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Validacion de proteinas moduladas por la sobreexpresion de progerina en células
de pacientes con Sindrome de Progeria (HGPS)

Resumen

El sindrome de la progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS), una enfermedad de
envejecimiento prematuro, se caracteriza por la sobreexpresion de una isoforma mutada
de la lamina A, la progerina o lamina AA50. Esta sobreexpresion de progerina tiene
multiples efectos deletéreos para las células que desembocan principalmente en una
fuerte inestabilidad nuclear. Utilizando fibroblastos humanos de pacientes con progeria,
se ha estudiado la morfologia nuclear clasica de estas células mediante la observacion
de sus defectos nucleares al microscopio de fluorescencia. Por otro lado, se ha realizado
un estudio preliminar de proteinas expresadas diferencialmente en las lineas de
pacientes y lineas control mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF. Por
ultimo, mediante la técnica de Western blot se ha estudiado la modulacion en la
expresion de la proteina nucleolina provocada por la presencia de progerina. Asi, hemos
comprobado como los fibroblastos humanos de pacientes con progeria presentan una
marcada reduccion en la tasa de crecimiento y una morfologia nuclear alterada, con
unas prominencias muy caracteristicas que se conocen como blebs y cuya presencia es
tipica de las células enfermas que sobreexpresan progerina. Por otro lado, utilizando la
técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF se han identificado las proteinas
vimentina y actina B y G, dos proteinas caracteristicas del citoesqueleto que se ven
moduladas ante la sobreexpresion de progerina. Por Gltimo, se ha validado mediante
Western blot la modulacion de la proteina nucleolina, que aparece sobreexpresada en las
lineas celulares de los pacientes con progeria. Los datos sugieren que esta proteina esta
implicada en la senescencia tipica de estas células, por lo que podria ser utilizada como

una posible diana terapéutica en un futuro.

Palabras clave: Hutchinson-Gilford, progeria, progerina, lamina, nucleolina,
fibroblastos
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Introduccion

1. Los sindromes progeroides

Los sindromes progeroides (PSs, progeroid syndromes) son un grupo de
enfermedades genéticas severas y raras caracterizadas por diferentes rasgos clinicos
muy caracteristicos y fenotipos de envejecimiento fisiologico prematuro (Ghosh vy
Zhou, 2014). Entre estos sindromes se incluyen diferentes enfermedades, como son la
ataxia-telangiectasia, la anemia de Fanconi, la tricotiodistrofia o sindrome de Tay, el
sindrome de Rothmund-Thomson, o el sindrome de Hutchinson-Gilford, entre otros. El
tipo de progeria mas clasico y mas estudiado es el sindrome de la progeria de
Hutchinson-Gilford (Rehman et al., 2015; Sinha et al., 2014).

2. El sindrome de la progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS)
2.1 Introduccion al HGPS

El sindrome de la progeria de Hutchinson-Gilford [Hutchinson-Gilford progeria
syndrome (HGPS)] es una enfermedad genética “rara” perteneciente al grupo de las
laminopatias y asociada a un caracteristico envejecimiento prematuro. Fue
originalmente descrito hace méas de 100 afios (Gilford, 1904; Hutchinson, 1886) y
recibié el nombre de progeria (del griego, géras, que significa vejez). La incidencia del
HGPS es de 1 caso entre 4-8 millones y es uniforme en el mundo, (Pollex y Hegele,
2004; Sinha et al., 2014), existiendo actualmente 124 casos conocidos en todo el mundo

(Progeria Research Foundation, http://www.progeriaresearch.orqg).

2.2 Caracteristicas clinicas del HGPS

Los nifios con HGPS tienen una apariencia normal al nacer, pero al cabo de un
afio comienzan a mostrar los efectos de un envejecimiento acelerado (Figura 1) (Brown,
1992; Sinha et al., 2014). Las caracteristicas faciales mas tipicas son la micrognatia
(mandibulas pequefas), desproporcion craneofacial, alopecia, ojos grandes, venas
pericraneales muy marcadas, lipodistrofia, ostedlisis, resistencia a la insulina, y
aterosclerosis precoz y severa (Merideth et al., 2008; Sinha et al., 2014). Ademas, los
nifios experimentan un crecimiento retardado, son pequefios en estatura y de bajo peso y

la piel parece arrugada y se muestra envejecida. Sin embargo, las habilidades cognitivas


http://www.progeriaresearch.org/

no se ven afectadas (Hennekam, 2006); es por ello que el HGPS se considera como un
sindrome progeroide segmental, ya que reproduce de forma incompleta el proceso de
envejecimiento normal (Baek et al., 2015; Ghosh y Zhou, 2014; Stewart et al., 2007).

A medida que maduran, la enfermedad provoca que los nifios envejezcan una
década por cada afio de vida, de manera que, aproximadamente a la edad de 10 afios,
mostraran unas condiciones respiratorias, cardiovasculares y artriticas tipicas de un
anciano. Normalmente, la muerte ocurre a la edad de 13 afios (Sinha et al., 2014), con al
menos un 90% de los sujetos con HGPS fallecidos a causa de una aterosclerosis

progresiva de las arterias coronaria y cerebrovascular (Misteli y Scaffidi, 2005).

Figura 1. Fotografia de un nifio de 4 afios de edad diagnosticado con el HGPS en la que se pueden observar los
rasgos clinicos caracteristicos provocados por la enfermedad. Tomada de Progeria Research Foundation,
http://www.progeriaresearch.org.

2.3 Patrdn de herencia del HGPS

El HGPS es normalmente causado por una mutacion autosémica dominante
esporéadica [excepto la variedad que se hereda, el sindrome de Werner (Yu et al., 1996)],
ocurriendo como resultado de una mutacion puntual de novo en el ADN (Guénantin et
al., 2014; Sinha et al., 2014).

2.4 Genes implicados en el HGPS

El equipo dirigido por Francis Collins en el National Human Genome Research
Institute, en Maryland, inici6 la basqueda de las mutaciones genéticas que causaban el
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HGPS mediante un amplio anélisis del genoma (Eriksson et al., 2003); asi, identificaron
una region de 4.82 Mb en el cromosoma 1q que contenia aproximadamente 80 genes
conocidos, incluyendo el gen LMNA, que codifica para las laminas nucleares Ay C. Las
mutaciones puntuales de novo en este gen son las responsables de aproximadamente un
90% de los casos del HGPS (Eriksson et al., 2003). También se ha visto que el HGPS
puede ser provocado por mutaciones en el gen que codifica para la metaloproteasa
ZMPSTE?24.

3. La lAmina nuclear

La l&mina nuclear es una fina malla proteica cuyo papel es mediar en el
mantenimiento de la integridad de la envoltura nuclear, encontrdndose bajo la
membrana nuclear interna (Burke y Stewart, 2002). Los principales componentes de la
lamina nuclear son proteinas filamentosas intermedias que forman las laminas nucleares
(Sieprath et al., 2015; Stewart et al., 2007). Las laminas son importantes reguladoras del
ensamblaje, estructura, forma y estabilidad mecanica del nicleo, y ademas intervienen
en funciones nucleares pleiotrépicas, como la organizacion de la cromatina, la expresion
génica, la regulacion de la transcripcion y la replicacion y reparacion del ADN (Burke
y Stewart, 2006; Pacheco et al., 2014).

