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Resumen

Estudio de la proteina AHCYL1 como regulador del
destino celular en células tumorales de pulmdén con

propiedad de célula madre

El cancer de pulmon es una patologia extremadamente maligna debido a su
alta capacidad invasiva y recurrencia. La alta heterogeneidad celular que posee el
tumor se debe a la presencia de las células con propiedades de células madre,
que son altamente indiferenciadas. Estas células atraviesan procesos de
reprogramacion o dediferenciacion en los cuales adquieren un fenotipo tipo
embrionario y progenitor, y responden con gran plasticidad a las sefales del

microambiente tumoral que regulan su identidad y comportamiento.

Mediante el uso del algoritmo bioinforméatico INSECT (desarrollado por el
grupo de trabajo en colaboracion con bioinforméticos), se identific6 a AHCYL1
como un gen candidato bajo la regulacion por vias de sefializacion activadas en
células embrionarias y tumorales. AHCYL1 es una proteina multifacética vinculada
a distintos procesos celulares pero su rol en cancer es aun desconocido. En esta
tesis doctoral, se postulé6 como hip6tesis que AHCYL1 seria un potencial regulador
de la plasticidad celular y tumorigenicidad en células de carcinoma pulmonar.
Como parte de la caracterizacion de AHCYL1, hemos utilizado diferentes
aproximaciones experimentales in vitro, in vivo y ensayos de inmunohistoquimica y
analisis transcripcional en muestras de pacientes. Los principales resultados
sugieren que AHCYL1 se expresa en correlaciéon inversa con respecto a distintos
factores de pluripotencia y al marcador de proliferacién tumoral MKI67, indicando
estar asociado con un fenotipo mas diferenciado. Ademas, la disminucion de la
expresion de AHCYL1 provocd un fenotipo mas agresivo en los modelos in vivo
generando tumores mas grandes, acompafiado de una mayor capacidad
angiogénica. La identificacion y caracterizacion de la proteina AHCYL1 como

factor clave de diferenciacion celular en cancer de pulmoén y, por lo tanto, en el



Resumen

proceso de tumorigénesis permitira un mejor entendimiento de la biologia tumoral

y para disefar de futuras estrategias terapéuticas.

Palabras clave: plasticidad, cancer, pulmén, stemness, AHCYL1



Abstract

Study of AHCYL1 as aregulator of cell fate in lung cancer

cells with stem properties

Lung cancer is an extremely malignant pathology due to its high
invasiveness and recurrence. Within its high cellular heterogeneity, there are tumor
stem cells, which are highly undifferentiated, can self-renew and/or differentiate,
and respond with great plasticity to the signals of the tumor microenvironment.
These cells go through reprogramming or dedifferentiation processes in which they

acquire an embryonic-like phenotype.

Using the INSECT bioinformatics algorithm developed in collaboration with
bioinformatics, the AHCYL1 gene was selected from a list of candidate genes
potentially regulated by activated signaling pathways in embryonic and tumor cells.
AHCYL1 is a multifaceted protein linked to different cellular processes, and its role
in cancer is still uncertain. In this doctoral thesis, we studied the AHCYL1 gene as
a potential regulator of cellular plasticity and tumorigenicity in lung carcinoma cells.
As part of the characterization of its role in these processes, different experimental
approaches were used including in vitro, in vivo, and immunohistochemical and
transcriptomic assays in patient samples. The results indicate that AHCYL1 is
expressed in contrast to the tumor proliferation marker MKI67 and
pluripotency/stemness factors, suggesting AHCYL1 could be associated with a
more differentiated phenotype. Furthermore, AHCYL1 downregulation produces a
more aggressive phenotype in an in vivo model with larger tumors, accompanied
with greater angiogenic capacity. Understanding the role of AHCYL1 in the
tumorigenesis process contributes to a better understanding of tumor biology and

the design of future therapeutic strategies.

Key words: plasticity, cancer, lung, stemness, AHCYL1
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

AHCY Adenosilhomocisteinasa o S-adenosilhomocisteina hidrolasa
AHCYL1 Adenosilhomocisteinasa tipo 1

CAF Cancer-Associated Fibroblast

CD133 Antigeno CD133

Cbh44 Antigeno CD44

CMT Célula Madre Tumoral

CME Célula Madre Embrionaria

DAPI 4 ',6-diamidino-2-fenilindol

EGF Factor de Crecimiento Epidérmico

EMT Transicion Epitelio-Mesenquimal

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

INSECT IN-silico SEarch for Co-occurring Transcription factors
iPSC induced Pluripotent Stem Cell

IRBIT IP3 Receptor Binding protein released with IP3

LUAD Lung Adenocarcinoma

LUSC Lung Squamous cell carcinoma

MKI67 Antigeno MKI67

MT Metiltransferasa

NBC Cotransportador de Sodio y Bicarbonato

NSCLC Non-small-cell lung cancer

PEMT Transicién Epitelio-Mesenquimal parcial

PIK3C3 Subunidad catalitica de fosfatidilinositol 3-quinasa tipo 3
POU5F1 POU class 5 transcription factor 1 (también llamado Oct4)
RNR Ribonucleotido Reductasa

SAH S-Adenosil Homocisteina

SAM S-Adenosil Metionina
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SIARN
TCGA
TGF-B
TME
UA
VEGF
WB

short hairpin RNA

small interfering RNA

The Cancer Genome Atlas

Transforming Growth Factor beta

Tumor microenvironment (microambiente tumoral)
Unidades arbitrarias

Vascular Endothelial Growth Factor

Western blot
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Introduccion

INTRODUCCION

Cancer de pulmoén de células no pequeriias

Caracteristicas generales

El cancer de pulmdn es la principal causa de muerte por cancer (18% del
total de muertes por cancer), con un estimado de 2,2 millones de nuevos casos
por afio y 1,8 millones de muertes anuales a nivel mundial. En hombres es el
cancer mas diagnosticado (14,3%) y el de mayor mortalidad (21,5%). En mujeres
es el tercero mas frecuente, siendo solo superado por el cancer de mama y
colorrectal (8,4%). En cuanto a su mortalidad, es la segunda causa de muerte por
cancer en mujeres (13,7%). La sobrevida luego de 5 afos del diagndstico esta
entre el 10 y 20% (Sung et al. 2021).

El cancer de pulmon se puede clasificar en dos grandes grupos: de células
no pequefas o no microcitico (NSCLC, del inglés non-small cell lung cancer) y de
células pequefnas. El 80% de los casos de cancer de pulmoén corresponden a
NSCLC, donde los adenocarcinomas (LUAD, del inglés lung adenocarcinoma) y el
cancer de pulmén de células escamosas (LUSC, del inglés lung squamous cell
carcinoma) son los subtipos mas comunes (Herbst, Morgensztern, and Boshoff
2018).

Inicialmente es asintomatico y suele ser diagnosticado en estadios
avanzados de la enfermedad. Algunos de los sintomas mas comunes son tos,
neumonias recurrentes en una misma localizacion anatdmica, obstrucciones
pulmonares croénicas y disnea (Nasim, Sabath, and Eapen 2019). La etiologia mas
comun de la enfermedad esta asociada al consumo de tabaco, salvo en LUAD
donde es mas comun que se desarrolle en no fumadores. A su vez, el cancer de

pulmén de no fumadores es mucho mas frecuente en mujeres y en el sudeste
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Introduccion

asidtico donde hay una asociacion a la exposicion ambiental (Herbst,
Morgensztern, and Boshoff 2018). Ademas del tabaco y la exposicion ambiental,
se han descripto otros factores de riesgo para desarrollar cancer de pulmén como
la exposicion laboral (por ejemplo, los asbestos), la susceptibilidad genética, la
radiacion y la alimentacion desbalanceada (Barta, Powell, and Wisnivesky 2019;
Mao et al. 2016).

Como muchos otros tumores sélidos, el cancer de pulmén es un tumor
altamente heterogéneo y se compone de distintas subpoblaciones tumorales (J.
Zhang et al. 2014). La heterogeneidad intratumoral explica en parte las
recurrencias y el escape a terapia, por lo que entender la complejidad de este
fenémeno es fundamental para mejorar la eleccion terapéutica (De Sousa and
Carvalho 2018; Yap et al. 2012).

Las alteraciones moleculares mas frecuentes en NSCLC involucran
distintas vias de sefializacion, como mTOR (del inglés, mammalian Target of
Rapamycin), y procesos celulares como la respuesta al estrés oxidativo,
proliferacion y ciclo celular. KRAS (del inglés, Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog) y EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) se encuentran
dentro de las mutaciones presentes en los clones fundadores, sugiriendo que
tienen un rol clave en la iniciacion tumoral. En general, son mutuamente
excluyentes, pero en caso de existir mutaciones en KRAS esos tumores presentan
resistencia a los inhibidores de EGFR. Otras mutaciones frecuentes aparecen en
los genes TP53, KEAP1, STK11, NF1, ROS1, ALK, MET y CDKN2A (Shtivelman
et al. 2014). La gendmica de los pacientes de cancer de pulmén es muy distinta
entre no fumadores y fumadores, ya que estos ultimos tienen mayores tasas de
mutacion y en general son mutaciones no accionables, es decir, que no pueden
ser tratadas con las terapias dirigidas conocidas. En contraposicion, los no
fumadores suelen tener alteraciones accionables como son las mutaciones

activantes en EGFR vy las translocaciones de ROS1 y ALK (Barta, Powell, and
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Wisnivesky 2019; Herbst, Heymach, and Lippman 2008; Herbst, Morgensztern,
and Boshoff 2018; Mogi and Kuwano 2011).

Dentro de los marcadores mas utilizados para diagnéstico de cancer de
pulmon se encuentra el marcador de proliferacion MKI67 (antigeno MKI67). Esta
proteina nuclear esta presente en las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y
mitosis) y no se expresa en la fase GO (Y. Liu et al. 2017). El marcador MKI67 se
encuentra altamente expresado en tumores con alta tasa de proliferacién y por eso
se asocia a una peor prognosis (S. S. Menon et al. 2019; C. Yang et al. 2018).
MKI67 es un factor prondstico en cancer de prostata, mama, pulmon, cérvix y

sistema nervioso central, entre otros (L. T. Li et al. 2015).

Clasificacion y Tratamientos

El cancer de pulmon se clasifica y estudia de acuerdo a su histologia, en
algunos casos se evallan ciertos marcadores moleculares conocidos, y a partir de
ese analisis se determina el tratamiento. Recientemente, se estan comenzando a
estudiar mecanismos no-genéticos como la epigenética, la transcriptbmica y el
microambiente tumoral debido la gran heterogeneidad que hay entre pacientes y
también intratumoral (Tavernari et al. 2021). Esto permite evaluar en un contexto
mas amplio las terapias y el posible prondstico de los pacientes.

Luego de un diagnostico de cancer de pulmoén se clasifica a los tumores de
acuerdo a la clasificacion TNM (tumor primario-nédulo/ganglio linfatico-metastasis

distante) como se muestra en la Tabla 1 (Lababede and Meziane 2018).
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Tabla 1. Clasificacion TNM en cancer de pulmén de acuerdo con The 8th Edition of TNM

Staging of Lung Cancer.

Tumor Primario (T)

Tx Tumor no puede ser reconocido por broncoscopia

To No hay evidencia de tumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor <= 3 cm, localizado en o distal a los bronquios lobulares, sin invasién local

T Tumor > 3 cm <=5 cm o que involucra a los bronquios principales o con invasion de la pleura
visceral

T3 Tumor > 5 cm <=7 cm o0 que involucra la pared del tronco, la pleura parietal, el pericardio, el

nervio frénico o tiene nédulos satélites en el mismo Iébulo del tumor primario

Ta Tumor > 7 cm con invasion de la carina o la trdquea o cualquier tumor con invasion del
mediastino, diafragma, corazén, vasos principales, nervio laringeo, carina, traquea, esofago,
columna vertebral o con tumor en otro I6bulo del pulmén ipsilateral del tumor primario

No6dulos linfaticos (N)

Ny Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

No No estan involucrados los ganglios linfaticos

N1 Ganglios ipsilaterales peribronquiales y/o ganglios hiliares (incluye ganglios intrapulmonares)
N> Ganglios ipsilaterales mediastinales y/o ganglios subcarinales

N3 Ganglios contralaterales mediastinales o hiliares; ipsilaterales o contralaterales escalenos o

supraclaviculares

Metastasis Distante (M)

Mo No se observa metéstasis distante

M3 Presencia de metéastasis distante

Mia Tumor en pulmén contralateral o en ganglio pleural/pericardial

Mip Metastasis extratoracica simple, incluyendo ganglios linfaticos no-regionales
Mic Metastasis extratoracica multiple en uno o méas 6rganos

Adaptada de (Lababede and Meziane 2018).

Brevemente, a partir de esta clasificacion se determina el tamafio del tumor
primario (T), si hay compromiso de los ganglios linfaticos (N) y si se observa
metastasis en el mismo u otro érgano (M). Con esta informacién, se puede

clasificar el cancer de pulmén en estadios de acuerdo a la Tabla 2:

16



Introduccion

Tabla 2. Estadios tumorales de acuerdo la clasificacion TNM.

Estadio TNM
Carcinoma oculto TXNOMO
0 TisNOMO
A1 T1aNOMO-T1(mi)NOMO
| IA2 T1bNOMO
IA3 T1cNOMO
B T2aNOMO
" A T2bNOMO
1B T (1-2) NIMO-T3NOMO
A T (1-2) N2MO-T3N1MO0-T4N (0-1) MO
11 B T (1-2) N3MO-T (3-4) N2MO
lnic T (3—4) N3MO
v IVA Cualquier T, Cualquier N, M1a, b
VB Cualquier T, Cualquier N, M1c

Adaptado de (Lababede and Meziane 2018)

Para tumores detectados tempranamente en general se recurre a la cirugia
(Howington et al. 2013). La quimioterapia adyuvante es recomendada para
pacientes en estadio Il con reseccidén completa, en general no se recomienda para
los de estadio I. La radiacion post-operacion solo se recomienda en casos en que
la resecciébn completa no haya sido posible. Aquellos pacientes que no son
candidatos para reseccion quirdrgica, pueden recurrir a la radioterapia corporal
estereotactica (Stokes and Rusthoven 2018).

La eleccion del tratamiento para pacientes en estadios avanzados
dependera del grado de compromiso de los ganglios y/o metastasis. Los pacientes
estadio Ill con poco compromiso linfatico (N1) pueden ser candidatos para cirugia
seguida de quimioterapia y/o radiacion (Nasim, Sabath, and Eapen 2019).
Aquellos con ganglios comprometidos (N2) tienen como alternativa la reseccion
quirdrgica después de terapia de induccion o tratamiento primario. Pacientes
clasificados como N3 ya no son considerados para cirugia. Por ultimo, los
pacientes con NSCLC estadio IV pueden recibir quimioterapia basada en platino,
generalmente con protocolos que involucran dos farmacos (Ramnath et al. 2013;

Socinski et al. 2013). Previo al uso de la inmunoterapia, se solia tratar los tumores
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metastasicos con una combinacion de un quimioterapéutico basado en platino
(carboplatino o cisplatino) y gemcitabina, vinorelbina o algun taxano (paclitaxel o
docetaxel) (Duma, Santana-Davila, and Molina 2019).

Actualmente, los avances en la medicina de precision han llevado a
desarrollar terapias dirigidas para ciertas mutaciones driver en diversos tipos de
tumores, incluyendo al cancer de pulmén (Shah and Masters 2020). En 2004, se
descubrié la primera mutacion accionable en EGFR. Los pacientes con tal
mutacion mostraron respuestas favorables frente al uso del inhibidor de tirosina
quinasas (TKI) geftinib (Lynch et al. 2004). Casi todos los pacientes con
mutaciones en el EGFR responden bien a los TKIs, salvo aquellos que tienen la
mutacion secundaria T790M. Para esta mutacion se vieron mejores respuestas
utilizando osimertinib (Goss et al. 2016; Soria et al. 2018). EGFR no es la unica
mutacion accionable en NSCLC. La fusiéon EML4-ALK, los rearreglos en ROS-1y
las mutaciones en BRAF también responden a terapias dirigidas (Shah and
Masters 2020). Dada la variedad y especificidad de tratamientos disponibles, el
estudio molecular de los tumores NSCLC se ha convertido en una herramienta
fundamental para elegir la mejor opcién terapéutica para el paciente,

Mas alla de la identificacién de blancos moleculares, muchos pacientes no
presentan estas mutaciones. Como se menciond previamente, como primera linea
de tratamiento se recurre a la quimioterapia basada en platino combinando dos
drogas. En los ultimos afos, la inmunoterapia ha empezado a ganar terreno. La
misma consiste en inhibidores de los checkpoints del sistema inmune que alteran
el microambiente tumoral y desbloquean la respuesta inmune que suele ser
evadida por las células tumorales. En este sentido, la expresion de PD-L1 es
evaluada en pacientes, ya que esta involucrada en la inhibicién de las activaciones
de los linfocitos T y, por ende, es un mecanismo de inmunoevasion (Van den Bulk,
Verdegaal, and De Miranda 2018; Duma, Santana-Davila, and Molina 2019; Herbst
et al. 2016).

En conclusion, los ultimos afos se ha avanzado muchisimo en entender la

biologia tumoral del cancer de pulmoén y se han encontrado diversas alternativas
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para su tratamiento. Sin embargo, es necesario encontrar biomarcadores que
permitan el diagnéstico temprano, asi como también predecir la respuesta a la
terapia. Seguir investigando estas alternativas permitira encontrar terapias mas

efectivas y mejorar la calidad de vida de cada paciente.

Células madre tumorales

Las células madre tumorales (CMTs, en inglés conocidas como cancer stem
cells) son una subpoblacion tumoral que posee tanto la capacidad de iniciar un
tumor como de repoblarlo luego del tratamiento debido a su alta plasticidad
celular. Se cree son responsables de la recurrencia, dormancia y metéstasis, y se
propone que su presencia es el principal motivo por el cual fracasan los

tratamientos (Batlle and Clevers 2017) (Figura 1).

Autorrenovacion del pool
resistente de CMT

Recurrencia,
quimiorresistencia y
metastasis

No recurrencia

Eliminacion de las CMT

Figura 1. Esquema sobre la importancia de encontrar un tratamiento dirigido hacia las
CMTs. Adaptado de (MacDonagh et al. 2016).

Al igual que las células madre embrionarias (CMEs, en inglés conocidas
como embryonic stem cells), tienen tres propiedades distintivas: la capacidad de

autorrenovarse, de diferenciarse en distintos linajes y de proliferar (Jordan,
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Guzman, and Noble 2006). Recientemente, se ha encontrado evidencia que
sostiene que dentro de un tumor coexisten distintos subtipos de CMTSs, con distinta
capacidad proliferante y adaptacion al medio circundante; en definitiva tienen
mayor heterogeneidad y plasticidad de lo que se creia en un principio, dificultando
su identificacion y tratamiento (Clevers 2015; Talukdar et al. 2019).

Las CMTs comparten vias de sefializacion, expresion génica y mecanismos
de regulacion con las CMEs. La expresion de los factores del core transcripcional
(POU5SF1-OCT4/SOX2/NANOG) es fundamental para el mantenimiento del estado
de pluripotencia en CMEs y también para la reprogramacion de células somaticas
in vitro y generacion de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés,

induced pluripotent stem cells)(Boyer et al. 2005; Okita and Yamanaka 2010).

Hay diversas hipétesis sobre el origen de las CMTs en tumores soélidos. En
algunos, las células madre de los tejidos pueden ser las que sufran transformacién
y den lugar a la aparicion de CMTs. En otros, células parcialmente diferenciadas
pueden transformarse y luego adquirir un fenotipo pluripotente (Hanahan and
Weinberg 2011). Debido a su relevancia, se descubrieron diversos biomarcadores
de CMTs. En pulmén, se han seleccionado para esta tesis los marcadores de
CMTs CD44, CD133, POU5F1, SOX2, HMGA2, ITGA6 (Herreros-Pomares et al.
2019; Mansoori et al. 2021; Walcher et al. 2020). Como marcadores de
diferenciacion en pulmén se han seleccionado MUC5B y STFPC (X. Huang et al.
2022; Jacob et al. 2017; B. Li et al. 2019; Y. L. Sun et al. 2021; Wakata et al.
2015).

Como se menciono, los tumores de cancer de pulmoén, como muchos otros
tumores soélidos, son heterogéneos (Marusyk et al. 2014; Tang 2012; Tavernari et
al. 2021; Wu et al. 2021; J. Zhang et al. 2014). El ecosistema o microambiente
tumoral (TME, conocido por sus siglas en inglés tumor microenvironment) es el
nicho estructural y funcional donde ocurre la progresion tumoral. Se compone de
las células tumorales; células inmunes infiltrantes, como neutroéfilos, macréfagos,

células dendriticas, linfocitos; células estromales como los fibroblastos asociados

20



Introduccién

al cancer (CAFs, de sus siglas en inglés cancer-associated fibroblasts) o las
células mesenquimales estromales; células endoteliales; y otros tipos celulares
junto con componentes no-celulares del tejido (Iranmanesh et al. 2021; Jarosz-Biej
et al. 2019) (Figura 2).

@ % Célula Tumoral «. Fibroblasto @ Macréfago & Célula Dendritica

. Célula Madre Tumoral Linfocito £, Neutréfilo # Linfocito Natural Killer

Figura 2. Representacion esquematica de la heterogeneidad celular de un tumor y del
microambiente tumoral.

La hipoxia es una propiedad importante del TME que esta muy asociada a
la progresion tumoral, agresividad, metastasis y resistencia a terapias (Y. Li, Zhao,
and Li 2021). Frente a la hipoxia, las células tumorales secretan VEGF y activan el
proceso de angiogénesis; en NSCLC la expresion de VEGF se asocia a un
aumento en la microvasculatura tumoral y a una peor prognosis (Pallis and Syrigos
2013). La hipoxia también afecta el metabolismo de las células tumorales,
promoviendo la acidosis debido al bajo pH extracelular. Por ende, en un ambiente
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hipoxico las células tumorales son forzadas a pasar de la fosforilacion oxidativa a
la glucdlisis. La expresion de los factores inducibles por hipoxia (HIFs) es la que
lleva a un aumento de los niveles de transportadores de glucosa y de los genes

del metabolismo de la glucosa (Y. Li, Zhao, and Li 2021).

Las mutaciones genéticas que ocurren en las células tumorales de alguna
manera modelan el TME. Los tumores de NSCLC tienen una alta tasa de mutacion
somatica (en inglés se conoce como tumor mutation burden, TMB) y que se define
como el numero de mutaciones no sin6nimas por megabase (Herbst,
Morgensztern, and Boshoff 2018). Por ende, los TME de NSCLC son muy
dindmicos, ya que hay una comunicacion bidireccional entre las células tumorales
per se y el resto del nicho. Sumado a esto, en los dltimos afios se ha reportado
que los mecanismos epigenéticos asi como los metabdlicos juegan un papel
importante en este proceso dinamico (D. R. Menon et al. 2020). Esto produce que
los tumores NSCLC tengan mecanismos que les permitan ser resistentes a la
terapia (Altorki et al. 2019; D. R. Menon et al. 2020). Por eso, a futuro se espera
optimizar la combinacion de terapias que se dirijan tanto a la genémica del tumor,
a la regulacion de la epigenética y metabolica, como a las particularidades de su

TME (dirigida a angiogénesis o el sistema inmune) (Altorki et al. 2019).

Ciclo de la metionina

Como se mencioné anteriormente, el TME afecta el metabolismo de las
células tumorales. En particular, las CMTs se diferencian del resto de las células
tumorales por su fenotipo metabdlico (Cuyas, Verdura, and Fernandez-arroyo
2017). Normalmente, las células utilizan el ciclo del &cido tricarboxilico acoplado a
la fosforilacion oxidativa como fuente de energia; pero las células tumorales
necesitan adaptar su metabolismo a una alta tasa de proliferacion y a condiciones
de restriccion de nutrientes y oxigeno. Para ello, obtienen ATP via glucélisis que
es mas rapido, pero menos eficiente que la fosforilacién oxidativa y es por eso que

necesitan mayor cantidad de glucosa (Sancho, Barneda, and Heeschen 2016).
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Mas alld de los requerimientos metabdlicos bioenergéticos y para la
biosintesis, es interesante incluir la regulacion epigenética de la mano del
metabolismo. El metabolismo de 1-carbono involucra el ciclo de la metionina y el
ciclo del folato y tiene un fuerte impacto en la regulacion epigenética, ya que es
fundamental en la metilacion del ADN, proteinas asociadas y ARN (Clare et al.
2019; Fernandez-Arroyo, Cuyas, and Bosch-barrera 2015). Varios autores
demostraron que en distintos tipos de células pluripotentes o que han sufrido
procesos de reprogramacion, como las CMEs en raton, las iPSCs (Fernandez-
Arroyo, Cuyas, and Bosch-barrera 2015; Shiraki et al. 2013) y las CMT de pulmon
(Dann et al. 2015; Z. Wang et al. 2019), esta activado este ciclo, sugiriendo que la

reprogramacion de estas células mediada por ciclo de la metionina seria critica.

El ciclo de la metionina es el principal generador de S-adenosil-metionina
(SAM), el dador de metilos por excelencia (Figura 3). La incorporacion de
metionina se realiza por el transportador LAT1, luego es convertida en SAM por la
enzima metionina-adenosil-transferasa (MAT2A). La transferencia de grupos
metilo es mediada por metiltransferasas (MTs), siendo SAM el sustrato y S-
adenosilhomocisteina (SAH) el producto de esta reaccion (Locasale 2013;
Sanderson et al. 2019). SAH es capaz de unirse a las MTs con mayor afinidad que
SAM, inhibiendo de esta manera las reacciones de metilacion (Hoffman,
Cornatzer, and Duerre 1979; Sanderson et al. 2019). La enzima S-
adenosilhomocisteina hidrolasa (AHCY) es la que cataliza la hidrélisis de SAH a
homocisteina, la cual puede ser convertida en cisteina por la via de trans-
sulfuracion o puede ser reconvertida a metionina por la metionina sintasa (MS). La
proteina adenosilhomocisteina hidrolasa tipo 1 (AHCYL1) regularia negativamente
la actividad de AHCY (Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008; GrbeSa et al.
2017; Huang et al. 2021).
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Metionina

Metionina

CICLO DE LA \/X
METIONINA

Homocisteina ':‘ /
X-CHs

AHCYL1

Figura 3. Representacion esquematica del ciclo de la metionina. El ciclo de la metionina
involucra a las enzimas MAT2A, MTs, AHCY y MS, al transportador LAT1 y a los metabolitos
metionina, SAM, SAH y Homocisteina. Este ciclo es fundamental para los procesos de metilacion
de la célula. Las lineas punteadas significan inhibicion. La inhibicién de las MTs por unién de SAH
fue demostrada, mientras que la inhibicion de AHCYL1 a AHCY esta postulada. Adaptado de
(Sanderson et al. 2019)

Las células detectan el estado metabdlico del metabolismo de un carbono a
través de la modulacion de la relacion SAM/SAH, que a su vez modifica la cinética
de las enzimas que median la metilacién de histonas y de metilacion del ADN y, en
Gltima instancia, culmina en la regulacién de la expresion génica en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes (Kadayifci, Zheng, and Pan 2018; N. Zhang 2018). Por
lo tanto, el balance entre la disponibilidad de SAM y la acumulacién de SAH es
importante para todas las reacciones de metilacion. En particular, la trimetilacion
de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3) es generalmente una marca de activacion
transcripcional (Berger 2007). Shiraki demostré que la deprivacion de metionina
resulta en una reduccion del nivel de SAM, una disminucion de la expresion de

NANOG, y una disminucién de la metilacion de la H3K4me3 que hace que las
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CMEs e iPSCs humanas se dirijan a diferenciacién, sugiriendo que los niveles
intracelulares de SAM son claves para mantener el estado pluripotente (Shiraki et
al. 2013). En este mismo sentido, se observo que la O-Glucosil-N-Acetilacion de
AHCY puede regular el estado pluripotente en CMEs de ratén (Zhu et al. 2020).
Brevemente, esta modificacion postraduccional de AHCY aumenta su actividad y
es importante para mantener la H3K4me3 que sostiene el estado indiferenciado.
Bloquear la glicosilacion de AHCY o silenciar su expresion disminuye los niveles
de H3K4me3 y promueve la diferenciacion de las CMEs. Es decir, mayor actividad
de AHCY implicaria un estado més indiferenciado de estas células.

La regulacion de los niveles de SAH es otro punto importante para tener en
cuenta. Previamente, se menciond su afinidad a las MTs y consecuente inhibicién
de los procesos de metilacion. Se ha reportado que la acumulacién de SAH
causaria dafio al ADN y citotoxicidad en células hepaticas y de microglia (C. C. Liu
et al. 2009). Ademas, la disminucion de la expresion de AHCY (que es la enzima
que convierte a SAH en homocisteina) lleva a la acumulacion de SAH. Esto se ve
acompafiado de la activacion de mecanismos de respuesta al dafio del ADN, lo
cual tiene como consecuencias el arresto del ciclo celular y la disminucién de la

proliferacion (Beluzic et al. 2018).

Interesantemente, se describi6 en Drosophila melanogaster que el
silenciamiento de AHCYL1 y AHCYL2 (una proteina relacionada a la familia de
proteinas AHCY, ver mas adelante) extiende la vida media de las moscas
(Parkhitko et al. 2016) demostrando que el ciclo de la metionina varia a lo largo de
la vida de las moscas. La reprogramacion metabdlica en moscas jovenes por el
silenciamiento de AHCYL1/2 evita la acumulacion de SAH dependiente de la edad

y permite aumentar la longevidad.

