), basal A y basal B (Hu, Fan et al. 2006).
Estos diferentes subtipos reflejan el tipo de célula del cual se originan. Los carcinomas de mama
de tipo luminal son los subtipos con mejor prondstico y se caracterizan por expresar los
receptores de estrégeno (RE). El carcinoma de mama HER2 positivo muestra una expresion
aumentada de genes asociados a c-erB-2 y suele asociarse a otros marcadores de mal
prondstico. El subtipo basal se caracteriza por la sobreexpresion de citoqueratinas
caracteristicas de la capa basal y la expresién de genes relacionados con la proliferacidon celular,
suelen tener mutado el oncogén p53, sobreexpresan EGFR (el factor de crecimiento epidérmico)
y se caracterizan por la ausencia de la expresion de RE y HER2, se asocia a la mutacién BRCAl y
presenta un comportamiento mas agresivo (lrigoyen, Garcia et al. 2011).

Muchos estudios se han realizado para el estudio de la relacion de elF4E en céncer de
mama, Kerekatte et al. fueron los primeros en demostrar que la proteina elF4E se encontraba
sobreexpresada en cancer de mama (Kerekatte, Smiley et al. 1995). Posteriormente se demostré
que el grado de la sobreexpresién de elF4E predice la recurrencia en pacientes (Li, Liu et al.
1997). Pacientes que expresan elevados niveles de expresion de elF4E tienen un incremento
mayor en la recurrencia del cancer de mama, en comparacién con pacientes con bajos niveles
de expresion de elF4E (McClusky, Chu et al. 2005; Byrnes, White et al. 2006; Zhou, Wang et al.
2006; Flowers, Chu et al. 2009). La sobreexpresion de elF4E en cancer de mama parece estar
relacionada con la angiogénesis, la recidiva tumoral y la supervivencia de los pacientes. elF4E
estd asociado con una progresion maligna en el carcinoma ductal infiltrante de mama (IDCA)
(Sorrells, Meschonat et al. 1999); se ha visto correlacion de la sobreexpresion de elF4E, en
pacientes con cancer de mama, con elevados niveles de VEGF y con un incremento en la numero
de la densidad de los microvasos del tumor (MVD), por lo tanto, la sobreexpresion de elF4E en
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cancer de mama parece predecir el incremento en la vascularidad del tumor vy, por lo tanto, la
capacidad de diseminacién del tumor (Byrnes, White et al. 2006).

Se ha visto que su sobreexpresion se correlaciona con elevados niveles de Ciclina D1, c-myc y
VEGF y esto estd asociado con un peor prondstico en tumores de mama y una mayor recaida
(Kleiner, Krishnan et al. 2009). Bajos niveles de elF4E se han correlacionado con mejor
prondstico tras el tratamiento con terapia adyuvante (Hiller, Chu et al. 2009).

1.4 Transicion epitelio mesénquima (EMT)

La transicidn epitelio mesénquima (EMT) describe una serie de cascadas que conducen a
un cambio en el fenotipo celular, desde un estado estacionario, fenotipo diferenciado
caracteristico del tejido epitelial normal, a un estado migratorio, fenotipo des-diferenciado
caracteristico de fibroblastos o células tumorales metastaticas (Savagner 2010). Es la conversién
de células sedentarias a células migratorias.

Las células que sufren EMT pierden el contacto entre ellas, cambian su modo de asociacién con
la matriz extracelular y se vuelven moviles. Estas células pueden remodelar su matriz
extracelular y secretar proteasas para ayudar en el proceso. (Leopold, Vincent et al. 2012). Por
definicion este proceso confiere movilidad celular permitiendo la evolucién, fusidon o generacion
del epitelio secundario, esencial para la morfogénesis y la organogénesis. (Peinado, Olmeda et
al. 2007; Thiery, Acloque et al. 2009).

Tres tipos de EMT han sido propuestos (Kalluri and Weinberg 2009; Zeisberg and Neilson 2009)
basados en estados del desarrollo y asociados a diferentes biomarcadores: EMT envuelto en
embriogénesis (Tipo 1), regeneracidn/fibrosis en tejido maduro (Tipo Il) y EMT cominmente
asociada con metastasis (Tipo Ill). El uso de estas tres categorias Ultimamente falla debido a la
complejidad de la plasticidad de las células en respuesta a los cambios del entorno, por ejemplo,
Acloque et al. diferencian tres grados en EMT tipo | durante la embriogénesis. (Leopold, Vincent
etal. 2012).

EMT se conduce mediante diferentes factores de traduccién que regulan la expresion de
numerosas proteinas implicadas en la polaridad celular, en el contacto célula-célula, en la
estructura del citoesqueleto y en la degradacién de la matriz extracelular. Estos factores de
transcripcion incluyen miembros de la familia ZEB, SNAIL y TWIST. Estas proteinas embrioldgicas
estan ausentes en diferentes células adultas, pero frecuentemente se ven reactivadas en cancer,
promoviendo mediante EMT la diseminacidn de células cancerigenas.

Muchas vias de sefializacién celular se han encontrado implicadas en EMT, donde se incluyen las
vias tirosina quinasa, la via Ras, via ILK (integrin-linked kinase), la via integrina, via Wnt/-
catenina, la via Notch y la via PI3K/AKT (Larue and Bellacosa 2005). La activacién de la via
PI3K/Akt es una caracteristica central de la activacion de EMT. Akt se encuentra frecuentemente
aumentada y activada en tumores de ovario, mama y pdancreas; estd envuelta en muchos
procesos celulares como la progresién del ciclo celular, la proliferacién, la supervivencia, el
metabolismo celular y EMT (Grille, Bellacosa et al. 2003).

