% UNIVERSIDADE DA CORUNA

Facultade de Ciencias

Grao en Bioloxia

Memoria do Traballo de Fin de Grao

HMGB1 y NOP53, su papel en el cancer y en terapias
antitumorales, terapia de marcaje.

HMGB1 e NOP53, o seu papel no cancro e en terapias
antitumorais, terapia de marcaxe.

HMGB1 and NOP53, their role in cancer and antitumor
therapies, targeted therapy.

Jacobo Boga Barbeito
Curso: 2019 - 2020.
Convocatoria: Septiembre

Director Académico: Monica Lamas Maceiras
Codirector: Aida Inés Barreiro Alonso






ABREVIATURAS

ACS: American Cancer Society.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNrr: Acido desoxirribonucleico ribosémico.

ADP: Adenosin difosfato.

AIM: Arch-Interacting Motif.

Akt: Serine/threonine protein kinase.
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Bax: BCL2-associated X protein.
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Beclinl: Coiled-coil Moesin-like BCL2-interacting Protein.
Cbf5p: Centromere-binding factor 5.

Cys: Cisteina.

DAMP: Damage-Associated Molecular Pattern.
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Glu: Acido glutamico.

HMG: High Mobility Group.

HMGB: High Mobility Group Box.

KOW: Kyrpides, Ouzounis and Woese.

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase.

Mtr4: mRNA transport regulator-4.

NCI: National Cancer Institute.

NER: Nucleotide Excision Repair.

NF-Kb: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells.
NLS: Nuclear Localization Signal.

NM: Nuclear Matrix.



NMP: Nuclear Matrix Proteins.

Nop2p: NOP2 nucleolar protein.

NOP53: NOP53 ribosome biogenesis factor.

PDK: Phosphoinositide-Dependent Kinase.

PI3K: Fosfatidilinositol-3-quinasa.

PIK3CA: Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinasa subunidad catalitica alfa.
PIP3: Fosfatidilinositol-3,4, 5-trifosfato.

Pol I: Polymerase I.

PTEN: Phosphatase and Tensin Homolog deleted on Chromosome 10.
RAGE: Receptor for Advanced Glycation End-Product.

Rb: Retinoblastoma protein.

ROS: Reactive Oxygen Species.

SMO4: Small Organ 4.

snoARNSs: Small nucleolar ARNSs.

SRAGE: Soluble Receptor for Advanced Glycation End-Product.
SWI/SNF: SWitch/Sucrose Non-Fermentable.

TLR: Toll-Like Receptor.

WHO: World Health Organization.

WoS: Web of Science.
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Z-ADN: Acido desoxirribonucleico zigzag.
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RESUMEN

El cancer supone, a dia de hoy, una de las principales causas de mortalidad y
morbilidad en todos los paises del mundo, siendo superado exclusivamente por
enfermedades de tipo cardiovascular. Esto hace que la basqueda de nuevos
biomarcadores y dianas moleculares capaces de ofrecer un diagnéstico precoz
y contener el crecimiento y avance del tumor se haya convertido en un reto de
vital importancia.

Las proteinas HMGB1 y NOP53 muestran una actividad biolégica dual en el
proceso de carcinogénesis, actuando como proteinas anti- y pro-oncogénicas en
funcién del tipo celular, localizacion, modificaciones postraduccionales vy
condiciones concretas del microambiente en el que se encuentran. En el ndcleo,
HMGBL1 esta asociada a procesos de regulacion de la transcripcion, estabilidad
gendmicay reparacion del ADN. En el citoplasma, actia como regulador positivo
de la autofagia mientras que en el espacio extracelular es un conocido DAMP
implicado en la respuesta inflamatoria e inmune. Respecto a su papel como
diana molecular, actualmente ya existen algunos agentes de marcaje de la
proteina HMGB1 que han sido empleados en estudios preclinicos como el
receptor RAGE soluble, anticuerpos anti-HMGB1 o agentes derivados de platino.

En cuanto a la NOP53, esta participa en la inhibicion de la progresién del ciclo
celular y crecimiento tumoral, interaccionando con los supresores tumorales p53
y PTEN, y en el mantenimiento de la morfologia nuclear y estabilidad
cromosémica. Aunque por el momento no se conocen agentes de marcaje para
NOP53, su papel en distintos tipos de cancer la convierte en una candidata ideal
tanto para terapias de marcaje como para biomarcador predictivo de prognosis.

PALABRAS CLAVE: Cancer, biomarcador, terapia de marcaje, supresor
tumoral, proteina oncogénica, HMGB1, NOP53.