En resumen, el metabolismo de las CMTs tiene caracteristicas distintivas.
Dentro de estas caracteristicas, el ciclo de la metionina es critico para la
regulacion epigenética, debido a que las reacciones de metilacion dependen de su

funcionamiento.
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Plasticidad celular

La plasticidad celular se define como la habilidad de las células para
cambiar de manera reversible su fenotipo (Nieto 2013). La identidad celular es una
caracteristica fundamental para las células. Esto permite que se organicen en
tejidos, los cuales se componen de células de distinta jerarquia y que tienen
distinto grado de diferenciaciéon (Rao Tata and Rajagopal 2016). Las CMTs tienen
alto grado de plasticidad celular y recientemente se propuso que las células
tumorales pasan de estados CMT a estados no-CMT de manera dindmica y

dependiente de sefales intra y extratumorales (da Silva-Diz et al. 2018).

Cultivo 3D como modelo de plasticidad celular

Los cultivos tridimensionales (3D), también llamados esferas o esferoides,
se utilizan como modelo de tumores solidos, ya que, en parte, recapitulan mejor
algunas de sus propiedades que los cultivos en dos dimensiones (2D) (Bahmad et
al. 2018) (Figura 4).

Cultivo2D o Cultivo3D o
Monocapa Esferas

/ . \ Factores stem

s de baja adeherencia

Figura 4. Esquema sobre modelos de cultivo celular. En el cultivo de 2 dimensiones (2D) o
monocapa, las células estan mayormente diferenciadas. Al cultivar esas mismas células en placas
de no adherencia, en ausencia de suero y con factores stem (como B27, FGF y EGF) las células
crecen en un formato tridimensional formado esferas (cultivo 3D).
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Los cultivos 3D se realizan en placas de baja adherencia y en presencia de
medio stem formulado (ver Materiales y Métodos) con factores inductores de
pluripotencia (Jeongyub Kim et al. 2012; Yuan et al. 2004). Son estas condiciones
particulares de cultivo que permiten que las células crezcan en esferoides y se
enriquezca la poblacion de CMTs, aumentando la expresion de marcadores de
pluripotencia. Estos cultivos presentan alto grado de heterogeneidad celular y se
permite una mayor interaccion célula-célula. Es interesante mencionar que solo las
CMEs y las CMTs son capaces de crecer en medios libre de anclaje como
esferoides in vitro (Manzo 2019).

Transicion epitelio-mesenquimal

La transicion epitelio-mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés epithelial-
to-mesenchymal transition) es un ejemplo de plasticidad con gran relevancia para
la embriogénesis, la cicatrizacion de heridas y la progresion maligna (Dongre and
Weinberg 2019). Es un proceso reversible, condicionado en parte por el ambiente,
en el cual una célula epitelial adquiere un fenotipo mesenquimal, lo cual le permite
migrar e invadir otros tejidos (Fabregat, Malfettone, and Soukupova 2016). A la
inversa, el proceso de transicion mesenquimal-epitelial (MET) permite que la
célula migratoria colonice un cierto nicho y se diferencie (Bakir et al. 2020). Esto

se ve esquematizado en la Figura 5.

Céelulas Epiteliales Estadio Metastable Células Mesenquimales
-.
TGF-beta TGF-beta
_— i E—— - = -
-~ . -
BMP4 ._\la. 2 - BMP4 -

Figura 5. Esquema del proceso de Transicion epitelio-mesenquimal. Las células epiteliales
pueden transformarse en células mesenquimales mediante la induccién con agentes inductores
como TGF-B, pasando por un estadio metaestable de mayor plasticidad (también llamado EMT
parcial (pEMT)). El proceso es reversible y puede inducirse por ejemplo con BMP4. Adaptado de
(Bakir et al. 2020).
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Durante el EMT, se remodelan las interacciones célula-célula y célula-
matriz extracelular, lo que conduce al desprendimiento de las células epiteliales
entre si y de la membrana basal subyacente, y se activa un nuevo programa
transcripcional para promover el destino mesenquimatoso. Este complejo
programa transcripcional estda mediado por diversos factores de transcripcion,
como son SNAIL, SNAI2, TWIST, ZEB1 y ZEB2. En algunas células tumorales, al
expresar los TFs de EMT aumenta el potencial de iniciacion tumoral y las
evidencias indican que las CMTs muestran en general tener inducido el programa
de EMT (Lamouille, Xu, and Derynck 2014; Mani et al. 2008; Pirozzi et al. 2011).
Los factores de transcripcion de EMT reprimen la expresion de genes del fenotipo
epitelial como E-cadherina, claudinas, ocludinas, entre otros y aumentan la
expresion de los genes mesenquimales, como N-cadherina, vimentina,
fibronectina, SNAIL, TWIST, ZEB (Lamouille, Xu, and Derynck 2014).

Durante el proceso de EMT, hay un estadio intermedio (llamado
metaestable o EMT parcial, pEMT) en el cual las células atraviesan algun grado de
reprogramacion e incluso se propone que hay induccion de genes embrionarios
(Bakir et al. 2020; Fabregat, Malfettone, and Soukupova 2016; Friedmann-
Morvinski and Verma 2014). En este sentido, tanto el EMT como el estado de
pluripotencia se proponen como estados flexibles, dinamicos y no como estadios
fijos (Medema 2013).

Uno de los inductores mas conocidos del proceso de EMT es el factor de
crecimiento transformante TGF-B. La via de TGF-B se encuentra involucrada en
procesos de diferenciacién celular y también de sostenimiento del estado
indiferenciado, donde este rol dual sugeriria que el contexto celular es capaz de
regular su funcion. Parte de sus funciones son ejercidas por las proteinas SMAD
que son sus intermediarios intracelulares y funcionan como factores de
transcripcion (Derynck and Zhang 2016). El rol de TGF-B en los procesos
tumorales también seria dual, donde en estadios tempranos seria un supresor

tumoral y en estadios avanzados promueve la progresion (Bellomo, Caja, and
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Moustakas 2016; Cantelli et al. 2017). Ademas, la expresion y activacion de los
factores de transcripcion de EMT se da en respuesta a otros inductores como
EGF, FGF, PDGF, Wnt, Notch, por mencionar algunos (Dongre and Weinberg
2019; Gonzalez and Medici 2014).

Si bien durante muchos afios se asocid la invasion y la metastasis a
procesos de EMT y a las CMTs, reducirlo solo a eso seria simplificar un proceso
que es mucho mas complejo. Esa complejidad reside no solo en heterogeneidad
de las CMTs sino también en los nichos primario y metastésico, el rol del sistema
inmune, los factores secretados por las células involucradas, entre otros (Medema
2013). En la actualidad, se cree que los procesos de EMT-MET dependen mucho
del tipo celular y de su contexto. Las células tumorales se moverian dentro del
espectro EMT-MET con fluidez y no considerando dos destinos celulares
dicotomicos, como evidencia el concepto de EMT parcial (pEMT) (Bakir et al.
2020).

Proteina simil s-adenosilhomocisteina hidrolasa 1 (AHCYL1)

El gen AHCYL1 fue seleccionado como gen candidato a partir de una
basqueda in silico utilizando la herramienta bioinformatica INSECT (IN-silico
SEarch for Co-ocurring Transcription factors) desarrollada por nuestro grupo en
colaboracién con bioinformaticos (Parra et al. 2016; Rohr et al. 2013). El algoritmo
INSECT permite seleccionar genes que tengan elementos regulatorios en cis para
diferentes factores de transcripcion a nivel gendmico, es decir, genes que sean
corregulados por distintos factores de transcripcion de interés. Para realizar esta
busqueda se partid6 de bases de datos publicas (Grskovic et al. 2007; Jonghwan
Kim et al. 2008; Y. Sun et al. 2007, 2008) y se analizaron regiones regulatorias de
genes expresados en ceélulas pluripotentes embrionarias y de carcinoma
embrionario. Se busco la presencia de moédulos cis-regulatorios (CRMs, del inglés
Cis-regulatory modules) a donde se unieran potencialmente tanto los factores del

core como las proteinas SMAD, con el fin de encontrar genes blanco que fueran
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corregulados por ambos complejos. De una megalista inicial de 6000 genes, se
encontraron 13 genes candidatos con estas caracteristicas y que no habian sido
previamente reportados bajo esta potencial via de co-regulacion. Entre ellos, se
seleccionaron 6 (3 genes ort6logos humanos y murinos) que presentaron mayor
score. Se estudid la regulacion de estos genes seleccionados por la familia de
TGF-B en células embrionarias humanas y murinas y se descartaron aquellos que
no respondieron frente a estimulacion de la via de interés en ensayos bioquimicos.
Dentro del grupo de genes respondedores a la via de sefalizacién por citoquinas
de la familia de TGF-[3, se seleccionen dos genes candidatos: KANSL2 ((Ferreyra
Solari et al. 2016) y tesis doctoral de Lucia Canedo en colaboracion con el grupo
de trabajo) y AHCYL1 (seminario de licenciatura de Nicolas Budnik). En esta tesis

nos focalizaremos en el estudio de AHCYL1.

Estructura y modificaciones postraduccionales

La familia AHCY-like (AHCYL) esta compuesta por las proteinas AHCYL1 y
AHCYL2. Reciben este nombre por tener alta homologia de secuencia con la
enzima AHCY, la cual participa en el ciclo de la metionina y esta relacionada a las
reacciones de metilaciéon en la célula. Tanto AHCYL1 como AHCYL2 poseen un
dominio AHCY, pero con ciertas mutaciones puntuales que determinan que no sea
funcional y por este motivo no tengan actividad hidrolasa, de ahi su nombre
AHCY-like (Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008).

Ademés del dominio AHCY, la subfamilia AHCYL posee otros dominios
estructurales (Figura 6). El dominio IRBIT se compone de un sitio de union a la
proteina fosfatasa 1 (PP1) seguido de un motivo PEST que puede ser clivado y
gue contiene multiples sitios de fosforilacion (Devogelaere, Sammels, and Smedt
2008)). Estas fosforilaciones son las que regulan el clivaje proteolitico, asi como la
funcién y localizacion subcelular de AHCYL1. Se ha propuesto que la forma
fosforilada de AHCYL1 favorece la union a sus blancos citoplasmaticos, mientras

gue su desfosforilaciéon o clivaje proteolitico inducen la translocacién a nucleo. El
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dominio IRBIT es 92% idéntico y tiene una similitud de 97% entre AHCYL1 y

AHCYL2, lo cual sugiere que podrian tener funciones en coman.

Finalmente, solamente AHCYL2 posee un dominio P/A en el extremo N-
terminal. El mismo es rico en prolinas y alaninas y por su alto contenido en
prolinas sugiere que este dominio es no-estructurado y su funcion todavia no es

clara (Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008).

| Poz | AHCY

256 450
* * [Pz AHCYL1

339 533

TR B | e * ok [mE  awone

® ©

Dominio P/A Dominio IRBIT Dominio AHCY

Figura 6. Esquema de los dominios estructurales de la familia AHCY. El dominio AHCY de las
proteinas AHCYL posee mutaciones puntuales (estrellas) que hacen que no tenga actividad
enzimatica y cuenta con un dominio coiled-coil (CC). El motivo PDZ ligando esta conservado en
todas. El dominio IRBIT tiene un sitio de unién a la fosfatasa PP1 seguido de un motivo PEST que
es susceptible a multiples fosforilaciones y puede ser clivado. La fosforilacion de la Ser-68
(naranja) por una quinasa no identificada permite la subsecuente fosforilacion de las Ser-71 y Ser-
74 por CK1 (verdes). Las quinasas de Thr-82, Ser-84 y Ser-85 (azules) no fueron identificadas.
AHCYL2 ademés tiene un dominio P/A adicional rico en prolinas y alaninas. Figura adaptada de
(Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008).

AHCYL1 es capaz de interaccionar con diversas proteinas (Devogelaere,
Sammels, and Smedt 2008; D. Yang, Shcheynikov, and Muallem 2011). La
interaccion con el receptor de IP3 (IP3R) es lo mas descripto en bibliografia y ésta
depende de diversas fosforilaciones en el motivo PEST (Ando et al. 2006;
Devogelaere et al. 2006). La fosforilacion de la serina (Ser) 68 por una proteina

guinasa desconocida permite la fosforilacién subsiguiente de las Ser-71 y Ser-74

31



Introduccion

por la caseina quinasa 1 (CK1). Estas ultimas dos serian necesarias y suficientes
para la interaccion entre AHCYL1 e IP3R. Asimismo, los cotransportadores de
Na*/HCOs (NBCs) interactuan con AHCYL1 y también requieren de la fosforilacion
de las Ser-71 y Ser-74, lo cual podria implicar que esto es una caracteristica mas
universal para las interacciones entre proteinas a través del dominio IRBIT
(Shirakabe et al. 2006). La funcion de AHCYL1 es dependiente de la fosforilacion,
por ende, el proceso de desfosforilacion es fundamental para su regulacion. PP1
desfosforila la Ser-68 y previene la fosforilacion sucesiva de Ser-71 y Ser-74
(Devogelaere et al. 2007). Se propone que la falta de fosforilacion promueve el

clivaje y AHCYL1 transloca a nucleo.

Ademas de las fosforilaciones/desfosforilaciones reversibles, AHCYL1 se
puede clivar de manera irreversible. El sitio de clivaje es dentro del dominio IRBIT
entre los residuos 73 y 74 y una vez clivada ni AHCYL1-(1-73) ni AHCYL1-(74-
530) puede interactuar con IP3R (Devogelaere et al. 2006). Cuando las proteinas
AHCYL son clivadas (Figura 6) pierden parte de su porcion N-terminal y queda su
extremo C-terminal que es muy similar a AHCY.

Tanto AHCYL1 como AHCY fueron reportadas en citoplasma y en ndcleo
(Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008; GrbeSa et al. 2017). AHCYL1 fue
descripta principalmente en citoplasma, con parte anclada al reticulo
endoplasmatico. Como ya fue mencionado, el dominio IRBIT de AHCYL1 es
funcional cuando esta fosforilado y en ese contexto se une a proteinas blanco en
el citoplasma. La inactivacion de este dominio, ya sea por desfosforilacion o
clivaje, favoreceria la uniéon a blancos nucleares como AHCY (Devogelaere,
Sammels, and Smedt 2008). Muchas de las reacciones de transmetilacion de
ADN, ARN y proteinas se dan en el nucleo, donde es fundamental que estén MTs
y también AHCY para hidrolizar rapidamente a SAH (GrbeSa et al. 2017).
Considerando que AHCY es funcional unicamente cuando forma homotetramero
(Ault-Riché, Yuan, and Borchardt 1994; Turner et al. 1998), se postulé que la

translocacion a ndcleo de AHCYL1 clivado (de su extremo C-terminal que
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mencionamos es muy similar a AHCY) podria formar heterotetrameros que no
fueran enziméaticamente activos y de esa manera AHCYL1 convertirse en un
regulador de AHCY (Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008). GrbeSa vy
colaboradores demostraron por ensayos de co-inmunoprecipitacion y de
complementacion de fluorescencia bimolecular (BiFC) que efectivamente AHCYL1
y AHCY interaccionan; sorpresivamente lo hacen en nucleo y en citoplasma,
aungue no se investigo si la union en el citoplasma es con AHCYLL1 clivada o no.
En ese trabajo también se describié que el silenciamiento de AHCYL1 provocd un
aumento en la fraccion nuclear de AHCY, sugiriendo que AHCYL1 podria estar

involucrada en su translocacion a nucleo (Grbesa et al. 2017).

Expresion de AHCYL1

En cuanto a su expresion, AHCYL1 posee dos isoformas (AHCYL1-A y
AHCYL1-B) producto de splicing alternativo (Cooper et al. 2006). La isoforma
canonica tiene un peso molecular de 58,9 kDa, mientras que a la isoforma B le
faltan 47 aminoé&cidos y pesa 53,8 kDa (https://www.uniprot.org/uniprot/O43865).
Es una proteina de expresion ubicua en diversos tejidos, como el cerebro, tejidos
reproductivos, tracto gastrointestinal, rifidn, timo, bazo pulmén y pancreas (Ando et
al. 2003; Uhlén et al. 2015). Debido a su fuerte induccién en la activacion de
células dendriticas también se la conoce como DCAL (Denditric Cell-expressed
AHCY-Like molecule)(Dekker et al. 2002).

Con respecto a la evolucion de los genes de la familia AHCY y AHCYL, se
observé la importancia de AHCY en mamiferos cuando se report6é que ratones con
delecién cromosomica del gen sufren letalidad embrionaria (Miller et al. 1994). Se
han descripto genes ortdlogos de AHCY en bacterias, levaduras, vertebrados,
entre otros. Pero solamente los organismos multicelulares segmentados muestran
predicciones de los miembros de la familia AHCYL, las cuales también estan

altamente conservadas entre especies (Cooper et al. 2006). Esto sugiere que las
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proteinas AHCYL podrian tener funciones novedosas en organismos mas

complejos.

Funciones de AHCYL1

AHCYL1 es wuna proteina multifacética, con diversas funciones
intracelulares y que interactta con distintas proteinas. Una de ellas es el Receptor
de IPs (IP3R), motivo por el cual AHCYL1 también recibe el nombre de IRBIT (del
inglés, IPs Receptor Binding protein released with IP3) debido a que originalmente
fue identificada por esa interaccion (Ando et al. 2003). AHCYL1 funciona como un
pseudoligando del IPsR, ya que si bien puede unirse al receptor no es capaz de
abrir el canal y por ende retiene el calcio intracelular en el reticulo endoplasmatico,
resultando en un regulador de la sefializacion de calcio intracelular (Devogelaere
et al. 2006). Como se menciond, la capacidad de union al IPsR esta regulada por
el grado de fosforilacion de AHCYL1 (Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008).
Cooper y colaboradores describieron que los niveles de expresién de AHCYL1 son
sumamente importantes en el desarrollo embrionario de zebrafish (Cooper et al.
2006). La inyecciéon de un morfolino antisentido contra AHCYL1 indujo la
formacion de embriones ventralizados, mientras que la sobreexpresion provoco
embriones dorsalizados similares a los obtenidos al depletar el calcio intracelular
mediante el tratamiento con tapsigargina. Es muy importante esta regulacion fina,
ya que cualquier desbalance produce morfologias atipicas. Este trabajo le atribuye
a AHCYL1 un rol clave en la embriogénesis mediante la modulacion del calcio

intracelular a través de la interaccién con el IP3R.

Ademas, AHCYL1 es capaz de regular otros canales y transportadores
idnicos, como NBCel-B (Shirakabe et al. 2006), NHE3 (He, Zhang, and Yun
2008), CFTR (D. Yang et al. 2009) y Slc26a6 (Park et al. 2013). En células
pancreaticas, se observO que AHCYL1l interactia con el cotransportador

electrogénico pNBC1, produciendo la secrecion de HCO3s y una disminucion en el

pH intracelular (D. Yang et al. 2009). También, interactla con cotransportadores
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NBCs electroneutros que son fundamentales para regular el pH neuronal

(Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008).

AHCYL1 también promueve la apoptosis (Bonneau et al. 2016). Una de las
maneras en que se induce el proceso de apoptosis es mediante la transferencia
masiva de Ca?* desde el reticulo endoplasmatico (RE) hacia la mitocondria.
AHCYL1 se puede unir a la proteina anti-apoptética Bcl2110 (homdloga de Bcl-2)
en las zonas de contacto entre mitocondrias y el reticulo endoplasmatico. En
condiciones de estrés apoptotico, AHCYL1 inhibe a Bcl2l110 y promueve el
contacto RE-mitocondria facilitando la transferencia de Ca?* que desencadena el
proceso de muerte celular programada. Vinculado con la regulacion del calcio,
también se observd que AHCYL1 inhibe a CAMKIIa y contribuye a la homeostasis
de catecolaminas en el sistema nervioso central (Kawaai et al. 2015).

La ribonucledtido reductasa (RNR) es otra de las proteinas que interacciona
con AHCYL1 (Arnaoutov and Dasso 2014). La RNR es una enzima que provee de
deoxinucledtidos trifosfato (ANTPS), por lo tanto, es necesaria para la replicacion
del ADN y el mantenimiento de la integridad gendmica. Arnaoutov y Dasso
describieron que AHCYL1 forma un complejo con la RNR y la inhibe. Esta
interaccién estd regulada como muchas de las funciones de AHCYL1 por su
estado de fosforilacion. En células HeLa se demostro que en ausencia de AHCYL1
hay un desbalance de dNTPs y se altera la progresion del ciclo celular.
Recientemente, Arnaoutov y colaboradores reportaron que AHCYL1 a través de la
inhibicion de la RNR cumple un rol clave durante la homeostasis del epitelio del
intestino medio en Drosophila melanogaster. AHCYL1 se expresa en progenitores
de células madre intestinales postmitoticas para suprimir RNR y colaborar en la
diferenciacion en células epiteliales adultas, un proceso que es esencial para la
sustentabilidad del tejido durante la vida del animal (Arnaoutov et al. 2020). Estos
resultados también remarcan la participacion de AHCYL1 en la toma de decisiones
del destino celular a través de mecanismos que regulan el ciclo celular impactando

en la transicion de estados celulares durante el proceso de diferenciacion.

35



Introduccion

Otro proceso regulado también por AHCYL1 es el procesamiento del ARNm
(Kiefer et al. 2009), via el factor especifico de poliadenilaciéon (CPSF) y la poli-A
polimerasa (PAP). La PAP es reclutada por CPSF para elongar la cola de poli-A 'y
AHCYL1 seria un inhibidor de la actividad de la PAP. Estos hallazgos sugieren
que AHCYL1 también puede regular la expresion génica a través de esta

interaccion.

Recientemente, AHCYL1 también ha sido vinculado al proceso de autofagia
en células de osteosarcoma (W. Huang et al. 2021). Huang y colaboradores
proponen a AHCYL1 como un sensor de SAH, donde SAH ya no seria Unicamente
un metabolito intermediario del ciclo de la metionina sino una molécula de
sefializacion. La union de SAH a la porcion C-terminal de AHCYL1 promueve la
union de la porcién N-terminal al dominio catalitico de PIK3C3 (la subunidad
catalitica de fosfatidilinositol 3-quinasa tipo 3), una proteina clave en autofagia.
PIK3C3 es una proteina quinasa que fosforila lipidos y es la Gnica quinasa clase IlI
de fosfatidilinositol en eucariotas que produce fosfatidilinositol-3-fosfato, lo cual es
fundamental para promover la autofagia (Russell et al. 2013). En este trabajo se

demostré que el eje SAH-AHCYL1-PIK3C3 inhibe el proceso autofagico.

Estas observaciones indican que AHCYL1 cumple diversas funciones
celulares béasicas y la relevancia de cada una en la fisiologia celular estaria

relacionada al tipo celular (Figura 7).
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Figura 7. Funciones principales de AHCYL1. En este se observan las principales proteinas o
moléculas que interactiian con AHCYL1 y cudles son los procesos celulares que regulan.

AHCYL1y cancer

AHCYL1 fue descripto por primera vez como un gen asociado a la
resistencia a drogas en un modelo de melanoma (Wittig et al. 2002). Ademas, en
periodos cortos de exposicién a drogas, se habia observado una disminucién de la
expresion de AHCYL1 en pacientes con cancer gastrico (Nakazawa et al. 2019).
Sus ensayos consistieron en evaluar la sobrevida y la progresion libre de
enfermedad en pacientes que fueron intervenidos quirdrgicamente y que luego
recibieron quimioterapia adyuvante. Encontraron que aquellos pacientes tratados
con quimioterapia y con baja expresion de AHCYL1 tuvieron peor prondstico y

recurrencia.
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Los primeros reportes de AHCYL1 en cancer fueron publicados por Jeong
en cancer de ovario epitelial. En su primer trabajo, demostr6 que AHCYL1
funciona como un oncogen en pollos y paradéjicamente como un supresor tumoral
en humanos (Jeong, Kim, Kim, et al. 2012). En particular, mujeres con moderada o
alta expresion de AHCYL1 mostraron tener mayor sobrevida libre de progresién de
la enfermedad. En el mismo afio publico otro trabajo en el cual describié que la
expresion de AHCYL1 se induce por agonistas sintéticos de estrégenos en
oviducto de pollos (Jeong, Kim, Ahn, et al. 2012). Alli, se propuso que AHCYL1
seria clave para regular el crecimiento y desarrollo del oviducto maduro en pollo

en respuesta a estrégenos y mediado por la via de sefializacion ERK1/2 MAPK.

En contraposicion a la hipotesis sobre AHCYL1 como un supresor tumoral,
se describi6 que AHCYL1 podria favorecer la migraciéon de células tumorales
(Hwang, Shin, and Hong 2020). En este trabajo se estudié como AHCYL1 impacta
en la regulacion de NBCnl, un cotransportador de Na*/HCOs. Se observd que
AHCYL1 se une a NBCnl y lo estabiliza en la membrana plasmética, teniendo un
efecto positivo sobre la migracion de células tumorales de pulmén e imitando el
efecto de EGF como estimulo migratorio. Teniendo en cuenta que la inhibicién
conjunta de AHCYL1 y NBCn1 inhibe la migracién, seria interesante aplicar esto

como estrategia terapéutica frente tumores metastasicos.

Por otro lado, el FGFR2 es un receptor de tipo tirosina quinasa que esta
asociado a fusiones aberrantes en distintos tumores (Duma, Santana-Davila, and
Molina 2019). AHCYL1 se encontré6 como parte de una fusién génica FGFR2-
AHCYL1 en tumores, con actividad oncogénica mayoritariamente en
colangiocarcinoma (Arai et al. 2013). Esta fusién permite la formacion de un
dimero que sefializa via MAPK de manera aberrante, lo cual promueve la
tumorigénesis. En este sentido, se mostro la utilidad de inhibidores de FGFR como
una posibilidad terapéutica. Si bien se ha encontrado en cancer de pulmon (Pacini

et al. 2021), no es de las fusiones prevalentes en este tipo de cancer.
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En conclusion, el rol de AHCYL1 en procesos tumorales no se encuentra
muy explorado hasta el momento. La mayoria de las publicaciones apuntan a su
rol como supresor tumoral, pero también se observd lo opuesto en ovario de

gallinas y se lo describié como un regulador positivo de la migracion.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Planteamos como hipotesis que los niveles de expresion de AHCYL1
modularian la capacidad plastica y el comportamiento celular en cancer de

pulmén.

El objetivo de nuestro grupo de trabajo es conocer los mecanismos
moleculares y celulares involucrados en la formacion de tumores que se originan a
partir de células que sufren “reprogramacién” y como las citoquinas del
microambiente tumoral contribuyen en este proceso (en particular, la via de
sefalizacion de TGF-B). El objetivo general de esta tesis es caracterizar el rol de
AHCYL1 como potencial moderador de la identidad, plasticidad y el

comportamiento de células tumorales en un modelo tumoral de pulmén.

Como objetivos especificos:
1- Estudiar la expresion de AHCYLL1 en lineas celulares de pulmén (normales

y tumorales) y analizar su nivel de expresion y localizacion subcelular.

2- Analizar la expresion de AHCYL1 en muestras de pacientes mediante

analisis de bioinformatica y en biopsias mediante inmunohistoquimica.

3- Analizar la modulacion de la expresion de AHCYL1 en distintos modelos de
plasticidad.

a. En distinto formato de cultivo: en monocapa (en 2 dimensiones) y en

esferas (en 3 dimensiones).

b. En un modelo de transicion epitelio mesenquimal inducida por TGF-

B1.

4- Analizar los niveles de expresion de AHCYL1 en la modulacion de la

expresion de marcadores de identidad celular.
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Analizar los niveles de expresion de AHCYL1 en el comportamiento celular

in vitro.

Analizar los niveles de expresion de AHCYL1 en el balance intracelular de

metabolitos del ciclo de la metionina.

Analizar los niveles de expresion de AHCYL1 en el comportamiento celular
utilizando un modelo de tumorigénesis in vivo y en un modelo de

angiogénesis in vivo.

Analizar los niveles de expresion de AHCYL1 en la expresion de factores de
pluripotencia.
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MATERIALES Y METODOS

Microbiologia

Preparacion de plasmidos

Transformacion de bacterias y aislamiento de plasmidos

Se utilizaron bacterias competentes Escherichia coli cepa DH5a y se siguid el
protocolo de transformacion descripto por Hanahan (Hanahan 1983). Se incubaron
50 pl de bacterias competentes con 10-50 ng de plasmido durante 30 minutos en
hielo. Luego, se les aplicé un shock térmico de 90 segundos a 42 °C vy
nuevamente se las colocd en hielo. Se agregaron 700 pl de medio LB sin
antibiético durante 45-60 minutos a 37 °C. Finalmente, se tomo volumen necesario
(50-500 pl dependiendo de calidad y cantidad inicial de plasmido) y se plaqued en
placas de LB con antibiético correspondiente al plasmido de interés.

Para corroborar la identidad del plasmido transformado se realizd un
chequeo por restriccién. Brevemente, el ADN plasmidico fue sometido a digestion
utilizando enzimas de restriccion elegidas teniendo en cuenta el mapa de cada
plasmido. Las soluciones de plasmido-enzima de restriccion (segun instrucciones
del proveedor) fueron incubadas 2 horas a 37 °C y posteriormente resueltas
mediante electroforesis en geles de agarosa. Se corroboré que las bandas

reveladas fueran del tamafio esperado segun el mapa.