Muchos inductores de EMT proporcionan a las células ventajas en situaciones de estrés, como
por ejemplo activando vias anti-apoptdticas (Ansieau 2013). El cambio en la movilidad celular
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envuelve un cambio en las interacciones entre las células, algunas interacciones célula-célula no
pueden verse mantenidas durante la movilidad, por ello en EMT algunas proteinas implicadas en
la interaccién celular se ven disminuidas, es el caso de ciertas conexinas, como Cx26 y Cx43, la
integrina a6B4 y la E-cadherina. Cuando la expresién de E-cadherina es reducida, una cadherina
no epitelial, la N-cadherina, a veces, muestra elevados niveles de expresién, siendo otro
marcador de EMT. La remodelacidn de la matriz extracelular después de la migracién requiere
ciertas metaloproteinasas (MMP) las cuales se ven aumentadas, como es el caso de MMP-2,
MMP-9, MMP-13 y MMP14; MMP-1 y MMP-3 no estan tan envueltas en EMT (Leopold, Vincent
et al. 2012).

1.4.1 Cadherinas

Los tejidos epiteliales y endoteliales estdan compuestos por capas continuas de células
gue estan interconectadas por uniones célula-célula, en particular uniones adherentes y uniones
estrechas (tight junctions). Las principales moléculas implicadas en las uniones adherentes son
las cadherinas. Las interacciones entre las diferentes cadherinas son importantes y requeridas
para la formacion de los tejidos durante el desarrollo y para el mantenimiento de la funcidn de
barrera del epitelio o del endotelio (Takeichi 2011). Se ha visto que alteraciones en la funcién de
las cadherinas es un paso critico para el desarrollo de tumores (Nieman, Prudoff et al. 1999).

Las cadherinas constituyen una familia de glicoproteinas transmembrana que median la

adhesién celular dependiente de calcio; juegan un papel importante en el mantenimiento de la
arquitectura del tejido normal y en el reconocimiento entre células. Se han caracterizado dos
tipos diferentes de cadherinas, el tipo |, donde encontramos las P-, N- y E-cadherinas, y el tipo Il,
cadherinas 5-12, del cual se conoce poco su funcion y su patréon de expresion.
Las diferentes cadherinas tienen diferentes tipos de expresion durante el desarrollo embrionario
normal, sugiriendo que tienen diferentes funciones. E- y P-cadherinas se encuentran en el
epitelio donde promueven la asociacidon célula-célula conocida como uniones adherentes. En
cambio, la N-cadherina se encuentra mayormente en el tejido primario neural y en fibroblastos,
donde media una unién menos estable y mas dinamica entre las células (Hazan, Qiao et al.
2004).

Las cadherinas contienen un largo dominio extracelular, el cual se une con la misma molécula de
una célula adyacente. También contienen un dominio transmembrana y un dominio
citoplasmatico, el cual es altamente conservado. La parte intracelular de las cadherinas
interacciona con diferentes proteinas denominadas cateninas, las cuales unen las cadherinas
con el citoesqueleto. Esta unién es requerida para la funcion adherente de las cadherinas
(Hazan, Qiao et al. 2004).

Ha sido descrito que E-cadherina promueve tan solo la adhesién célula-célula, mientras que la
N-cadherina promueve tanto la estabilidad como la inestabilidad entre las interacciones entre
células, facilitando la migracion celular. Este aumento en la invasion y la migracion celular no
siempre se ve correlacionado con la transicion epitelio mesénquima, ya que no se ven afectados
otros factores implicados en EMT.

En tejidos, cambios en la adhesidon celular no son suficientes para activar la penetracidn en la
matriz extracelular. Las células tumorales, para romper las barreras biolégicas y poder invadir y
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producir metdstasis necesitan producir enzimas proteoliticas, las mas conocidas son las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Mignatti and Rifkin 1993). Las MMPs son una familia de
enzimas de degradacion de la matriz extracelular, muchas estan asociadas con la invasién y la
metastasis (Coussens and Werb 1996). La presencia de N-cadherina resulta en un incremento de
la adhesion de las células tumorales a las células endoteliales, incrementando la migracién y la
invasién de estas. La movilidad y la invasion se ve aumentada por FGF y acompafiada por un
aumento en de la actividad de la MMP9 (Hazan, Phillips et al. 2000). La actividad proinvasiva de
la N-cadherina resulta, parcialmente, por la interaccidn sinérgica con el receptor de factores de
crecimiento de fibroblastos (FGFR) via su dominio extracelular, el cual estabiliza FGFR-1 vy
sostiene la sefal extracelular que regula la activacion de la via MAPK-ERK, lo que resulta con un
incremento de la produccion de metaloproteinasa 9 (MMP9), se cree que pueden haber
implicadas otras vias que incrementan la movilidad celular via N-cadherina/FGFR-1, pero hasta
el momento no son conocidas (Figura 8) (Gradl, Kuhl et al. 1999; Hulit, Suyama et al. 2007).
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MMP-9/invasién Motilidad celular