RESUMO

O cancro supon, a dia de hoxe, unha das principais causas de mortalidade e
morbilidade en todos os paises do mundo, sendo superado exclusivamente por
enfermidades de tipo cardiovascular. Isto fai que a procura de novos
biomarcadores e dianas moleculares capaces de ofrecer unha diagnose precoz
e conter o crecemento e avance do tumor converteuse nun reto de vital
importancia.

As proteinas HMGB1 e NOP53 mostran unha actividade bioléxica dual no
proceso de carcinoxénese, actuando como proteinas anti- e pro-oncoxénicas en
funcién do tipo celular, localizacién, modificaciéns postraduccionais e condicions
concretas do microambiente no que se atopan. No nucleo, HMGB1 esta asociada
a procesos de regulacion da transcricion, estabilidade xenémica e reparacion do
ADN. No citoplasma, actia como regulador positivo da autofaxia mentres que no
espazo extracelular € un cofiecido DAMP implicado na resposta inflamatoria e
inmune. Respecto a o seu papel como diana molecular, actualmente xa existen
alguns axentes de marcaxe da proteina HMGB1 que foron empregados en
estudos preclinicos como o receptor RAGE soluble, anticorpos anti-HMGB1 ou
axentes derivados de platino.

En canto a NOP53, esta participa na inhibicion da progresién do ciclo celular e
crecemento tumoral, interaccionando cos supresores tumorais p53 e PTEN, e no
mantemento da morfoloxia nuclear e estabilidade cromosémica. Ainda que polo
momento non se cofiecen axentes de marcaxe para NOP53, o seu papel en
distintos tipos de cancro conveértea nunha candidata ideal tanto en terapias de
marcaxe como biomarcador preditivo de prognose.

PALABRAS CLAVE: Cancro, biomarcador, terapia de marcaxe, supresor
tumoral, proteina oncoxénica, HMGB1, NOP53.



ABSTRACT

Today, cancer is one of the main causes of mortality and morbidity in all countries
of the world, being surpassed only by cardiovascular diseases. This is why the
search for new biomarkers and molecular targets capable of offering early
diagnosis and containing the growth and progress of the tumour has become a
vitally important challenge.

HMGB1 and NOP53 proteins show a dual biological activity in the carcinogenesis
process, acting as anti- and pro-oncogenic proteins depending on the cell type,
location, post-translational modifications and specific conditions of the
microenvironment in which they are found. In the nucleus, HMGBL1 is associated
to transcription regulation processes, genomic stability and DNA repair. In the
cytoplasm, it acts as a positive regulator of autophagy while in the extracellular
milieu it is a well-known DAMP involved in the inflammatory and immune
response. Regarding its role as molecular target, there are currently some
HMGB1-targeting agents that have been used in preclinical studies as the soluble
RAGE receptor, anti-HMGB1 antibodies or platinum-derived agents.

NOP53 participates in the inhibition of cell cycle progression and tumor growth,
interacting with p53 and PTEN tumor suppressors, and in the maintenance of
nuclear morphology and chromosomal stability. Although at the moment there
are no known targeting agents for NOP53, its role in different types of cancer
makes it an ideal candidate for both targeted therapies and as a predictive
biomarker of prognosis.

KEYWORDS: Cancer, biomarker, targeted therapy, tumor suppressor,
oncogenic protein, HMGB1, NOP53.






1. INTRODUCCION.
1.1 El cancer.

El conjunto de enfermedades que hoy conocemos como cancer son, en esencia,
resultado de la inestabilidad del genoma y la acumulacion sucesiva de diversas
mutaciones somaticas (Vogelstein & Kinzler, 1993). De acuerdo con la WHO
(World Health Organization), el cancer constituye actualmente una de las
principales causas de mortalidad y morbilidad en todos los paises del mundo con
18.1 millones de nuevos casos y 9.6 millones de muertes en el afio 2018 (datos
estimados por el estudio GLOBOCAN 2018 de la WHO). Se prevé que el nimero
de casos aumente hasta superar los 20 millones de nuevos casos anuales en
2025 (Zugazagoitia et al., 2016), siendo el cancer de pulmén el mas
diagnosticado en ambos sexos (11.6% del total de casos y 18.4% del total de
muertes), seguido del cancer de mama, en mujeres, y de prostata en hombres
(Bray et al., 2018).