Preparacion de plasmidos a gran escala (Maxi-prep)

Para la preparacion de plasmidos a gran escala, se picé una colonia para crecer
en 200 mL de LB liquido suplementado con el correspondiente antibiotico. En el
caso de los plasmidos de gran tamafio como los shARN, se prepararon pre-

cultivos de 5 mL que fueron crecidos durante 8 horas en agitacion a 37 °C. El

44



Materiales y Métodos

cultivo (ya sea a partir de colonia o de pre-cultivo) fue crecido toda la noche en
agitacion a 37 °C. Para el procesamiento, se siguieron las instrucciones del
fabricante utilizando el kit de QIAGEN para preparaciones a gran escala (#12163).
Brevemente, este procedimiento se basa en la lisis alcalina de las bacterias y su
posterior purificacion a partir de la uniéon a una columna cromatogréfica especifica
para ADN plasmidico. Utilizando esta metodologia se obtiene un alto rendimiento

de plasmido y de gran pureza (hasta 500 ug).

Plasmidos utilizados

Para transfeccién

o pEGFP-CL1: vector de expresion de la proteina fluorescente GFP (Clontech
#6084-1)

o pLM-vexGFP-Oct4: vector de expresion de la proteina de fusion GFP-
POUS5F1 (Oct4) (Addgene #22240)

o pTagRFP-N: vector de expresion de la proteina fluorescente RFP (Evrogen
#FP142)

o tdTomato-AHCYL1: vector de expresion de la proteina de fusion tdTomato-

AHCYL1 desarrollado y gentilmente cedido por el Dr. Arnaoutov (Arnaoutov and
Dasso 2014).

Para transduccion

Los plasmidos utilizados para empaquetar las particulas virales, los shARNs
especificos y los controles fueron gentiimente cedidos por el Dr. Joaquin
Espinosa, colaborador del grupo de trabajo.

o VSV-G: (Addgene #8454)
o Delta 8.9: (Addgene #12263)
o NT5: (Addgene #SHC216)

o pLKO.1-GFP: (Addgene #30323)
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Vectores para el silenciamiento de AHCYL1

Tabla 3. Vectores de shARN dirigidos al gen AHCYL1.

Nombre Clone_ID Target Region
KD-AHCYL1-1 TRCNO0000299611 GCACTGATAGAACTCTATAAT Codificante
KD-AHCYL1-2 TRCNO0000299610 CGGCAAGTCGATGTCGTAATA Codificante
KD-AHCYL1-3 TRCNO000303728 CAATGTCTAAATCGCCTTAAA 3 UTR
KD-AHCYL1-4 TRCNO0000310439 GATGTGATGTTTGGTGGGAAA Codificante

Se resumen los nombres de los shARNS, su cddigo de identificacién (Clone_ID) en el consorcio de
ARN de interferencia del Instituto Broad (Estados Unidos), la secuencia a la que estan dirigidos
(Target) y la region del gen donde se ubica esa secuencia.

Cultivo Celular

Lineas Celulares
En esta tesis se utilizaron las siguientes lineas celulares:

HEK293T Linea humana de células embrionarias renales (ATCC CRL-3216).
Esta linea es capaz de generar particulas retrovirales en alto titulo.

A549 Linea celular humana de adenocarcinoma de pulmén (de células no
pequefias) (ATCC CCL-185). Es una linea ampliamente utilizada como modelo de

cancer de pulmon.

H1299 Linea celular humana de carcinoma de pulmén (de células no
pequefias) derivada de nddulo linfatico (ATCC CRL-5803). Es una linea

ampliamente utilizada como modelo de cancer de pulmén.

MRC-5 Linea celular humana de fibroblastos de pulmén (ATCC CCL-171). A
diferencia de A549 y H1299, corresponde a células normales, no tumorales.

Todas ellas fueron cultivadas rutinariamente con medio Dulbecco's Modified
Eagle Medium DMEM (alta glucosa) suplementado con bicarbonato de sodio 2,4
g/L, HEPES 2,2 g/L, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100
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pg/mL y suero fetal bovino (SFB) al 10%. Todos los reactivos son Thermo Fisher

salvo el suero, adquirido en Natocor.

Las lineas celulares fueron incubadas a 37°C en una atmosfera himeda al
5% de CO2. Se mantuvieron en crecimiento con pasajes cada 72-96 horas,
evitando sobrepasar el 90% de confluencia. Tanto para el mantenimiento como
para el plagueo, las células fueron lavadas con PBS y luego despegadas de la
placa en presencia de Tripsina durante 1-3 minutos (dependiendo la linea) a 37°C.
Se utilizaron lineas celulares de bajo repique y libres de micoplasma, las cuales

fueron rutinariamente chequeadas por qPCR.

Formacién de Esferas

Para la formacion de cultivos en tres dimensiones (3D, esferas), se
cultivaron 400.000 células A549 o H1299 en placas de baja adherencia de 60 mm
en medio apropiado para el enriquecimiento de células madre tumorales (medio
stem). El medio stem es DMEM/F12 suplementado con B-27 (20 puL/mL), bFGF
(20 ng/mL), EGF (20 ng/mL), L-glutamina (2 mM) y penicilina/estreptomicina (50
U/ml). Se agreg6é medio fresco cada dos dias y se mantuvo el cultivo durante 7
dias. A los 7 dias se tomd material para extraccion de ARN o proteinas. Las
fotografias fueron tomadas bajo microscopio Zeiss AxioVert Al FL de contraste de
fase acoplado a camara Canon EOS. Todos los suplementos del medio stem son

de Thermo Fisher.

Ensayo de conteo de esferas

Se sembraron 40.000 células por pocillo por cuadruplicado en placas de 24
pocillos. Se incubaron las células 48 horas en medio stem y se tomaron fotografias
utilizando un microscopio de contraste de fase y aumento 50X (Zeiss AxioVert Al
FL acoplado a cadmara Canon EOS). Se procesaron las imagenes utilizando el

programa ImageJ. Brevemente, se sustrajo el fondo de todas las imagenes y se
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ajusté el umbral de manera tal que se consideren solo las células que forman
esferoides y no se consideren particulas de suero o células individuales. Se
procesaron las imagenes convirtiendo a una mascara binaria y se cuantificé el
porcentaje de &rea cubierta. Es importante que todas las fotos se tomen en el

mismo aumento para poder compararlas.

Ensayo de dilucién extrema limitante (ELDA)

Se sembraron suspensiones de distintas concentraciones de células (10,
25, 50, 100 y 200 células por pocillo) por sextuplicado en placas de 96 pocillos y
ultra baja adherencia en medio stem. A los 3y 7 dias después de la siembra, se
cuantificé el nimero de esferas formadas (de un didmetro mayor a 40 um) en cada
pocillo utilizando un microscopio de contraste de fase y aumento 100X (Zeiss
AxioVert A1 FL acoplado a camara Canon EOS). La frecuencia de células
iniciadoras de tumor in vitro y los valores de p se calcularon usando el software
ELDA (Hu 2009).

Transfecciones

Transfeccion de plasmidos de sobreexpresion

Las células fueron plaqueadas al menos 24 horas antes en la confluencia
adecuada. Las transfecciones se realizaron con PEI (Sigma), Lipofectamina 2000
(Invitrogen) o Lipofectamina 3000 (Invitrogen) segun instrucciones del proveedor.

En resumen, se coloc6 en un tubo eppendorf (tubo A) la masa
correspondiente de ADN plasmidico y en otro tubo (tubo B) el agente de
transfeccion. Para las transfecciones con PEI a ambos tubos se les agrego cloruro
de sodio (NaCl 100 mM). En el caso de ambas Lipofectaminas se utiliz6 OptiMEM
(Invitrogen). Como complemento a la Lipofectamina 3000, el tubo A también llevo
el reactivo P3000. Se dej6 incubar 5 minutos y luego se transfirié el contenido del
tubo A al tubo B. Se mezclo vigorosamente y se permitio la formacion de
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complejos entre el ADN y el agente de transfeccion por incubacion durante 15
minutos. Se cambié el medio de las células por medio completo fresco y se agrego
la mezcla con los complejos por goteo. A las 3 horas, se cambio el medio por
medio completo fresco nuevamente. Los experimentos de sobreexpresion fueron

cosechados 48 horas post-transfeccion.

Las masas de ADN y agentes de transfeccién para cada linea celular se
indican en la siguiente tabla:

Tabla 4. Protocolo de transfeccion.

: Agente de Relacién
Linea celular Placa Masa ADN »
Transfeccién ADN:Agente
) Lipofectamina 2000
A549 6 pocillos 0,5-2ug ) ) 1.2
Lipofectamina 3000
HEK239T P 100mm 5 ug PEI 1:6

Se especifica el tipo de placa, la masa de ADN, el agente de transfeccion y la relacion

entre ambos para las lineas celulares utilizadas.

Transfeccion de siARN

Se plaguearon 100.000 células por pocillo en placas de 12 pocillos al
menos 24 horas antes de la transfeccion. Se realiz6 la transfeccion utilizando el
agente de transfeccion Lipofectamina RNAIMAX (#13778-075, ThermoFisher) en
una relacion 2:1 con el siARN (50 nM) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Se utilizd6 un siARN especifico para AHCYL1 (#sc-88017, Santa Cruz
Biotechnology) y un siARN control fue gentilmente cedido por el Dr. Videla-
Richardson (LIAN, FLENI-CONICET).

En resumen, se coloc6 en un tubo eppendorf (tubo A) el siARN en la
concentracion final indicada y en otro tubo (tubo B) la lipofectamina RNAI max,
ambos conteniendo previamente OptiMEM (Invitrogen). Se dejo incubar 5 minutos
y luego se transfirié el contenido del tubo A al tubo B. Se mezclé vigorosamente y

se permitié la formacion de complejos entre el ARN y el agente de transfeccion por
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incubacion durante 15 minutos. Se cambié el medio de las células por medio
completo fresco y se agrego la mezcla con los complejos por goteo. A las 3 horas,
se cambio el medio por medio completo fresco nuevamente. Los experimentos

fueron cosechados 48 horas post-transfeccion.

Transduccion de Plasmidos

Sintesis de particulas virales

Se transfectaron células HEK293T utilizando PEI como agente de
transfeccion y los plasmidos pVSVG — pD8.9 — pladsmido de interés (ShARN) en
una proporcion 2:2:1. Se reemplaz6 el medio luego de 4 horas por DMEM 10%
SFB y se colecté el sobrenadante dos veces 24 y 48 horas después. EI mismo
contenia las particulas virales de interés en suspension, las cuales fueron filtradas
a traves de filtros de jeringa de 0,45 um de tamafio de poro. Dichos sobrenadantes
fueron utilizados inmediatamente o guardados en alicuotas del volumen de uso a -

80 °C hasta su utilizacion.

Infeccion de lineas celulares y seleccién

La transduccion se realizd mediante incubacion durante 3 horas de la linea
celular elegida junto con el sobrenadante con particulas lentivirales, durante dos
dias consecutivos. Transcurrido el tiempo de incubacién, se renovo el medio por
DMEM 10% SFB. Se realiz6 la transduccién de GFP como control de la técnica. A
las 48 horas de la ultima incubacion con particulas virales se observé la expresion
de GFP y en ese momento se inicid la seleccion suplementando medio DMEM
10% SFB con puromicina. La concentracion de puromicina fue elegida a partir de
una curva de concentraciones realizada previamente, en la cual se buscé aquella
concentracion que el antibiético elimine en 7 dias al control negativo (linea celular
sin cassette de resistencia). La linea celular A549 fue seleccionada con
puromicina (3 pg/ml) durante una semana y luego para su mantenimiento se

disminuyo la concentracion de puromicina a la mitad (1,5 ug/ml). Los experimentos
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se realizaron con al menos 2 shARNs independientes para descartar que los
efectos observados se deban a efectos off-target. Los niveles de expresion de
AHCYL1 fueron monitoreados rutinariamente y previo a realizar los experimentos.

Cuando fue necesario se generé nuevo batch de células silenciadas.

Ensayos de Proliferacién

loduro de Propidio

Se sembraron 500.000 células por placa de 60 mm por quintuplicado 48
horas antes de ser utilizadas. Al momento de comenzar el experimento se
recomienda que las células estén aproximadamente al 80% de confluencia para
asegurar que se encuentren en division activa. Se agregaron 500 pL de tripsina
por placa para levantar las células. Luego se agregé 1 mL de PBS y se las coloco
en tubos de citometria. Se centrifugd a 1000 g durante 5 minutos a 4 °C (cuando
se mencione centrifugacion en este protocolo deberdn respetarse estas
condiciones de tiempo, velocidad y temperatura). Se descartd el sobrenadante y
se lavo el pellet con 1 ml de PBS. Se repitié la centrifugacion y lavado una vez
mas. Luego, se fijaron las células agregando al pellet 2 ml de etanol 70 % frio. Se
incubdé durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd y se lavé el
pellet con 1 ml de PBS. Nuevamente, se centrifugd y al pellet se le agregaron 300
uL de ioduro de propidio (#P1304MP, Life Technologies). Se debe dejar incubando
30 minutos a 4 °C. La solucion de ioduro de propidio se prepara realizando una
dilucién 1:20 de un stock cuya concentracién es 1 mg/mL y agregandole 200 uL de
ARNasa (100 pg/uL).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se adquirieron las mediciones
de ioduro de propidio utilizando el citbmetro FACS Canto Il (BD Biosciences) y se

analizaron los datos obtenidos con el software FlowJo version 10.
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Resazurina

Se prepar6 un stock de Resazurina (#199303, Sigma) 15 mM en agua y se
filtr6 usando filtros de 0,2 um de tamafo de poro. Para realizar el ensayo, es
necesario suplementar previamente DMEM 10% SFB con resazurina tal que su
concentracion final sea 30 uM.

Se sembraron 2.500 células en cada pocillo en placas de 96 pocillos por
quintuplicado. Al dia siguiente, se cambio el medio por medio con Resazurina y se
incubo por 2 horas. Cumplido el tiempo de incubacion, se midié la fluorescencia
emitida en el lector Multimode Plate Reader EnSpire® (Perkin-Elmer). Para la
cuantificacion es necesario tener dos placas independientes: una placa que se
mide al dia siguiente de plaqueo y se toma como el basal y luego a las 72 horas

de plagueo (48 horas después del basal) se cuantifica la otra placa.

Cristal violeta

Se sembraron 5.000 células en placas de 96 pocillos por triplicado. Luego
de 24, 48, 72 y 96 horas, se removié el medio y se fijaron las células con 150 uL
de metanol durante 15 minutos. Una vez finalizada la fijacion de 96 horas, se
enjuago cada pocillo con agua por inmersion y se colorearon las células con 150
pUL de una solucion de cristal violeta 0,06 % durante 15 minutos. Luego de la
incubacion, se removio el excedente del colorante mediante lavados con agua por
inmersion y se resuspendieron los cristales agregando 150 pL de metanol. Se
midio la absorbancia a 595 nm y graficaron las curvas de proliferacion. A partir de
estas curvas, se calcul6 el tiempo de duplicacion utilizando una herramienta online

(https://www.doubling-time.com/compute more.php). También se cuantificé la

proliferacion al igual que con Resazurina para poder comparar ambos métodos.

Transicion Epitelio-Mesenquimal inducida por TGF-$1

Se sembraron 30.000 células en pocillos de 60 mm. La noche anterior al

estimulo las células fueron deprivadas de suero (0,2 % SFB). Se realiz6 un
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pretratamiento de 1 hora con el inhibidor SB (10 puM) antes del tratamiento con
TGF-B1 (5 ng/mL). El tratamiento con TGF-B1 se realizo a distintos tiempos. Parte
de estos experimentos fueron realizados en colaboracion con la Dra. Fiorella

Belforte (becaria postdoctoral del grupo).

Deteccion de SAM y SAH mediante cromatografia liquida de ultra alto
rendimiento acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (UPLC-
HRMS)

Compuestos Quimicos

Para la preparacion de las fases moviles utlizadas en los métodos
cromatograficos, la preparacion de muestras, y las soluciones de estandares
quimicos, se utilizé agua ultrapura con 18,2 MQ-cm de resistividad (Thermo
Scientific Barnstead Micropure UV ultrapure water system, USA), metanol y
acetato de amonio calidad Optima y grado LC-MS (Fisher Chemical, USA) y &cido
acético de grado analitico (Fisher Chemical, USA). También se utiliz6 Leu-
encefalina (Waters Corp, USA) e hidroxido de sodio (EMSUREISO, Merck
Millipore, USA) para preparar soluciones de calibracion del analizador de tiempo
de vuelo del espectrometro de masas. Los estandares quimicos cloruro de S-
Adenosil-L-metionina (SAM) (hidrocloruro; pureza =295%, Cddigo 13956) y S-
Adenosilhomocisteina (pureza 298%, Cédigo 13603) fueron adquiridos en Cayman

Chemical (USA). El cloruro de sodio fue comprado en Anedra (Argentina).

Cultivo celular para la extraccion de SAM y SAH

Se disefi6 el protocolo para el cultivo celular y extraccién de metabolitos con
el objetivo de evaluar los niveles intracelulares de SAM y SAH en las lineas
celulares NT y KD-AHCYL1-4 mediante la técnica de cromatografia liquida de ultra
alta resolucion acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién, utilizando
un analizador de cuadrupolo tiempo de vuelo (UPLC-QTOF-MS). Dicho disefio se
realizo en colaboraciéon con el Grupo de Espectrometria de Masas Bioanalitica del
CIBION — CONICET, liderado por la Dra. Maria Eugenia Monge. Los experimentos
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de UPLC-QTOF-MS fueron llevados a cabo en el CIBION por la Dra. Malena
Manzi, en el marco de su formacion postdoctoral dirigida por la Dra. Monge. El

protocolo para la preparacion de las muestras se indica esquematicamente en la

Figura 8.
Recuento celular
Proteina total
Nivel de expresion Ensayos LC-MS
! || \ )
NT
NT1.2 e —— .
Pooled QC Experimento 1
KD-AHCYL1-4 :
KD1.2

Figura 8. Esquema de generacién de muestras para la extraccion de SAM y SAH intracelular.
Por cada experimento se generaron 3 muestras para los analisis por UPLC-HRMS (2 réplicas y 1
“pooled QC”") y 1 placa se utilizé para el recuento celular, cuantificacién de proteinas y nivel de
expresiéon de AHCYL1 para corroborar el silenciamiento. Ademas, se utilizé un blanco de
preparacion de muestras o de proceso (medio sin células). Se realizaron 10 experimentos
independientes.

Brevemente, se realizaron 10 experimentos independientes incluyendo a
ambas lineas celulares. Cada experimento consistié en el cultivo paralelo en 4
placas de Petri de 10 cm para cada linea celular. Una de las placas se utilizé para
recuento celular, determinacion de proteinas totales, y la determinacion de RNA
para corroborar la expresiéon de AHCYL1 y el monitoreo del silenciamiento del gen
AHCYL1. Las otras 3 placas fueron procesadas para la extracciéon de SAM y SAH
intracelular, una de las cuales fue utilizada para el desarrollo del método analitico
y la generacion de muestras de control de calidad (pooled QC), generadas a partir
de alicuotas iguales de todos los especimenes analizados en el estudio. Por lo
tanto, se generaron 2 placas para cada linea celular por cada experimento. El
conteo de las células permitio la normalizacion de los datos (Muschet et al. 2016).

Ademas, por cada experimento se realizé un blanco de proceso, que fue generado
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por incubacion de una placa de Petri de 10 cm con medio de cultivo sin células
siguiendo el mismo protocolo que se utilizé con las muestras. Junto a las muestras
del estudio se analizaron en el mismo lote analitico sus respectivos blancos de
proceso, ademas de una muestra de adecuacion del sistema y las muestras de
pooled QC.

Todos los experimentos fueron realizados dentro de un periodo de 3
semanas, Y las lineas celulares fueron utilizadas con un ndmero de pasaje similar
(entre 8 a 17). El estado y la confluencia de la monocapa previo a la siembra de
las células fue similar para cada experimento. Cada suspension celular fue
contada 3 veces para minimizar errores en el célculo de la dilucion y se sembraron

1x10°© células de cada linea celular en placas de Petri de 10 cm.

Luego de 24 horas desde la siembra de las células, se removié el medio de
cultivo; las células fueron lavadas suavemente con medio fresco, seguido de 18
horas de incubacion con el medio de cultivo correspondiente. EI nimero de células
sembradas fue optimizado para que alcancen un 80% de confluencia al momento
de la cosecha y pasos de extraccion. Previo a la etapa de quenching del
metabolismo, el medio fue descartado y las monocapas fueron lavadas suave y
rapidamente una Unica vez con 8 mL de solucion fisiolégica (NaCl 0,9% m/v)
(Dietmair et al. 2010; Kapoore et al. 2017). Luego, cada placa se colocé en un
bafio de agua-hielo e inmediatamente después se realiz6 el quenching del
metabolismo utilizando nitrégeno liquido para minimizar alteraciones en los niveles
de los metabolitos (Bi et al. 2013; Lorenz, Burant, and Kennedy 2011). Luego de la
evaporacion del nitrégeno, se agregd 1 mL de metanol frio (colocado previamente
en el bafio de agua-hielo) para la extraccidbn de metabolitos. Las células fueron
cosechadas usando un scrapper. Se adicionaron 400 puL de metanol frio para
cosechar la totalidad de las células de cada placa. Cada muestra, incluidos los
blancos de proceso, fue congelada en nitrogeno liquido, descongelada y mezclada
utilizando un vortex. Este ciclo se repitié una segunda vez y luego se centrifugaron

las muestras a 2000xg durante 4 minutos a 4 °C para remover el debris celular.
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Los sobrenadantes fueron colectados y mantenidos a -20 °C durante 2 horas para
favorecer la precipitacion de proteinas (Sarafian et al. 2014). Luego, se
centrifugaron las muestras a 15000 xg durante 15 minutos a 4 °C. Los
sobrenadantes fueron recolectados e inmediatamente congelados a -80 °C luego
de haberles agregado agua ultrapura para su congelacion a esa temperatura.
Todas las muestras del mismo experimento fueron liofilizadas en el mismo
momento junto con los respectivos blancos de proceso, para evaluar una posible
contaminacion cruzada. Las muestras y los blancos de proceso fueron liofilizados
en 6 lotes a -80 °C y 50 mTorr durante 72 horas utilizando un liofilizador Telstar
LYOQuest-85 freeze-dryer (Telstar, Espafia). Los residuos congelados fueron
descongelados a 0 °C en bafio de agua-hielo y reconstituidos en 80 pL de una
solucién de agua/metanol (90:10 v/v) y &cido acético 0,1%; fueron centrifugados a
13000 xg por 10 minutos a 4°C y las muestras se analizaron por UPLC-HRMS

dentro de las 6 horas posteriores a su reconstitucion.

Se realizaron diferentes procedimientos de control de calidad previos a la
adquisiciéon de los datos para evaluar el rendimiento del instrumento y la
reproducibilidad del método analitico. La muestra de adecuacion del sistema
consistié en una solucion de SAM y SAH 1 uM, preparada a diario en una mezcla
de agua/metanol (90:10 v/v) y acido acético 0,1%. Dicha muestra, el blanco de
solvente y un blanco de proceso fueron analizados al principio y al final de cada
lote analitico. Las muestras correspondientes a los especimenes fueron
analizadas aleatoriamente balanceando los tipos de muestra durante los dos dias
consecutivos de analisis, junto con las muestras de pooled QC. Estas se utilizaron
para verificar la estabilidad de los tiempos de retencién, de los valores de relacion
masa-carga (m/z), de la forma de los picos cromatograficos y de las areas
correspondientes durante el andlisis (Tabla Suplementaria 1). Ademas, las
muestras de pooled QC se utilizaron para acondicionar el sistema de UPLC-
QTOF-MS. Para este fin, se realizaron cuatro inyecciones consecutivas de la

muestra de pooled QC antes del analisis de las muestras del estudio en cada lote
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analitico. Las primeras tres inyecciones en el sistema de UPLC-QTOF-MS fueron
descartadas. Las muestras de pooled QC fueron usadas para monitorear la
reproducibilidad intra e inter- dia. Las cuatro muestras generadas en cada
experimento se analizaron consecutivamente, alternando entre experimentos el
orden entre NT y KD-AHCYL1-4, y las muestras de pooled QC se inyectaron cada

cuatro muestras de los especimenes en estudio (Tabla Suplementaria 1).

Debido a problemas durante el proceso de liofilizacion, se descartaron las
muestras correspondientes a los experimentos 4 y 5. Por lo tanto, se analizaron
muestras de 8 experimentos independientes (en total 16 muestras por linea

celular) por UPLC-HRMS a lo largo de 2 dias consecutivos de mediciones.

UPLC-HRMS

El andlisis de SAM y SAH se llevd a cabo mediante cromatografia liquida de ultra
alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién (UPLC-
HRMS) usando el sistema de cromatografia modelo ACQUITY UPLC I- Class de
Waters Corp., con una columna HSS T3 (2,1 x 100 mm, tamafo de particula =
1,8um) de Waters Corp. (Milford, MA, USA), acoplado a un espectrometro de
masas modelo Xevo G2S QTOF de Waters Corp. (Manchester, UK) con una
fuente de ionizacién por electrospray (ESI). La fuente fue utilizada en modo de
ionizacion positivo, el poder resolutivo y la precision del espectrémetro de masas
fueron 32,000 fwhm y 0,2 ppm a m/z 556,2771, respectivamente. La fase mévil A
consistié en una solucion acuosa con 10 mM de acetato de amonio y 0,1% de
acido acético y la fase B en metanol. La separacién cromatografica se realizd con
el siguiente programa de elucion por gradiente: 0-2 min 10% B; 2-6 min 10-25% B;
6-8 min 25-65% B; 8-9 min 65-95% B; 9-13 min 95% B. El caudal se mantuvo
constante a 0,20 mL min. Luego de cada inyeccion, el gradiente volvié a sus
condiciones iniciales en 13 minutos. Después de 7 minutos de analisis, los eluidos
de la columna cromatografica fueron dirigidos a descarte para minimizar el

ensuciamiento de la fuente de ionizacion y el espectrometro de masas, lo cual
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podria afectar la sensibilidad del método. El volumen de inyeccién fue de 6 pL
para las muestras y los controles de calidad y de 2 yL para las muestras de
adecuacion del sistema. Las temperaturas de la columna y de la bandeja de
muestras fueron fijadas a 35 °C y 5 °C, respectivamente. El espectrometro de
masas fue operado en modo de ionizacion positivo con un voltaje en el capilar de
2,5 kV y un voltaje en el cono de 30 V. Las temperaturas de la fuente y del gas de
desolvatacion fueron fijadas a 120 °C y 300 °C, respectivamente. El caudal de
nitrdgeno usado como gas de desolvatacion fue 600 L h™y el caudal de nitrégeno
en el cono fue 10 L h™L. El espectrometro de masas fue calibrado a diario antes del
analisis de cada lote analitico en el intervalo de m/z 50-1200, usando una solucioén
de formiato de sodio 0,5 mM preparada en una mezcla de isopropanol/agua (90:10
v/v). Para corregir posibles derivas en el valor de masa exacta, los datos fueron
corregidos durante la adquisicion utilizando una solucién de referencia la leucina
encefalina (m/z 556.2771) inyectada con un caudal de 2 yL min~! cada 45 s. La
adquisiciéon de los datos fue realizada en el modo MS continuo en el intervalo de
m/z 50-1200 y el tiempo de escaneo fue de 1 s. En la Figura 26 (ver Resultados)
se muestra un cromatograma representativo de iones extraidos (EIC) para SAM y
SAH para una muestra de NT5 y una de KD-AHCYL1-4. Para confirmar la
identidad de SAM y SAH, se comparé el tiempo de retencion observado en el
andlisis de la solucion estandar y en una muestra de pooled QC. Ademas, se
compararon los valores de masas exactas y sus perfiles isotépicos en ambas
muestras y estos Ultimos fueron contrastados con un perfil simulado.
Adicionalmente, se realizaron experimentos de espectrometria de masas en
tandem (UPLC-QTOF-MS/MS) en las muestras de pooled QC y en las soluciones
de mezcla de estandares para confirmar los patrones de fragmentacion. Los
espectros de fragmentacion de los iones precursores se adquirieron con voltajes
aplicados en la celda de colisiones entre 10 y 20 V y se utilizaron dos ventanas de
analisis del cuadrupolo correspondientes a 3Da y 1Da para evitar la co-seleccion
de iones. El gas utilizado en la celda de colisiones utilizado fue argon de ultra alta

pureza (299.999%). La adquisicion y el procesamiento de datos fue llevado a cabo
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usando el programa MassLynx version 4.1 (Waters Corp., Milford, MA, USA). Para
la integracion de las areas de los picos cromatogréaficos en los cromatogramas EIC
correspondientes a SAM ([M]* = m/z 399.1451) y SAH ([M+H]* = m/z 385.1294) se
utilizé una ventana de £10 mDa. El area de los picos fue utilizada para el calculo
de niveles relativos de los analitos. Para analizar estadisticamente los datos se
realizod una prueba de Mann-Whitney U y los p valores < 0,05 fueron considerados

significativos.

Técnicas de Biologia Molecular

Aislamiento de ARN

Para realizar la extraccion de ARN se partié de pellets congelados (-80°C) o
de células recién centrifugadas (0,5-1x10° células), previamente lavadas con PBS.
Se utilizé el reactivo TRIzolReagent (ThermoFisher, 15596018) siguiendo las

instrucciones del proveedor.