Existen diferentes tipos de laminas codificadas a su vez por diferentes genes: las
laminas de tipo B1 y B2, codificadas por los genes LMNB1 y LMNB2, respectivamente,
y las laminas de tipo A, codificadas por el gen LMNA, siendo la prelamina A y la lamina
C las dos principales isoformas dentro del grupo que derivan del splicing alternativo que
sufre el gen LMNA (Ghosh y Zhou, 2014; Guénantin et al., 2014).

3.1 Formacion de la lamina A

La lamina A, una proteina de 664 aminoacidos con un peso molecular de 70 kDa
y codificada por el gen LMNA, es normalmente sintetizada como una molécula
precursora llamada prelamina A. Contiene un motivo CAAX-box en el extremo C-
terminal que es sujeto de farnesilacién (Beck et al., 1990; Young et al., 2005), un
proceso que consiste en la adicion de una molécula de farnesilo que permite el anclaje
de las laminas a la membrana nuclear interna. Tras una farnesilacion en la cisteina, los
aminoacidos AAX son eliminados, el grupo farnesil-cisteina es carboximetilado, y

finalmente tiene lugar una rotura endoproteolitica por parte de la metaloproteasa



ZMPSTE24, en la que se eliminan los ultimos 18 aminoacidos para generar la lamina A
madura (Guénantin et al., 2014; Young et al., 2005). Todas estas modificaciones son
necesarias para que la lamina A se pueda asentar en la envoltura nuclear (Figura 2)
(Lutz et al., 1992; Rehman et al., 2015).

3.2 Mutaciones en el gen LMNA

Las mutaciones puntuales de novo que afectan a las laminas de tipo A generan
un amplio abanico de enfermedades que se denominan laminopatias, entre las que se

encuentra el HGPS, que se considera una laminopatia primaria (Sieprath et al., 2015).

La mayoria de los individuos afectados por el HGPS portan la misma sustitucién
C>T en el codon 608 [G608G (GGC>GGT)] dentro del exén 11 del gen LMNA (Aliper
et al., 2015; Scaffidi y Misteli, 2005), que tiene lugar en un dinucleétido CpG altamente
mutable. La mutacion activa un sitio de splicing criptico que resulta en la eliminacion
de 150 nucle6tidos en el ARN mensajero del exon 11 (Figura 2), y a su vez en la falta
de 50 aminoacidos esenciales en la proteina truncada que se forma, denominada
progerina (Aliper et al., 2015; De Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al., 2003;
Misteli y Scaffidi, 2005; Rehman et al., 2015). La progerina retiene la caja CAAX,
permitiendo la farnesilacion en la cisteina y la metilacion (Dechat et al., 2007), pero
perdiendo el sitio de rotura endoproteolitica de la enzima ZMPSTE24, lo que hace que
permanezca constitutivamente farnesilada impidiendo que se pueda asentar en la

envoltura nuclear (Figura 2) (Goldman et al., 2004; Pollex y Hegele, 2004).
3.3 Mutaciones en el gen ZMPSTE24

El gen ZMPSTE24 (zinc metallopeptidase STE24) o FACEL, localizado en el
brazo corto del cromosoma 1 en la posicion 34, codifica para una enzima
metaloproteasa que es la responsable de cortar la prelamina A en una posicion
determinada y eliminar el grupo farnesilo (Figura 2), un paso completamente esencial
para la formacion de la lamina A madura y para su asentamiento en la lamina nuclear
(Quigley et al., 2013). Las mutaciones en el gen que codifica para ZMPSTE24
conllevan la pérdida de funcion de la enzima, lo que provoca una acumulacion de la

prelamina A farnesilada y en consecuencia una deficiencia en la lamina A madura.
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Figura 2. Procesamiento de la lamina A en diferentes situaciones. La maduracion de la prelamina A requiere la
farnesilacion del extremo C-terminal, rotura de los tres aminoéacidos C-terminales, carboximetilacion de la cisteina
farnesilada y rotura de los 15 aminoacidos terminales por la metaloproteasa ZMPSTE24. En los casos en los que
existe deficiencia en la enzima ZMPSTE24 o en células con HGPS, la prelamina A o la progerina (respectivamente)
permanecen permanentemente farnesiladas, situacion que altera la estructura y estabilidad nuclear y afecta al
reclutamiento de factores de reparacion del ADN. Tomada de Misteli y Scaffidi, 2005.

4. Efectos provocados por la sobreexpresion de la proteina progerina

La formacion y sobreexpresion de progerina provoca una deficiencia de la
proteina lamina A que afecta gravemente a la capa interna de la membrana nuclear
(Eriksson et al., 2003), de manera que una de las caracteristicas que presenta la
enfermedad son graves defectos en la forma nuclear provocados por los defectos en sus
membranas (Yang et al., 2005). La progerina provoca que el nucleo se vuelva inestable,
lo que parece que conduce al proceso de envejecimiento prematuro caracteristico de la
progeria (Sinha et al., 2014). Ademaés, la progerina tiene otros efectos en las células,
como son alteraciones en la organizacion de la cromatina, sintesis de ADN y ARN,
mitosis retardada, estrechamiento de la ldmina nuclear o activacion molecular de ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated) y ATR (ATM- and Rad3-related) y fosforilacion de
Chk1/2 (Checkpoint Kinase 1/2) y p53, que actuan como puntos de control para la
deteccion de dafio en el ADN, lo que provoca el arresto celular (Dechat et al., 2007;
McClintock et al., 2006; Musich y Zou, 2009, 2011; Rehman et al., 2015; Scaffidi y

Misteli, 2005). Sin embargo, no esta claro si estos efectos patoldgicos se deben a la
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permanente farnesilacion de la progerina o a la delecién de los 50 aminoéacidos (Yang et
al., 2008).

Las células con HGPS que sobreexpresan progerina presentan una mayor y mas
rpida senescencia celular, una reduccion en la cantidad de células madre y los
fenotipos caracteristicos del sindrome progeroide, entre los que destacan formas
nucleares aberrantes caracterizadas por la presencia de unas prominencias en las

membranas, lo que se conoce como blebbing nuclear (Capell et al., 2005).

Por otro lado, se han encontrado evidencias que sugieren la presencia de niveles
bajos de progerina en fibroblastos de individuos de edad avanzada o en células normales
de pasajes tardios (McClintock et al., 2007), por lo que como la progerina provoca el
HGPS y como contribuye al proceso de envejecimiento continda siendo sujeto de

investigacion.

4.1 Estudios previos en el grupo de Terapia Celular y Medicina Regenerativa

del Instituto de Investigacion Biomédica de A Corufia

En el Gltimo trabajo realizado por Mateos et al. (2015) se estudiaron los efectos
provocados tras la induccion de la expresion de progerina humana en preadipocitos
murinos de raton (linea celular 3T3L1). De esta manera, pudieron comprobar como
existia una disminucion en la proliferacion celular y la capacidad adipogénica en las
células que sobreexpresaban progerina. Concretamente, mediante un amplio analisis
utilizando la tecnologia iTRAQ, vieron como una gran cantidad de proteinas se
encontraban significativamente moduladas en los preadipocitos que sobreexpresaban
progerina, estando implicadas en procesos bioldgicos como el metabolismo lipidico, la
estructura del citoesqueleto, la regulacién del calcio, el plegamiento de proteinas o la
generacion de energia en las mitocondrias. La gran relevancia es que, hasta la fecha y en
nuestro conocimiento, este es el primer estudio proteémico basado en un analisis

iITRAQ para la sobreexpresion de la progerina.