Los rasgos caracteristicos del cancer comprenden diferentes capacidades
biologicas asociadas con el crecimiento tumoral y la diseminacién metastésica
entre las que se incluye la anormal proliferacion celular, un potencial de
replicacion ilimitado, induccidon de angiogénesis, evasion de los supresores
tumorales, resistencia a los mecanismos de muerte celular programada e
invasion de los tejidos y 6rganos adyacentes permitiendo el desarrollo de nuevos
tumores alejados del original (Figura 1). La penetracién y transito de las células
malignas a través de los sistemas linfatico y sanguineo, y su posterior salida
hacia el parénquima de nuevos tejidos, da lugar a la formaciéon de pequefios
nodulos celulares (micrometastasis) cuyo crecimiento conduce a la aparicion de
los tumores macroscopicos. Estos tumores no se pueden considerar como
simples masas de células cancerigenas, en cambio, exhiben una naturaleza
compleja formada por diferentes tipos celulares que interaccionan entre si
creando un microambiente propio que contribuye al proceso de tumorigénesis
(Hanahan & Weinberg, 2011).

Mientras que los tejidos normales controlan de forma exhaustiva la generacion y
liberacion de sefiales que promueven la entrada y evolucién de las células a
través del ciclo de crecimiento, la desregulacion de este tipo de sefiales en
células neoplasicas origina su caracteristica proliferacion descontrolada. La
adquisiciéon de esta habilidad puede deberse a la produccién por parte de las
células de sus propios factores de crecimiento, desencadenando una
estimulacién endocrina, o bien a la estimulacién de células normales presentes
en el estroma tumoral que responden suministrando diferentes factores de
crecimiento. Adicionalmente, las células cancerigenas presentan mdultiples
mecanismos que les permiten superar las dos grandes barreras frente a la
proliferacion celular (apoptosis y senescencia celular), como son la pérdida de
funcion de supresores tumorales, el incremento en la expresion de sefiales de
supervivencia y de reguladores antiapoptoticos o el mantenimiento de la longitud
del ADN telomérico (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 1. Principales caracteristicas biol6gicas del cancer. En la mitad superior se
representan aquellas asociadas con el crecimiento y proliferacion celular. En la mitad
inferior, las asociadas con la diseminacién metastasica e invasion. Adaptado de
(Hanahan & Weinberg, 2011).

El estudio de las enfermedades neoplasicas a lo largo de la ultima década ha
permitido descubrir dos nuevos rasgos asociados al cancer, el reajuste del
metabolismo celular y la evasion de la deteccion y destruccion de las células
malignas por el sistema inmune (Pavlova & Thompson, 2016). El metabolismo
de células tumorales muestra una habilidad comun para conseguir nutrientes en
ambientes pobres y utilizarlos con el fin de mantener la viabilidad y permitir el
crecimiento de la nueva biomasa tumoral. Estas alteraciones afectan a la forma
en que los nutrientes son distribuidos entre las diferentes rutas metabdlicas,
asignandolos preferentemente a aquellas vias que tienen una mayor
contribucion a la tumorigénesis, asi como a la propia diferenciacion de las células
malignas y otros componentes implicados en el desarrollo del microambiente
tumoral (Figura 2). Una de las modificaciones metabdlicas mas estudias en este
tipo de células es el paso de fosforilacion oxidativa a glicdlisis, caracterizada por
la mayor captacién de glucosa para la generacion de lactato aun en presencia
de niveles normales de oxigeno, fendmeno conocido como glicélisis aerdbica o
efecto Warburg (Cui et al., 2019).

La heterogeneidad genética y molecular que existe entre los distintos tipos de
cancer y su capacidad para desarrollar mecanismos de resistencia frente a los
farmacos constituyen, a dia de hoy, los mayores retos para la oncologia,
centrando las investigaciones actuales en el desarrollo de terapias de marcaje
molecular y tratamientos personalizados en funcion de alteraciones génicas
especificas (Zugazagoitia et al., 2016).
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Figura 2. Esquema representando las principales alteraciones metabdlicas
relacionadas con el cancer. Adaptado de (Pavlova & Thompson, 2016).

1.2 Proteinas nucleares en terapia de marcaje.

El término “terapia de marcaje” puede definirse como el desarrollo de farmacos
anticancerigenos de nueva generacion disefiados para interferir especificamente
con una diana molecular (tipicamente una proteina) cuyo papel resulta critico en
la proliferacidon y crecimiento de tumores (Sawyers, 2004).