Brevemente, se agregaron 500 pl de reactivo a las muestras y se
homogeneizaron con micropipeta. Los lisados se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 5 minutos y luego se agregaron 100 ul de cloroformo. Se
homogeneizaron las muestras mediante el uso de vortex durante 15 segundos y
se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 2-3 minutos. Se centrifugaron
durante 20 minutos a 12000g en centrifuga refrigerada previamente a 4 °C. Se
recuperaron las respectivas fases acuosas (no coloreadas, en la parte superior de
cada tubo) en tubos nuevos, cuidando de no tocar la interfase. A las fases
acuosas recuperadas se les adicionaron 250 ul de isopropanol y se
homogeneizaron con vortex nuevamente durante unos segundos. Se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron durante 10 minutos
a 12000 g y 4 °C. Se descartaron los sobrenadantes por volcado y se agregaron
500 pl de etanol 75%. Utilizando el vortex, se homogeneizaron hasta observar

desprendimiento del pellet y se centrifugaron a 7500g durante 5 minutos a 4 °C.
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Luego de centrifugar, se descartaron los sobrenadantes por volcado y se dejaron

secar durante 20 minutos aproximadamente.

Se resuspendieron los pellets de ARN en 20 pl de agua miliQ. Se cuantificd
la concentracion de ARN correspondiente a cada muestra utilizando Nanodrop
(Nanodrop lite, Thermo Fisher Scientific). Las muestras se mantuvieron a -80 °C

hasta su uso.

Transcripcion Reversa

Para realizar la sintesis de ADN copia (CADN), se siguieron las
instrucciones del protocolo provisto por el fabricante de la enzima Transcriptasa

Reversa (MMLV-RT, Promega) con algunas modificaciones.

Se colocé una soluciéon de 1ug de ARN (segun cuantificacion de Nanodrop)
en agua miliQ tal que el volumen final sea 13,75 pyl. Esa solucion se incubo
durante 15 minutos a 55 °C y luego se le adicion6 a cada muestra una mezcla de
volumen 6,25 ul (compuesta por 4 ul de buffer de RT 5X, 0,25 yl de dNTPs 10 mM
(mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0,5 ul de oligodTs 100 uM
(oligo de 15 nucledtidos), 0,25 pl de inhibidor de ARNasas 40 U/ul y 0,5 pl de
enzima M-MLV RT 200 U/ul). Esa solucion de 20 ul fue incubada durante 1 hora a
37 °C para dar lugar a la reaccion de sintesis de ADNc y luego 5 minutos a 95 °C
para frenarla por inactivacion de la enzima. EI cADN proveniente de este

procedimiento fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

PCR en tiempo real (qPCR)

La gPCR se utilizo como herramienta para medir expresion génica
utilizando como molde el ADNc obtenido luego de la transcripcion reversa. Todas
las reacciones de qPCR fueron realizadas en un volumen final de 25 ul que fueron
colocados en placas de 96 pocillos compatibles con el termociclador CFX96 touch

real-time (BioRad). A cada pocillo se le colocaron 20 pl de mastermix y 5 ul de una
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dilucion 1:5 de ADNc. La mastermix se prepard considerando que cada muestra
se incubd con 2,5 ul de buffer de reaccion 10X, 0,75 ul de MgCl2 50 mM, 0,75 ul
de Sybr Green (dilucién 1:1000, Roche), 0,5 ul de una solucion de dNTPs 10 mM
(mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, Productos Bio-Logicos), 0,5 pl
de primer forward 10 pM, 0,5 yl de primer reverse 10 uM, 0,3 uyl de Taqg ADN
Polimerasa (5 U/ ul, Productos Bio-L&gicos) y agua libre de ADNasas c.s.p 20 pl.

Las condiciones de ciclado fueron un ciclo a 95 °C durante 10 minutos, luego
40 ciclos de la secuencia 95 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30 segundos
y 72 °C durante 30 segundos. Luego, se realizdé una curva de disociacion térmica
(o curva de melting) para evaluar la especificidad de la reaccion. El detalle de las

secuencias de primers utilizados se encuentra en la Tabla 5.

Tabla 5. Informacion sobre las secuencias analizadas por RT-qPCR.

Gen Secuencia (5°-3’) Informacién

Fw CGATGTGACCAGCCTCCGCAC
AHCYL1 Gen de interés
Rv TGCTTGTATCGCCCCTCGGGT

Fw ATCCTTGGCCGGCACTTTGAG
AHCY Gen relacionado a AHCYL1
Rv TCCACCTGCGGCTTGATGTTC

Fw TCCAACACCTCCCAGTATGACA
CD44 Marcador Stem
Rv GGCAGGTCTGTGACTGATGTACA

Fw ACAACACTACCAAGGACAAGG
CD133 Marcador Stem
Rv  GGACTTAATCTCATCAAGAACAGG

Fw GCCAAGAGGCAGACCTAGGAAA
HMGA2 Marcador Stem
Rv CATGGCAATACAGAATAAGTGGTCA

Fw ATTCAGGAGTAGCTTGGTGGAT

ITGA6 Marcador Stem
Rv TTCTCTTGAAGAAGCCACACTTC
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Fw TACAACGTGCGTGTGCTTTG
MUC5B Marcador Diferenciaciéon
Rv CTGTTGTGGTCGGCTTTGTG

Fw GCTGGAGAAGGAGAAGCTGG
POUS5F1 Marcador Stem
Rv GCTAAGCTGCAGAGCCTCAA

Fw CAATGCCAACTCCCGTCAGCAGAT
RPL19 Housekeeping
Rv GTGTTTTTCCGGCATCGAGCCC

Fw AGCAAAGAGGTCCTGATGGA

SFTPC Marcador Diferenciacion
Rv ACAATCACCACGACGATGAG
Fw ACAATCACCACGACGATGAG Marcador Transicion
SNAIL
Rv CTGCTGGAAGGTAAACTCTGG Epitelio-Mesenquimal
Fw AGCTACTGCCATCCAATCGA Marcador
VEGF-A
Rv GGTGAGGTTTGATCCGCATA Angiogénesis

Fw: Forward; Rv: Reverse

Para el andlisis de expresion y comparacion entre condiciones, se utilizo el
método delta Ct, considerando el Ct del gen de interés y el Ct de un gen de

referencia (en nuestro caso, RPL19) (Livak and Schmittgen 2001).

Western Blot

Preparacion de extractos celulares

Las muestras fueron cosechadas en buffer de lisis RIPA (NaCl 250mM,
Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaF 25 mM, EDTA 2mM y Triton-X 0.1%), fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM (Sigma, #P7626), ortovanadato de sodio 8 mM
(Sigma, #S6508) y un coctel de inhibidores de proteasas (Roche, #11836145001).
Para extraer las proteinas, las muestras fueron incubadas durante 30 minutos en
rotaciéon a 4°C y luego centrifugadas a 13300 rpm a 4°C. Las muestras fueron

usadas inmediatamente o congeladas a -80°C hasta su uso. La cuantificacion de
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proteinas se realizdé con el kit comercial BCA Protein Assay Kit (Pierce), segun
especificaciones de Thermo Fisher Scientific. Por ultimo, se lisaron las muestras
en buffer Laemmli 6X (Tris-HCI (pH 6.8) 375 mM, SDS 12% m/v, glicerol 50% vlv,

B-mercaptoetanol 15% v/v, azul de bromofenol).

Alternativamente, se cosecharon muestras directamente en buffer Laemmli
2X (Tris-HCI (pH 6,8) 125 mM, SDS 2% mlv, glicerol 25% v/v y B-mercaptoetanol
5% vl/v, azul de bromofenol) utilizando un scrapper sobre la placa de cultivo en
hielo. Estas muestras fueron sonicadas en sonicador Bioruptor (Next Gen

Diagenode).
En ambos casos, los lisados fueron calentados a 95°C por 5 minutos antes

de ser sembrados en geles de poliacrilamida.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), electrotransferencia y
revelado

Las muestras fueron resueltas en geles de poliacrilamida de porcentaje
variable en condiciones desnaturalizantes en buffer de corrida Tris-Glicina-SDS
(Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, SDS 0.1% m/v). El porcentaje de
poliacrilamida vari6 entre 10 y 15% y fue decidido en funcion de las proteinas de
interés a revelar. Como marcador de peso molecular se usé Precision Plus Protein
All Blue Prestained (BioRad #1610373). Se realiz6 la corrida electroforética a

voltaje constante de 100V hasta observar la caida del frente de corrida.

Luego, se realiz6 la transferencia a membranas de PVDF previamente
activadas en metanol durante 1 minuto (BioRad #1620177). La misma fue
realizada durante 90 minutos a voltaje constante delO0V y utilizando buffer de
transferencia (Tris 25 mM pH 8.3, Glicina 192 mM, metanol 20% v/v) a 4 °C. Al
finalizar, se procedio a tefiir las membranas con Rojo Ponceau para corroborar la
presencia de proteinas y que las masas sembradas en las distintas calles fuesen
comparables. Luego, se incubaron las membranas en agitacion durante 1 hora en
solucion de bloqueo (TBS-Tween 0,05% (Tris 25 mM pH 7.4, NaCl 150 mM,
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Tween-20 0.05% v/v) con 5% leche descremada 5% m/v) con el fin de evitar el

pegado inespecifico.

La incubacion con anticuerpos primarios se realiz6 en agitacion a 4°C
durante toda la noche y las diluciones de anticuerpos fueron preparadas en una
solucion de BSA 3% m/v en TBS-Tween 0.05%. La lista de anticuerpos utilizados,

sus diluciones y marcas se detalla en la siguiente seccion.

Posterior a la incubacion con anticuerpo primario, se realizaron tres lavados
con TBS-Tween 0.05% durante 10 minutos en agitacion a temperatura ambiente y
se procedié a incubar con el anticuerpo secundario de la especie correspondiente
acoplado a peroxidasa de rabanito (HRP) durante 1 hora en agitaciébn a
temperatura ambiente. La dilucion de anticuerpo secundario se preparé en
solucion de bloqueo. Se lavaron nuevamente las membranas tres veces durante

10 minutos en TBS-Tween 0.05% en agitacion a temperatura ambiente.

El revelado de la union de los anticuerpos se realizoé en presencia del kit de
guimioluminiscencia SuperSignal West Dura (ThermoFischerScientific, #34075)
utilizando el equipo G:BOX-CHEM-XT4 (Sygene). Para analizar las imagenes
obtenidas se utilizO el programa ImageJ (NIH) que permite realizar la

cuantificaciéon de la senal.

Anticuerpos utilizados

Tabla 6. Anticuerpos utilizados en ensayos de Western Blot.

Anticuerpo Dilucién Catélogo Marca
AHCYL1 1:1000 SAB2100076 Sigma-Aldrich
POUS5SF1 1:1000 ab19857 Abcam

AHCY 1:1000 RN126PW MBLI
H3K4me3 1:1000 ab8580 Abcam
H3K9me2 1:1000 4658 Cell Signaling

H3 1:3000 4499 Cell Signaling
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GAPDH 1:20000 ab8245 Abcam
B-ACTINA 1:3000 sc-47778 Santa Cruz Biotechnology

RATON-HRP 1:3000 17106516 BioRad

CONEJO-HRP 1:3000 1721019 BioRad

Detalle de diluciones, catalogo y marca de cada anticuerpo.

Inmunofluorescencia

Las células fueron sembradas en pocillos con vidrios del tamafio elegido 24
horas antes de realizar la inmunofluorescencia. En primer lugar, se lavo 3 veces
durante 5 minutos con PBS (de ahora en adelante, a esta repeticibn se la
denominara “lavados”). Luego, las células fueron fijadas con PFA 4% durante 10
minutos. Se realizaron los lavados y luego se incubé con una solucion de
permeabilizacion (Tritdbn X-100 0.1% en PBS) durante 10 minutos. Nuevamente se
realizaron lavados. Para el bloqueo, se incubaron las células durante 30 minutos
con solucion de blogueo (BSA 3% m/v en PBS) y luego se incub6 durante toda la

noche con el anticuerpo primario en camara hiumeda a 4 °C.

Al dia siguiente, se realizaron los lavados y se incubd con anticuerpo
secundario a temperatura ambiente durante 1 hora en oscuridad (debido a que el
anticuerpo secundario es fluorescente). La dilucion de los anticuerpos primario y

secundario se realiz6 en la solucion de bloqueo.

Una vez terminada la incubaciéon con anticuerpo secundario, se procedio a
lavar nuevamente y se incub6 con DAPI (1:3000 en PBS) durante 15 minutos.
Finalmente, luego de lavar se procedi6 al montaje con Mowiol (#81381, Sigma).

Las fotos fueron tomadas con un microscopio confocal LSM 710
AxioObserver (Zeiss) y se utilizé el software ZEN 2011 para la adquisicion de las

imagenes.
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Tabla 7. Anticuerpos utilizados en ensayos de inmunofluorescencia.

Anticuerpo Dilucion Catélogo Marca
AHCYL1 1:250 SAB2100076 Sigma-Aldrich
Alexa Fluor647 anti-conejo 1:1000 A21245 ThermoFisher Scientific

Detalle de diluciones, catalogo y marca de cada anticuerpo.

Experimentos in vivo

Animales

Los ratones fueron criados en condiciones estandar de laboratorio
(temperatura 22+2 °C y 55+5% de humedad) con comida y agua ad libitum. Su
mantenimiento, apareo, sacrificio y uso experimental fue realizado bajo las normas
y protocolos aprobados por el Comision Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad de Buenos Aires para los ensayos de tumorigénesis in vivo y por
la CICUAL del IBioBA para los ensayos de angiogénesis in vivo. Los experimentos
fueron disefiados teniendo en cuenta las guias ARRIVE (Percie du Sert et al.
2019) y se desarrollaron con asistencia permanente de los Bioteristas del Bioterio
del IBioBA.

Tumorigénesis

Ratones NOD SCID de 6-8 semanas de edad fueron inyectados de manera
subcutanea en el flanco derecho mientras se encontraban anestesiados. Se les
inyecté una suspension de 2x10° células A549 (ya sea el control NT o alguna de
las lineas silenciadas KD-AL1-2 o KD-AL1-4) preparada en DMEM sin suero. Se
utilizaron 7-8 animales por tratamiento para el chequeo de las células KD-AL1-4 y
3 animales para las células KD-AHCYL1-2. En ambos casos, los animales fueron
inyectados bajo flujo laminar estéril. Se midi6 semanalmente el crecimiento
tumoral y peso de cada animal (también en flujo laminar estéril). Junto con el peso,

se evaluo el estado general de cada individuo. Luego de 7-8 semanas (tiempo en
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que los tumores que crecen mas rapido llegan a 1000 mm?), se sacrificaron los
animales por dislocacion cervical y se removieron los tumores para su analisis. Se
registré el peso (mg) y volumen final (mm3) de los tumores extirpados. El volumen
tumoral fue calculado usando la siguiente férmula (Euhus et al. 1986; Tomayko
and Reynolds 1989):

largo (mm) x ancho® (mm?)
2

Volumen tumoral (mm?) =

Angibégenesis

Ratones NODS SCID de 6-8 semanas fueron inyectados de manera
intradérmica con 108 células A549 (NT o KD-AL1-4) en 100 pL de una solucién
conformada por 90 uL de DMEM sin suero y 10 uL de Azul de Tripan diluido 1:10
en el flanco derecho (Tedesco et al. 2019). Como control se inyectdé una solucién
de DMEM-Azul de Tripdn sin células en el flanco izquierdo. Para este
procedimiento los animales fueron previamente anestesiados y posteriormente se

espero a su total recuperacién para volver al bioterio.

Pasados 7 dias de la inyeccién, los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y se removié su piel para poder fotografiar las regiones
inyectadas utilizando un estereomicroscopio (modelo Stemi 305, Zeiss) y el
software ZEN 2011.

Una vez obtenidas las fotos, se realizO una cuantificacion de vasos
medianos y pequefios utilizando el software ImageJ y calculando la densidad de

vasos segun la siguiente ecuacion:

n® vasos — n° vasos

2 células

. _ -antrol
Densidad de vasos (mm™ =) = ” - —
drea de la imagen

67



Materiales y Métodos

Analisis Bioinformatico

Los datos utilizados fueron obtenidos de la base publica de “The Cancer
Genome Atlas” (TCGA), mediante la herramienta UCSC Xena browser (Goldman
et al. 2018) y se eligio el uso de la dataset TCGA Pan-Cancer (PANCAN). Luego,
se aplicdé un filtro para trabajar con los datos de adenocarcinoma (LUAD, lung
adenocarcinoma) y cancer de células escamosas (LUSC, lung squamous cell
carcinoma).

Para el analisis de tejido normal versus tumoral, se utilizaron datos de
expresion de mARN de AHCYL1 de muestras normales y tumorales. Para
confeccionar los graficos de los distintos estadios tumorales, se aplicaron filtros
para seleccionar dentro del dataset tumoral las categorias tumor primario,
recurrencia locorregional y metastasis distante. En este caso, se trabajé con las
categorias puras; las categorias “tumor  primario/metastasis” o]
“recurrencia/metastasis” no fueron tenidas en cuenta para realizar este analisis.
Esto se realizo utilizando los datasets TCGA-LUAD y TCGA-LUSC.

La correlacion de MKI67 y AHCYL1 se realizd utilizando el dataset de
tumores LUAD y LUSC (filtrados a partir de Pan-Cancer) y se graficaron en grafico
XY que se evalué mediante una correlacion de Spearman. A su vez, se estudio la
correlacion entre la expresion de AHCYL1 con un indice de pluripotencia
confeccionado por Malta y colaboradores mediante un algoritmo de aprendizaje
automético (Malta et al. 2018). El algoritmo fue entrenado con datos de
transcriptémica de células pluripotentes embrionarias (no tumorales) y luego fue
puesto a prueba indagando sobre el perfii molecular de células tumorales
obtenidas a partir de 12.000 muestras de 33 tipos de tumores distintos. Para cada
tipo de tumor se hizo un entrenamiento independiente con el objetivo de
jerarquizar genes especificos para cada tipo tumoral en particular. A partir de este
trabajo, se desprenden dos indices de pluripotencia, uno a partir de expresion
génica (ARNm) y otro basado en epigenética. Ambos van de 0 (bajo) a 1 (alto),

donde los tumores con mayores rasgos de pluripotencia mostraron valores
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cercanos a 1 y fueron asociados a procesos biol6gicos activos en CMTs, en
tumores que tenian mayor grado de dediferenciacion y de grado histopatoldgico.
El indice de expresion génica se basa en todo el transcriptoma para cada tipo de
tumor. Fue validado con datasets externos para células stem y también células
diferenciadas y demostré que todos los genes de stemness publicados se
encontraron enriquecidos. El indice de pluripotencia basado en epigenética
también esta basado en datos de transcriptomica, pero considera un universo
menor de genes. Los genes seleccionados fueron aquellos cuyos promotores
estuviesen hipometilados en estadios pluripotentes de células madre pluripotentes
y células madre pluripotentes inducidas. La mayoria de estos genes tenian sitios
de union para SOX2-POU5SF1. Teniendo en cuenta los datos de AHCYL1 y MKI67,
se confeccionaron dos subgrupos “alto AHCYL1 — bajo MKI67” y “bajo AHCYL1 —
alto MKI67” y se analizé como afectd esta divisién a los indices de pluripotencia
generados a partir de expresion de ARNm y a partir de datos epigenéticos. El
grafico de supervivencia de Kaplan-Meier fue generado a partir de la herramienta
KMPlotter (https://kmplot.com/analysis) (Gyorffy et al. 2013). Para ello, se utilizé la
base de datos Lung Cancer y un andlisis basado en la expresibn media de dos
genes (AHCYL1 y MKI67). Se analiz6 mediante una prueba de Mantel-Cox (log-
rank test), que es una prueba estadistica no paramétrica para contrastar la

sobrevida de dos poblaciones.

El andlisis de los datos fue realizado en colaboracion con el Lic. Nicolas

Budnik, becario doctoral del grupo.

Analisis de muestras de pacientes por Inmunohistoguimica

Inmunohistoquimica

Se realizé un estudio retrospectivo de muestras de pacientes operados en
el Hospital Universitario Fundacion Favaloro entre noviembre del 2009 y diciembre

del 2020 y cuyas piezas quirurgicas fueron estudiadas en el Servicio de Anatomia
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Patolégica. Se seleccionaron muestras histolégicas de tejido tumoral procedente
de resecciones quirdrgicas de cancer de pulmon. Se analizaron 20 casos de
adenocarcinomas de pulmon. Ademas, se sumaron como control 6 casos de
pacientes con cancer de pulmén no microcitico no clasificados como
adencarcinomas: 3 escamosos, 2 neuroendocrinos y 1 de células grandes. Como
control, se determiné la marcacion de AHCYLL1 en tejido pulmonar normal en seis
muestras de tejido de donantes cadavéricos sanos, cuyos Organos fueron
utilizados para trasplante de pulmaon, fallecidos por otras causas y sin patologia
pulmonar macroscopica ni histolégica. Se seleccionaron bloques de tejido
representativos de cada lesién conteniendo tumor, con exclusion de las zonas con
hemorragia, necrosis y/o fibrosis para las pruebas de inmunohistoquimica para
AHCYL1 y MKI67. Los ensayos de inmunohistoquimica fueron realizados
utilizando una plataforma de tincién automética (BenchMark, GX, Ventana Medical
Systems/Roche). Las muestras se fijaron en formaldehido al 4% y se incluyeron en
parafina, realizandose secciones de 3 um de espesor. Los cortes fueron tratados
con acondicionador celular 1 (CC1, #950-124, Roche) para la recuperacion
antigénica. Se utilizé un anticuerpo primario que reconoce a la proteina humana
AHCYL1 (anti-AHCYL1, SAB2100076, Sigma) en una concentracion final 5 pg/mL
y uno que reconoce a la proteina humana MKI67 (anti-MKI67, #790-4286, Roche)
en una concentracion final 2 pg/mL. Todos los anticuerpos primarios fueron
incubados por 32 minutos. Para la visualizacion se utilizé el OptiView DAB IH
Detection Kit (#760-700, Roche) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Los cortes fueron lavados con agua destilada, contrastados con hematoxilina (12
minutos) y reactivo de bluing (4 minutos), deshidratados en orden decreciente de
alcoholes, aclarados con xileno y luego montados con balsamo de Canada. Las
secciones contiguas fueron tefiidas con hematoxilina y eosina para evaluar el
grado histologico de las neoplasias, que se clasificé de 1 a 4 segun el criterio del
College of American Pathologists (CAP) (Butnor et al. 2021). Tanto las diluciones
de los anticuerpos utilizados, asi como los tiempos de incubacion fueron puesto a

punto utilizando controles negativos (en ausencia de anticuerpo primario) y
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controles positivos (tejidos disponibles del banco de tejidos del Servicio de
Anatomia Patoldgica de la Fundacion Favaloro). Estos experimentos se realizaron
mediante la colaboracion técnica entre la tesista y el personal técnico del Servicio
(la Técnica Araceli Castro). La determinacion de positividad y negatividad de la
marca fue realizada por pat6logos del Servicio de la Fundacién Favaloro.

Para realizar la cuantificacion de AHCYL1, se defini6 la intensidad de la
tincion de AHCYL1 de manera semi-cuantitativa de 0 a 4, siendo: 0, sin tincion; 1,
tincion débil; 2, tincion moderada y 3-4, tincidén intensa. Se empled el antigeno
MKI167 como indicador de ingreso en ciclo celular de las células neoplasicas,
realizandose una cuantificacion segun la proporcion de células neoplasicas con
ndcleos con tincién positiva a una alta magnificacién (400x). En todos los casos,
las evaluaciones de las muestras fueron realizadas de forma independiente por
dos patbélogos (Dr. Kevin Davies y Dr. Juan Pablo Santillan) cegados a las
caracteristicas clinicas de los pacientes. Las discordancias relativas a los
diagnosticos histoldgicos y la evaluacion inmunohistoquimica fueron discutidas y
resueltas en consenso con un tercer patodlogo (Dr. Carlos Vigliano). De manera
independiente y sin conocimiento de las caracteristicas clinicas, la Tesista realiz6
las evaluaciones a fin de corroborar las observaciones de los patdlogos, como

parte formativa de la tesis.

Los datos demogréaficos, clinicos, quirdrgicos (tipo de reseccion tumoral) y
anatomopatoldgicos (tamafio, tipo histolégico y estadio tumoral) de los pacientes
se incorporaron a una base de datos a la que se agregaron los datos de evolucién
clinica del postoperatorio y aquellos provenientes de los controles periodicos de
los pacientes, destinados a evaluar la recurrencia tumoral y la sobrevida (Kadota
et al., 2014). También se registro el tiempo de seguimiento de los pacientes, que
fue calculado haciendo la diferencia entre la fecha de la ultima consulta y la fecha
de la cirugia. En este analisis se incluyeron datos hasta enero del 2022.

Por otro lado, se evalud la infiltracion de células atipicas en la pleura debido

a su relevancia para determinar el estadio tumoral. Se definio la infiltracion pleural
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de manera semicuantitativa, siendo O: sin infiltracion pleural; 1: con infiltracién

pleural; 2-3: con infiltracion pleural y compromiso de la pleura parietal.

Comité de Bioética

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética de
Fundacion Favaloro DDI (1473) 0719.

Analisis Estadistico

Andlisis estadistico de los datos generados a partir de la experimentacion en
in vitro e in vivo

El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 utilizando el software
GraphPad Prism versién 8.0.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego,
California USA, www.graphpad.com. En los casos en los que se cumplieron los
supuestos de normalidad y homocedasticidad, se realizaron estudios
paramétricos: T de Student para comparaciones de dos grupos y ANOVA seguido
de una prueba de Dunnett a posteriori para comparaciones entre grupo control y
tratamientos (para tres 0 mas grupos) o de Tukey para comparar todos los grupos
entre si. Para aquellos datos en los cuales se cumpla la normalidad, pero las
varianzas no sean homogéneas, se utilizd T de Student con correccion de Welch
para comparaciones entre dos grupos y la prueba de Brown-Forsythe y Welch
seguida de una prueba de Dunnet para comparaciones entre grupo control y
tratamientos (tres 0 mas grupos). En caso de no cumplirse los supuestos, se
realizaron analisis no paramétricos, prueba de Mann-Whitney para comparar dos
medias y Kruskal-Wallis en reemplazo del ANOVA seguido de prueba de Dunn
para comparaciones entre el grupo control y tratamientos (tres o mas grupos).
Para indicar diferencias significativas se utilizé la siguiente referencia: * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,005 y **** p<0,0001.
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Analisis Estadistico aplicado a los datos de Bioinformatica

Para el analisis de datos bioinforméaticos se tomaron las mismas
consideraciones que fueron mencionadas para los datos obtenidos tanto in vitro
como in vivo (chequeo de supuestos y eleccion de prueba paramétrica 0 no
paramétrica). Ademas, se realizdé un analisis de correlacion entre la expresion de
MKI67 y de AHCYL1. Se eligio utilizar la correlacion de Spearman que no asume
que la distribucion de ambas variables es gaussiana. Las curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier se analizaron mediante una prueba de Mantel-Cox (log-rank test).
Esta prueba estadistica es no paramétrica y permite contrastar la sobrevida de dos

poblaciones.

Andlisis de los datos provenientes de las muestras de pacientes del Banco
de Tejidos de la Fundacién Favaloro.

Para las variables cuantitativas, se realiz6 la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para explorar su distribucion. Las variables numéricas que presentaron
distribucion normal se exhibieron como media y desviacién estandar. Las variables
con distribucién no gaussiana se presentaron como medianas y rango intercuartilo
25-75%. Las variables categoricas se reportaron como porcentajes del total y se
analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado de Fisher. Para el andlisis de las
variables cuantitativas con distribucién normal, se utiliz6 la prueba de t o ANOVA
para muestras independientes. Para el andlisis de variables con distribuciéon no
paramétrica, se utilizé la prueba de Mann Whitney o de Kruskal-Wallis, segun

corresponda.

Para evaluar si existen diferencias en la tasa de supervivencia de acuerdo a
las variables demograficas, clinicas, quirdrgicas, anatomopatoldgicas, marcacion
con MKI67 e intensidad de la marcacion inmunohistoquimica para AHCYL1, se
utilizé la regresion de Cox, informando el hazard ratio (HR) y los intervalos de
confianza (IC95%) para cada variable. Las variables con HR mayor a 1 se

consideran de riesgo, mientras que las de HR menor a 1 son consideradas
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variables protectoras. Todas las p comunicadas se realizaron a dos colas y un
valor de p <0,05 se consider6 estadisticamente significativo. El analisis estadistico
se realizd con el software SPSS 17.0 (SPSS Inc, Chicago, lllinois). Estas
determinaciones se realizaron tanto por personal de Fundacién Favaloro (Dr.
Vigliano) asi como por la Tesista y se realizaron reuniones periddicas para discutir

los resultados como parte de la colaboracion y de la formacion de la doctorando.

Imagenes

Las imagenes 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 35 fueron realizadas a través de la

plataforma BioRender.com
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El objetivo de esta tesis fue caracterizar el rol de la proteina AHCYL1 en un
modelo tumoral de pulmén y su impacto en la tumorigénesis. Para ello, se evalu6
su expresion en células de modelo de cancer de pulmén, se estudid su
modulacién de expresion en distintos modelos de plasticidad celular, y se
realizaron experimentos de sobrexpresion y reduccion de la expresion mediante la
transfeccion de vectores de expresion heter6loga para la proteina de fusion
tdTomato-AHCYL1 y la técnica de interferencia mediante infeccién lentiviral
(shARNs) y transfeccion transitoria (SiARN), respectivamente. Ademas, se
realizaron experimentos in vivo y analisis de expresion en muestras de pacientes
para entender el potencial impacto de esta proteina en un contexto mas cercano a

la clinica.