De especial interés fue encontrar que la expresion de la nucleolina se encontraba
alterada en aquellos preadipocitos que sobreexpresaban progerina (Mateos et al., 2015).
La nucleolina es una de las proteinas no ribosomales mas abundantes del nucléolo

(Tajrishi et al., 2011), donde se encuentra unida al pre-ARN ribosomal, y no se



encuentra en los ribosomas citoplasmaticos maduros, lo que sugiere que simplemente
estd implicada en las fases iniciales de la biogénesis ribosomal. En este proceso, esta
implicada en numerosas funciones, como son la estructura cromatinica del ADN
ribosémico, regulacion de la transcripcion por la ARN polimerasa | o maduracion del
pre-ARN ribosomico y ensamblaje de los pre-ribosomas (Ginisty et al., 1999). Se sabe
también que la nucleolina no solamente se localiza en el nucléolo, sino que también se
encuentra en el citoplasma y en la membrana celular, donde podria estar implicada en
funciones como el transporte de moléculas o interacciones especificas nucleolina-
proteinas o nucleolina-ARN (Berger et al., 2015). Sin embargo, la fraccion nucleolar

representa mas de un 90% del total de nucleolina celular (Scherl et al., 2002).

A nuestro conocimiento, practicamente no existe ningun estudio en el que se
relacione la expresion de la nucleolina con la expresion de la progerina, por lo que este

es uno de los aspectos que se trataran en este trabajo.

5. Herramientas de aplicacion en protedmica: introduccion a la

espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF para identificacién de proteinas

Las herramientas protedmicas son de gran importancia para el estudio cualitativo
y cuantitativo de las proteinas o el proteoma de un determinado tipo celular, tejido u
organismo en un determinado estado del desarrollo. En la Gltima década ha habido un
incremento masivo en la utilizacién de estas herramientas, debido en gran parte a los
avances en la espectrometria de masas (Mateos et al., 2014). La espectrometria de
masas es una técnica analitica que permite analizar con gran precision la composicion

de diferentes elementos quimicos, separandolos en funcién de su relacién masa/carga.

El MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization) es una técnica de
espectrometria de masas de ionizacion suave que permite detectar moléculas
termolabiles, como son las proteinas, de forma intacta, empleando como fuente de
ionizacion un laser. En el espectrémetro de masas se produce la separacion de las
especies ionicas de una muestra, en funcién de su relacion masa/carga (m/z). El espectro
de masas de cada compuesto se denomina huella peptidica y es una representacién
gréfica de los fragmentos peptidicos obtenidos de una muestra, por orden creciente de
masa frente a su abundancia relativa. Dado que la mayoria de los iones formados poseen

una sola carga, la relacion “m/z” es normalmente equivalente a “m”.



Objetivos

El objetivo de este trabajo consiste en validar los resultados obtenidos
previamente en un modelo de sobreexpresion de progerina humana en preadipocitos
murinos de raton, utilizando lineas celulares de fibroblastos humanos de pacientes con
progeria. Los resultados obtenidos se compararan con los recogidos en la literatura,

tanto en el caso de lineas humanas como en otros modelos animales.
Por lo tanto, los objetivos planteados son los siguientes:

e Cultivo y crecimiento de lineas celulares de fibroblastos
procedentes de pacientes con el sindrome de la progeria y de sus

progenitores sanos.

e Visualizacién de la morfologia celular tipica y los defectos
nucleares de las células que sobreexpresan la isoforma mutada progerina

mediante observacion al microscopio de fluorescencia.

e Realizacion de un estudio preliminar del proteoma diferencial de
lineas celulares de fibroblastos procedentes de pacientes y controles sanos,
utilizando la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF para la
realizacion de un analisis de masas (MS) y masas masas (MS/MS).

e Validacion mediante Western blot de proteinas que previamente
han sido descritas como moduladas en un modelo celular de preadipocitos
murinos que expresan establemente la isoforma mutada progerina, con el fin

de estudiar su nivel de expresion.



Material y Métodos

1. Muestras celulares de pacientes con progeria y pacientes control

Las muestras celulares de fibroblastos humanos de la piel de pacientes con
progeria y pacientes control proceden del repositorio celular Coriell (Coriell Cell
Repositories, NJ, USA). Las muestras celulares de progeria proceden de nifios, y las
muestras celulares control proceden de sus progenitores (no afectados por la
enfermedad). De esta manera, se trabaja con un total de seis lineas celulares que se

denominan y relacionan de la siguiente forma:

e (3512 (control) — PG3513 (progeria)
e (3257 (control) — PG3199 (progeria)
e (8468 (control) — PG8467 (progeria)

2. Cultivo de las diferentes lineas celulares

Las células de las diferentes lineas con progeria se mantienen en crioviales en
tanques con nitrogeno liquido en la unidad de Criobiologia del Materno Infantil,
Complejo Hospitalario Universitario A Corufia. Las células se descongelaron siguiendo
un protocolo basico de descongelacion: se prepar6 un tubo Falcon de 15 ml y se
afiadieron 10 ml de medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) con suero
bovino fetal al 10%, penicilina al 1%, y estreptomicina al 1% (Sigma-Aldrich). El
contenido del criovial se fue descongelando poco a poco con ese medio, llevando todo
su contenido al tubo Falcon. Seguidamente se realizé una centrifugacion a 1000 rpm
durante 10 minutos para que las células se depositaran en un precipitado; se desecho el
sobrenadante y se volvieron a resuspender de nuevo con medio DMEM. Seguidamente
se cultivaron en placas Petri de tamafio adecuado y se introdujeron en estufa a 37°C, de
manera que las células se adhirieron a la placa. Se comprobé a diario el crecimiento de
cada linea celular, renovando el medio cuando fue necesario. Cuando las ceélulas
alcanzaron una confluencia del 90% se sacaron de la placa utilizando tripsina 2%
(Sigma-Aldrich) para posteriormente realizar otro pase en mas placas, aumentando asi

la cantidad de células hasta obtener la deseada.



3. Extraccion de proteinas y cuantificacion en Nanodrop

Una vez alcanzada la confluencia adecuada (aproximadamente 80-90%), las
placas con las células se lavaron 3 veces con suero salino para eliminar los restos de
medio antes de realizar el “raspado” de células de la superficie adherente con un
scraper. Para ello se prepararon 300 pl de tampon de lisis con 3 pl de PMSF (fluoruro
de fenilmetilsulfonilo) y 3 ul de coctel inhibidor por placa; se ech6 en la placa, se
rasparon las células con el scraper, y finalmente se recogieron en un tubo eppendorf.
Las muestras se hirvieron a 100°C durante 5 minutos en un blogque térmico.
Posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 2 minutos. Finalmente se
recogieron los sobrenadantes y se llevaron a cuantificar en el Nanodrop 1100 (Thermo),
que nos dio un valor de la concentracion de proteina de cada muestra en las unidades

pg/ul mediante lectura de la absorbancia a 280 nm.