Figura 8: Via de activacion de la invasion celular mediante el complejo N-cadherina y FGFR-1. La
interaccién sinérgica de la N-cadherina con el receptor de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFR)
incrementa la invasion celular mediante la secrecién de MMP9 al activarse la via MAPK/ERK, y la motilidad
celular mediante una via desconocida (adaptado de Hazan, Qiao et al. 2004).
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Para infiltrar otros tejidos las células cancerigenas con origen epitelial se tienen que
separar de la masa del tumor mediante la rotura de los contactos entre células, conocidos como
uniones adherentes (Frixen, Behrens et al. 1991; Vleminckx, Vakaet et al. 1991). Las células
cancerigenas adquieren la capacidad de mantener una continua proliferacién, evadir Ia
inhibicion del crecimiento, invadir tejidos y formar metastasis (Hanahan and Weinberg 2011).
Una caracteristica de la progresion del tumor es la pérdida del fenotipo epitelial y un incremento
en el fenotipo mesenquimal (Yilmaz and Christofori 2009; Micalizzi, Farabaugh et al. 2010).
Segun esta hipotesis, la molécula de adhesidn celular E-cadherina, la cual es el componente
adhesivo de las uniones adherentes, es ausente en la mayoria de tumores. La perdida de E-
cadherina se considera un factor importante en la invasién del tumor, se pierden las uniones
célula-célula y se produce la progresidon del tumor a un estado invasivo/migratorio (Frixen,
Behrens et al. 1991; Takeichi 1993; Hazan, Qiao et al. 2004). La perdida de funcién de la E-
cadherina en muchos tumores epiteliales es debida a mecanismos que incluyen mutaciones que
la inactivan o protedlisis del dominio extracelular. A mas, se cree que la perdida de E-cadherina,
aparte de reducir la interaccion entre las células, proporciona un estimulo oncogénico al liberar
la B-catenina de la membrana, la cual puede ir hacia el nucleo y activar la regulacién de genes
como c-myc, Ciclina d1 o fibronectina, los cuales son importantes para la proliferacién celular y
la invasion (Gradl, Kuhl et al. 1999; Peifer and Polakis 2000).

Mds recientemente se ha visto un aumento en la expresion de N-cadherina en células
tumorales, relacionado con un aumento en el potencial invasivo de éstas. Se ha visto que N-
cadherina se encuentra aumentada en tumores de mama mas invasivos y menos diferenciados,
mientras que hay una pérdida de la expresion de E-cadherina (Hazan, Kang et al. 1997). N-
cadherina puede promover la invasion y la motilidad de las células cancerigenas, se cree que la
N-cadherina media la interaccidn entre las células cancerigenas y las células del estroma (Hazan,
Kang et al. 1997). N-cadherina contribuye a la metastasis via su funciéon adherente,
particularmente mediante la adhesién de células tumorales a células huésped, que expresan N-
cadherina, del estroma o del endotelio vascular (Hulit, Suyama et al. 2007).

Los miembros de la superfamilia de cadherinas se encuentran expresados en la glandula
mamaria normal: la E-cadherina se expresa exclusivamente en el epitelio mamario, mientras
qgue la N-cadherina se encuentra en las células mesenquimales del estroma (Andrews, Kim et al.
2012). E-cadherina y N-cadherina pueden encontrarse co-expresadas en células epiteliales
malignas de cancer de mama de ratdn sin llegar a producirse invasion celular (Labelle, Schnittler
et al. 2008). Se ha visto en un gran numero de carcinomas de mama la coexpresion de N-
cadherina y E-cadherina, asi como en lineas celulares y, no siempre al incrementar los niveles de
N-cadherina se ve una reduccién de E-cadherina o al revés, como en el caso de la linea celular
MDA-MB-435, donde al incrementar los niveles de E-cadherina de forma exdgena no se ve una
reduccion de los niveles de N-cadherina ni una disminucién en el potencial de invasidn de esta
linea celular (Nieman, Prudoff et al. 1999). Esos resultados demuestran que N-cadherina puede
promover su efecto metastatico en presencia de E-cadherina, es capaz de promover motilidad
independientemente de la expresién de E-cadherina (Nieman, Prudoff et al. 1999).
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1.4.2 Papel de eIF4E en la invasion y migracion celular

Una caracteristica de las células malignas es la capacidad invasora y migratoria que
permite que se produzca el proceso de metastasis. Para formar metdastasis, las células tumorales
individuales deben romper con la masa del tumor primario, degradar la matriz extracelular,
invadir el tejido normal circundante, entrar en la sangre o la circulacién linfatica y establecer
nuevas colonias dentro de un nuevo tejido. Este comportamiento aberrante de las células
cancerigenas requiere la funcidon cooperativa de numerosas proteinas, proteinas que facilitan la
angiogénesis (por ejemplo VEGF), proteinas de supervivencia celular (como Bcl2), invasion
(MMPs) y el crecimiento por estimulacion autocrina (como por ejemplo c-myc y Ciclina D1).
Aunque la expresién de estas proteinas estd regulada a muchos niveles, la traduccion de estas
proteinas relacionadas con la malignidad, estan reguladas principalmente por la actividad de
elF4E (Rosenwald, Kaspar et al. 1995; Graff and Zimmer 2003; De Benedetti and Graff 2004;
Graff, Konicek et al. 2008). Recientes estudios han demostrado el rol de elF4E en la traduccion
de mRNAs asociados en la transicion epitelio mesénquima, como por ejemplo YB-1 (Y-box
protein 1), vimentina, MTA1 (metdstasis associated 1) y CD44 (Hsieh, Liu et al. 2012). Por otro
lado se ha visto que al inhibir elF4E en la linea celular de cancer de mama, MDA-MB-231, se
inhibe el crecimiento y la migracién celular (Zhou, Yan et al. 2010). Por lo tanto, la funcién de
elF4E contribuye a la progresidn de la metdstasis por el aumento de la traduccién de ciertas
proteinas implicadas en el proceso de malignidad.