Actualmente, el diagndéstico patologico del cancer se basa en la observacion de
ciertas modificaciones estructurales que aparecen de forma exclusiva en las
células neoplasicas. Estas alteraciones caracteristicas incluyen cambios
dramaticos en la morfologia, tamafio y textura del ndcleo, asi como en el
contenido y distribuciéon del ADN (Leman & Getzenberg, 2008). De este modo,
los fundamentos moleculares responsables de estos cambios podrian servir
como futuros biomarcadores de la enfermedad.

La matriz nuclear (NM: Nuclear Matrix) es el andamiaje proteico no histénico del
nacleo. Estudios recientes han confirmado el papel que desempefia esta matriz
nuclear en la replicacion, organizacién de ADN, sintesis de ARN y como punto
de union para multiples receptores esteroideos (Fleming et al., 2002). Algunas
de las proteinas nucleares NMP (Nuclear Matrix Proteins) estan presentes en el
nucleo de todos los tipos celulares, mientras que otras son especificas o se
expresan de forma diferente en ciertos tejidos, estadios de diferenciacion celular
o células malignas. Dado el importante papel que desempefia esta matriz en el
mantenimiento de la estructura del nucleo, cambios en la composicién de sus
proteinas NMP pueden dar lugar a caracteristicas propias de células
cancerigenas (Konety & Getzenberg, 1999). Asi, cambios considerados sellos
de identidad en el desarrollo del cancer pueden tener su base en modificaciones
producidas en la estructura y composicion de la matriz nuclear. A lo largo de las
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Ultimas décadas, andlisis protedmicos y de expresion génica han demostrado
diferencias en la expresién y composicion de estas proteinas nucleares en
diversos tipos de céncer, convirtiéndolas en importantes candidatos como
marcadores para el diagnostico y prondstico de esta enfermedad (Leman &
Getzenberg, 2002).

1.3 Nucléolo, ribosomas y cancer. Relacion con la proteina NOP53.

Pese a ser considerado durante largo tiempo un simple organulo del ndcleo
interfasico dedicado a la produccion exclusiva de ribosomas, diversos estudios
han demostrado el papel critico que desempefia el nucléolo en una amplia
variedad de funciones extra-ribosémicas, incluyendo la capacidad de regular la
actividad de importantes supresores tumorales y protooncogenes, lo que hace
mas evidente su posible contribucion a la transformacion maligna de las células
(Quin et al., 2014). Adicionalmente, las proteinas presentes en el nucléolo estan
implicadas en procesos de regulacion del ciclo celular, reparacion y replicacion
de ADN y sefializacion de estrés. La proteina de estudio NOP53 no solo participa
de forma directa en la tumorigénesis al actuar como supresor tumoral, sino
también de forma indirecta al ser una proteina crucial en la biogénesis de
ribosomas.

Las anomalias morfologicas y funcionales, extensamente observadas en el
nucléolo de células cancerigenas, son consecuencia tanto del incremento en la
biogénesis ribosémica como de alteraciones en los mecanismos de regulacion
de la proliferacion celular. Los cambios en la produccion y estructura de los
ribosomas durante el desarrollo tumorigénico pueden alterar el perfil de ARNm
traducidos, incrementado la sintesis de oncoproteinas o disminuyendo la de
proteinas supresoras tumorales, y dando lugar a la elevada tasa de crecimiento
caracteristica de las células tumorales (Montanaro et al., 2008). Estos hechos
sugieren una clara relacion entre los cambios cuantitativos y cualitativos en
ribosomas y el desarrollo del cancer, asociando la funcion nucleolar con la
proliferacion celular.

Diversos tipos de cancer humano, entre los que se incluyen cancer de colon
(Alam et al., 2020), cancer gastrico (Zhou et al., 2015), cancer de proéstata
(Arthurs et al., 2017), cancer de mama (Ebright et al., 2020; Xu et al., 2020) y las
principales leucemias (Maggi & Weber, 2005) han mostrado una sobreexpresion
de determinadas proteinas ribosomales en comparacion con los niveles de
tejidos sanos.

Ademas de la desregulacién en la traduccion del ARNm, la alteracion nucleolar
propia del cancer refleja una hiperactivacion de la transcripcion del ADNr. Esta
hiperactivacion de la maquinaria transcripcional Pol | (Polymerase |) es resultado
de la alteracion experimentada por ciertos oncogenes y supresores tumorales en
sus actividades normales durante la transformacion neoplésica. El incremento
en la tasa de transcripcion de Pol | esta asociado con una mala prognosis en
pacientes de cancer (Quin et al., 2014). Importantes investigaciones han llevado
a considerar la posibilidad de que las células cancerigenas pueden depender
activamente de una biogénesis ribosoOmica acelerada, haciéndolas asi
vulnerables a farmacos capaces de bloquear de forma selectiva la transcripcion
de ADNr (Hein et al.,, 2013). De esta forma, el desarrollo y aplicacién de
biomoléculas inhibidoras de la ARN Polymerasa | puede suponer una nueva



estrategia terapéutica al permitir atacar de forma especifica células tumorales sin
causar dafios en las células sanas.