4. Tincién con plata de proteinas compatible con espectrometria de masas

Partiendo de la cuantificacion de la concentracion de proteina calculada en el
Nanodrop para cada linea celular, se realizd una tincion con plata de proteinas en geles
de poliacrilamida. En este caso se sigue el protocolo basado en el método propuesto por
Rabilloud (1990), que es compatible con un analisis posterior con espectrometria de
masas. Se prepararon geles de acrilamida al 10% en los que se carg6 en cada carril el
volumen adecuado de cada muestra celular, tomando como referencia para hacer los
calculos la cuantificacion de proteina obtenida en el Nanodrop. El gel se cargd usando
para cada condicion 2 pg de proteina extraida. Se dejaron correr las muestras durante
aproximadamente 1 hora a 70-120 V. Una vez terminado, los geles se fijaron mediante
dos periodos de 30 minutos en etanol:acético:agua en una proporcion 40:10:50. A
continuacion se realizaron dos lavados de 10 minutos con agua ultrapura y desionizada.
Seguidamente los geles se sensibilizaron durante 1 minuto con Tiosulfato Sodico
0.02%. Se volvieron a realizar dos lavados de 1 minuto cada uno con agua, y a
continuacion el gel se impregné con Nitrato de Plata 0.2% con Formalina 0.075%
aproximadamente 45 minutos para tefiir las proteinas. Se realiz6 un lavado de 5-10
segundos con agua, y posteriormente se revel6 el gel con Carbonato Sodico 3%,
Formalina 0.025% y Tiosulfato Sédico 12.5 mg/l, esperando el tiempo necesario hasta
que se vieron las bandas correspondientes a las proteinas. Por ultimo se paro el revelado

con una solucion Stop de Tris 3% y acético 10%.
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La imagen que se obtuvo se escaned mediante el software Photoshop Elements y
se cuantificé mediante el software Image Quant 5.2 (GE Healthcare), que nos permitio
corregir los errores en la cuantificacion de las concentraciones obtenidas en el Nanodrop

y ajustarlas para conocer el volumen real de proteina a cargar en un Western blot.

5. Anélisis Western blot

Todos los experimentos de Western blot se realizaron usando para cada
condicion 15 pg de la proteina total extraida. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: mouse monoclonal Lamin A+C (Acris Antibodies), rabbit polyclonal nucleolin
(Abnova), mouse a-tubulin (Sigma); los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-

mouse Yy anti-rabbit (Amersham).

Se prepar6 un gel de acrilamida al 7.5% de 1.5 mm de grosor y se cargaron las
muestras, dejando correr el gel a 120 V durante el tiempo necesario. A continuacién se
realizd la transferencia del gel a una membrana, para lo que se prepard tampon de
transferencia (TT) 1x al 12% de metanol; la membrana se activo realizando cuatro
lavados sucesivos de 1 minuto cada uno de la siguiente manera: metanol, agua, metanol,
agua. Finalmente se afiadié el TT 1x con metanol. La transferencia se realizé durante 1
hora a 0.15 Amperios. A continuacién se blogue6 la membrana preparando 2.5 gramos
de leche (Sigma) en 50 ml de TBS (Tris-Buffered Saline) con Tween (TTBS) durante 1
hora. Transcurrido este tiempo se afiadio el anticuerpo primario en una dilucién 1:1000
(en leche) y se incubd overnight en camara fria a 4°C y en rotacion. Una vez finalizado
el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TTBS. A
continuacidn se prepar6 el anticuerpo secundario en una dilucién 1:1000 (en leche), y se
incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente en rotacion. Transcurrido este tiempo se
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TTBS y 2 lavados de 5 minutos cada

uno con TBS (sin Tween).

Finalmente se afiadio a la membrana Luminol [ECL™ Western Blotting Analysis
System (GE Healthcare, Amersham Biotechnology, UK)] y se introdujo en la camara de
revelado Las-3000 (Fujifilm). Los datos se observaron con el software Image Reader
Las-3000 Pro (Fujifilm) y el analisis por densitometria de la intensidad de las bandas se
realizo utilizando el software Image Quant 5.2 (GE Healthcare).
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6. Analisis de inmunofluorescencia

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: mouse a-Lamin A+C (Acris
Antibodies) y rabbit a-Nucleolin (Abnova); los anticuerpos secundarios utilizados
fueron: a-mouse-FITC (Isotiocianato de fluoresceina) y o-rabbit-PE (Ficoeritrina)
(Amersham).

Se sembraron células de cada linea celular y se cultivaron hasta alcanzar la
confluencia adecuada (80-90%). Posteriormente se realizd un contaje de células en
camara Neubauer. A continuacién se sembraron portaobjetos con camaras de cultivo
con una condiciéon de 25000 células para las lineas control y 40000 células para las
lineas de progeria, y se introdujeron en estufa a 37°C. Al dia siguiente, los portaobjetos
con las células se lavaron dos veces con PBS (Phosphate Buffered Saline). A
continuacidn las células se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Posteriormente las células se lavaron dos veces con PBS.
El siguiente paso fue permeabilizar las células con Triton x100 al 0.1% en PBS durante
10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion las células se lavaron dos veces con
PBS. Posteriormente se incubaron con BSA (Bovine Serum Albumin) 3% en PBS
durante 1 hora. A continuacion las células se lavaron dos veces con PBS. Se afiadieron
los anticuerpos primarios, diluidos 1/50 (en el caso de la lamina A+C) o 1/1000 (en el
caso de la nucleolina) en PBS-BSA a temperatura ambiente y en cdmara himeda,
incubando durante 1 hora. A continuacion se lavaron las camaras de los portaobjetos
con PBS durante 5 minutos, y posteriormente se afiadieron los anticuerpos secundarios
diluidos 1/5000 en PBS-BSA en camara hiumeda y a temperatura ambiente durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo se lavaron las cdmaras con PBS-Triton 3 veces
durante 5 minutos a temperatura ambiente, y finalmente se quitaron las camaras
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se embebieron los portaobjetos en medio de
montaje Vectashield con DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole) y se observaron en el

microscopio de fluorescencia Olympus BX61.
7. Huella peptidica y digestion triptica de bandas

A partir del gel tefiido con plata, se escogieron una serie de bandas de las
obtenidas en el gel y se cortaron para la identificacion de diferentes proteinas de las

lineas de pacientes con progeria y las lineas de sus progenitores sanos.
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Las bandas cortadas a partir del gel se lavaron dos veces con unos 100 pl de
agua. Se prepararon dos soluciones de destefiido con Ferricianuro potasico 30 mM en
agua y Tiosulfato sodico 100 mM en agua, y se mezclaron en una proporcion 50/50. Se
afiadieron 50 pl de la mezcla de destefiido a cada banda y se incubaron durante 15
minutos hasta que las bandas perdieron el color oscuro. A continuacién se realizaron 3
lavados de 5 minutos cada uno con 100 pl de agua, y posteriormente otros 3 lavados de
5 minutos cada uno con 20 ul de Acetonitrilo (AcN), tras los cuales se dejaron secar las
bandas durante 2 minutos. Se afiadieron 30 pl de Ditiotreitol (DTT) 10 mM, y se realizd
una incubacion de 45 minutos a 56°C. A continuacion se retird el DTT y se afiadieron
20 pl de AcN, incubando 1 minuto. Se retir6 y se afiadieron 30 pl de lodoacetamida
(IAA), y se incub6 durante 15 minutos en oscuridad. Se retir6 la IAA y se afiadieron 20
pl de AcN, realizando una incubacion de 10 minutos. Se retiré y se afiadieron 20 pl de
Bicarbonato Amoénico (AmBi), incubando 10 minutos. Se retird y se realizaron dos
lavados con 20 ul de AcN cada uno, incubando 10 minutos. Se retird el AcN y se dejo6
secar durante 1 minuto. Posteriormente se afiadieron 20 pl de tripsina 12 ng/pl en AmBi
25 mM a 4°C, incubando en hielo durante 2-3 horas. Se retir0 el exceso de tripsina, se
afiadieron 10 pl de AmBi y se incubd a 37°C overnight. Al dia siguiente se agité en
vortex durante 1 hora; a continuacion se dio un pulso en centrifuga, se sonico 3 minutos
y se dio otro pulso. Finalmente se recogié 1 pl del extracto crudo para su analisis por

espectrometria de masas.