Por otro lado, se ha visto que la fosforilacion de elF4E estd implicada en este proceso de
invasién y migracion celular; estudios realizados al bloquear la funcion de las Mnks, y por lo
tanto la fosforilacidon de elF4E, en lineas celulares de cancer de mama, han demostrado que se
reduce la migraciéon e invasién celular (Ramalingam, Gediya et al. 2014). Recientemente,
mediante la utilizacion de ratones elF4E-KI S209A, se observé que la invasion del tumor
mamario desarrollado era menor; se observé un incremento temprano de la fosforilacidon de
elF4E en la progresion de la metdstasis en ratones WT, indicando la importancia de la
fosforilacion de elF4E en el proceso de invasion (Robichaud, Del Rincon et al. 2014). In vitro
Robichaud et al. observaron al utilizar las MEF KI S209A disminuian la capacidad invasiva y
migratoria de las células en comparacion con las MEF WT; observaron que elF4E era fosforilado
durante la transicion epitelio mesénquima inducida por TGF-B, a la vez que se producia un
aumento de marcadores mesenquimales como la N-cadherina y la fibronectina y, una
disminucién de marcadores epiteliales como la E-cadherina. Observaron que TGF-B inducia la
fosforilacion de elF4E al activar las dos vias implicadas en la activacidon de las Mnks, p38 y
ERK1/2, en células mesengiales hipertrdficas. Por otro lado observaron que la fosforilacion de
elF4E es requerida para que se dé el proceso de EMT, mediante la utilizacién del inhibidor de las
Mnks CGP 57380, el cual inhibe la fosforilacion de elF4E, observaron que se inhibia el
incremento del marcador mesenquimal vimentina, y se observé un incremento de mRNAs que
promueven EMT, como MMP3.
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1.5 4E-T

4E-T, elF4E-transporter, es una proteina de union a elF4E y se encarga de su transporte
de citoplasma a nucleo. Fue caracterizada primeramente como una proteina nucleo-
citoplasmatica con una secuencia YX;Ld que media la unién a elF4AE y su importacion a nucleo via
Crm1 (miembro de la superfamilia de importinas de receptores de transporte nuclear). 4E-T es la
proteina de unidn a elF4E menos expresada.
La secuencia de 4E-T estd altamente conservada en vertebrados. Es una fosfoproteina. Su
localizacién puede ser tanto nuclear como citoplasmatica, formando parte de los PBs, unos
cuerpos citoplasmaticos encargados del almacenamiento y degradacion de ciertos mRNAs.
Contiene un lugar de unidn a elF4E entre los residuos 30-36, asi como una sefial de localizacién
nuclear, NSL, (residuos 195-211) y dos sefiales de exportacion nuclear, NES, (residuos 438-447 y
613-638) (Figura 9). Actualmente su funcién no estd muy clara (Kamenska, Lu et al. 2014). Se ha
visto que inhibe la traduccidn cap-dependiente y regula la estabilidad de mRNA con elementos
ARE (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000).

1.5.1 Regulacion 4E-T

Poco es conocido de la regulacién de 4E-T. Se ha visto que 4E-T puede ser fosforilado en

varios residuos pero el significado bioldgico de esta fosforilacion no es conocido hasta el
momento. Jnk interacciona con 4E-T y lo fosforila en respuesta a estrés oxidativo. Esta
fosforilacidn permite la formacion y localizacidon de 4E-T en PBs.
Mediante espectrometria de masas realizaron un estudio de los puntos de fosforilacion de 4E-T,
encontraron 34 puntos de fosforilacidn, observaron que comparando la activacién e inactivacion
de JNK, tan solo 6 puntos de fosforilacion mostraban diferencias entre las dos condiciones,
indicando que estos eran regulados via JNK. Estos residuos son los siguientes: Ser301, Ser374,
Ser513, Ser587, Ser693 y Ser752, localizados en la parte central de la proteina (Figura
9)(Cargnello, Tcherkezian et al. 2012).

4E-T $374 s587 752
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alF4E

Figura 9: Representacion esquematica de los seis lugares de fosforilacion de 4E-T por JNK. NES: sefial de
exportacion nuclear; NLS: sefial de localizacién nuclear (Cargnello, Tcherkezian et al. 2012).

1.5.2 Funcion 4E-T

Una de sus principales funciones es la importacién de elF4E al nucleo.
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El transporte nucleo-citoplasmatico de macromoléculas ocurre mediante “nuclear pore
complex” (NPC) y es usualmente dependiente de energia. Se han descrito varios tipos de sefiales
de localizacion nuclear (NLSs) y de exportacion nuclear (NESs). Las sefiales basicas de
importacién son reconocidas por la importina a, una proteina adaptadora que esta asociada con
la proteina receptora, la importina B. El complejo importina aff permite la entrada a nucleo.