Expresion de AHCYL1 en pulmoén

AHCYL1 es una proteina a la cual se le atribuyen diversas funciones (ver
Introduccién). En cuanto al rol de AHCYL1 en cancer se sabe muy poco y al
momento de comenzar esta tesis no habia reportes que vincularan a esta proteina
con cancer de pulmon ni con plasticidad celular. Por tal motivo, el primer objetivo
fue estudiar la expresion y localizacion de AHCYL1 en las lineas celulares que

fueron elegidas como modelo.

Analisis de localizacién y expresion de AHCYL1 en lineas celulares

En primer lugar, se realiz6 una caracterizacion de expresion y localizacion
de AHCYL1 en lineas celulares humanas de pulmén. Para ello, se seleccionaron
dos lineas tumorales ampliamente utilizadas en la bibliografia como modelo de
cancer de pulmoén (A549 y H1299) y una linea celular de fibroblastos de pulmén

(MRC-5) correspondiente a células no tumorales. Segun la bibliografia, AHCYL1
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estd descripta como una proteina citoplasmatica que puede eventualmente
translocar al nacleo cuando sufre de clivaje proteolitico (Devogelaere, Sammels,
and Smedt 2008). Al momento de la escritura de esta tesis, no se encontraron
reportes sobre la expresion y localizacion enddgena de AHCYL1 en lineas de
pulmén humanas. Como se puede observar en la Figura 9 A, el estudio de
AHCYL1 enddgeno mediante inmunofluorescencia (IF) reveldé que su localizacion
es tanto citoplasmatica como nuclear en las lineas analizadas, mostrando mayor
intensidad en el compartimento nuclear. A su vez, se observO una mayor
intensidad en la marca observada en la linea no tumoral MRC-5 en comparacién

con lo observado para las lineas tumorales A549 y H1299.

Para corroborar esta observacion, se analizo la expresion de la proteina
AHCYL1 mediante Western blot (WB) y se observé que la linea MRC-5 expresa
mayores niveles de AHCYL1 enddgeno que las lineas tumorales A549 y H1299
(Figura 9 B). El andlisis densitométrico semicuantitativo indica una tendencia a
mayores niveles de expresion en las células no tumorales (al borde de la

significancia estadistica, p=0,0541) (Figura 9 C).
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Figura 9. Andlisis de expresion y localizacion subcelular de AHCYL1. A) Imagenes
representativas de inmunofluorescencia de células A549, H1299 y MRC-5 donde se observa la
localizacion de AHCYL1 (rojo). Se utilizé6 el marcador nuclear DAPI (azul). La barra de escala
corresponde a 10 pm. Se analizaron mas de 100 células provenientes de dos experimentos
independientes. B) Western blot representativo de AHCYL1 (60 kDa) para las lineas A549, H1299
y MRC-5. Se utilizé GAPDH (37 kDa) como control de carga. C) Cuantificacién de 3 experimentos
independientes de Western blot donde se relativizo la expresion de AHCYL1 a la carga de GAPDH
expresado en unidades arbitrarias (UA) (p=0,00541; n=3).
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Analisis de la expresion de AHCYL1 en muestras de transcriptOmica de
pacientes

Para poder determinar el rol de AHCYL1 en cancer de pulmén y analizarlo
en un contexto mas préximo a la clinica, se evalu6 su expresion a partir de datos
provenientes de bancos de muestras de pacientes. En primer lugar, se utilizé
informacion de secuenciacién de ARN (ARN-seq) de la base de datos publica The
Cancer Genome Atlas (TCGA), en su dataset Pan-Cancer y se analizd lo
correspondiente a cancer de pulmén, en muestras de adenocarcinoma (LUAD) y
de cancer de células escamosas (LUSC). También se usaron las bases de datos
TCGA-LUAD y TCGA-LUSC.

En una primera instancia, se evaluo la expresion de AHCYL1 a nivel de
ARNmM en muestras de tejido normal sano en comparacidon con muestras
tumorales. La expresion de AHCYL1 en los tumores de pulmoén de células no
pequefias (NSCLC, non-small cell lung cancer) fue significativamente menor
(Figura 10 A). Esto fue consistente con lo observado en las lineas celulares
(Figura 9). Luego evaluamos los niveles de expresion de AHCYL1 entre tumores
primarios, recurrencias y metastasis. Observamos que en los NSCLC las
diferencias no fueron significativas (Figura 10 B). Sin embargo, al analizar los
adenocarcinomas, se observO que AHCYL1 posee una expresion
significativamente menor en recurrencias y metastasis en comparacion con los
tumores primarios (Figura 10 C). Esto indicaria que los adenocarcinomas que
presentan caracteristicas de mayor agresividad y resistencia tendrian menor
expresion de AHCYLL1.
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Figura 10. Expresién de AHCYL1 en muestras de pacientes de cancer de pulmén de células
no pequefias obtenidas a partir de la base de datos TCGA. A) Expresion de AHCYLL1 en
muestras de pacientes provenientes de TCGA, donde se analizaron muestras de tejido normal
(n=110) y tumores NSCLC (n=1016) utilizando una prueba de Mann-Whitney (p=0,0008). B)
Expresion de AHCYL1 en distintos estadios tumorales en NSCLC. Se compararon tumores
primarios (n=23), recurrencias (n=60) y metdastasis (n=89) y se analizaron mediante ANOVA
seguido de una prueba de Tukey (p=0,6546 para recurrencia; p=0,3482 para metéstasis). C)
Expresion de AHCYL1 en distintos estadios tumorales en adenocarcinomas. Se compararon
tumores primarios (n=13), recurrencias (n=38) y metastasis (h=67) y se analizaron mediante
ANOVA seguido de una prueba de Tukey (p=0,0403 para recurrencia; p=0,0209 para metastasis);
NSCLC: non-small cell lung cancer; LUAD: lung adenocarcinoma * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005 y
**** p<0,0001.

Actualmente, MKI67 es utilizado como un marcador de alta proliferacion y
como variable predictiva de tumores con peor prondstico (Y. Liu et al. 2017; Martin
et al. 2004). En la cohorte de pacientes provenientes de la base de datos, se
observé una correlacion inversa entre la expresion de ARNm de AHCYL1 y MKI67
(Figura 11 A). En base a estos resultados seleccionamos dos subpoblaciones,
aguellas que poseian expresion de AHCYL1 alto y de MKI67 bajo por un lado y

aguellas que tenian la relacion inversa por otro. Al confeccionar las curvas de
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sobrevida de estas dos subpoblaciones, se observd que los pacientes con bajo
AHCYLL1 y alto MKI67 tenian un peor prondstico (Figura 11 B).

A B o
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high 963 454 93 21 3

Figura 11. Analisis de AHCYL1 y MKI67 en muestras de pacientes en cancer de pulmén de
células no pequefias. A) Correlacién entre la expresién de AHCYL1 y MKI67, analizado por
correlacién de Spearman (n=1105, p<0,0001). B) Curvas de Kaplan-Meier para pacientes con bajo
AHCYL1-alto MKI67 y alto AHCYL1-bajo MKI67 analizado por prueba de Mantel-Cox (n=1925,
p=0,00012).

El cancer de pulmon es altamente heterogéneo como ocurre en otros tipos
de tumores solidos. Dentro de esta heterogeneidad, se encuentran
subpoblaciones de células tumorales que son plasticas y que suelen presentar
elevados los niveles de expresion de genes de pluripotencia (Shenoy 2020).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, Malta y colaboradores desarrollaron un
algoritmo de aprendizaje automatico para identificar rasgos de pluripotencia
asociado a la desdiferenciacion oncogénica (Chen et al. 2021; Malta et al. 2018).
Utilizando esta herramienta bioinforméatica, encontramos que la correlacion entre la
expresion de AHCYL1 y el indice de pluripotencia basado en expresion génica fue
negativa (Figura 12 A), sugiriendo que aquellos tumores con mayor expresion de
AHCYL1 poseen escasos rasgos de pluripotencia. Luego, se evalud este indice en
las subpoblaciones AHCYL1 bajo-MKI67 alto y AHCYL1 alto-MKI67 bajo y se

81



>

indice de pluripotencia
(basado en expresion de ARN)
(=]
i

Resultados

observé que los tumores con AHCYL1 bajo-MKI67 alto son los que presentan
mayor indice de pluripotencia (Figura 12 B). Esta herramienta permite inferir un
indice de pluripotencia también basado en datos epigenéticos (ver Materiales y
Métodos). El andlisis de este indice en las subpoblaciones de expresion de
AHCYL1/MKI67 mostrd resultados similares (Figura 12 C). Estos resultados
sugieren que los tumores con AHCYL1 bajo-MKI67 alto tienen mayor indice de
pluripotencia y por lo tanto serian tumores con mayor grado de dediferenciacion y

mayor grado histopatolégico.
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Figura 12. Relacion entre indice de pluripotencia y AHCYL1 en tumores de pulmon de
células no pequefias. A) Correlacion entre el indice de pluripotencia vs. AHCYL1, analizado por
correlacién de Spearman (n=1105, p<0,0001). B) Comparacion de indice de pluripotencia basado
en ARNm para las subpoblaciones alto AHCYL1-bajo MKI67 (n=279) y bajo AHCYL1-alto MKI&7
(n=381), analizado con una prueba de T (p<0,0001). C) Comparacién de indice de pluripotencia
basado en datos de epigenética para las subpoblaciones alto AHCYL1-bajo MKI67 (n=279) y bajo
AHCYL1-alto MKI67 (n=381), analizado con una prueba de T con correccién de Welch (p<0,0001).
*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001.

Del conjunto de resultados de esta seccion podemos concluir que AHCYL1
se encuentra menos expresado en tejido tumoral respecto al normal y que en
adenocarcinomas su expresion disminuye en tumores con perfil mas agresivo y
migratorio. A su vez, AHCYL1 y MKI67 se correlacionan negativamente. El analisis
de la subpoblacion bajo AHCYL1-alto MKI67 reveld que poseen una prediccion de

menor sobrevida y mayores indices de pluripotencia asociados que su contraparte

82



Resultados

alto AHCYL1-bajo MKI67. En resumen, la expresion de AHCYL1 pareciera ser

indicio de mejor prognosis en tumores de cancer de pulmon.

Andlisis de la expresion de AHCYL1l en muestras de pacientes por
inmunohistoquimica

Para poder comprender el rol de AHCYL1 en cancer de pulmén no
microcitico, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica utilizando una cohorte
de muestras de 26 pacientes provenientes del banco de tejidos del Hospital
Favaloro. Dentro de las muestras analizadas, 20 correspondieron a
adenocarcinomas y 6 a tumores no microciticos de otro origen (3 escamosos, 2
neuroendocrinos y 1 de células grandes). Ademas, se analizaron otros 6 casos de
tejido pulmonar normal como control. Estos ensayos fueron realizados en

colaboracién con el Servicio de Anatomia Patoldgica de Fundacién Favaloro.

En los resultados que se muestran a continuacion, se estudié la expresion
de AHCYL1 mediante una determinacion de intensidad semi-cuantatitiva, donde 1-
2 se consideré como bajo y 3-4 como alto. A su vez, se analizé la marcacion del
marcador de entrada al ciclo celular MKI67. También se realizé la tincion con
Hematoxilina-Eosina para poder determinar el grado histolégico de las muestras.
Brevemente, los tumores de bajo grado histoldgico (1-2) son aquellos que aun
conservan caracteristicas similares al tejido del cual se originan, por lo tanto, se
consideran diferenciados. En cambio, los de alto grado histologico (3-4) son los
que se encuentran menos diferenciados, y la histologia del tumor ya no se
asemeja al tejido original. Ademas, éstos tumores tienden a crecer y diseminarse

mas facilmente (Yasukawa et al. 2018).

Anédlisis tejido normal vs. tumoral

En tejidos normales se encontré que la marcacion de AHCYL1 se detecta
preferentemente en el revestimiento epitelial de las vias aéreas distales

(bronquiolos) (Figura 13, NORMAL). Esto es relevante debido a que esta region
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es considerada como el sitio de origen de lesiones preneoplasicas en los
adenocarcinomas (Wistuba and Gazdar 2006). Se observdO ademas que la
marcacion intensa de AHCYL1 en el tejido normal se asocia a una ausencia 0 muy
aislada marcacion de MKI67 (Figura 13, NORMAL).

En este mismo sentido, dentro de los adenocarcinomas evaluados se
observé una marcacion intensa de AHCYL1 predominantemente en tumores bien
diferenciados. Los adenocarcinomas poco diferenciados —de peor prondstico-,
mostraron una marca de AHCYL1 débil o poco intensa asociada a una marcacion
intensa de MKI67 (Figura 13, TUMORAL).

NORMAL TUMORAL

AHCYL1 N

\

* = ¢ ,__-2.

MKI67 B

Figura 13. Expresion de AHCYL1 y MKI67 en tejido pulmonar normal y en tejido tumoral
(adenocarcinoma). Analisis de inmunohistoquimica para la deteccion de las proteinas AHCYL1 y
MKI67 en pulmén normal y en una muestra quirdrgica de adenocarcinoma (normal vs.
adenocarcinoma de grado histolégico 3), seleccionados del banco de tumores de Fundacién
Favaloro. Los cortes fueron incubados con un anticuerpo anti-AHCYL1 (paneles superiores) y con
un anticuerpo anti-MKI67 (paneles inferiores). Magnificacion original x200. La barra de escala
corresponde a100 pm.
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Andlisis de los adenocarcinomas

Dentro de los 20 adenocarcinomas analizados, se encontré 1 caso con
intensidad de marcaciéon de AHCYL1 de 1 (5%); 4 casos con intensidad de
marcacion 2 (20%); 9 casos con intensidad de marcacion 3 (45%); y 6 casos con
intensidad de marcacion 4 (30%) (Tabla Suplementaria 2). En la Figura 14 se
muestran casos representativos para distintas marcaciones de AHCYL1 junto con
la inmunomarcaciéon de MKI67. También se incluyé la Hematoxilina-Eosina

correspondiente, que fue utilizada para determinar el grado histologico.

s RS o : , e DN X

AHCYL1: 4 AHCYL1: 3 AHCYL1: 2
MKI67: 15% MKI67: 20% MKI67: 70% MKI67: 85%

Grado Histolégico: 1 Grado Histolégico: 2 Grado Histolégico : 2 Grado Histolégico: 3

Figura 14. Expresion de AHCYL1 y MKI67 en muestras de adenocarcinoma. Analisis de
inmunohistoquimica para la deteccién de las proteinas AHCYL1 y MKI67 en casos seleccionados
de cancer de pulmén del banco de tumores del Hospital Favaloro. Los cortes fueron incubados con
un anticuerpo anti-AHCYL1 (paneles superiores), con un anticuerpo anti-MKI67 (paneles medios) y
con Hematoxilina-Eosina (paneles inferiores) para determinar su grado histolégico y estructura
tisular (n=20). Magnificacion original x200 o x400 (para poder observar el detalle de la marcacion).

Se observo que los tumores que presentan menor expresion de AHCYL1
exhiben una mayor expresion de MKI67 y mayor grado histolégico (Figura 14). La

utilizacién de MKI67 se encuentra descripta como un marcador potencial de peor
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prognosis en cancer de pulmon (Y. Liu et al. 2017; Martin et al. 2004; Warth et al.
2014).

Luego se realiz6 un andlisis de los parametros clinicos e histopatoldgicos
de las muestras de pacientes con adenocarcinoma de acuerdo al nivel de
expresion de AHCYL1. Las muestras de los tumores se agruparon segun su
intensidad de marcacion de AHCYL1 en minima-leve (1-2: baja) o moderada-
intensa (3-4: alta). Con esta nueva categorizacion se realizé el andlisis en la

siguiente tabla (Tabla 8):

Tabla 8. Parametros clinicos e histopatolégicos de las biopsias de pacientes con
adenocarcinoma de acuerdo al nivel de expresion de AHCYLL1.

Total AHCYL1 Bajo AHCYL1 Alto P valor
Pacientes 20 5 15 -
Edad (afios + DS) 64,9 (9,9) 67,3 (8,2) 64,0 (10,6) 0.5392
Sexo (%)
Masculino 11 (55%) 5 (100%) 6 (40%) 0.038 *®
Femenino 9 (45%) 0 (0%) 9 (60%) -
Tienzmgizr?g? ‘;'(ig”g)e”to 452 (30-1976)  379(365-833) 1694 (1246-2535) 0.098°
Tamafio (mm = DS) 29,5 (16,5) 24,2 (9,9) 31,3(18,1) 0.4172
Infiltracion pleural (%) 8 (40%) 2 (40%) 6 (40%) 1.000°
MKI167 (% mediana - IQR) 15 (5 — 35) 60 (30 — 70) 5(5-17) 0.004 *¢

Los datos estan expresados como numeros absolutos (%), media (DE) o mediana (rango
intercuartilico). * corresponde a diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) evaluadas por 2
Prueba T de Student, ° Prueba exacta de Fisher, ¢ Prueba de Mann-Whitney.

Como se observa en la Tabla 8, no se encontraron diferencias en la edad,

tiempo de seguimiento, tamafio e infiltracion pleural entre los tumores de baja y
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alta expresion de AHCYL1. Se encontré una asociacion significativa entre la
expresion de AHCYL1 y el sexo, donde se observa que AHCYL1 se asocia a una
expresion leve en hombres y a una expresion alta en mujeres. Dentro del total de
hombres, 5/11 tuvieron marcacién leve de AHCYL1 y 6/11 marcaciéon alta,
mientras que 9/9 mujeres tuvieron alta expresion de AHCYL1l. De manera
relevante y en concordancia con lo observado en la Figura 14, se encontré una
fuerte asociacion inversa entre AHCYL1 y MKI67 (Tabla 8). Estos resultados
indicarian que los tumores con alto indice de proliferacion poseen menor
expresion de AHCYL1, y validarian los datos observados a partir de los analisis
bioinforméticos utilizando los datos de expresion de ARNm de la base publica
TCGA (Figura 11).

Luego, se realizaron analisis de correlacion entre AHCYL1 y el grado
histolégico, la marcacion de MKI67 y el estadio tumoral, que se resumen en la
Tabla 9:

Tabla 9. Correlaciones entre AHCYL1 y Grado Histolégico, MKI67 o estadio para los 20

adenocarcinomas analizados.

Variable Coeficiente de Spearman P valor
Grado histoldgico -0,419 0,066
MKI67 -0,645 0,002*
Estadio 0,037 0,878

*corresponde a diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) evaluados mediante

andlisis de correlacién de Spearman

La correlacion entre el grado histoldgico de los adenocarcinomas y AHCYL1
para los pacientes analizados presenta una tendencia negativa y al borde de la
significancia estadistica. Esto implica que los casos que poseen menor marcacion

de AHCYL1 serian los de mayor grado histolégico, es decir, aquellos menos
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diferenciados (Tabla 9, Figura 14). La correlacion negativa entre AHCYLL1 y
MKI67 en adenocarcinomas fue estadisticamente significativa (Tabla 9, Figura
14), consistente nuevamente con los hallazgos en los datos de transcriptomica
(Figura 11). Por altimo, se realizd la correlacion entre AHCYL1 y los diferentes
estadios (de | a lll) pero no se observaron diferencias significativas. Esto

probablemente se deba a que son pocos casos analizados.

Anadlisis de Supervivencia en casos de Adenocarcinomas

Se realiz6 un estudio de supervivencia por andlisis de univariado mediante
regresion de Cox. Este tipo de andlisis considera la aparicion del evento (en este
caso, el deceso) a lo largo del seguimiento. Si bien fueron muy pocos casos y solo
hubo 6 eventos (fallecidos) dentro del grupo de adenocarcinomas, el analisis
determind como variables de prediccion a MKI67 y a AHCYL1 (Tabla 10).
Teniendo en cuenta los valores que toman los HR (hazard ratio), AHCYL1 se
considera una variable protectora y a MKI67 como una variable de mayor riesgo.

Tabla 10. Regresion de Cox univariada en pacientes con adenocarcinoma de pulmon.

Variable Regresion de Cox
Hazard Ratio (95%IC) P valor
Edad (afios) 1,174 (0,995-1,323) 0,059
Sexo (masculino) 1,744 (0,319-9,544) 0,522
Grado Histoldgico 2,118(0,574-7,822) 0,260
Estadio 1,319 (0,763-2,280) 0,321
MKI67 1,048 (1,007-1,090) 0,022*
AHCYL1 0,169 (0,033-0,869) 0,033*

*corresponde a diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Anélisis adenocarcinomas vs. otros tumores no microciticos

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se amplid la cohorte
analizada sumando los tumores no clasificados como adenocarcinomas (“otros
tumores”) y se obtuvieron los datos que se resumen en la Tabla 11 (para mas
detalles ver Tabla Suplementaria 2). No se observaron diferencias en la edad,
sexo, tamafio tumoral, grado histologico ni estado entre los dos grupos
anteriormente mencionados. A su vez, se encontrd que los “otros tumores” son
mas agresivos, debido a que muestran mayor marcacion de MKI67 (p=0,002) y
menor tiempo de seguimiento de los pacientes (p=0,008); esto sugiere que los
tumores que no se clasificaron como adenocarcinomas tuvieron mayor
proliferacion y mortalidad mas cercana a la fecha de la cirugia. Si bien no vimos
diferencias significativas probablemente por la poca cantidad de casos, un 67% de
los otros tumores tuvieron una baja marcaciéon de AHCYL1, mientras que el 75%

de los adenocarcinomas mostraron alta marcacion de AHCYLL1.

Tabla 11. Pardmetros clinicos e histopatoldgicos de pacientes con adenocarcinomas vs.
otros tumores no microciticos.

Total Adenocarcinomas tu?*r:znorizs vallaor

n 26 20 6
Edad (afios+DE) 65,2 (9,2) 64,9 (9,9) 66,4 (7,1) 0,7322
Sexo (masculino) (%) 15 (57,7%) 11 (55,0%) 4 (66,7%) 1,000°
Tiempo de seguimiento 0,008

1117 (365-2285) 1489 (607-2535) 190 (9-554) o

(mediana - IQR)

Tamafio (mm + DE) 34,4 (25,6) 29,5 (16,5) 50,5 (42,9) 0,290 2
Infiltracion pleural (%) 10 (38,5%) 8 (40%) 2 (33%) 1,000°
Grado Histoldgico (3-4) 13 (50%) 9 (45%) 4 (67%) 0,645°
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Estadio (II-1) 11 (42,3%) 8 (40%) 3 (50%) 1,0000
MKI167 (Tég)ediana - 20 (5 - 60) 15 (5 — 35) 72 (65 — 90) 0,002%*c
AHCYL1 (3-4) 17 (65%) 15 (75%) 2 (33%) 0,138°
AHCYL1 (1-2) 9 (35%) 5 (25%) 4 (67%) 0,138P

Los datos estan expresados como nimeros absolutos (%), media (DE) o mediana (rango
intercuartilico). * corresponde a diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) evaluadas por 2
Prueba T de Student, ® Prueba exacta de Fisher, ¢ Prueba de Mann-Whitney.

Al igual que para el analisis de los adenocarcinomas (Tabla 9), se realiz6
un analisis de correlacion entre AHCYL1 y el grado histolégico evaluando todos
los casos de cancer de pulmdédn no microciticos (NSCLC) y este resultado fue
estadisticamente significativo (coeficiente de correlacion de Spearman = - 0,403;
p=0,041).

Del conjunto de resultados de esta seccidbn podemos concluir que la
proteina AHCYL1 se expresa menos en el tejido tumoral respecto al normal.
Ademas, dentro de la poblacién de adenocarcinomas encontramos una asociacion
negativa entre AHCYL1 y MKI67, siendo la baja expresion de AHCYL1 y alta de
MKI67 posibles variables de mayor riesgo para la supervivencia. Al ampliar la
cohorte estudiada sumando otros tumores de cancer de pulmén (todos no
microciticos, NSCLC) hallamos una asociacidon negativa entre la expresion de
AHCYL1 y el grado histolégico. Todos estos resultados fueron validados mediante
el estudio de datos de transcriptémica provenientes de la base de datos TCGA.

En resumen, la expresion de AHCYL1 pareciera ser indicio de mejor
prognosis en cancer de pulmon no microcitico. Si bien es necesario ampliar la
cantidad de pacientes y tener en cuenta el tiempo de seguimiento para poder

determinar con certeza su utilidad como biomarcador pronéstico, la correlacién
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preliminar con un marcador conocido como MKI67 podria ser explorada en

combinacion con el uso de AHCYL1.

Hallazgos sobre la expresiéon de AHCYL1 en cancer de pulmoén

Analisis de localizacién y expresion de AHCYLL1 en lineas celulares

AHCYL1 se acumula tanto en nucleo como en citoplasma de las lineas
MRC-5, H1299 y A549.

Se observo una marca de mayor intensidad en la inmunofluorescencia y
una mayor cantidad de la proteina AHCYLL1 en la linea no tumoral MRC-5,

en comparacion con las lineas tumorales, A549 y H1299.

Andlisis bioinforméatico de AHCYL1 en tumores de pulmon

Los datos de transcriptomica muestran que:

Hay una menor expresion de AHCYL1 en tumores (comparado con tejido
normal).

AHCYL1 se expresa en todos Ilos estadios tumorales vy, en
adenocarcinomas, su expresion disminuye en muestras de recurrencias y
metastasis.

Hay una correlacién inversa entre la expresiéon de AHCYL1 y MKI67.

Hay una correlaciéon inversa entre la expresiéon de AHCYL1 e indices de

pluripotencia.

Estudio de la expresion de AHCYL1 en muestras de tumores de pacientes

En las muestras de pacientes con cancer de pulmon se encontro que:
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La marcacion de AHCYL1 es mas intensa en tejido normal que en muestras

de adenocarcinoma.

Hay una asociacion negativa entre AHCYL1 y MKI67.

En el analisis de regresion de Cox (univariado), AHCYL1 seria una variable

protectora mientras que MKI67 seria una variable de riesgo.

AHCYL1 es candidato potencial para biomarcador junto con MKI67.

Estudio de AHCYL1 en modelos de plasticidad tumoral

Modelo 3D

Los cultivos tridimensionales (3D) o esferas se utilizan como modelo de
tumores sélidos, ya que, en parte, recapitulan mejor algunas de las propiedades
del tumor original en comparacioén a los cultivos en dos dimensiones (2D) (Bahmad
et al. 2018). Las células capaces de crecer en medios libre de anclaje como
esferas in vitro son las células embrionarias y las CMTs (Manzo 2019).

Para evaluar la expresion de AHCYLL1 y su potencial nexo con el estado de
identidad celular, se realizé un analisis comparativo entre cultivos en 2D que estan
enriquecidos en células diferenciadas y cultivos en 3D en condiciones de stem. Se
cultivé entonces la linea de adenocarcinoma humano, A549 como monocapa Yy
como esferoides, y se tomaron fotografias a los 3 y 7 dias para analizar su
morfologia. Como se puede observar en la figura (Figura 15 A), las células A549
formaron estructuras libres de anclaje tipo esferoides similar a lo reportado
previamente para esta linea celular (Zhao, Setrerrahmane, and Xu 2015).

A los 7 dias de cultivo, se tomaron muestras tanto de ARNm como de
proteina para estudiar la expresion de AHCYL1 y de marcadores de interés. Como
control, se analizé la expresion de POU5SF1 y CD44 (marcadores de pluripotencia)
para corroborar que la formacion de estructuras esferoides estuviese reflejada en

su patron de expresion molecular (J. B. Kim et al. 2009; Leung et al. 2010). Ambos
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marcadores mostraron una induccion en su expresion y no se observaron
diferencias en la expresion de AHCYL1 al comparar las muestras de monocapa
(2D) con esferoides (3D) (Figura 15 B).
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Figura 15. Andlisis de la expresion de AHCYLL1 en la linea celular A549 en monocapa (2D) y
esferoides (3D). A) Fotografias de la monocapa (2D) y de los esferoides (3D) tomadas alos 1, 3y
7 dias. Barra de escala: 1 mm. B) RT-qPCR para AHCYL1, POU5F1 y CD44, donde POU5F1 y
CD44 son controles positivos de induccion de estado de desdiferenciacion. La expresion relativa es
sobre la expresion en monocapa. RPL19 fue utilizado como control de normalizacion. Se analiz6
mediante prueba de T con correccién de Welch, para AHCYL1 (n=3-5). C) Western blot para las
proteinas AHCYL1 (60 kDa) y POUSF1 (proteina control de pluripotencia en esferas, 48 kDa).
GAPDH (37 kDa) fue utilizado como control de carga. La linea celular U87 fue utilizada como
control de formacion de esferoides e induccidon de pluripotencia. Las muestras corresponden a
esferoides de 7 dias. El blot corresponde a un experimento representativo de tres. D)
Densitometria de bandas realizada con ImageJ. Analizado mediante prueba de T (n=3). * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,005 y **** p<0,0001.
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A diferencia de lo observado a nivel de ARNm, cuando se estudi6 la
expresion proteica de AHCYL1 se observé una disminucion significativa en su
expresion en las muestras correspondientes a esferoides de 7 dias de la linea
pulmonar A549 (Figura 15 C, D). A su vez, en las mismas condiciones, se evalu6
la expresion de POU5F1 la cual mostré una expresion aumentada. Como control,
se corrieron en paralelo muestras de la linea celular U87, una linea ya utilizada en
nuestro laboratorio que permitié corroborar la induccién de POUSF1 a nivel de
proteina y el tamafio de la banda esperada (Ferreyra Solari et al. 2016). En esta
linea de glioblastoma, la expresion de AHCYL1 no se encuentra disminuida en
estas condiciones (a diferencia de pulmon), como fue demostrado previamente en
la tesis de Licenciatura del Licenciado Nicolas Budnik, indicando que la regulacion
de la expresion de AHCYL1 es diferente segun el tejido analizado.