El resto del contenido se pas6 a otro tubo nuevo y se siguieron extrayendo los
péptidos con tres incubaciones sucesivas con 50 pl de AcN 50% H,0 50% TFA (Acido
trifluoroacético) 0.1%. Cada extraccion se realizd durante 30 minutos agitando en el
vortex, sonicacion de otros 30 minutos y pulso en centrifuga. Los sobrenadantes
obtenidos sucesivamente se juntaron con el extracto crudo. Finalmente las muestras se

secaron en la speed-vac.
8. Espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF
8.1 Analisis de masas (MS)

La placa para MALDI se cargd con las muestras sometidas a la digestion
triptica. Se depositd también la mezcla de calibracion sobre la posicion de los

calibrantes que viene indicada en la placa, y esta se introdujo en el soporte magnético
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[Opti-TOF™ Magnetic Holder (# 4350840 ABSciex)] en la “posicion de carga” en el
sistema 4800 MALDI-TOF/TOF. Utilizando el software Series Explorer 4000 se
selecciono6 la opcidn “cargar placa” y se esper6d a que se establecieran las condiciones de

alto vacio adecuadas.

En primer lugar se dispar6 manualmente con el laser (con baja intensidad) sobre
uno de los calibrantes, de manera que el MALDI midio los valores de masa de esos
calibrantes. Posteriormente se ajusté a alto voltaje, y comenzamos a disparar
manualmente sobre las muestras para la adquisicion de los valores de masas.
Finalmente, utilizando el software Series Explorer 4000, se obtuvo una representacion
grafica de los fragmentos peptidicos obtenidos para cada muestra en funcion de los

valores masa/carga y abundancia relativa (huella peptidica).
8.2 Anélisis de masas/masas (MS/MS)

Una vez realizado el analisis de masas, se escogié uno de los muchos péptidos
obtenidos para cada muestra y se fragmenté mediante una fuente de aire comprimido, de
manera que se pudo secuenciar para realizar un andlisis de masas/masas. Finalmente,
utilizando el software Series Explorer 4000, obtuvimos los espectros de fragmentacion

derivados de un péptido precursor caracteristico de cada muestra (fragmentacion).

8.3. Identificacién de proteinas mediante busqueda en bases de datos

Los espectros de MS y MS/MS se cargaron en la base de datos Swissprot

disponible en la web www.matrixscience.com, y se seleccionaron los siguientes

pardmetros de busqueda:

e Especie: Homo Sapiens

e Enzima de digestion: tripsina

e Modificaciones fijadas: carbamidometil (C)

e Modificaciones variables: acetil (N-terminal) y oxidacion (M)

e Peptide tol.: 100 ppm (partes por millén)

Solo fueron seleccionadas las proteinas identificadas con un nivel del 95% de

confidencia, o un ProtScore de 1.3.
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Resultados-Discusion

1. Cultivo y crecimiento de lineas celulares de fibroblastos procedentes de

pacientes con progeria y de sus progenitores sanos
1.1 Morfologia y alteraciones de los fibroblastos humanos con progeria

Los fibroblastos de los individuos con HGPS se caracterizan por presentar una
morfologia y tamafio alterados (Figura 3); estas células presentan una forma irregular y
mas pequefia de lo habitual en comparacion con las células de los individuos sanos. Esta
morfologia aberrante esta presente en aproximadamente un 80% de las células de las

lineas celulares con HGPS.
1.2 Observacion del crecimiento celular de fibroblastos humanos con progeria

Se observo el crecimiento a diario de las diferentes células y se pudo comprobar
como las lineas celulares de progeria crecian de forma muy lenta (Figura 3), necesitando
al menos una semana para alcanzar una confluencia del 80-90%, mientras que las lineas
celulares control sanas mostraban una tasa de crecimiento adecuada, alcanzando una
confluencia del 80-90% a los dos-tres dias. De esta manera se corroboraron los
resultados obtenidos en los preadipocitos murinos de raton transducidos con progerina,
en los que también se observaba una disminucion de la proliferacion celular ante la

sobreexpresion de progerina (Mateos et al., 2015).

Figura 3. Imagenes de una de las lineas celulares control y una de las lineas celulares de progeria al microscopio
optico, en las que se pueden observar las diferencias en el crecimiento a los dos-tres dias tras el cultivo en placa.
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2. Visualizacion de la morfologia nuclear tipica de las células que expresan la

isoforma mutada progerina
2.1 Visualizacioén de los defectos celulares nucleares

La deficiencia en las proteinas laminas provocada por la expresion de la
isoforma progerina conlleva una pérdida de la estabilidad e integridad nuclear en las
células y genera defectos morfoldgicos en sus membranas (Lammerding et al., 2006),
tal y como se puede observar en las células de progeria, cuyos nucleos tefiidos con
DAPI (azul) presentan los tipicos blebs en sus membranas nucleares (Figura 4), unas
estructuras en forma de evaginaciones o prominencias muy llamativas y caracteristicas
de las células que sobreexpresan progerina, como ya se describi6 en la literatura. Asi, la
observacién de estas estructuras nos permite corroborar la sobreexpresion de progerina

en las membranas nucleares de nuestras lineas celulares con progeria.

40 x DAPI C8468 40 x DAPI C3512 40 x DAPI C3257

40 x DAPI PG8467 40 x DAPI PG3513 40 x DAPI PG3199
-—p

Figura 4. Imégenes al microscopio de fluorescencia (40 x) de las lineas con progeria (abajo) y de las lineas control
de sus progenitores sanos (arriba). Se pueden observar los tipicos blebs en los nicleos de las células con progeria

(flechas blancas; detalle ampliado en recuadro), que estan ausentes en las lineas control, cuyas células son sanas.

La sobreexpresion de progerina que permanece permanentemente farnesilada se
ha considerado tdxica para las células (De Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et
al., 2003). Sin embargo, se ha determinado que la utilizacion de inhibidores de la

farnesilacion proteica (en concreto de la farnesiltransferasa) incrementarian la esperanza
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de vida en pacientes con HGPS (Gordon et al., 2014) reduciendo los defectos en la

morfologia nuclear (Wang et al., 2008), como los ya descritos y observados blebs.

Se ha comprobado como la sobreexpresion de progerina también interfiere en la
expresion, diferenciacion y renovacion de las células madre mesenquimales en tejidos
de origen mesenquimal (Guénantin et al., 2014). En otros tejidos, como son los
neurales, los estudios realizados han sugerido que estan protegidos ante los efectos

deletéreos provocados por la sobreexpresion de progerina (Baek et al., 2015).