La importacion de elF4E a nucleo ocurre mediante esta via de la importina aff requiriendo la
proteina nucleo citoplasmatica elF4E-Transporter (4E-T). 4E-T interacciona el dominio
conservado de elF4E Tyr-X-X-X-X-Leu, esta unién permite la importacion de elFAE al nucleo
mediante la via importina af3; una vez en el nucleo, elF4E y 4E-T se disocian de la importina a
debido a la interaccion de Ran-GTP con importinaP. Este proceso probablemente ocurre
rapidamente tras la entrada a nucleo, ya que 4E-T reside la mayor parte del tiempo en el
citoplasma. La disociacién de 4E-T y elF4E no es conocida, la afinidad entre dichas proteinas
puede disminuir al no estar unidas al complejo de importacién y/o debido a una disminucién de
afinidad por interaccidon con proteinas nucleares. Una vez disociada dicha unién, 4E-T vuelve a
citoplasma mediante la via CRM1/exportin 1 (Figura 10) (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000;
Ferraiuolo, Basak et al. 2005).

Su funcién nuclear no esta muy clara, recientes estudios se han centrado en su funcidn
citoplasmatica con el descubrimiento de 4E-T en los Processing bodies (PBs). 4E-T
mayoritariamente se localiza en el citoplasma y se concentra en los descritos PBs, unos cuerpos
citoplasmaticos que contienen mRNAs, micro RNAs, proteinas de unién a RNAs, represores de
de la traduccién y enzimas de degradacién de RNAs. Los PBs estan envueltos es la represion de
la traduccion, la cual puede se reversible, y estan encargados de la degradacién de ciertos
MRNAs. elF4E es el Unico factor de inicio de la traduccidn que se ha visto en PBs, y 4E-T la Unica
proteina de unién de elF4E. 4E-T es requerido para la formacién de los PBs y para la localizacién
de elF4E en PBs (Kamenska, Lu et al. 2014).

Se cree que inhibe la traduccién y disminuye la estabilidad de ciertos mRNA al colocalizar con
decaping factors en estos cuerpos citoplasmaticos (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000). Parecido a
otros inhibidores de la traduccidon cap dependiente, 4E-T inhibe la traduccidon al competir con
elF4G para la unidén con elF4E, evitando asi la formacién del complejo elF4F. Al interaccionar 4E-
T con elF4E en el mismo dominio que elF4G, este compite y lleva el elF4E unido al mRNA hacia
PBs, inhibiéndose la traduccién.

La localizacién de elF4E en PBs requiere la union con 4E-T, en cambio 4E-T puede encontrarse en
PBs sin necesidad de estar unido a elF4E. Al inhibir la expresidn de 4E-T se observa una
reduccion de la actividad decapping en PBs, resultado de una disminucion de Dcplay p54 en los
PBs. Teniendo en cuenta estos datos, la interaccion de 4E-T con elF4E actla como un primer
evento que conduce al remodelamiento de mRNPs y a la degradacion de ciertos mRNAs.

En conclusidn, la interaccion de 4E-T con elF4E tiene dos consecuencias: la importacion
de elF4E al nucleo y la focalizacion de elF4E a cuerpos citoplasmaticos donde se produce,
supuestamente, degradacién de mRNAs (Ferraiuolo, Basak et al. 2005).

También se ha estudiado su papel en oocitos de Xenopus, donde es un componentes de CPEB
RNP (complejo ribonucleoproteico represor), junto con CPEB regula la traduccion de mRNAs
maternos con el 3° UTR poliadenilados; CPEB tiene dos funciones en Xenopus, por un lado
reprime la traduccion cap-dependiente en el oocito y activa la traduccién de mRNAs
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poliadenilados en huevos en fase de maduracion meidtica y en embriones tempranos (Minshall,
Reiter et al. 2007).

Nacleo

Citoplasma

Figura 10: 4E-T media la importaciéon de eFI4E a nucleo. 4E-T media la importacién a nucleo de elF4E
mediante su union a la importina af, una vez en nucleo 4E-T y pelF4E se disocian del complejo importina
of por la accidon de Ran-GTP. Una vez en nucleo 4E-T es exportado a citoplasma mediante la via
CRM1/exportin 1 (Dostie, Ferraiuolo et al. 2000).

1.6 Estrés celular

Los organismos a todo nivel tienen un innato sentido de supervivencia cuando se
enfrentan a situaciones peligrosas. A nivel celular la habilidad de responder a un estimulo de
estrés es crucial. Para sobrevivir las células realizan las modificaciones necesarias para poderse
adaptar a la nueva situacién y evitar la muerte celular. Un estimulo se considera estresante para
una célula cuando se desafia su medio de vida y se ve amenazada su supervivencia. Hay dos
tipos diferentes de estrés: un estimulo externo, como pueden ser drogas o influencias
ambientales, o estimulos internos, como errores en el funcionamiento celular.

Hay cuatro respuestas celulares que se pueden dar de forma secuencial o simultdneamente en
respuesta a un estrés:
e Se detienen diferentes actividades celulares como la transcripcidon o la traduccién, asi
como el trafico intracelular.
e Almacenamiento de mRNAs o proteinas que puedan ser necesarias tras pasar el estrés,
esto requiere la formacién de nuevas estructuras como por ejemplo los granulos de
estrés (GS) o los processing bodies (PBs).
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e Degradacién de componentes que pueden no ser necesarios para sobrevivir tras el
estrés o se pueden sintetizar rapidamente.

e Produccion de proteinas que sean necesarias para la respuesta al estrés (von Roretz, Di
Marco et al. 2011).