Estos resultados indicarian que la expresion de AHCYL1, al menos a nivel
de proteina, se encuentra disminuida en cultivos enriquecidos en células que
poseen un perfil tipo progenitor o CMTs (0 que han pasado por un evento de

desdiferenciacion celular) en células tumorales de pulmon.

Modelo TGF-B

El proceso de transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es inducido por la
citoquina TGF-f3 (entre otros) y considerado como un evento de plasticidad celular,
vinculado a procesos de invasion, migracion y metastasis. La linea A549 es
utilizada como un modelo conocido in vitro para el estudio del EMT (Bellomo, Caja,
and Moustakas 2016; Pirozzi et al. 2011). Durante este proceso (EMT) se
hipotetiza que las células pasan por un estadio de transicion mas indiferenciado o
metaestable (también heterogéneo) en el cual adquieren caracteristicas
pluripotentes para adoptar finalmente su fenotipo mesenquimal (Roy et al. 2021,
Weidenfeld and Barkan 2018). Teniendo en cuenta que AHCYL1 fue seleccionado
a partir de la busqueda realizada con el INSECT (Parra et al. 2016; Rohr et al.

2013) como un gen potencialmente corregulado por proteinas de la via de TGF-By
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factores del core transcripcional, y en funcion del andlisis de bioinformatica
(Figura 10) que indicaria que la expresion de AHCYL1 estaria asociado a un
fenotipo menos agresivo e invasivo, decidimos evaluar la expresion de este gen

bajo induccion de la citoquina TGF-31.

En la Figura 16 A se observa que frente al tratamiento con TGF-B1 (5
ng/ml) durante 24 y 48 horas las células A549 adquieren una morfologia de tipo
mesenquimal, como fue reportado previamente (Kawata et al. 2012; B. N. Kim et
al. 2020). Para verificar a nivel molecular el EMT, se evalud la expresion del gen
SNAIL que es un gen directamente regulado por la via de TGF-B/SMAD y que
responde a la sefalizacion de EMT (R. Y. Liu et al. 2014). Se observo que, a 4
horas del tratamiento, la expresion de SNAIL aumentd respecto del control y se
mantuvo elevada a las 48 horas (Figura 16 B). Esto es consistente con lo
descripto en bibliografia acerca de la induccion temprana de SNAIL y sostenida a
lo largo del proceso (Sterneck, Poria, and Balamurugan 2020). A su vez, bajo
estas condiciones experimentales, se observo que la expresion del ARNm de
AHCYL1 disminuye sus niveles a las 48 horas de tratamiento con TGF-B1 (Figura
16 B). De manera consistente, los niveles de la proteina de AHCYL1 disminuyen
frente al tratamiento con TGF-B1 (Figura 16 C) a las 48 horas. Por otro lado, a las
4 horas de tratamiento se observdO un aumento en la expresion de POU5F1
(Figura 16 B), lo cual estaria de acuerdo con lo propuesto por diversos autores
acerca del pasaje por un estadio mas indiferenciado en la transicidon epitelio-

mesenquimal (Bhatia et al. 2020; Jolly and Celia-Terrassa 2019).
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Figura 16. Transicion Epitelio-Mesenquimal en A549 estimulada por TGF-B1. A) Imagenes
representativas del tratamiento con TGF-f1 (5 ng/ml) durante 24 y 48 horas. Barra de escala: 100
um. B) RT-gPCR para la expresion de SNAIL, AHCYL1 y POU5F1, donde SNAIL es el control
positivo de EMT. La expresion relativa es en comparacién con el control (0 hs) (SNAIL, AHCYL1) o
con respecto al control de 4 horas sin TGF-1 (POU5F1). RPL19 fue utilizado como control de
normalizacién. Los resultados corresponden a un experimento representativo de tres. C) Western
blot para AHCYL1 (60 kDa) con y sin el tratamiento con TGF-31 a tiempo final 48 horas. GAPDH
(37 kDa) fue utilizado como control de carga.
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En base a estas observaciones, concluimos que la expresiéon de AHCYL1
estaria regulada por TGF-B1 en la linea de cancer de pulmén ensayada (A549), y
vincularia la expresion del AHCYL1 con un fenotipo mas epitelial. A su vez, estos
resultados sostienen nuestra hipotesis acerca de la regulacion de AHCYL1 en
procesos de plasticidad celular.

Hallazgos sobre el estudio de AHCYL1 en modelos de plasticidad tumoral

Modelo 3D
e AHCYL1 disminuye su expresion a nivel de proteina cuando se cultiva como

esferoide en condiciones de stemness en células de cancer de pulmon.

Modelo TGF-B
e AHCYL1 disminuye su expresion a nivel de ARNm y de proteina cuando se

induce con TGF-B1 el proceso de EMT.

Desarrollo de las lineas celulares estables para el silenciamiento
de AHCYL1

Para poder estudiar el rol de AHCYL1 en céncer de pulmon, se generaron
lineas A549 silenciadas para la expresion de AHCYL1 de manera estable. Para
ello, se realizaron infecciones lentivirales con cuatro shARNs independientes
validados in silico para el transcripto de AHCYL1 por la empresa SIGMA. De los
shARNSs seleccionados, tres estan dirigidos a la region codificante (ShARN #1: KD-
AL1-1, shARN #2: KD-AL1-2 y shARN #4: KD-AL1-4) y uno de ellos a la region
3'UTR (shARN #3: KD-AL1-3). Como control se utilizé el vector de expresion non-
targeting (NT). Se confirmd un silenciamiento significativo de AHCYL1 por RT-

gPCR y por WB (Figura 17 A, B) y se controlé6 que en los experimentos
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subsiguientes realizados con estas lineas, el silenciamiento fuera de al menos
50%.
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Figura 17. Silenciamiento estable de AHCYL1l en la linea celular A549. A) RT-gPCR
representativa para AHCYL1 utilizada confirmar el silenciamiento de las lineas generadas. La
expresion relativa es sobre la expresion del control non-targeting (NT). RPL19 fue utilizado como
control de normalizacion. Analizado mediante ANOVA seguido de prueba de Dunnet (n=3). B)
Western blot para corroborar silenciamiento de las lineas generadas. La banda * es una banda
inespecifica revelada con el anticuerpo de AHCYL1 (60 kDa). Como control de carga se utilizo
GAPDH (37 kDa). El blot corresponde a un experimento representativo de tres. * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,005 y **** p<0,0001.

Caracterizacion de las lineas silenciadas

Proliferacion

En primer lugar, estudiamos si las lineas generadas presentaban
diferencias en su proliferacion, ya que en bibliografia se encontraba reportado que
AHCYL1 funciona como inhibidor alostérico de la ribonucledtido reductasa (RNR),
una enzima fundamental para la sintesis de desoxirribonucleotidos trifosfato
(dNTPs) y por ende para la replicacion celular en células HelLa (Arnaoutov and
Dasso 2014). Utilizamos tres metodologias para la medicién: tincion con

Resazurina, Cristal Violeta y loduro de Propidio.

La Resazurina es un colorante fluorescente, permeable, que es reducido

enzimaticamente en presencia de células metabdlicamente activas (y por ende
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vivas). Este ensayo es una herramienta efectiva para evaluar proliferacion debido
a gque es sencillo, sensible, no es toxico para las células y es costo-efectivo
(Czekanska 2011; Marima et al. 2020). Se realizO este ensayo con todas las

lineas silenciadas y no se observaron diferencias significativas en su proliferacion
(Figura 18 A).
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Figura 18. Ensayos de proliferacion de las lineas silenciadas con Resazurina y Cristal
Violeta. A) Proliferacién a 48 horas con resazurina y comparaciéon de las medias de todas las
lineas mediante un ANOVA (n=3). B) Proliferacion a 48 horas con cristal violeta y comparacion de
las medias de todas las lineas mediante un ANOVA con correccion de Brown-Forsythe y Welch
(n=5). C) Tiempo de duplicacion para cada linea calculado a partir de una curva de tiempo
realizada con cristal violeta y comparacion de las medias mediante Kruskal-Wallis (n=>5).

A su vez, se estudid la proliferacion de las lineas silenciadas utilizando
cristal violeta. Este colorante se adhiere a las proteinas y ADN de las células. Las
células que utilizamos se mantienen adheridas a la placa mientras estén vivas y
cuando entran en apoptosis o0 mueren se desprenden del plastico (Feoktistova,
Geserick, and Leverkus 2016). Debido a su simplicidad y bajo costo, es posible
realizar este ensayo en distintos dias y construir una curva. Primero, evaluamos a
tiempo final 48 horas la proliferacion relativizada a un control de siembra y no se
observaron diferencias significativas entre las lineas silenciadas y la linea control
(Figura 18 B). Luego, utilizando la informacion de 4 dias distintos, se construyo

una curva de proliferacién y se calcul6 el tiempo de duplicacién para cada linea.
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En este caso, tampoco se encontraron diferencias significativas entre los tiempos
de duplicacion de las lineas silenciadas (Figura 18 C).

Por ultimo, utilizando ioduro de propidio se calcul6 el porcentaje de células
en cada fase para cada una de las lineas. El ioduro de propidio es un colorante
fluorescente que tifie estequiométricamente al ADN, por lo que se puede
diferenciar entre fases. En la fase G2/M la fluorescencia detectada sera el doble
que durante G1 y entre esos dos picos se ubicara la fase S (Darzynkiewicz, Juan,
and Bedner 1999). Al evaluarlo en las lineas silenciadas no se hallaron diferencias
en los porcentajes de células correspondientes a cada fase del ciclo celular
(Figura 19).
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Figura 19. Ensayo de ciclo celular en las lineas silenciadas realizado con ioduro de propidio.
Se graficaron los porcentajes de células en cada fase del ciclo. Los valores mostrados
corresponden a quintuplicados técnicos (n=1). Se compararon las medias mediante un ANOVA y
no se observaron diferencias significativas.

Se concluye a partir de los ensayos realizados por tres metodologias
diferentes que no hay diferencias en la proliferacion de las lineas A549 silenciadas
para AHCYLL1.
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Expresion de genes vy proteinas asociados a diferenciacion y pluripotencia

Nosotros postulamos que la expresion de AHCYL1 podria modular las
propiedades plasticas de las células de cancer de pulmén; sin embargo, no
podemos descartar que lo genes que modulan la plasticidad celular regulen la
expresion de AHCYL1 (ver seccidon Sobreexpresion de POU5F1). Por lo tanto,
para evaluar nuestra hipoétesis, se analizé la expresion de marcadores asociados
al estado de diferenciacion en las lineas silenciadas. Observamos que las lineas
KD-AL1-2, KD-AL1-3 y KD-AL1-4 se comportaban de manera similar entre ellas,
mientras que KD-AL1-1 en forma diferencial (datos no mostrados), por lo cual

decidimos excluirla de la mayoria de los analisis posteriores.
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Figura 20. Expresiéon de marcadores de pluripotencia y diferenciacién en las silenciadas
para AHCYL1. RT-qPCR para AHCYL1 utilizada para confirmar el silenciamiento de las lineas
estables generadas. POU5SF1, CD44 y CD133 son marcadores de pluripotencia. MUC5B es un
marcador de diferenciacion en pulmén. AHCY pertenece a la familia de AHCYL1. La expresion
relativa es sobre la expresion del control non-targeting (NT). RPL19 fue utilizado como control de
normalizacién. Analizado mediante ANOVA seguido de prueba de Dunnet (n=3). * p<0,05, **
p=<0,01, *** p<0,005 y **** p<0,0001.
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En la Figura 20 se puede observar que al silenciar AHCYL1 las células
presentan una tendencia al aumento de los niveles de ARNm en los marcadores
de pluripotencia POU5F1, CD44 y CD133 y una disminucion significativa en el
marcador de diferenciacion pulmonar de MUC5B evaluados por RT-gPCR. Se
analizo la expresion de AHCY en las lineas silenciadas ya que se encontraba
reportado un aumento de expresion de este gen en células en condiciones stem
(Z. Wang et al. 2019; Zhu et al. 2020), y se encontrd una tendencia en ese sentido.
A su vez, se sumé de manera preliminar el analisis de SFTPC e ITGA6 (Figura
21), marcadores de diferenciacion y pluripotencia respectivamente, y fueron
consistentes con lo observado en la Figura 20. Estos resultados indicaron que las
células con AHCYL1 silenciado en forma estable pierden identidad diferenciada en

forma leve y variada.
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Figura 21. Expresiéon de marcadores de pluripotencia y diferenciacién en las silenciadas
para AHCYL1. RT-gPCR para la expresion de SFTPC como marcador de diferenciacién y ITGA6
como marcador de pluripotencia. RPL19 fue utilizado como control de normalizacion. La expresién
relativa es sobre la expresion del control non-targeting (NT) (n=1).

También se evaluo6 la expresion del marcador POU5SF1 (Figura 22) a nivel

de proteina y se encontr6 una induccién en su expresién en todas las lineas
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silenciadas al compararlas con las del control NT. Las unidades arbitrarias para
cada cuantificacion se expresan como veces (fold) de induccion relativas al
control. Todos los experimentos mostraron una induccion, aunque se observan
mucha dispersion de los datos en cada muestra. Todos los blots que se usaron
para la cuantificacién corresponden a eventos de silenciamiento independientes.
Estos resultados, junto con los resultados que se mostraron anteriormente,
sugieren que las lineas silenciadas para AHCYL1 presentan un menor grado de

diferenciacion en comparacion con su control.
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Figura 22. Expresion de POUS5SF1 en las lineas silenciadas para AHCYL1. A) Western blot de
AHCYL1 (60 kDa) y POUS5F1 (48 kDa). Como control de carga se utiliz6 GAPDH. El blot
corresponde a un experimento representativo de tres. B) Densitometria de bandas realizada con el
programa ImageJ. Analizado mediante ANOVA seguido de prueba de Dunnet (n=3).

La trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3) esta fuertemente
asociada con la activacién transcripcional y mala prognosis en cancer (S. Li, Shen,
and Chen 2018; Z. Wang et al. 2019). Por tal motivo, se evalué el nivel de
H3K4me3 en las lineas silenciadas y se observo una leve tendencia de aumento
en la marca de para las 4 lineas silenciadas para AHCYL1 (Figura 23). Similar al
aumento para los niveles de POU5F1, la marca epigenética H3K4me3 mostrd

dispersion entre los distintos experimentos con una clara tendencia a aumentar.
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Figura 23. Expresién de H3K4me3 en las lineas silenciadas para AHCYL1. Western blot de
H3K4me3 (17 kDa). Como control de carga se utiliz6 H3 (17 kDa). El blot corresponde a un
experimento representativo de dos con resultados similares.

En conclusion, la caracterizacion de las lineas silenciadas para AHCYL1 no
mostré diferencias en relacion a la capacidad de proliferacién. En cambio, se
observo una disminucidn leve en su estado de diferenciacion evidenciada por los
marcadores MUC5B y SFTPC y una tendencia en el incremento de la expresion
de marcadores de pluripotencia CD44, CD133, AHCY, ITGA6 a nivel de ARNm y
también a nivel proteico en el caso de POU5SF1. En cuanto a la marca epigenética
H3K4me3 también se observé un incremento leve en algunas de las lineas
silenciadas. Todo esto indicaria que la pérdida de AHCYL1 podria asociarse a la

pérdida del fenotipo diferenciado.

Ensayos funcionales realizados con las lineas silenciadas

Para algunos de los ensayos funcionales y también para los experimentos
realizados in vivo, trabajamos con las lineas KD-AHCYL1-2 y KD-AHCYL1-4.
Elegimos estas lineas porque ambas presentaban una expresion aumentada de

POUSF1, asi como una disminucién en las marcas de diferenciacion.

Para evaluar si un menor grado de diferenciacion podia afectar el
comportamiento celular, se realizé un ensayo de dilucion limitante (ELDA); el cual

permite evaluar la capacidad iniciadora de tumores in vitro y se utiliza también
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como ensayo bioldgico para la medicién de la potencia stem (Ferreyra Solari et al.
2016; Y. Hu and Smyth 2009; Zhao, Setrerrahmane, and Xu 2015). El ensayo
consiste en plaquear diluciones extremas de células en placas de 96 pocillos en
condiciones favorables para la formacién de esferas en condiciones stem (ver
Materiales y Métodos). Se contabilizé la cantidad de eventos positivos (es decir,
formacion de esferas) para cada linea y luego se analiz6 con el software

correspondiente (Y. Hu and Smyth 2009).

Como resultado, se obtuvo el grafico que se muestra en la Figura 24 A.
Para interpretar estos graficos se debe considerar que a mayor modulo de la
pendiente le corresponde mayor potencial tumoral o potencia stem. Dado que para
las lineas silenciadas la frecuencia de formacién de esferas es mayor, se concluye
que la disminucién en la expresion de AHCYL1 aumenta la capacidad iniciadora
de tumores in vitro de manera significativa. Observamos que para la linea KD-AL1-
2 la frecuencia stem hallada fue 1/15,3 y para KD-AL1-4 1/14,2, lo cual es
significativamente mayor que para NT que fue de 1/42,7. No se observaron
diferencias significativas entre las lineas silenciadas para AHCYL1.

En paralelo, se contabilizo el nimero total de esferas para la dilucion de 50
células sembradas. Se eligié esta diluciéon porque es la primera a la cual se ven
esferas formadas en todas las lineas. El recuento de esferas demostré que las
lineas silenciadas generan mayor numero de esferas a una concentracion de

células dada (Figura 24 B).

De manera similar al ensayo anterior, se plaquearon células de todas las
lineas silenciadas y del control NT y al segundo dia se tomaron fotos de las
esferas formadas. Utilizando el programa Image J se cuantifico el porcentaje de
area ocupada por esferas (detalle en Materiales y Métodos), teniendo la
precaucion de no cuantificar células individuales. En la Figura 24 C, se observa
gue todas las lineas silenciadas (a excepcién de KD-AL1-1) ocupan mayor

porcentaje de area que el control y esto corresponderia a una mayor cantidad de
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esferas. Esto mismo se puede observar en la Figura 24 D que muestra un ejemplo

de las fotografias que fueron cuantificadas.
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Figura 24. Ensayos de capacidad iniciadora de tumores in vitro para las lineas con
disminucién estable de la expresién de AHCYL1. A) Frecuencia stem calculada usando ELDA
para las lineas representativas A549 NT, KD-AL1-2 y KD-AL1-4. El grafico corresponde a un
ensayo representativo (n=3, p=0,013, por sextuplicado). En linea sélida se muestra la media y en
lineas punteadas el intervalo de confianza. B) Cuantificacién de esferas formadas en la dilucion 50
células/pocillo. El gréfico corresponde a un experimento representativo, analizado mediante
ANOVA seguido de prueba de Dunnet (n=3). C) Porcentaje de area ocupada por esferas
cuantificado con ImageJ. La expresion relativa es sobre la expresion del control NT. Los distintos
simbolos corresponden a experimentos independientes (n=2, por cuadruplicado). Analizado
mediante Kruskal-Wallis seguido de prueba de Dunn. D) Fotografias tomadas de las lineas
silenciadas para cuantificar el porcentaje de area cubierto. Barra de escala: 500 pm. * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,005 y **** p<0,0001.
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Teniendo en cuenta estos resultados de manera colectiva, se puede
concluir que AHCYL1 regularia negativamente las propiedades de CMTs en
células de cancer de pulmon, ya que las lineas silenciadas mostraron una mayor
frecuencia stem y un mayor numero de esferas formadas a partir de una misma

densidad de células plaqueadas.

Silenciamiento transitorio de AHCYL1 utilizando siARN

Para validar los resultados obtenidos mediante silenciamiento estable de
AHCYL1 utilizando shARN, se realizaron experimentos de silenciamiento
transitorio con siARN y se evalué la expresion de distintos marcadores mediante
RT-gPCR.
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Figura 25. Expresidon de marcadores de pluripotencia y diferenciacién en las silenciadas
para AHCYL1 utilizando siARN. RT-gPCR para AHCYL1 utilizada chequear el silenciamiento.
POUS5F1, CD44 y HMGA?2 son marcadores de pluripotencia. MUC5B y SFTPC son marcadores de
diferenciacion en pulmon. AHCY pertenece a la familia de AHCYL1. La expresion relativa es sobre
la expresion del control utilizando un siARN non-targeting (siNT). RPL19 fue utilizado como control
de normalizacion. Resultados preliminares correspondientes a dos experimentos independientes.
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Como se observa en la Figura 25, el silenciamiento transitorio con siARN
es del 80%. En ese contexto, los marcadores de pluripotencia CD44, POU5F1,
ITGA6, ni AHCY mostraron diferencias en su expresion. Otro marcador de
pluripotencia. HMGA2 mostr6 una tendencia a aumentar. Consistente con lo
observado para los experimentos utilizando shARN, tanto MUC5B como SFTPC

(los marcadores de diferenciacion) mostraron una disminucion en su expresion.

En conclusion, el silenciamiento transitorio realizado con siARN permitié
corroborar los resultados de expresion de ARNm en cuanto a la pérdida de la
identidad diferenciada. Con respecto a los marcadores de pluripotencia, no se
observo la tendencia a aumentar como se vio en los ensayos realizados con
shARN. La consistencia sobre la expresion de los genes de diferenciaciéon
indicaria que la expresion de AHCYL1l es importante para la identidad

diferenciada.

Deteccién de SAM y SAH por UPLC-HRMS

Recientemente se describié que el ciclo de la metionina (esto es expresion
de enzimas y el flujo del ciclo, asi como la dependencia de metionina) regula la
capacidad iniciadora tumoral (Z. Wang et al. 2019). En particular, AHCY es la
enzima que cataliza la hidrolisis de SAH a homocisteina y adenosina en este ciclo
(Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008) de manera reversible y recientemente
se la ha asociado a plasticidad celular en cancer aunque su mecanismo no ha sido
descripto (Z. Wang et al. 2019). Debido a la interaccion AHCY-AHCYLL1 (GrbeSa et
al. 2017), nos propusimos explorar el efecto de la expresion de AHCYL1 en el
metabolismo tumoral, mediante la determinacion de la abundancia de dos

metabolitos clave del ciclo como SAM y SAH..

Los niveles de SAM y SAH intracelular fueron determinados mediante
UPLC-QTOF-MS. Las especies ionicas detectadas de SAM y SAH fueron [M]*y
[M+H]*, respectivamente, y no se observé fragmentaciéon en la fuente de

ionizacion. El tiempo de retencion observado fue de 1,46 y 3,68 minutos para SAM
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y SAH, respectivamente (Figura 26). El analisis estadistico se realiz6 sobre el
area de picos cromatograficos obtenidos de las 16 muestras bioldgicas

independientes provenientes de 8 experimentos, para cada linea celular.
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Figura 26. Deteccion de SAM y SAH por UPLC-QTOF-MS. Cromatogramas de los iones
extraidos para ion [SAM]* con m/z 399.1451 + 0.0100; y ion [SAH+H]* con m/z 385.1294 + 0.0100,
generados a partir de células A549 NT (azul) y KD-AHCYL1-4 (rojo). El tiempo de retencion fue de
1,46 y 3,68 minutos para SAM y SAH, respectivamente. Hay un desplazamiento en el eje z para
evitar la superposicion de los picos cromatogréficos entre las muestras.

AHCYL1 estd descripto como un potencial regulador negativo de AHCY
(Grbesa et al. 2017) y recientemente se demostré que interactia directamente
con SAH (W. Huang et al. 2021), por lo que la deplecion de AHCYLL1 podria alterar
el ciclo de la metionina o 1C. Para ello, se evaluaron los niveles de SAM y SAH
entre las lineas control NT y KD-AHCYL1-4. Se normalizaron los datos obtenidos
con respecto al nimero de células totales para cada experimento. No se
observaron cambios estadisticamente significativos en los niveles de SAM entre
las células NT y las KD-AHCYL1-4 (Figura 27 A), mientras que las células KD-
AHCYL1-4 mostraron levemente mayores niveles de SAH intracelular (p<0,05)
(Figura 27 B).
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El potencial de metilacion esta determinado por la relacion SAM/SAH
(Fernandez-Arroyo, Cuyas, and Bosch-barrera 2015). En nuestras mediciones, la
relacion para la linea silenciada KD-AHCYL1-4 (3.14+0.76), fue significativamente
menor (p<0,01) en comparacién con las células control NT (3.88+0.67) (Figura 27
C). Este resultado, es contrario en principio a lo esperado, ya que se esperaba una
menor cantidad relativa de SAH al disminuir la expresion de AHCYL1 por estar
postulado como un inhibidor de AHCY y porque células reprogramadas y

tumorales poseen mayor capacidad metilante (Z. Wang et al. 2019).
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Figura 27. Areas normalizadas de los picos cromatogréaficos para SAM (A) y SAH (B) (p=0,026)
para células NT y KD-AHCYL1-4 (n=16 para cada linea celular). C) Relacion SAM/SAH para
células NT y KD-AHCYL1-4 calculada para cada muestra (n=16, p=0,007). * p<0,05, ** p<0,01,***
p=<0,005 y **** p<0,0001.

Debido a la disminucion en la relacion SAM/SAH, estudiamos la marca
epigenética H3K4me3 para determinar si efectivamente las reacciones de
metilacion (al menos a nivel de esta marca) estaban afectadas en las células KD-
AHCYL1-4 (o si este leve cambio en los valores de SAH afectaba el potencial de
metilacion). La trimetilacion de la histona 3 en la lisina 4 (H3K4me3) es una marca
epigenética relacionada a células transcripcionalmente activas y a células con
propiedades de célula madre en un modelo de pulmén (Shiraki et al. 2013; Z.
Wang et al. 2019). Se observé que la marca H3K4me3 esta levemente aumentada
en la linea KD-AHCYL1-4 (Figura 23), sugiriendo que la metilacion no se veria
afectada a pesar de que SAM/SAH esté levemente disminuido y que el pequefio
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aumento de SAH observado no seria suficiente para inhibir las reacciones de
metilacion (Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008). Si bien la acumulacion de
SAH ha sido vinculada a citotoxicidad, dafio al ADN vy arresto del ciclo (Beluzic et
al. 2018; C. C. Liu et al. 2009), el aumento leve detectado estaria en concordancia
con que no observamos diferencias significativas en la tasa de proliferacién celular
y el ciclo celular (Figura 18, Figura 19). En su conjunto, estos resultados sugieren
que el silenciamiento de AHCYL1 no afecta la proliferacion celular, aunque si
altera el ciclo 1C levemente, con un leve aumento de la capacidad de metilacion
de H3K4me3.

Por otro lado, evaluamos la correlacion entre los niveles de SAM y SAH
para las dos lineas celulares (Figura 28). En el caso de las células control NT se
observé una correlacion positiva y significativa (coeficiente de correlacion de
Spearman 0,808, p<0,001), mientras que para las KD-AHCYL1-4 se observé una
correlacion positiva, aunque moderada (coeficiente de correlacion de Spearman
0,538, p<0,05). EI menor indice de correlacion en la linea silenciada puede
deberse a que existan otras vias de consumo de SAM o SAH. Esto seria
consistente con los resultados observados en la Figura 27 que sefalarian que el

silenciamiento de AHCYL1 provocaria alteraciones en el ciclo de la metionina.
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Figura 28. Analisis de correlacion para las &reas normalizadas de SAM y SAH. El coeficiente
de correlacion de Spearman fue de 0,808 para las células NT (p<0,001) y 0,538 para las células
KD-AHCYL1-4 (p<0,05).
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A partir de estos resultados podemos concluir que la linea KD-AHCYL1-4
tiene alterado el ciclo de la metionina, presentando un leve aumento de los niveles
de SAH, que determina una disminucion en la relacion SAM/SAH. Ademas, la
linea KD-AHCYL1-4 tendria aumentada la metilacién de la H3K4me3 (consistente
con las otras lineas silenciadas independientes), lo cual podria afectar su

capacidad tumorigénica.

Hallazgos sobre el desarrollo de las lineas celulares estables para el

silenciamiento de AHCYL1 vy el silenciamiento transitorio de AHCYL1
utilizando siARN

Caracterizacion
El silenciamiento estable de AHCYL1:

¢ No modifica la proliferacién de las lineas estables generadas ni su tiempo
de duplicacion

e Produce una disminucion significativa en los marcadores de diferenciacion y
una tendencia al aumento en los marcadores de pluripotencia a nivel de
expresion de ARNm.

e Produce un aumento la expresiéon de POU5F1 a nivel de proteina en todas
las lineas estables independientes ensayadas y se correlaciona con un
aumento de marca epigenética de activacion transcripcional H3K4me3.

e El conjunto de los datos indicaria que la disminucién de la expresion
endogena de AHCYL1, estaria asociada con una pérdida de la identidad

diferenciada y una induccion a la desdiferenciacion.

Ensayos funcionales
El silenciamiento estable de AHCYL1:
e Aumenta la capacidad iniciadora de tumores in vitro.

e Genera un mayor numero de esferas a una concentracion de células dada.
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Silenciamiento transitorio de AHCYL1 utilizando siARN
e Permite corroborar los resultados observados en las lineas estables sobre

la pérdida de identidad diferenciada.

Deteccién de SAM y SAH por UPLC-HRMS
e En la linea KD-AHCYL1-4 observamos un leve aumento en los niveles de
SAH, acompafado de una disminucién de SAM/SAH.
e EI aumento en la marca epigenética H3K4me3 acompafado de un leve
aumento en los niveles de SAH indicaria que las células silenciadas para
AHCYL1 tendrian un ciclo de la metionina activo y acorde a lo publicado

para CMTs de pulmon.