Los estudios genéticos realizados tanto en humanos como en otros modelos
animales demuestran que los altos niveles de progerina estan asociados con fenotipos
enfermos severos (Moulson et al., 2007; Yang et al., 2006), mientras que unos niveles
muy reducidos de progerina pueden ser encontrados en organismos de edad avanzada
sin provocar fenotipos enfermos (Arancio et al., 2014; Baek et al., 2015). Es por ello
que la sobreexpresion de progerina se considera como un biomarcador del
envejecimiento celular normal y ademas, podria estar potencialmente ligada a la
diferenciacion terminal y senescencia en individuos de edad avanzada (McClintock et
al., 2007). Asi, el HGPS se asemeja en gran medida (siendo practicamente
indistinguible) al envejecimiento normal, presentando numerosas alteraciones en comun
como pueden ser la activacion de la via mTOR (mammalian Target of Rapamycin),
respuesta reducida a factores de crecimiento epidérmicos (EGF, epidermal grow factor),
incremento de la fosforilacién de p38 (regulador clave en la respuesta proinflamatoria
en células envejecidas) o activacion de diferentes vias mitocondriales (Aliper et al.,
2015).

2.2 Deteccidn de la lamina A

Mediante un andlisis de inmunofluorescencia y posterior observacion al
microscopio, se comprobd la presencia de la lamina A en las membranas nucleares
utilizando anticuerpos especificos para la deteccion de esta proteina. Asi, pudimos
observar una sefial fluorescente verde (FITC) alrededor de los nucleos celulares tefiidos
de azul (DAPI) (Figura 5); dicha sefial se corresponde con la presencia de las diferentes

isoformas de la lamina A en las membranas de nuestras células.

Tal y como se describio anteriormente, una de las caracteristicas principales de

las lineas celulares con progeria es que presentan una deficiencia en la lamina A madura
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debido a la acumulacion de progerina, lo que provoca una fuerte inestabilidad nuclear

que tiene numerosos efectos perjudiciales para las células.

20x CONTROL DAPI 20x CONTROL FITC

40x PROGERIA DAPI 40x LAMINA A+C-DAPI

Figura 5. Analisis inmunofluorescente de las lineas celulares con progeria. Arriba a la izquierda se representa el
control para DAPI, y arriba a la derecha el control para FITC, en el que no se observa fluorescencia de fondo. Abajo a
la izquierda, una célula de progeria en la que se observa una protuberancia caracteristica de las células que
sobreexpresan progerina; abajo a la derecha se observa la sefial fluorescente de la lamina A en las células de progeria.

Las imagenes mostradas corresponden a la linea celular de progeria 3513.

Se ha visto que las laminas de tipo A tienen un papel importante en la
homeostasis redox intracelular. De este modo, la reduccion de la proteinas lamina Ay C
en lineas celulares de progeria, asi como la acumulacion de la progerina, provocan un
aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) que conllevan una
hiperpolarizacion celular y apoptosis (Sieprath et al., 2015) en las células de progeria, lo
gue podria conducir a la marcada reduccion en la tasa de crecimiento celular en

comparacion con las lineas celulares control sanas.

En un modelo de raton para el HGPS, Hernandez et al. (2010) comprobaron que

una variante de la lamina A provocaba un arresto proliferativo que se debia a la
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incapacidad para producir una matriz extracelular (MEC) funcional. Estos defectos
estan asociados con la inhibicion de la sefializacion canonica de Whnt, tanto en células de
progeria humanas como de raton. Defectos en la sefializacion de Wnt, que afectan a la
sintesis de la MEC, pueden ser criticos para el desarrollo del HGPS, ya que se han visto
en ratones defectos esqueléticos y apoptosis en los vasos sanguineos mayores proximos
al corazén. Estos resultados establecen una unidon funcional entre la envuelta
nuclear/ldmina y la superficie celular/MEC y puede aportar datos acerca del papel de la

sefializacion de Wnt y la MEC no solo en el HGPS, sino también en el envejecimiento.

Por altimo, cabe destacar que existen diferentes mutaciones en el gen LMNA que
provocan sindromes que recuerdan a la progeria y otras enfermedades de este tipo
(Csoka et al., 2004; Plasilova et al., 2004). Las mutaciones en el gen LMNA son Unicas
en el sentido de que no se conoce otro gen cuyas mutaciones provoquen tantas
enfermedades diferentes. El estudio de las laminopatias y otras mutaciones en proteinas
que se encuentran en la envoltura nuclear permite obtener conocimientos sobre la
arquitectura del nucleo y su papel en la regulacion de las funciones nucleares, como la

organizacion de la cromatina y la interaccion entre el ndcleo y el citoesqueleto.

3. Estudio preliminar mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF
(huella peptidica y fragmentacion) del proteoma diferencial de lineas celulares de

fibroblastos procedentes de pacientes con progeria y controles sanos
3.1 Cuantificacion de la concentracion de proteina extraida

Las muestras con la proteina extraida de cada linea celular se cuantificaron en el
Nanodrop, que nos proporciond un valor de la concentracion de proteina de cada

muestra, siendo los valores obtenidos los que se observan en la tabla (Tabla 1).

Linea celular Nanodrop (ug/ul)
PG3513 1,67
PG3199 0,59
PG8467 2,11

C3512 2,77
C3257 0,95
C8468 1,23

Tabla 1. Representacién del valor de la concentracion de proteina de cada linea celular obtenido en el Nanodrop.
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3.2 Correccion de la integridad de proteinas y ajuste de concentracion mediante
tincion con plata y densitometria

La tincién con plata supuso un gran avance en la deteccion de proteinas en el
rango de nanogramos, por lo que a lo largo de la historia se han desarrollado diferentes
métodos para llevar a cabo esta técnica (Rabilloud, 1990). Como ya se explicd
anteriormente, en este caso se siguio el protocolo propuesto por Rabilloud (1990), y tras
su realizacion se pudo observar la aparicion de mdaltiples bandas correspondientes a
proteinas (Figura 6).

La imagen que se obtuvo se sometid a un analisis por densitometria para corregir
los errores en la cuantificacion de las concentraciones de proteina obtenidas en el
Nanodrop, ajustandolas para saber cual era el volumen de proteina real. El software
utilizado nos permitié calcular un volumen determinado para cada carril de muestra.
Los volimenes de la densitometria se normalizaron con respecto al carril mas intenso
para calcular el ratio para cada muestra (se divide el valor de volumen de cada una de
ellas entre el valor de volumen mayor). Una vez obtenido el ratio de cada una de las
muestras se multiplico por el valor obtenido en el Nanodrop, de manera que obtuvimos
la concentracién corregida de proteina para cada linea celular. Todos los datos se

muestran en la Tabla 2.
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Figura 6. Imagen del gel obtenido tras la tincion con plata de proteinas.
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Linea Volumen Ratio Cuantificacion | Concentracion
Nanodrop corregida
PG3513 13037286,28 0,84 1,67 1,41
PG3199 10426549,65 0,67 0,59 0,4
PG8467 11725340,28 0,76 2,11 1,6
C3512 15464794,28 1 2,77 2,77
C3257 12208872,65 0,79 0,95 0,75
C8468 12931830,28 0,84 1,23 1,03

Tabla 2. Resultados de la densitometria del gel tefiido con plata. En la primera columna se representa el nombre de
las lineas celulares; en la segunda, el valor de volumen proporcionado por el software de densitometria; en la tercera,
el ratio de volumen normalizado; en la cuarta, la concentracion de proteina cuantificada en el Nanodrop; en la quinta,

la concentracién corregida de proteina, obtenida tras multiplicar el ratio por los valores obtenidos en el Nanodrop.