La regulacion postranscripcional de la expresion de diferentes genes es una de los mayores
mecanismos que puede ayudar a las células ha hacer frente a varios tipos de estrés. Recientes
estudios han demostrado la importancia de la regulacion de los niveles de ciertos mRNAs
durante la respuesta a estrés. Se ha visto que los mMRNAs localizados en el nucleo al producirse
una situacién de estrés, se retienen dentro de este; en cambio mRNAs citoplasmaticos con la
cola poly(A) van directamente a los GS (granulos de estrés). Se ha visto que mRNAs inactivos que
se liberan de los polisomas, pueden ser guardados en estructuras dinamicas y transitorias,
granulos de estrés (GS) o processing bodies (PBs). Tanto los GS como los PBs se han encontrado
en células en condiciones normales, pero su formacién puede ser modulada por diferentes tipos
de estrés, como por ejemplo por infecciones virales, irradiacidon ultravioleta, hipoxia, choque
térmico, especies reactivas de oxigeno (ROS). El estrés oxidativo, por ejemplo, producido por el
tratamiento con arsénico, incrementa el nimero y tamafo de los PBs en las células (Parker and
Sheth 2007).

Los PBs, por lo general se consideran granulos de degradacién de mRNAs en situaciones
normales, pero se ha visto que bajo situaciones de estrés crecen en tamafio y numero, y se ha
visto que se pueden asociar junto con los GS en respuesta a ciertos estimulos, no quedando muy
clara si su actividad en situaciones de estrés es la de degradar ciertos mRNAs o almacenarlos
para una posterior traducciéon (Anderson and Kedersha 2008). Esta relacién entre GS y PBs es
debida a ciertas proteinas que comparten en comun, como por ejemplo elF4E entre otras. La
interaccion y la probabilidad de cambio del mRNA entre los PBs y GS sugiere diferentes estados
de mRNP entre polisomas, PBs y GS, reflectando el hecho que la composicién de proteinas vaya
variando de un estado a otro (Figura 11) (Buchan and Parker 2009).

Durante décadas se han centrado en el estudio del rol de los mRNAs que contienen
elementos ARE (ricos en AU). Los mRNAs que contienen estos elementos, en su region 3’UTR, es
conocido que son particularmente fragiles en condiciones normales, y suelen ser degradados
(ARE-mediated decay, AMD). En respuesta a sefiales de estrés, algunos mRNAs con secuencias
ARE son estabilizados y posteriormente traducidos; por lo tanto los mRNAs con elementos ARE
juegan un papel importante durante la respuesta a estrés celular (von Roretz, Di Marco et al.
2011).

1.6.1 Granulos de estrés (GS)

Los granulos de estrés son estructuras de fase densa que se forman en las células
eucariotas cuando se produce una disminucion de los ratios de traduccion durante una
respuesta a estrés. Un gran numero de proteinas y mRNAs forman parte de los GS.

El nucleo de los GS estd compuesto por el complejo de preiniciacién 48 S silenciado, el cual
incluye la subunidad pequeina ribosomal y los factores de inicio de la traduccion elF4E, elF2,
elF4A, elFAG, PABP, elF3 y elF2 (Kedersha and Anderson 2002). También incluyen proteinas de
unién a RNA que regulan la traduccién (TIA, TTP, PABP, HuR, FXR1, CPEB) y degradacién de
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ciertos mRNA, asi como proteinas envueltas en ciertos aspectos del metabolismo de mRNAs
(G3BP, p54/rck, SMN) (Figura 12). La sobreexpresién de alguna de estas proteinas, como por
ejemplo G3BP, TIA-1 o TTP es suficiente para la formacidon de los GS en ausencia de estrés
(Kedersha, Gupta et al. 1999; Buchan and Parker 2009).

La formacién de los GS es normalmente iniciada por la fosforilacion del factor de iniciacion
elF2a, un componente del complejo ternario elF2-GTP-tRNAY®" (Kedersha, Gupta et al. 1999).
Diferentes tipos de estrés activan diferentes quinasas de elF2a (PKR, PERK, HRI y CGN2) que
inician la formacién de los GS. La fosforilacidon de elF2a reduce la disponibilidad del complejo
ternario elF2-GTP-tRNAM®" previniendo la formacién del complejo de preiniciacion 48 S, esto
provoca que no se pueda dar el inicio de la traduccidn y se permita la formacién de los GS
(Kedersha and Anderson 2002). Cuando el estrés desaparece los GS se desmontan.
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Figura 11: Modelo hipotético entre la relacién de GS y PBs. Las flechas discontinuas indican un posible
destino de os transcritos nacientes exportados des de el nucleo al citoplasma en una situacién de estrés.
Las lineas onduladas representan los microtubulos y su posible contribucion en el movimiento de los
granulos permitiendo que puedan agregarse y/o el movimiento de las mRNPs que forman parte de estos y
pueden encontrarse en diferentes estados (Buchan and Parker 2009).