Efectos de la modulacion por sobreexpresion de AHCYL1 vy
POU5F1

Sobreexpresion de AHCYL1

Debido a lo observado con el silenciamiento de AHCYL1, decidimos evaluar
también los efectos de sobreexpresar AHCYL1 en células de cancer de pulmon.
Para ello, en primer lugar, sobreexpresamos la proteina de fusion tdTomato-
AHCYL1 en A549.
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Figura 29. Anélisis de la sobreexpresion de tdTomato-AHCYL1 en células A549. Western blot
de la sobreexpresion de AHCYL1 donde se analiza la expresion POU5F1 (48 kDa). El tamafio
esperado para tdTomato-AHCYL1 es aproximadamente 120 kDa y el de AHCYL1 enddgeno es 60
kDa. Se utiliz6 GAPDH (37 kDa) como control de carga y se realiz6 la densitometria para
cuantificar la expresiéon de POU5F1.

Como se puede observar en la Figura 29, al sobreexpresar AHCYL1
observamos una fuerte disminucién de la expresibn de POUS5F1 a nivel de
proteina. La proteina de fusion tdTomato-AHCYL1 posee un peso molecular de
aproximadamente 120 kDa y se detecta mas tenue con 1 pg de plasmido
transfectado y mas claramente con 2 pg de plasmido. Cabe aclarar que la
eficiencia de transfeccién de la linea A549, si bien es una linea ampliamente
utilizada, en nuestras manos fue de alrededor del 30% (utilizando Lipofectamina
2000, ver Materiales y Métodos).

Estos resultados fueron repetidos utilizando una masa menor de plasmido
por debajo del limite de deteccién (0,5 ug). En la Figura 30 A, se puede observar

la sobreexpresion creciente de tdTomato-AHCYL1.
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Figura 30. Curva de distintas masas de sobreexpresién de tdTomato-AHCYL1. Analisis por
Western Blot de AHCYLL1 (A), POU5FL1 (48 kDa) (B), AHCY (48 kDa) (C) y H3K4me3 (17 kDa) (D).
Se utilizaron GAPDH (37 kDa) y H3 (17 kDa) como controles de carga. Corresponde a un
experimento representativo de dos independientes. Las variaciones en los niveles de AHCY y de
H3K4 me3 se consideraron preliminares y sin cambios.

Interesantemente, esta nueva condicion muestra que la sobrexpresion de
AHCYL1 produce una modulacién de POUS5SF1 enddgeno de tipo bifasico;
observandose que a bajas concentraciones de sobrexpresion aumentan los
niveles de POU5SF1 mientras que bajan a mayores concentraciones (Figura 30 B).
Estos ensayos analizados (Figura 29 y Figura 30) corresponden a dos de cuatro
experimentos independientes en donde los resultados de modulacion bifasica de
POUSF1 fueron consistentes para 0,5 pg y 2 ug, pero para el caso de 1 pg hubo
variaciones entre ensayos que pueden ser producto de variaciones en la eficiencia
de transfeccion. Entonces consideramos que estos resultados son preliminares y
gue es necesario profundizar este analisis para comprender qué efectos genera la

sobreexpresion de AHCYL1l. Sin embargo, la consistencia para baja y alta
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concentracion de AHCYL1 podria indicar que los niveles de POU5F1
efectivamente estarian respondiendo a diferentes niveles de AHCYL1. Dado que
AHCYL1 interactia con muchas proteinas y regula diferentes funciones celulares,
es posible que el efecto sobre los niveles proteicos de POU5F1 estén relacionados
con diferentes funciones de AHCYL1 (ver Discusion) y se requiere de mayor
grado de investigacion. Los datos sobre AHCY y la H3K4me3 corresponden a un

solo western blot y no muestran diferencias claras (Figura 30 C, D).

Sobrexpresion de POU5SF1

Para evaluar un potencial nexo entre AHCYL1 y POU5F1, se sobreexpreso
la proteina de fusion POUSF1-GFP en las células A549. Preliminarmente,
observamos que AHCYL1 no sufre modificaciones en su expresion por el
agregado exogeno de POU5SF1 (Figura 31). La proteina de fusion POU5F1-GFP
tiene un peso molecular aproximado de 75 kDa.

Ademas de la expresiéon de AHCYL1, se analiz6 la expresion de AHCY que
muestra un leve aumento, lo cual es consistente con trabajos que postulan el
aumento de AHCY en condiciones de pluripotencia (Z. Wang et al. 2019; Zhu et al.
2020). También se evaluaron las marcas epigenéticas H3K4me3 y H3K9me2, la
primera asociada a activacion transcripcional y la segunda a represion de la
transcripcion. Si bien ambas modulaciones son leves, para la condiciéon de 2 ug de
transfeccion se observé un aumento de H3K4me3 y una leve disminucion de
H3K9me2, de acuerdo con lo esperado para células con mayor expresion de
POUS5F1 que se consideran mas plasticas y con mayor actividad transcripcional.
Al igual que los experimentos de sobreexpresion de AHCYL1, estos resultados

son preliminares y requieren mayor numero de repeticiones.
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Figura 31. Analisis de la sobreexpresién de POU5F1-GFP en células A549. Western blot de la
sobreexpresion de POU5SF1 (POUS5SF1 enddgeno 48 kDa, POU5SF1-GFP 75 kDa) donde se analiza
la expresiéon AHCYL1 (60 kDa), AHCY (48 kDa), H3K9me2 (17 kDa), H3K4me3 (17 kDa). Se utiliz6
H3 (17 kDa) como control de carga.

Hallazgos preliminares de los efectos de la modulacion de POU5SF1 vy

AHCYL1

Sobreexpresion de AHCYL1

e POUS5SF1 muestra un patréon de modulacion bifasico en cuanto a su

expresion proteica cuando se sobreexpresa AHCYL1l en cantidades

crecientes.

e Bajo sobreexpresion de AHCYL1 se observo una tendencia a aumentar

para H3K4me3, asi como una potencial modulacion sobre la expresion de

AHCY; sin embargo, se requiere mayor caracterizacion.
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Sobreexpresion de POU5SF1
¢ No se observaron diferencias en la expresion de AHCYL1 causada por la
sobreexpresion de POUSF1.
e AHCY, H3K4me3 y H3K9me2 sufren alteraciones en su expresion por la
sobreexpresion de POU5F1, consistentes con lo esperable para una célula

con mayor expresion de POU5SF1.

Ensayos in vivo

Ensayo de crecimiento tumoral por xenoinjerto

Para comprender mejor el rol de AHCYLL1 en la fisiopatologia del cancer de
pulmén, se realizaron experimentos de crecimiento tumoral in vivo. Para ello, se
inyectaron subcutaneamente células A549 tanto lineas control (NT) como
silenciadas para AHCYL1 (KD-AL1-2 y KD-AL1-4), en el flanco de ratones macho
y hembra NOD SCID de 6-8 semanas. Durante el experimento, se monitoreo el
estado general del animal y se registr6 su peso corporal (ver Figura

Suplementaria 1).

Al analizar las curvas de crecimiento tumoral (Figura 32 A), se observé que
las lineas silenciadas generan la aparicion de tumores antes que las células
control: una tendencia en la linea KD-AL1-2 (por la alta dispersion de los datos) y
una diferencia significativa en la linea KD-AL1-4. Utilizando esos datos, se
cuantificé el area bajo la curva (AUC) para cada individuo y se corrobor6 lo
observado al analizar las curvas de crecimiento tumoral (Figura 32 C). En la
Figura 32 B se muestra una fotografia de los tumores extraidos al final de
experimento y sus tamafos. Al evaluar el volumen final de los tumores se observé
lo mismo que en el andlisis de la curva, una tendencia de aumento para KD-AL1-2
y un aumento significativo en el caso de KD-AL1-4 en comparacion a lo medido en

el control NT (Figura 32 D). En cuanto al peso tumoral final se observaron
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diferencias significativas para ambas lineas silenciadas en comparacion con el
control (Figura 32 E).
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Figura 32. Ensayo de crecimiento tumoral por xenoinjerto con lineas silenciadas para
AHCYL1 en ratones NOD SCID macho. Se inyectaron células control (NT) o silenciadas para
AHCYL1 (KD-AL1-2, KD-AL1-4) de manera subcutdnea en ratones macho (n = 7-8 ratones por
grupo, distinto sombreado corresponde a dos experimentos independientes). A) Curva de
crecimiento tumoral medido a lo largo de las semanas que duré el experimento. Las diferencias se
evaluaron utilizando un Disefio de Medidas Repetidas (en el cual se evalué el efecto del tiempo y
de la linea celular considerando que las unidades experimentales no son independientes). B)
Fotografias de los tumores extraidos en uno de los experimentos. C) Anélisis de Area bajo la curva
para cada individuo. Las medias se compararon mediante un ANOVA seguido de una prueba de
Dunnet. D) Volumen final de los tumores analizados. Las medias se compararon mediante un
ANOVA seguido de una prueba de Dunnet. E) Peso final de los tumores. Las medias se
compararon mediante un ANOVA seguido de una prueba de Dunnet. * p<0,05, ** p<0,01, ***
p=<0,005 y **** p<0,0001.

Este ensayo también fue realizado en hembras NOD SCID de la misma
edad. No se observaron diferencias en la curva de crecimiento tumoral de los
tumores generados a partir de las lineas KD-AL1-2 y KD-AL1-4 (Figura 33 A),
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pero al analizar las areas bajo la curva si se encontro significancia para KD-AL1-4
(Figura 33 C). Al analizar las imagenes de los tumores extraidos al final del
experimento se observo algo similar a lo observado para los machos, donde los
tumores NT son menores que los de las lineas silenciadas (Figura 33 B). Al
comparar los volumenes y pesos tumorales finales se encontré que ambos fueron
mayores para KD-AL1-4 (Figura 33 D, E). Es importante tener en cuenta que para
KD-AL1-2 se cuenta con solo 3 individuos y esto produce que cualquier valor

outlier sea dificil de detectar.
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Figura 33. Ensayo de crecimiento tumoral por Xxenoinjerto con lineas silenciadas para
AHCYL1 en ratones NOD SCID hembra. Se inyectaron células control (NT) o silenciadas para
AHCYL1 (KD-AL1-2, KD-AL1-4) de manera subcutanea en ratones hembra (n = 3-8 ratones por
grupo, distinto sombreado corresponde a dos experimentos independientes). A) Curva de
crecimiento tumoral medido a lo largo de las semanas que dur6 el experimento. Las diferencias se
evaluaron utilizando un Disefio de Medidas Repetidas (en el cual se evalud el efecto del tiempo y
de la linea celular considerando que las unidades experimentales no son independientes). B)
Fotografias de los tumores extraidos en uno de los experimentos. C) Andlisis de Area bajo la curva
para cada individuo. Las medias se compararon mediante un ANOVA seguido de una prueba de
Dunnet. D) Volumen final de los tumores analizados. Las medias se compararon mediante un
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ANOVA seguido de una prueba de Dunnet. E) Peso final de los tumores. Las medias se
compararon mediante un ANOVA seguido de una prueba de Dunnet. * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,005 y **** p<0,0001.

A partir de estos resultados, se puede concluir que la deplecion de AHCYL1
promoveria un mayor crecimiento tumoral y por ende incrementa la capacidad
tumorigénica in vivo. Esto es consistente con los ensayos in vitro para el estudio
de la capacidad de iniciacion tumoral, siendo la linea KD-AHCYL1-4 més potente
que la KD-AHCYL1-2.

Ensayo de angiogénesis in vivo

Numerosos estudios indican que la presencia de CMTs estad asociado a
procesos de angiogénesis (Kise, Kinugasa-Katayama, and Takakura 2016;
Markowska et al. 2017). El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es
uno de los genes clave para este proceso en distintos tipos de tumores,
incluyendo el de pulmén (Pallis and Syrigos 2013). Teniendo en cuenta estos
antecedentes y considerando que nuestra hipétesis propone a AHCYL1 como un
modulador de la plasticidad celular, evaluamos la expresién de VEGF-A, una de
las isoformas mayoritariamente expresadas en cancer de pulmén (Frezzetti et al.
2017), en las lineas celulares silenciadas para AHCYL1 (Figura 34 A) y
observamos que el silenciamiento de AHCYL1 indujo los niveles de expresion de
VEGF-A.

Para evaluar el rol de AHCYL1 en un contexto fisiolégico y su efecto en la
expresion de VEGF-A, se realiz6 un ensayo de angiogénesis in vivo. El mismo
consistié en inyectar ratones NOD SCID de 6-8 semanas en el flanco de manera
intradérmica con la linea silenciada KD-AL1-4 y la linea control, NT. A los 7 dias
de la inyeccion se realizo el sacrificio de los animales y se tomaron fotografias
para realizar el posterior conteo de vasos (Tedesco et al. 2019). En la Figura 34 B
se pueden observar fotografias representativas de ambas condiciones

experimentales. Luego de realizar la cuantificacion se observd un aumento
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significativo de la densidad de vasos en la linea KD-AL1-4 (Figura 34 C). Este
aumento observado seria consistente con los resultados mostrados anteriormente,
los cuales indicarian que las lineas silenciadas para AHCYL1 son mas plasticas y

menos diferenciadas que su control.
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Figura 34. Ensayos de angiogénesis in vivo utilizando las lineas NT y KD-AL1-4. A) RT-gPCR
para VEGF-A. RPL19 fue utilizado como control de normalizacion. La expresion relativa es sobre la
expresion del control non-targeting (NT) (n=1). B) Fotografias representativas tomadas bajo
estereomicroscopio. Barra de escala: 5 mm. C) Cuantificacién de la densidad de vasos formados
en cada una de las condiciones experimentales (NT o KD-AL1-4) (n=13-15 por grupo). Circulos y
triangulos se utilizan para identificar los individuos de dos experimentos independientes. Las
medias fueron comparadas mediante una prueba de T. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005 y ****
p=<0,0001.

Hallazgos sobre los Ensayos in vivo

Ensayo de crecimiento tumoral por xenoinjerto
e Se observo que los tumores derivados de lineas silenciadas para AHCYL1,
en especial la linea KD-AHCYL1-4, genera mayor potencial tumorigénico in

Vivo.
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Ensayo de angiogénesis in vivo
e El silenciamiento de AHCYLL1 produciria un aumento en la expresion
de VEGF-A.
e Se observéd una mayor densidad de vasos generada por la inyeccion
in vivo de la linea KD-AHCYL1-4.
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DISCUSION

El cancer de pulmoén es la principal causa de muerte por céncer,
representando el 18% del total de éstas a nivel mundial (Sung et al. 2021). Este
tipo de tumores se caracteriza por ser altamente heterogéneos y estar compuesto
por distintas subpoblaciones celulares (J. Zhang et al. 2014). Dentro de ellas se
encuentran las células con propiedades de célula madre (CMTs) que se asocian a
agresividad, resistencia, recurrencia y fenémenos de plasticidad celular (Batlle and
Clevers 2017; Clevers 2015). Las CMTs comparten marcadores y propiedades con
las CMEs, que son en parte lo que impulsaria el inicio y resistencia del tumor
(Boyer et al. 2005; Okita and Yamanaka 2010).

Debido a la importancia de entender los mecanismos moleculares y
celulares que regulan la biologia tumoral, el objetivo de esta tesis fue caracterizar
el rol de AHCYL1 (identificado a traves de la herramienta INSECT (Parra et al.
2016; Rohr et al. 2013)) como potencial moderador de la identidad, plasticidad y
comportamiento de células tumorales en un modelo de cancer de pulmén. Para
ello, primero se realiz6 una caracterizaciéon de la expresion de AHCYL1 en
pulmén, utilizando lineas celulares, datos bioinformaticos provenientes de bases
de datos publicas y biopsias de pacientes. A su vez, se estudié la modulacién de
la expresiéon de AHCYL1 en dos modelos de plasticidad celular (en distinto formato
de cultivo y en un modelo de transicion epitelio-mesenquimal inducida por TGF-B).
Se generaron lineas estables silenciadas para la expresion de AHCYL1 donde se
realiz6 una caracterizacion, ensayos funcionales in vitro y ensayos in vivo para
evaluar el comportamiento celular. También se realizaron ensayos preliminares de
sobreexpresion para la proteina AHCYL1 y el factor POU5F1, mediante el uso de

vectores de expresion para proteinas de fusion fluorescentes.

Los principales hallazgos de esta tesis sugieren que la expresion de

AHCYL1 correlaciona inversamente con la expresion de distintos factores de
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pluripotencia y con la de MKI67. Esto indicaria que AHCYL1 podria asociarse a un
fenotipo mas diferenciado. Ademas, disminuir la expresiéon de AHCYL1 demostro
generar un fenotipo mas agresivo en un modelo de tumorigénesis in vivo y mayor
capacidad angiogénica. En ensayos de capacidad iniciadora de tumores se
observé que AHCYL1 regularia negativamente dicha capacidad que suelen tener
las CMTs. Colectivamente, estos resultados sugieren que AHCYL1 regula el
comportamiento celular y podria ser utilizado como un marcador de buena

prognosis, dado que su silenciamiento promueve la tumorigenicidad.

Expresion de AHCYL1 en pulmdn

AHCYL1 es una proteina ubicua que se localiza en diversos tejidos (Ando et
al. 2003; Uhlén et al. 2015). Ando y colaboradores habian mostrado su expresion
en distintos tejidos de ratdn, incluyendo el pulmén. En ese mismo trabajo, al
realizar un fraccionamiento subcelular de cerebelo, se observd la expresion de
AHCYL1 en todas las fracciones (Ando et al. 2003). El Unico reporte conocido en
pulmén humano es el reciente trabajo de Hwang y colaboradores en donde
muestra la expresion de AHCYL1 en A549 en una inmunofluorescencia, posterior
al comienzo del desarrollo de este trabajo (Hwang, Shin, and Hong 2020). En esta
tesis, mostramos la expresion de AHCYL1 en tres lineas celulares de pulmon
humano A549 y H1299 (tumorales) y MRC-5 (normal) (Figura 9).

AHCYL1 esta sujeto a diversas modificaciones postraduccionales como la
fosforilacion y el clivaje proteolitico. La fosforilacion de AHCYL1 promueve la unién
a otras proteinas citoplasmaticas, mientras que la desfosforilacion induce el clivaje
del dominio IRBIT y favorece la translocacién a ndcleo de las formas clivadas y
desfosforiladas de AHCYL1 (Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008; Grbesa et
al. 2017). Al evaluar la localizacion subcelular de AHCYL1 endégeno mediante
inmunofluorescencia pudimos corroborar que efectivamente podia localizarse
tanto en nucleo como en citoplasma en las tres lineas celulares (Figura 9). A

pesar de estar descripta como una proteina mayoritariamente citoplasmatica,
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encontramos una marca nuclear intensa en todos los casos (Devogelaere,
Sammels, and Smedt 2008; D. Yang, Shcheynikov, and Muallem 2011). Seria
interesante investigar si coincide con la localizacion de AHCY u otros potenciales
blancos nucleares que aun no hayan sido explorados. Es importante mencionar
que el anticuerpo utilizado esta direccionado a los amino&cidos 71 a 121 (Figura
6), lo cual nos permite sugerir que tanto la isoforma completa como la isoforma
clivada son reconocidas por nuestro anticuerpo. Datos previos del laboratorio y
ensayos de fraccionamiento subcelular en diferentes lineas celulares (en la tesina
del Lic. Nicolas Budnik) demostraron que la isoforma revelada en ensayos de WB
para células de pulmon es la correspondiente a la version candnica y
citoplasmatica con una movilidad electroforética de aproximadamente 60 kDa
(Figura 9). Por el contrario, la version nuclear de la proteina (tamafio menor a 60 y
mayor a 50 kDa) se expresa en muy baja proporcion en estas células y con

abundancia en células de glioblastoma.

El trabajo de Jeong en ovario de pollos y humanos muestra la expresion de
AHCYL1 en lineas celulares tumorales de ovario donde algunas de éstas
muestran una marcada expresion nuclear, mientras que otras son detectadas
principalmente en el citoplasma (Jeong, Kim, Kim, et al. 2012). Esto sugeriria que
su localizacién subcelular no solo depende del tipo celular sino también del
contexto y que AHCYL1 tendria funciones en ambos compartimientos

subcelulares.

Para caracterizar a AHCYL1 en un contexto clinico, primero realizamos un
analisis bioinformatico utilizando la base de datos publica TCGA. Como habiamos
determinado que la expresién era levemente mayor en la linea celular normal al
compararla con las lineas tumorales (Figura 9), realizamos el mismo analisis con
los datos de la transcriptomica de los pacientes. Encontramos un resultado similar,
donde los pacientes de NSCLC tienen la expresion de AHCYL1 disminuida

(Figura 10 A). En este sentido Jeong ya habia postulado que AHCYL1 en
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humanos tendria funcion de supresor tumoral (Jeong, Kim, Kim, et al. 2012), lo

cual seria consistente con nuestras observaciones.

Al analizar en los diferentes estadios tumorales, observamos una
disminucién en la expresion de AHCYL1 en recurrencias y metastasis (Figura 10
B, C). Considerando que las recurrencias y metastasis son mas agresivas y
plasticas que los tumores primarios (Das et al. 2020; Shenoy 2020), una menor
expresion de AHCYL1 implicaria un peor pronoéstico. En la misma linea que
nuestros resultados, Wittig y colaboradores demostraron en células de melanoma
que AHCYL1 disminuye su expresion frente a la exposicidn a quimioterapéuticos
gue generan dafio al ADN como el etopésido (Wittig et al. 2002). Teniendo en
cuenta los roles proapoptético e inhibidor de la autofagia, la disminucion de la
expresion de AHCYL1 en este contexto evitaria que la célula entre en apoptosis
y/o active mecanismos de autofagia, los cuales pueden considerarse como
sefales de sobrevida para la célula. Todo en su conjunto, explicaria por qué la
disminucion de AHCYL1 podria generar quimiorresistencia. Este punto en

particular y dentro del contexto de esta tesis requiere futuras investigaciones.

Por otra parte, MKI67 es un marcador de proliferacion utilizado como
predictivo de peor pronéstico en muchos tumores (Y. Liu et al. 2017; Martin et al.
2004). Encontramos que AHCYL1 se correlaciona inversamente con MKI67 en
pacientes con NSCLC y que aquellos que muestran bajo AHCYL1 y alto MKI67
poseen peor pronostico (Figura 11). Teniendo en cuenta que AHCYL1 habia sido
seleccionado en primer lugar de un algoritmo que indicaba que seria blanco de la
corregulaciéon de factores de transcripcién asociado a pluripotencia y plasticidad
(Parra et al. 2016; Rohr et al. 2013), utilizamos la herramienta publicada por Malta
(Malta et al. 2018) para evaluar distintos indices de pluripotencia en los datos de
transcriptomica. Consistente con lo que veniamos observando, también
encontramos que AHCYL1 se correlaciona negativamente con uno de esos
indices de pluripotencia y que los pacientes bajo AHCYL1 y alto MK67 poseen

mayores rasgos de pluripotencia (Figura 12). Esto indicaria, entonces, que en
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tumores con mayor proliferaciéon (alto MKI67) y menores niveles de AHCYL1
presentan mayores rasgos de pluripotencia y, por lo tanto, un peor prondstico.
Esto puede ser vinculado con los resultados de Nakazawa, quien demostré que en
pacientes con cancer gastrico, la baja expresion de AHCYL1 estd asociada a
fenomenos de quimiorresistencia y, por lo tanto, a una menor sobrevida
(Nakazawa et al. 2019). Esto ultimo también corrobora los resultados de Wittig en

lineas celulares de melanoma que discutimos previamente (Wittig et al. 2002).

Considerando los resultados provenientes del analisis bioinformético, se
analizaron las biopsias de pacientes. Para ello, establecimos una colaboracion con
el Servicio de Anatomia Patologica de Fundacién Favaloro y evaluamos la
marcacion de AHCYL1 y de MKI67 mediante ensayos de inmunohistoquimica. En
primer lugar, observamos una mayor expresion de AHCYL1 en muestras de
pulmén normal al compararlas con muestras tumorales (Figura 13).
Coincidentemente, Jeong demostré resultados similares en cancer epitelial de

ovario en mujeres (Jeong, Kim, Kim, et al. 2012).

Luego, comparamos la expresion de AHCYL1 y MKI67 en muestras de
adenocarcinomas de distinto grado histolégico y encontramos que los tumores de
mayor grado histologico (que son aquellos mas agresivos, menos diferenciados)
fueron aquellos que expresan menos AHCYL1 y mas MKI67 (Figura 14). En linea
con esto, Jeong mostrdé que las pacientes con mayor respuesta al tratamiento y
mayor sobrevida libre de progresion eran aquellas que expresaban niveles
intermedios-altos de AHCYL1 (Jeong, Kim, Kim, et al. 2012). En conjunto,
nuestros resultados y de otros sugieren que la expresion de AHCYL1 seria indicio

de un prondstico favorable.

Con estos resultados, realizamos un andlisis mas detallado en el cual
separamos las muestras segun el nivel de expresién como leve o alta de AHCYLL1
(Tabla 8). Ese andlisis reveld una asociacién significativa entre el nivel de
expresion de AHCYL1 y el sexo, donde observamos que AHCYL1 tiene una

expresion elevada en todas las mujeres analizadas (9/9), mientras que en
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hombres 5 tuvieron marcacion leve y 6 alta. Esta observacion podria tener relacion
con otro trabajo de Jeong, quien mostré que agonistas sintéticos de estrégenos
podian inducir la expresion de AHCYL1 en pollos (Jeong, Kim, Ahn, et al. 2012).
Esto es interesante de ser considerado, teniendo en cuenta que el mismo autor ha
demostrado que lo que ocurre en pollos y en humanos es paradojicamente
opuesto (Jeong, Kim, Kim, et al. 2012). Segun estadisticas recientes, el cancer de
pulmén es la causa principal de muerte por cancer en hombres, mientras que es el
tercero en incidencia y segundo en mortalidad para mujeres (Sung et al. 2021).
Las tasas de incidencia y mortalidad son dos veces mayores en hombres que en
mujeres, lo cual nos permite pensar que, si la expresion de AHCYL1 esta
controlada por estrogenos, podria ser una de las causas por las cuales las

mujeres se ven menos afectadas por esta patologia.

Luego, se realizaron correlaciones entre AHCYL1 y diversos parametros. Al
igual que los datos de TCGA, la correlacién con MKI67 fue inversa y significativa
(Tabla 8, Tabla 9). Se observé una tendencia negativa de correlacion con
respecto al grado histoldgico, aunque no fuese asi para el estadio tumoral. Dado
que el estadio tumoral es considerado una variable predictiva fuerte, pensamos
gue el motivo de esta falta de correlacion se deba al tamafio de la cohorte y la
poca cantidad de pacientes. Este estudio comenz6 en 2017 y fueron considerados
todos los pacientes desde entonces. La dificultad para aumentar el nimero de
pacientes tiene que ver con la necesidad de esperar un tiempo prudencial para
poder establecer un tiempo de seguimiento que permita evaluar la recurrencia y
los fallecimientos. Sumado a estas limitaciones, aquellos pacientes a los que se
les diagnostica un estadio metastasico no se consideran operables y por ende

tenemos un sesgo en nuestra poblacién de estudio.

Se realizo también un andlisis de supervivencia con los casos disponibles
(Tabla 10). Alli, es importante considerar que por la poca cantidad de casos no se
puede realizar un estudio multivariado, sino que Unicamente pudimos evaluar una

variable a la vez. Interesantemente, tanto AHCYL1l como MKI67 resultaron
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variables predictivas de supervivencia, siendo AHCYL1 una variable favorable y
MKI167 una variable de riesgo (L. T. Li et al. 2015). El sexo mostr6é una tendencia a
ser una variable predictiva y observamos que 4/6 fallecimientos correspondieron a
hombres, apoyando lo que muestran las estadisticas en términos de incidencia y
mortalidad (Sung et al. 2021).

Por ultimo, se realiz6 una comparacion entre adenocarcinomas y otros
tumores NSCLC y se vio que los otros eran mas agresivos, por ende, presentaban
menor tiempo de seguimiento y mayor marcacion de MKI67 (Tabla 11). Si bien el
analisis de AHCYL1 no mostr¢ diferencias significativas, 67% de los otros tumores
mostraron baja expresion de AHCYL1 y 75% de los adenocarcinomas alta
marcacion, lo cual nos alienta a pensar que sumando mAas pacientes a este
analisis podriamos proponer a AHCYL1 como un potencial biomarcador de mejor
prognosis en cancer de pulmdén no microcitico y utilizarlo como complementario a

la marcacioén ya utilizada de rutina de MKI67.

Estudio de AHCYL1 en modelos de plasticidad tumoral

Dado que el objetivo de este trabajo era evaluar el rol de AHCYL1 en la
plasticidad celular de céncer de pulmén, decidimos utilizar para su estudio
modelos de plasticidad conocidos como los cultivos en 3D y la transicion epitelio-
mesenquimal (EMT) inducida por TGF-.

El cultivo celular en 3D es uno de los grandes avances en el campo de las
células madre en la Ultima década; este tipo de cultivo permite el enriquecimiento
en células con propiedades plasticas como las CMEs, iPSCs y CMTs (Azar et al.
2021). En los ensayos realizados con las células A549 se observdé una
disminucion de AHCYL1 en los cultivos en 3D en condiciones de stemness
(Figura 15). Estos resultados indicarian que las células con mayor plasticidad (que
han pasado por procesos de reprogramacion/desdiferenciacién) expresarian

menos AHCYL1, contrario a lo observado en los cultivos en 2D que son mas
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homogéneos y estan enriquecidos en células diferenciadas. Esto seria consistente
con las conclusiones obtenidas a partir del andlisis de la expresion de AHCYL1

discutida en la seccién anterior.