3.3 Seleccion de bandas tefiidas con plata para espectrometria de masas

A partir del gel tefiido con plata, se escogieron una serie de bandas de las
obtenidas en el gel y se cortaron para la identificacion diferencial de proteinas en las

lineas de pacientes con progeria y en las lineas de sus progenitores sanos (Figura 7).
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Figura 7. Imagen del gel obtenido tras la tincién con plata de proteinas en el que se indican mediante recuadros rojos

y numeros las proteinas escogidas para la identificacion por espectrometria de masas.
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3.4 ldentificacion de proteinas mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF/TOF

3.4.1 Espectros de masas y masas/masas

Mediante el analisis de masas en el MALDI-TOF/TOF se analizaron los
péptidos cortados con tripsina a partir de la digestion triptica de las bandas
seleccionadas en el gel tefiido con plata. De esta manera se obtuvo una representacion
gréfica de las especies ionicas de cada muestra (es decir, de cada banda), ordenadas en
funcién de su relacion masa/carga frente a su abundancia relativa; estos datos
representan la huella peptidica de cada muestra (datos no mostrados). Posteriormente,
mediante el andlisis de masas masas se escogio un péptido precursor para cada muestra
de los obtenidos anteriormente mediante el analisis de masas, de manera que se
fragmenté para obtener una representacion grafica de las especies ionicas de cada
muestra, ordenadas de nuevo en funcién de su relaciobn masa/carga frente a su
abundancia relativa; estos datos representan el espectro de fragmentacién de cada

muestra (datos no mostrados).
3.4.2 Identificacion de proteinas en bases de datos

Los datos de la espectrometria de masas y masas/masas realizada con el
MALDI-TOF/TOF para cada muestra se cargaron en la base de datos SwissProt en la

web www.matrixscience.com, lo que nos permitié identificar las proteinas vimentina

(mediante huella peptidica y fragmentacién) y actina B y G (mediante huella peptidica)
humanas, correspondientes a las bandas 8 y 9 del gel, respectivamente. El resto de los
datos analizados de cada muestra, correspondientes a su vez a cada una de las bandas
seleccionadas en el gel, no dieron ningin resultado concluyente dentro de nuestro
intervalo de confidencia (95%), por lo que no se pudo llegar a la identificacion de otras
proteinas.

La identificacion de proteinas obtenida mediante esta base de datos nos
proporciona un vinculo a la web de Matrix Science en el que se nos especifica mas
informacidn acerca de las proteinas identificadas, como es el fragmento de la secuencia
de bases de la proteina y los péptidos con los que se ha encontrado coincidencia para su
identificacion (Figuras 8, 9, 10, 11).
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Tal y como se comprobé en el estudio realizado por Mateos et al. (2015), la
expresion de progerina en los preadipocitos murinos de raton provocaba la modulacion
de un gran nimero de componentes estructurales del citoesqueleto, especialmente
aquellos implicados en el correcto mantenimiento de la malla filamentosa que conecta el
nucleo, el reticulo endoplasmatico y la mitocondria. Como vemos, en nuestro estudio
también se han identificado las proteinas vimentina y actina B y G, dos proteinas muy
caracteristicas del citoesqueleto. A pesar de que en nuestro caso no se realiz6 un estudio
cuantitativo acerca de la expresion de estas proteinas, si que podemos comprobar
mediante observacion en el gel como las proteinas se encuentran diferencialmente

expresadas.

Protein sequence coverage: 43%
Matched peptides shown in bold red.

1 MSTRSVES55 YREMFGGPGT ASEPSSSRESY WITSTRTYSL GSALEBPSTSR
51 SLYASSPGGV YATRSSAVEL RSSVEGVELL QDSVDFSLAD AINTEFENTR
101 THEEVELQEL HNDEFANYIDE VERFLEQQNEI LLAELEQLEG QGESELGDLY
151 EEEMERELREQ VDQLTNDEARR VEVERDNLAE DIMRLEEKLQ EEMLOREELE
201 NTLQSFRQDV DNASLARLDL EREVESLQEE IAFLEELHEE EIQELQRQIOQ

251 EQHVQIDVDV SKEFD R W YESKFADLSE

301 AANENNDALR Q& ALKGTHESL ERQMREMEEN
351 FAV EEYQDLLNVE MALDIEIATY
401 R ISLPLPNFS5S LNLEETNLDS LPLVDTHSER TLLIEIVEIR

451 Q HHDDLE

Figura 8. Fragmento de la secuencia de la proteina vimentina en la que se representan en rojo los péptidos con los
que la base de datos ha encontrado coincidencia y que han permitido la identificacion, utilizando los espectros de

masas (huella peptidica).

Protein sequence coverage: 9%

Matched peptides shown in bold red.

VITSTRIYSL GSRLRFSTSE
QDSVDFSLAD RINTEFENTR
LLAELEQLEG QGESRELGDLY

E DIMRLREKLQ EEM

1 M3TRSVS555 1
51 SLYASSPGGV
101
151 E
201 MNTLQSFR
251 E
301 !
351 E
401 F
451

R ISLPLPNFS5S LNLRETHNLDS
HHDDLE

Figura 9. Fragmento de la secuencia de la proteina vimentina en la que se representan en rojo los péptidos con los
que la base de datos ha encontrado coincidencia y que han permitido la identificacion, utilizando los espectros de

masas masas (fragmentacion).
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Protein sequence coverage: 28%

Matched peptides shown in bold red.

FESIVGRERH QGV

51
101
151 I KILTERGYSFE
201 TTTAEREIVR DIKEELCYVA LDFEQEMATZ L. S55LEESY ELFDGQVITI
251 GNERFRCFER LFQPSFLGME SCGIHETTFH E EDLYANTVLS
201 GGTTMYPGIA DBMQEEITAL APSTMEIFII APPERKYISVW IGGESILASLS

351 TFROMWISEQ EYDESGPSIV HRECF

Figura 10. Fragmento de la secuencia de la proteina actina B en la que se representan en rojo los péptidos con los que
la base de datos ha encontrado coincidencia y que han permitido la identificacion, utilizando los espectros de masas
(huella peptidica).

Protein sequence coverage: 28%

Matched peptides shown in beold red.

1 MEEE FAGDDAPRAV FPSIVGEPRH QGVMVGEMGQRE
51 DSYVGDERQS ERG H3 E TWD DM ITF YK VAPEE

101 HFVLLTEAFPL

151 IVMDSGDGVT HIV 4 EILTERGYSF
201 TTTAEREIVE ELPDGQVITI
251 GNERFERCFEL IR EDLYANTVLS
201 GGTTMYPGIA DEMQEEITRL APSTMEIEII APPEREYSVW IGGSILLSLS

351 TFQQMWISEQ EYDESGPSIV HRECE

Figura 11. Fragmento de la secuencia de la proteina actina G en la que se representan en rojo los péptidos con los
que la base de datos ha encontrado coincidencia y que han permitido la identificacion, utilizando los espectros de
masas (huella peptidica).