-35-



1.6.2 Processing bodies (PBs)

Los PBs son cuerpos dindmicos envueltos en diferentes vias de degradacion de mRNAs.
Contienen diferentes componentes de la maquinaria de degradacion de 5 a 3’ (Xrni,
DCP1/DCP2, Hedls/Ge-1, LSm1; proteinas de la via de degradacion NMD (nonsense-mediated
decay), degradacion de mRNAs que contienen codones prematuros de terminaciéon (GW182,
microRNAs, Ago2; y activadores de las vias de degradacion (4E-T, p54/RCK, CBEP) entre otras.
4E-T es exclusiva de PBs (Figura 12) (Buchan and Parker 2009).

Depl Pabp
Popl 405 subunits
Lsm1-7 TIA-1/R
Hedls HuR
GW182 G3-BP
Cerd slFdG
Popl elF 44
Panz Staufen
alF4E-T FMRF
Mex3A FXR1/2
Pati ZBP1
Ede1-3 R&SK2
RACK]
TRAF2
Mexay

Figura 12: Componentes de los PBs y GS. En amarillo estan sefialados los componentes que comparten
ambos tipos de granulos (adaptado de Buchan and Parker 2009).

En condiciones normales los mRNAs pueden ser reclutados en los PBs donde seran
destinados a degradacién o a un silenciamiento de su traduccién. Poco se conoce de los
estimulos necesarios y del mecanismo que afectan a la formacién de los PBs. Se conoce que el
tratamiento con arsénico incrementa la formacion de PBs, pero otros tipos de estrés que
incrementan la formacion de GS, como choque térmico, la falta de nutrientes como glucosa no
inducen la formacidn de PBs. Se sugiere que la quinasa Jnk puede participar en la formacién de
los PBs, se ha visto que fosforila Dcpl, un componente de PBs, asi como 4E-T. El estrés oxidativo
activa Jnk la cual media la fosforilacion de 4E-T; al ser fosforilado 4E-T incrementa su
acumulacidn en los PBs permitiendo el crecimiento en tamano de estos (Figura 13). Se cree que
los PBs se forman por la agregacion de las diferentes ribonucleoproteinas que forman parte del
complejo, siendo esta agregacidon de forma movil y por etapas, dando diferentes estadios de
maduracién a los PBs (Kulkarni, Ozgur et al. 2010).

A parte del rol de los PBs en la degradaciéon de mRNAs, también se ha sugerido una funcién de
almacenamiento de mRNAs, recientes estudios indican que puede haber una correlacién entre
los PBs (degradaciéon mRNAs) y los granulos de estrés (almacenan mRNAs para su posterior
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traduccion) (Sheth and Parker 2003; Coller and Parker 2004). Es posible que bajo ciertas
condiciones, la presencia de elF4E en los PBs pueda permitir la transicion de un estado de
represion/almacenamiento de mRNAs a un estado de traduccidén (von Roretz, Di Marco et al.
2011).

1.6.2.1 HUR (ELAV like RNA binding protein 1)

HuR forma parte de la familia de proteinas ELAV/Hu que poseen un motivo de
reconocimiento de RNA, mediante el que se unen con elevada afinidad y especificidad a mRNAs
con secuencias ricas en AU o U, modificando su expresién al alterar su estabilidad, traduccién o
ambas; la estabilizacién de mRNAs por HuR puede estar unida a un incremento de los niveles
citoplasmaticos de proteina. HuR se expresa de forma mas predominante en el nucleo (>90 %),
pero puede translocarse al citoplasma (Lopez de Silanes, Zhan et al. 2004).

Los mRNAs con secuencias ricas en AU (elementos ARE) en su regidon 3’ UTR, pueden ser
divididos en tres categorias diferentes. La clase | y la clase Il contienen copias del motivo
pentamérico AUUUA; la clase | contiene de una a tres copias, como por ejemplo c-fos; la clase Il
puede contener multiples pentdmeros, como por ejemplo TNF-a y COX-2; por ultimo, la clase Ill,
como por ejemplo c-Jun, no contiene el pentdmero AUUUA pero contiene regiones ricas en U
(Shaw and Kamen 1986).

Se ha visto que incrementa la divisién celular al aumentar la estabilidad de mRNAs implicados en
el control del ciclo celular y asociados a la proliferacion, como por ejemplo la Ciclina A, Ciclina B1
y c-fos (Wang, Caldwell et al. 2000) y se ha visto también relacionada con la carcinogénesis,
debido a su capacidad de regular la expresion de proteinas como VEGF, TNFa, B-catenina, c-myc
y cyclooxigenasa-1 (Nabors, Gillespie et al. 2001; Nabors, Suswam et al. 2003). También esta
implicada en la regulacién de la diferenciacidon de las células musculares, en la senescencia
replicativa y en la activaciéon de las células inmunitarias. A parte de estas funciones se ha visto su
habilidad para aumentar la estabilidad de ciertos mRNAs y su traduccién en respuesta a varios
tipos de estrés, como por ejemplo choque térmico, hipoxia, estrés oxidativo y UV (Gallouzi,
Brennan et al. 2000; Mazan-Mamczarz, Galban et al. 2003).

HuR ha sido principalmente descrita como componente de los GS, pero se ha visto que también
puede formar parte de los PBs.