Los ensayos de EMT inducida por TGF-f son otro modelo de plasticidad
muy descripto en pulmon (Kawata et al. 2012; R. Y. Liu et al. 2014; Schelch et al.
2021). Utilizamos este inductor del microambiente tumoral para poder poner a
prueba a TGF-B como regulador de la expresién de AHCYL1 en este contexto y de
acuerdo a las predicciones in silico provenientes del INSECT. (Parra et al. 2016;
Rohr et al. 2013). Los resultados muestran una disminucion de AHCYL1 al ser
inducido el EMT por TGF-B1, lo cual fue corroborado por la induccion de SNAIL y
el fenotipo celular (Figura 16) (Sterneck, Poria, and Balamurugan 2020). AHCYL1
no seria un gen de respuesta temprana de modulacién ya que a corto tiempo del

tratamiento con TGF-B1 no se observa modulacion.

Varios reportes proponen que el EMT no es una transicion entre un estado
y otro de manera dicotomica, sino que existe un espectro en el cual las células
pueden adoptar mas o menos caracteristicas de uno y otro fenotipo; estas células
serian mas plasticas (Bakir et al. 2020; Roy et al. 2021; Weidenfeld and Barkan
2018). Dado que la expresion del gen de pluripotencia POU5SF1 se ha reportado
por participar en eventos de plasticidad que dirigen EMT y en respuesta a TGF-3
(Mandal et al. 2018; Tirino et al. 2013), evaluamos la expresion de POU5F1,
observando su induccién. Futuros experimentos deberan realizarse en células de
cancer de pulmén para profundizar los mecanismos de accién sobre la expresion
de AHCYL1 modulada por sefiales del entorno tumoral, asi como adicionar un
analisis de expresion de otros marcadores, tanto epiteliales y mesenquimales

como asociados a pluripotencia.

Considerando nuestros resultados hasta ahora, podriamos plantear que
AHCYL1 disminuye su expresion en células con fenotipo tipo mesenquimal dirigido
por TGF-B1, generando un fenotipo potencialmente mas invasivo/plastico, y

extrapolando, hacia un cuadro clinico de peor prognosis.
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Desarrollo de las lineas celulares estables para el silenciamiento
de AHCYL1

Como estrategia para estudiar el rol de AHCYL1 en un contexto tumoral,
realizamos un silenciamiento estable utilizando vectores lentivirales que contenian
distintos shARNs (Figura 17). Observamos que la eficiencia de silenciamiento
dependia de cada shARN y que luego de sucesivos pasajes la linea estable
comenzaba a perder el silenciamiento. Es por eso que en todos los experimentos
realizados se corroboré que el silenciamiento de las lineas fuera de al menos un
50%. Ademas, decidimos descartar la linea KD-AHCYL1-1 porque los resultados
no eran consistentes con las demas lineas generadas, lo cual puede deberse a

efectos off-target de ese shARN en particular.

Caracterizacion de las lineas silenciadas

Como parte de la caracterizacion de estas lineas, evaluamos la proliferacion
debido al antecedente previo sobre la regulacion de AHCYL1 a la RNR (Arnaoutov
and Dasso 2014), en el que se describe que células HelLa depletadas de AHCYL1
presentan alteraciones en la progresién del ciclo celular. También, Arnaoutov
describié que AHCYL1 se expresa en las células madre del intestino de Drosophila
melanogaster, permitiendo la diferenciacion celular a través de la supresion de la
actividad de la RNR (Arnaoutov et al. 2020). Considerando que tanto AHCYL1
como RNR son proteinas conservadas, podria plantearse que las lineas de
pulmén silenciadas para AHCYL1 tengan desregulada la proliferacion y se vea
afectada la diferenciacién. Sin embargo, el estudio de la proliferacion por tres
metodologias distintas indico que no hay alteracion en la proliferacion de las lineas
silenciadas (Figura 18, Figura 19). Estos resultados fueron reproducidos por el

Licenciado Nicolads Budnik en la linea H1299; restaria corroborar en las MRC-5
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para evaluar si esto es consistente en las células de pulmoén o est4 asociado a la

tumorigenicidad en este tejido.

Los resultados que obtuvimos en muestras de pacientes, tanto in silico
como en los ensayos de inmunohistoquimica, nos indican una correlacion inversa
entre MKI67 y AHCYL1, por lo cual era esperable que la proliferacion se viera
afectada al disminuir el nivel de AHCYL1. Es necesario tener en cuenta que estos
ensayos fueron realizados en condiciones de 2D, lo cual tiene sus limitaciones y
no recapitula la heterogeneidad tumoral observada en las biopsias. Futuras
determinaciones en un contexto 3D y bajo modulacion de la expresion de AHCYL1

seran necesarias para profundizar estos resultados

Al momento de la realizacion de esta tesis, se desconocian los mecanismos
qgue regulan la expresion de AHCYL1 y se tenia poca evidencia del rol de esta
proteina en un contexto tumoral. Al evaluar la expresion de genes de pluripotencia
y diferenciacion en las lineas silenciadas para AHCYL1, observamos un aumento
de la expresion de los marcadores de pluripotencia (CD44, CD133, ITGA6 y
POUS5F1) y una disminucién en la expresion de los marcadores de diferenciacion
(MUC5B y SFTPC), aunque en algunos casos se observo como tendencia debido
principalmente al error inter experimento (Figura 20, Figura 21). Ademas,
analizamos la expresion de AHCY inducida en células con mayor plasticidad (Z.
Wang et al. 2019; Zhu et al. 2020) y en nuestras lineas pudimos observar

resultados similares.

Estos resultados también fueron corroborados utilizando el siARN de
AHCYL1 (Figura 25) y en la linea H1299 en ensayos realizados por el Licenciado
Nicolas Budnik, lo cual les aporta solidez a los resultados en A549. A futuro, seria
interesante evaluar la expresion de marcadores de EMT en estas lineas

silenciadas. Con ello, podriamos vincular lo observado en los ensayos con TGF-

B1.
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POUS5F1 es un factor de transcripcion asociado a pluripotencia y expresado
en CMTs (Walcher et al. 2020). Diversos estudios muestran que los pacientes con
cancer de pulmén que presentan mayor expresion de POUS5SF1 tienen peor
prondstico (S. J. Li et al. 2016; Su et al. 2021; L. Zhang, Shen, and Wu 2021).
Hasta ahora, nuestros resultados nos permitieron asociar la expresion de AHCYL1
con un fenotipo menos pluripotente y, por ende, con una mejor prognosis. Cuando
estudiamos la expresion de POU5F1 a nivel de proteina en las lineas silenciadas
observamos que en todas ellas hay un aumento en su expresion, lo cual es
consistente con nuestros resultados (Figura 22). Es importante mencionar que
estos ensayos fueron realizados en condiciones 2D, donde la subpoblaciéon de
CMTs se encuentra menos representada. Este resultado es alentador y a futuro
nos proponemos repetirlo en condiciones 3D, profundizando en la caracterizacion

de la relacion entre AHCYL1 y POUS5SF1 en un contexto tumoral.

Retomando lo discutido previamente para AHCY, se ha descrito en células
tumorales de osteosarcoma U20S que niveles reducidos de AHCYL1 modifican la
distribucion intracelular de AHCY hacia una localizacién nuclear, indicando que
AHCYL1 puede influir ligeramente la distribucién intracelular de AHCY (Grbesa et
al. 2017) y, por lo tanto, esto podria regular en parte su actividad. Hasta la fecha
no se ha descripto como la regulacion subcelular de AHCY afecta el ciclo o la
actividad de la enzima. Sin embargo, se ha demostrado que en CMEs AHCY se
ubica en el nucleo y ocupa regiones de cromatina asociada al factor tumoral MYC
sugiriendo que AHCY podria reclutarse para facilitar una metilacion CAP eficiente
de ARNm en genes especificos en CMEs (Aranda et al. 2019). Dentro del contexto
de nuestros resultados en células de cancer de pulmon seria interesante evaluar si
el silenciamiento de AHCYL1 induce el reclutamiento de AHCY al ndcleo
influenciando la expresion de genes de stemness como POU5F1 y/o el estado de

metilacion del ADN.

En el marco de esta caracterizacion, también evaluamos la marca

epigenética de activacion transcripcional H3K4me3 debido a su induccion en
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lineas derivadas de pacientes con cancer de pulmén (Z. Wang et al. 2019). El
silenciamiento de AHCYL1 conlleva a un aumento en la marca de H3K4me3
(Figura 23), la cual se encuentra asociada a una peor prognosis en cancer (S. Lli,
Shen, and Chen 2018). Este resultado se discutira luego en la seccion Deteccion
de SAM y SAH por UPLC-HRMS.

Ensayos funcionales realizados con las lineas silenciadas

La caracterizacion de las lineas silenciadas nos demostré que en ausencia
de AHCYL1 las células inducen la expresion de genes asociados a pluripotencia y
plasticidad, disminuyen la expresion de genes de diferenciacion y presentarian
mayores niveles de POU5SF1 y H3K4me3. Todos estos resultados sugieren que las
lineas silenciadas poseen un menor grado de diferenciacion. Por este motivo,

decidimos estudiar la capacidad tumorigénica in vitro.

Primero, realizamos un ensayo de dilucién limitante (ELDA) (Y. Hu and
Smyth 2009). Este ensayo permite sembrar células en diluciones extremas y
determinar a qué dilucibn son capaces de formar esferas; esto recapitula la
capacidad de iniciacion tumoral y se espera que células con mayor capacidad
iniciadora puedan formar esferas a mayores diluciones (Ferreyra Solari et al. 2016;
Zhao, Setrerrahmane, and Xu 2015). Como esperabamos, las lineas silenciadas
formaron esferas a diluciones mas extremas y el recuento de esferas fue mayor,
demostrando tener mayor potencial tumoral (Figura 24). Por lo tanto, la capacidad

de iniciacion tumoral in vitro es dependiente de AHCYL1.

Ensayos in vivo

Los resultados obtenidos in vitro nos alentaron a poner a prueba en
ensayos in vivo. Realizamos el ensayo de xenoinjerto en ratones NOD SCID
machos y hembras (Figura 32, Figura 33) para medir el crecimiento tumoral de
células depletadas de AHCYL1. En ambos casos, la linea KD-AHCYL1-4 demostrd
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tener mayor capacidad tumorigénica. La linea KD-AHCYL1-2 demostr6 una
tendencia en ambos, aunque en hembras seria necesario aumentar la cantidad de
individuos.

Al evaluar los pesos tumorales, observamos que los valores control y para
hembras son mayores que para machos, pero los valores en tumores silenciados
fueron similares; esto sugeriria que el efecto de AHCYL1 afectaria mas a machos
que a hembras. Retomando la discusion de las publicaciones de Jeong y
colaboradores (Jeong, Kim, Ahn, et al. 2012; Jeong, Kim, Kim, et al. 2012),
podriamos proponer que si AHCYL1 estd inducido por estrégenos las hembras
podrian verse menos afectadas que los machos. Nos restaria corroborar en las
muestras tumorales que la expresion de AHCYL1 es mayor en los tumores control
de hembras cuando se los compara con los ratones macho.

En relacion con lo que observamos en las muestras de pacientes, donde las
mujeres muestran una mayor expresion de AHCYL1, nuestros resultados sugieren
que la expresion de AHCYL1 impactaria positivamente en el contexto de
sobrevida. Por otro lado, vinculado al aumento de expresién de POUSF1 en las
lineas silenciadas, existen evidencias de relacién entre la sobreexpresion de
POUS5F1 y la malignidad, que se traducirian en peor prognosis con la induccién de
stemness (Chiou et al. 2010; S. J. Li et al. 2016; Mohiuddin, Wei, and Kang 2020;
Xin et al. 2013). Esto daria una posible explicacién a nuestros resultados en el
modelo de xenoinjerto.

Las CMTs estan asociadas también al proceso de angiogénesis, aspecto
gue quisimos explorar por estar ligado a la plasticidad celular (Kise, Kinugasa-
Katayama, and Takakura 2016; Markowska et al. 2017). Con esta premisa,
realizamos un ensayo de angiogénesis in vivo, sabiendo que la isoforma de VEGF
mayoritaria en pulmén se encontraba sobreexpresada en las lineas silenciadas. Lo
realizamos Unicamente con KD-AHCYL1-4 debido a que habia mostrado el mayor
potencial tumorigénico in vivo, y observamos un aumento en la densidad de vasos
(Figura 34). Estos resultados son alentadores para continuar el estudio del rol de
AHCYL1 en angiogénesis.
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Deteccion de SAM y SAH por UPLC-HRMS

En el marco del desarrollo de esta tesis, establecimos una colaboracion con
la Dra. Maria Eugenia Monge y la Dra. Malena Manzi del Grupo de Espectrometria
de Masas Bioanalitica del CIBION — CONICET para medir los niveles de SAM y
SAH en las lineas depletadas de AHCYL1 como primera caracterizacion del
potencial impacto de AHCYL1 en el ciclo de la metionina. Esto se basa en que en
los dltimos afios se ha relacionado este ciclo con el fenotipo de células plasticas
(Fernandez-Arroyo, Cuyas, and Bosch-barrera 2015; Z. Wang et al. 2019; Zhu et
al. 2020) y con la actividad/funciéon de AHCY que impacta sobre la progresion
tumoral en NSCLC (Z. Wang et al. 2019).

Acerca del ciclo de la metionina, se sabe que SAH es el sustrato de AHCY y
ademas el producto de las reacciones de metilacién que ocurren en la célula (tanto
a nivel de proteinas como las histonas, asi como a nivel de metilacion del ADN).
La hidrdlisis de SAH mediada por AHCY es necesaria para mantener baja su
concentracion debido a que inhibe a las metiltransferasas (Devogelaere, Sammels,
and Smedt 2008). Algunos autores han demostrado la interaccion entre AHCY y
AHCYL1 (GrbeSa et al. 2017; W. Huang et al. 2021), pero nadie ha demostrado si
AHCYL1 inhibe directamente la actividad de AHCY .

Recientemente, se ha publicado que SAH puede interactuar con AHCYL1,
con mayor afinidad que con AHCY (W. Huang et al. 2021). Esa interaccion entre
AHCYL1 y SAH inhibe el proceso de autofagia (mediante la inhibicion de la
PIK3C3), por lo que las células con silenciamiento de AHCYL1 podrian tener
activado el mecanismo de autofagia y de esa manera aumentar la sobrevida de la

célula.

Los resultados en la linea silenciada KD-AHCYL1-4 no mostraron
variaciones en las mediciones de SAM, en cambio mostraron un leve aumento de
SAH. Una explicacibn que encontramos es que este leve aumento de SAH se

deba a que exista un leve incremento de metilacion, como se observé con la
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marcacion de la H3K4me3 (Figura 23) sin que AHCY pueda hidrolizar todo el SAH
gue se genera. La marca epigenética H3K4me3 se encuentra inducida en células
transcripcionalmente activas como las CMEs, las iPSCs y CMTs (Shiraki et al.
2013; Z. Wang et al. 2019). Ademas, se ha reportado que una acumulacion de
SAH podria resultar tdxica para la célula, generando dafio al ADN y arresto del
ciclo celular (Beluzic et al. 2018; C. C. Liu et al. 2009). Beluzic y colaboradores
mostraron que el silenciamiento de AHCY provoca un aumento de SAH de 100
veces, por lo que la variacién de SAH en nuestro modelo seria despreciable. De
todas formas, evaluamos la proliferacion y viabilidad de estas lineas celulares y no
se observaron diferencias significativas (Figura 18). Ademas, al marcar las células
con ioduro de propidio (Figura 19) observamos que su ciclo no se encuentra
arrestado en G1 como se ha observado bajo silenciamiento de AHCY (Beluzic et
al. 2018), lo cual indicaria que el aumento de SAH, como consecuencia del
silenciamiento estable de AHCYL1, no se encontraria en niveles de toxicidad para
la célula. Para corroborar esto seria necesario realizar otros ensayos celulares

como marcacion con yH2AX (Beluzic et al. 2018) .

Los resultados sugieren que en las células silenciadas para AHCYL1 habria
mayor generacion de SAH, un leve aumento en la marca de metilacion de la
H3K4me3 (Figura 27) y tendrian alterado el ciclo de la metionina. Esto también se
puede ver en la diferencia en las correlaciones entre SAM y SAH en ambas lineas
(Figura 28). Nuestro modelo posee limitaciones asociadas a los pocos metabolitos
analizados y a las preguntas que aun restan por responder acerca de la regulaciéon
de este ciclo, por lo que es necesario continuar con la investigacion del ciclo de la

metionina en el contexto de la heterogeneidad tumoral.

Como se menciond, recientemente, se ha demostrado que AHCYL1 inhibe
el proceso autofagico en células de osteosarcoma (W. Huang et al. 2021) a traves
de la interaccion con SAH y la inhibicion de la PIK3C3, asi como interactuando con
la proteina Tau en células Hela (Wischhof et al. 2022). Si bien en esta tesis no se

realizaron ensayos de medicién de autofagia (asi como tampoco de apoptosis),
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postulamos que la alteracion de los niveles enddégenos de AHCYL1 (por
silenciamiento estable) podria generar menor inhibicion de la PIK3C3 (al no
interaccionar con la enzima PIK3C3) y de esta manera promover el proceso de la
autofagia (W. Huang et al. 2021). El uso de SAH como 2do mensajero para otras
funciones celulares hasta la fecha no se ha descripto.

La autofagia es un proceso conservado evolutivamente que permite
mantener la homeostasis celular en condiciones de estrés o deprivacion de
nutrientes y fundamentalmente promueve la sobrevida (Eskelinen and Saftig
2009). Dependiendo del contexto, se ha reportado a la autofagia como pro y anti
oncogénica (Kenific, Thorburn, and Debnath 2010; White, Mehnert, and Chan
2015). Evidencias recientes demuestran que la autofagia puede aumentar la
pluripotencia en CMTs, pero todavia no se comprenden del todo los mecanismos
subyacentes (Cufi et al. 2011; Marcucci, Ghezzi, and Rumio 2017; Maycotte et al.
2015). En pulmén, Wang demostré que la autofagia aumenta la plasticidad de
CMTs mediante la degradacion del supresor tumoral p53 (J. Wang et al. 2021). En
la misma linea, Hao describié que la inhibicion de la autofagia con cloroquina
inhibe la pluripotencia en células A549 CD133+, promoviendo la eficiencia del
tratamiento con cisplatino; concluyendo que la inhibicién de la autofagia en CMTs
promueve la eficiencia del tratamiento antitumoral (Hao, Liu, and Tian 2019). Estos
aportes, proponen que la autofagia puede ser considerado un proceso que
sostiene el estado plastico celular en pulmén. Siendo AHCYL1 un inhibidor de la
autofagia (W. Huang et al. 2021), su expresion podria ser beneficiosa en cancer
de pulmén. Estos antecedentes sumados a los datos de esta tesis indicarian que
AHCYL1 podria ser considerado como un regulador de la plasticidad celular.

Efectos de la modulacion por sobreexpresion de POU5SF1 vy
AHCYL1

Al sobreexpresar la proteina de fusién tdTomato-AHCYL1 observamos una

respuesta bifasica en la expresion de POU5SF1. Esto se ve acompafado de la
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expresion de AHCY y una tendencia al aumento de H3K4me3 (Figura 29, Figura
30). Es posible que el efecto bifasico observado sobre POU5SF1 esté relacionado
con las diversas funciones que regula AHCYL1 y de su interaccion con otras
proteinas (Devogelaere, Sammels, and Smedt 2008; D. Yang, Shcheynikov, and
Muallem 2011); esto requiere una investigacion mas profunda que pueda dilucidar

los efectos de la regulacion fina que tiene AHCYL1.

Por la aparente regulacion que ejerce AHCYL1 sobre POUS5F1,
sobreexpresamos la proteina de fusion POUS5SF1-GFP para indagar si existia
alguna relacion en ese sentido (Figura 31). De manera preliminar no observamos
modificaciones en AHCYL1, pero si corroboramos que tanto AHCY como
H3K4me3 (inducidos en condiciones de stemness) se ven aumentados por la
expresion exégena de POUSF1. Al igual que los experimentos de sobreexpresion

de AHCYL1, requieren una caracterizacion mas extensa.

Conclusion

Teniendo en cuenta lo discutido en esta seccion, proponemos a AHCYL1
como un supresor tumoral, debido a su rol de favorecer la diferenciacion celular, el
cual podria ser explorado con un biomarcador de buena prognosis en cancer de

pulmon.

Es importante destacar que aun esta poco explorado como los diferentes
ciclos metabolicos afectan a las CMTs (y su relaciébn con las no CMTs), y
pareciera poco probable que una Unica firma metabdlica pueda ser suficiente para
explicar la compleja regulacibn de estas células. La interseccién entre el
metabolismo y la regulacion del destino celular es un area de investigacion muy
interesante, y esta siendo explorada intensamente (Ahmed Fouad and Aanei 2013;
Batlle and Clevers 2017; Intlekofer and Finley 2019; Pavlova and Thompson 2016)
y seguramente en los proximos afios comencemos a entender cdmo afecta la

progresion tumoral. Del mismo modo, estudios recientes han demostrado que la
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alteracion de las vias epigenéticas puede modificar la actividad autofagica e
impactar en la supervivencia celular (L.-F. Hu 2019). Seran necesarias mayores
determinaciones para abordar el papel de AHCYL1 como conector entre estos dos

reguladores de la homeostasis y la identidad celular.
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Figura 35. Resumen de los principales hallazgos sobre el rol de AHCYL1 en céncer de
pulmén. AHCYL1 seria un modulador de la plasticidad y lo asociamos a un fenotipo diferenciado,
pudiendo actuar como un supresor tumoral en este tipo de tumores. La expresion de AHCYL1 no
favoreceria la expresion de POU5F1 ni de MKI67, por lo que no promoveria el fenotipo CMT ni los
procesos de tumorigénesis o angiogénesis. Las lineas completas muestran los resultados
conocidos por bibliografia y las lineas punteadas los aportes realizados a partir de esta tesis. Las
puntas de flecha indican activacion/induccién y las puntas romas indican inhibicion.

Futuras direcciones

El desarrollo de esta tesis nos permitio realizar una primera caracterizacion

del rol de AHCYL1 en un modelo de cancer de pulmon.
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Discusion

A futuro, se planea profundizar la caracterizacion de la expresion de
AHCYL1 en mayor muestra de pacientes para poder validar el potencial uso de

esta proteina como biomarcador en la clinica.

Ademas, se proyecta una caracterizacion mas profunda de su rol en la
identidad celular mediante la experimentacion con los modelos de sobreexpresion
presentados en esta tesis de manera preliminar. A nivel mecanistico, se planea
evaluar si hay una regulacion a nivel transcripcional entre AHCYL1 y POU5SF1.
Otro aspecto importante para definir es si efectivamente AHCYL1 influye en el
cancer de pulmoén en la regulacion de la via de autofagia como modulador de la
capacidad stem y adaptacion al medio circundante tumoral que vincularia su
participacion como modulador del estado metabdlico celular, como es el ciclo de la
metionina. Por ultimo, la evidencia preliminar presentada sobre citoquinas del
microambiente tumoral como TGF-B que modulen la expresion de AHCYL1 abre
una nueva linea de investigacién que conecta a AHCYL1 como una proteina clave

en la regulacién de la identidad y el ecosistema tumoral.

Los resultados de esta tesis son los primeros que relacionan a AHCYL1 con
procesos de plasticidad e identidad celular y, en particular, su estudio en cancer
de pulmoén. Profundizar en el entendimiento acerca de cdmo AHCYL1 modula los
procesos de plasticidad en un contexto tumoral resulta fundamental. En
conclusién, AHCYL1 es un gen con gran potencial para ser explorado en la

oncologia clinica.

143



MATERIAL
SUPLEMENTARIO



Material Suplementario

MATERIAL SUPLEMENTARIO

A B

Machos Hembras
40 40
2 30- = 30
K g
] o
2 20+ £ 20-
© [+]
o o
£ 104 KD-AL1-2 $ 10 KD-AL1-2
—+ KD-AL1-4 e
-+ KD-AL1-4
0 T T 1 0 T T T T 1
0 2 4 6 0 1 2 3 4 5
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)

Figura Suplementaria 1. Pesos corporales de ratones utilizados en ensayos de
tumorigénesis para (A) Machos y (B) Hembras. Esto se siguié como medida de bienestar animal
junto con una evaluacion de su estado general.
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Tabla Suplementaria 1. Orden de corrida por dia para el analisis de SAM y SAH por UPLC-QTOF-

MS
Dia de Dial Dia de Dia 2
Corrida Corrida
Experimento 2,4,9,6 Experimento 1,3,8,10,7
Nl]merolde Tipo de Muestra NL’Jmero,de Tipo de Muestra
inyeccion inyeccion
1 Volumen cero de inyeccion 1 Volumen cero de inyeccion
3 Blanco de Solvente 3 Blanco de Solvente
5 Blanco de Proceso 5 Blanco de Proceso
7 Muestra de adecuacion del 7 Muestra de adecuacion del
sistema (SAM & SAH) sistema (SAM & SAH)
9 Muestra pooled QC 9 Muestra pooled QC
11 Muestra pooled QC 11 Muestra pooled QC
13 Muestra pooled QC 13 Muestra pooled QC
15 Muestra pooled QC 15 Muestra pooled QC
17 sh4 2.1 17 NT51.1
19 sh4 2.2 19 NT5 1.2
21 NT5 2.1 21 sh4 1.1
23 NT5 2.2 23 sh4 1.2
25 Muestra pooled QC 25 Muestra pooled QC
27 sh4 9.1 27 sh4 3.1
29 sh4 9.2 29 sh4 3.2
31 NT59.1 31 NT5 3.1
33 NT5 9.2 33 NT5 3.2
35 Muestra pooled QC 35 Muestra pooled QC
37 NT5 6.1 37 NT5 8.1
39 NT5 6.2 39 NT5 8.2
41 sh4 6.1 41 sh4 8.1
43 sh4 6.2 43 sh4 8.2
45 Muestra pooled QC 45 Muestra pooled QC
a7 Muestra pooled QC 47 sh4 10.1
49 Muestra de adecuacion del 49 sh4 10.2
sistema (SAM & SAH)
51 Blanco de Proceso 51 NT5 10.1
53 Blanco de Solvente 53 NT5 10.2
55 Muestra pooled QC
57 NT5 7.1
59 NT5 7.2
61 sh4 7.1
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63 sh4 7.2

65 Muestra pooled QC

67 Muestra pooled QC

69 Muestra de adecuacion del
sistema (SAM & SAH)

71 Blanco de Proceso

73 Blanco de Solvente

Nota: los nimeros de inyeccién pares corresponden a los lavados de la columna
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Tabla Suplementaria 2. Datos completos de los 26 pacientes analizados por inmunohistoquimica.

Tipo

o Edad Tiempo de . . Tamano Infiltracién Grado
Tudrr?or Caso n® AHCYL1l MKI67 Sexo (afios) Seguimiepnto (Dias) Fallecidos pTNM Estadio (mm) Pleural  Histolgico

ADC 1 2 30 1 53 3294 1 pT2a pNO B 35 1 2
ADC 2 4 5 0 57 1694 1 pT1B pNO 1A 16 0 2
ADC 3 3 1 1 75 3687 1 pT1B pNO 1A 12 0 2
ADC 4 4 10 0 70 2822 1 PT1A pNx 1A 16 0 1
ADC 5 3 5 0 76 1680 0 pT1B pNO 1A 22 0 3
ADC 6 3 5 1 55 2759 1 pT2a pNO B 25 1 3
ADC 7 4 5 1 63 1274 0 pT4 pN1 A 22 0 3
ADC 8 4 15 0 57 2285 1 pT2b pNO B 36 0 1
ADC 9 4 5 1 67 2312 1 pT2b pNO A 62 1 2
ADC 10 4 5 0 70 2258 1 pT4 pNO A 35 0 2
ADC 11 3 5 0 54 9 1 pT1A pNO 1A 8 0 3
ADC 12 3 20 1 75 1298 0 pT2a pN1 A 47 1 2
ADC 13 2 70 1 72 379 0 pT1b pNx 1A 13 0 2
ADC 14 3 45 1 42 2962 1 pT2A pNO B 34 0 3
ADC 15 1 85 1 70 5 0 pT3pN1 A 26 1 3
ADC 16 2 60 1 72 365 1 pT1b pN1 B 15 0 3
ADC 17 3 15 0 80 382 0 pT2a pNO B 29 1 2
ADC 18 3 40 0 55 1219 1 pT2a pN1 ]3] 33 1 3
ADC 19 3 21 0 66 1016 1 pT3 pNO 1B 73 1 1
ADC 20 2 20 1 70 833 1 pT2a pNO B 32 0 3

oT 21 2 90 1 66 554 1 pTlc pNO IA3 25 0 2

oT 22 3 95 0 73 351 0 pT2a pN1 ]3] 23 2 3

oT 23 4 40 1 58 30 0 pTIBpNO IB 36 0 2

oT 24 2 68 1 60 9 0 pT4 pN1 A 73 0 4

oT 25 2 65 0 76 904 1 pT1b pNO  1A2 18 0 3

oT 26 1 77 1 66 3 1 pT4 pNO A 128 3 3

Tipo de tumor (ADC: adenocarcinoma; OT: otro tipo de tumor de pulmén); Sexo (0: femenino; 1: masculino); Fallecidos (O: fallecido; 1: vivo); Recurrencias (0: no;1: si); Infiltracion Pleural (0: no; 1: si)
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