4. Validacion de proteinas que previamente han sido descritas como

moduladas por la sobreexpresion de la isoforma mutada progerina

Como ya se citd anteriormente, en el modelo de preadipocitos murinos de raton
transducidos con la isofoma mutada progerina se observé una alteracion en la expresion
de la proteina nucleolina (Mateos et al., 2015). Para poder comprobar si esta situacién
también se daba en fibroblastos humanos de pacientes con progeria, se realizd un
analisis por Western blot con el fin de validar la modulacion que sufre la nucleolina.
Utilizando como control de carga la proteina a-tubulina (para poder afirmar que las
diferencias observadas se deben a diferencias en el nivel de expresion y no en la carga
de proteina), se pudo observar como las tres lineas celulares de progeria mostraban un
aumento en la expresion de nucleolina (Figura 12), y por lo tanto una acumulacién

desregulada de esta proteina.
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Figura 12. Andlisis Western blot para la proteina nucleolina, utilizando como control de carga la proteina tubulina.

Se pueden apreciar las diferencias en la expresion de nucleolina en las lineas de progeria y las lineas control.

Ademas, tras la realizacion del Western blot se llevo a cabo un analisis de
imagen por densitometria y posterior anélisis estadistico para corroborar que las
diferencias observadas en la expresion de nucleolina entre las lineas de progeria y las
lineas control eran estadisticamente significativas. Para ello, en primer lugar, se realizé
un analisis por densitometria tanto de la tubulina como de la nucleolina, y se
normalizaron los datos (volumen de densitometria nucleolina/volumen de densitometria
tubulina) para cada linea celular, tal y como se muestra en la Tabla 3. Posteriormente,
utilizando el programa R, se llevo a cabo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis por
parejas (control-progeria) en el que se obtuvo un p-valor<0.05, por lo que pudimos
confirmar que las diferencias en la expresion de nucleolina observadas en las lineas
celulares de progeria respecto a las lineas celulares control, son estadisticamente

significativas (Figura 13).

TUBULINA NUCLEOLINA NORMALIZACION Correccion x
100 para R

Nombre Volumen Volumen Ratio NCL/TUBULINA Volumen
Control 1 10079728 119737 0,011878991 1,187899118
Progeria 1 12476566 2293157 0,183797128 18,37971282
Control 2 15182087 205083 0,013508222 1,350822189
Progeria 2 12674340 945406 0,074592129 7,459212866
Control 3 13673547 15907 0,001163341 0,116334116
Progeria 3 11032158 212671 0,019277371 1,927737076

Tabla 3. Resultados de la densitometria realizada para la tubulina y la nucleolina, en los que se pueden observar los
valores de volumen para cada una de ellas, el ratio nucleolina/tubulina, y una correccion multiplicando por 100 con el

fin de poder utilizar estos datos para el analisis estadistico en R.
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# p-valor = 0.05

NCL deneltometry

Control PG

Figura 13. Diagrama de cajas obtenido tras la realizacion del test estadistico Kruskal-Wallis, en el que se observa

que las diferencias entre las lineas celulares control y de progeria son estadisticamente significativas.

La nucleolina nucleolar estd implicada en funciones como el silenciamiento
génico, la regulacion del ciclo celular y la senescencia (Tajrishi et al., 2011), por lo que
la elevada expresion de esta proteina en células con HGPS podria estar implicada en la

baja tasa de crecimiento celular y senescencia tipicas de estas células.

Sin embargo, todavia no se conoce como esta alteracion en la expresion de
nucleolina podria contribuir al desarrollo del HGPS. Por un lado, podria ser que la
enfermedad en si y el estado patoldgico del paciente provocara una desregulacién en la
expresion de esta proteina, mientras que por otro lado podria ser que la desregulacion de

la nucleolina contribuyera a la iniciacion o a la progresion de la enfermedad.

En otros estudios se ha visto también que la expresién de la nucleolina esta
alterada en numerosos canceres (Berger et al., 2015). Sin embargo, no se conocen
mutaciones ni variantes de splicing del gen que codifica para la nucleolina que estén

asociadas a enfermedades.

En un futuro, se plantea estudiar esta proteina mediante técnicas de
inmunofluorescencia con anticuerpos adecuados. Por otro lado, la realizacion de
estudios utilizando ARN interferentes permitiria disminuir o aumentar la expresion de

nucleolina en células enfermas, para asi poder comprobar como las variaciones en el
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nivel de expresion afectan al fenotipo y a la proliferacion celular. Es por ello que esta

proteina podria ser utilizada como una diana terapéutica.
5. Consideraciones metodoldgicas

Como se puede comprobar en las imagenes presentadas del analisis
inmunofluorescente para la lamina A y C, la sefial detectada es muy tenue y no se
presenta como un contorno definido en la membrana de los nucleos celulares, tal y
como deberia ocurrir, por lo que realmente las imagenes no serian validas para
confirmar la deteccién de la lamina A/C. Este problema puede deberse probablemente a
que la dilucion de anticuerpo utilizada no es correcta (el nuevo lote de anticuerpo no
estaba titulado), por lo que la sefial fluorescente detectada es muy débil y poco precisa.
Otra opcion seria que las células no se permeabilizaron correctamente durante el

protocolo, lo que explicaria que la sefial observada fuera tan débil.

En cuanto al estudio preliminar del proteoma diferencial de las diferentes lineas
celulares, solo se han identificado las proteinas vimentina y actina B y G, que se
caracterizan por identificarse muy bien por MALDI. En cuanto a otras proteinas, es
importante destacar que aquellas que tienen un elevado peso molecular se identifican
mal, ya que poseen muchas secuencias repetidas que no se digieren bien con la tripsina.
Por otro lado, aquellas proteinas que tienen un bajo peso molecular presentan pocos
péptidos tripticos para su identificacion. Es por ello que para una identificacion
mejorada, en un futuro lo siguiente a realizar seria una identificacion de proteinas

utilizando el extracto peptidico de las muestras.
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Conclusiones

El estudio realizado ha demostrado como la sobreexpresion de la progerina esta
asociada a fenotipos enfermos severos, provocando multiples efectos deletéreos en las
células que afectan principalmente a la estabilidad e integridad nuclear. De esta manera,
podemos confirmar que los resultados obtenidos en el modelo de preadipocitos murinos
de raton transducidos con progerina también se cumplen en lineas celulares de

fibroblastos humanos con progeria.
Por lo tanto, los resultados han permitido extraer las siguientes conclusiones:

e Se ha comprobado y observado cémo las lineas celulares de
fibroblastos humanos de pacientes con progeria presentaban una clara
disminucion en la tasa de crecimiento, una morfologia alterada y un tamafio

reducido en comparacion con las lineas celulares control sanas.

e Se ha observado mediante microscopia de fluorescencia que las
lineas celulares de progeria muestran una morfologia irregular y
deformaciones en sus contornos celulares, asi como nucleos caracterizados
por el tipico blebbing nuclear; todas estas caracteristicas contribuyen a la
perjudicial situacion de inestabilidad y pérdida de integridad nuclear.

e Se ha analizado de forma preliminar el proteoma diferencial de
lineas de pacientes con progeria y lineas de controles sanos mediante la
técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF, lo que nos ha
permitido identificar las proteinas vimentina y actina B y G, dos proteinas
caracteristicas del citoesqueleto que se ven alteradas ante la sobreexpresion

de la isoforma mutada progerina.

e Se ha validado la modulacién que sufre la proteina nucleolina
ante la sobreexpresion de progerina, pudiendo comprobar mediante Western
blot que la nucleolina aparece sobreexpresada en pacientes con progeria, 1o
que podria contribuir al fenotipo senescente tipico de estas células.
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