1.6.2.2 Ago2

Ago?2 forma parte de la familia de proteinas Argonaute, las cuales estan relacionadas con
el silenciamiento de ciertos RNAs. En humanos la familia Argonaute pude ser dividida en dos
categorias, la subfamilia Ago y la Piwi. La subfamilia Ago estd formada por 4 proteinas
diferentes, denominadas de 1 a 4. Ago2 es uno de los componentes principales del complejo
silenciador inducido por el RNA (RISC, RNA-induced silencing complex). También parece estar
envuelta en distintas etapas de la maduracién de RNAs pequefios. Necesita interaccionar con
diversas proteinas y complejos para realizar su funcién. Recientes estudios han visto que
muchas de estas proteinas estdn envueltas en diferentes etapas del procesamiento de RNAs,
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maduracidn, transporte y regulacion de la estabilidad y traduccion de ciertos mRNAs (Hock,
Weinmann et al. 2007).

Su localizacién puede ser tanto citoplasmatica como nuclear. Se conoce que se asocia tanto con
los GS como los PBs. No se conoce muy bien qué papel juega en estos granulos, su relocalizacion
en PBs parece que estd altamente regulada por diferentes vias de sealizacion y parece ser que
juega un papel de mediar la regulacion de ciertos RNAs; por otro lado su papel en GS estd menos
entendido, se ha visto que su acumulacidn en estos granulos puede ser debida a estrés oxidativo
o traduccional (Detzer, Engel et al. 2011).

Estrés

Estado estacionario Crecimiento PBs
Nucleacion PBs devido a estrés

Figura 13: Esquema representativo del role de la fosforilacion de 4E-T en PBs. Tras el estrés oxidativo se
activa JNK, la cual media la fosforilacion de 4E-T y incrementa su acumulacién en PBs y el crecimiento de
estos. JNK pude regular la formacion de PBs mediante la fosforilacion de 4E-T (Cargnello, Tcherkezian et
al. 2012).

1.6.3 eIF4E en estrés

Como hemos comentado anteriormente elFAE forma parte tanto de los GS como de los
PBs. El papel de elFAE en estos cuerpos es poco conocido. En GS, donde se almacenan mRNAs
para una posterior traduccion, elF4E se encuentra unido a ciertos mRNAs junto a otros factores
de inicio de la traduccién, pudiéndose activar el inicio de la traduccidon una vez pasado el estrés.
elF4E juega un papel importante en la formacién de los GS. La formacion de los GS ocurre bajo
condiciones donde la traduccion cap-dependiente se encuentra inhibida, esto sugiere que la
inhibicidn de esta es suficiente para promover la formacién de los GS, pero algunos estudios han
demostrado que solo la inhibicién o inactivacion de proteinas de union a elF4E, que por lo tanto
inhiben la traduccién cap-dependiente, no es suficiente para inducir la formacién de GS (Mokas,
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Mills et al. 2009); se ha visto que eFI4E es necesario para la formacién de GS, asi como su union
a elF4G; estudios realizados por Marie-Josée Fournier et al. han demostrado que la inhibicidn
mediante siRNA de elF4E en la linea celular Hela inhibe la formacién de GS tras el tratamiento
con arsénico; mTOR especialmente promueve la formacién de GS por la interaccién de elF4E con
elF4G al fosforilar 4E-BP; la sobreexpresion de 4E-BP1 hipofosforilado suprime la formacién de
los GS (Mokas, Mills et al. 2009; Fournier, Coudert et al. 2013); en un estudio reciente se ha
demostrado que el tratamiento de las células con selenito induce el secuestro de elF4E por 4E-
BP1 y promueve la formacién de un tipo de GS diferentes a los cominmente conocidos, los
cuales los denominan como tipo 2 de GS, estos tienen un tamafio menor y no contienen elF4E ni
otros factores de inicio de la traduccion (Fujimura, Sasaki et al. 2012). Esto nos indica que el
papel de elFAE en situaciones de estrés depende segun el tipo de estrés promovido.

Los PBs son estructuras dinamicas que interaccionan con GS en situaciones de estrés, pudiendo
permitir que ciertos factores, como elF4E se encuentren en los dos tipos de granulos
citoplasmaticos. Se conoce que 4E-T y otras proteinas que forman parte de los PBs, como la
Dcpla, reclutan elF4E hacia estos cuerpos (Lee, Cho et al. 2008). El papel de elF4E en PBs no es
conocido, pero su presencia es un indicador que, ademas de participar en el inicio de la
traduccion, también juega un papel importante en la remodelacién de mRNPs que dirigen a
ciertos mRNAs a su degradacidén o almacenamiento en PBs, al estar elFAE unido a la estructura 5’
del mRNA evita su degradacion 5’- 3’, por lo tanto los mRNAs en PBs seran almacenados en
forma de mRNPs hasta una posterior remodelacién. La presencia de mRNA poliadenilados en
PBs y la falta de PABP también sugiere que ciertos mRNAs podrias ser almacenados de forma
reversible (Andrei, Ingelfinger et al. 2005); a pesar de todo es necesario la realizacién de mas
estudios para conocer el papel exacto de elF4E en los PBs.

En resumen elF4E bajo ciertas situaciones de estrés es desplazado tanto a PBs como a GS
pudiendo participar en el almacenamiento de ciertos mRNAs para su posterior traduccidn tras
pasar la situacidn de estrés.

Por otro lado también juega un papel importante la fosforilacion de elF4E bajo
situaciones de estrés. Como se ha comentado anteriormente Mnk es activada via p38, la cual se
activa en ciertas situaciones de estrés. El pa