Actualmente, los estudios de adaptacién nucleolar y biogénesis de ribosomas
como posibles causas del cancer constituyen una nueva y prometedora rama de
investigacion para la comprension de los mecanismos de transformacion maligna
y el aprovechamiento de este organulo como posible marcador en el tratamiento
de enfermedades cancerigenas (Carotenuto et al., 2019; Pang et al., 2020).

1.4 Nuevas dianas en terapia contra el cancer. Ruta PI3K/AKt.

La fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) es una quinasa lipidica caracterizada por su
capacidad de fosforilar el grupo 3’-OH del anillo inositol presente en inositol-
fosfolipidos, catalizando la formacion de fosfatidilinositol-3,4, 5-trifosfato (PIP3)
en la membrana celular. PIP3 actlia como segundo mensajero contribuyendo en
el reclutamiento y translocacion de la serina/treonina protein quinasa Akt a la
membrana plasmética donde es fosforilada y activada por dos quinasas
dependientes de fosfoinositidos, PDK1 y PDK2. La proteina Akt activada esta
implicada en la regulacion de funciones celulares fundamentales como
proliferacion y supervivencia celular, crecimiento celular y progresion del ciclo
celular (Fresno et al., 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Modelo representando la ruta de sefializacion PI3K/Akt y los principales
componentes que intervienen en ella. Adaptado de (Garcia-Echeverria & Sellers, 2008).

Se ha demostrado que la activacion anormal de la ruta de sefializacion PI3K/Akt
es un paso critico en el desarrollo y progresion de diferentes tumores humanos.
Esta alteracion de la ruta puede ser debida a fendmenos biolégicos como la
amplificacion de PI3K, sobreexpresion de la quinasa Akt o la presencia de
mutaciones de activacion e inactivacion en los genes PIK3CA y PTEN, que
desencadenan procesos de crecimiento, proliferacion y supervivencia celular
responsables de impulsar la transformacion maligna (Garcia-Echeverria &
Sellers, 2008).

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog deleted on Chromosome 10) es una
fosfatasa lipidica que actla regulando negativamente la proliferacién celular por
medio de la desfosforilacién del sustrato fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3),
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de modo que alteraciones o pérdidas de su actividad suponen un factor clave en
la activacion de la ruta PI3K/Akt (Kau et al., 2004). Mutaciones en este gen han
sido frecuentemente observadas en pacientes de melanoma, cancer de tiroides,
cancer de mama, cancer de colon, glioblastoma multiforme, y canceres de
prostata y (tero, entre otros, reforzando asi su papel en el proceso de
carcinogeénesis (Osaki et al.,, 2004). Algunos supresores tumorales, como la
proteina de estudio NOP53, modulan positivamente la estabilidad de PTEN
postulandose como antagonistas de la ruta de sefalizacion PI3K/AKt.
Contrariamente, la otra proteina abordada en el presente trabajo, HMGB1,
contribuye a la ruta PI3K/Akt potenciando la fosforilacion de Akt y reduciendo la
expresion de p21y p27 para acelerar la division celular (Zhang et al., 2019).

Estos hechos demuestran la fuerte correlacion que existe entre esta ruta de
sefalizacion y la proliferacion celular, ademas de otros parametros clinicos como
el grado de invasion, etapa del tumor o el riesgo de metastasis (Fresno et al.,
2004). Asi, el desarrollo de farmacos destinados a la inhibicién especifica de
componentes implicados en la ruta PI3K/Akt supone un importante enfoque en
la lucha contra el cancer (Garcia-Echeverria & Sellers, 2008).

2. OBJETIVO.

Realizar un estudio bibliografico centrado en las posibles aplicaciones de la
proteina humana, HMGB1, perteneciente al grupo de proteinas de alta movilidad
electroforética HMG (High Mobility Group) con funciones fundamentalmente pro-
oncogénicas, y NOP53, factor de ensamblaje ribosémico y supresor tumoral, en
terapia de marcaje contra el cancer.

3. MATERIAL Y METODOS.
3.1 Diseio.

Para la realizacion del presente trabajo se ha llevado a cabo una busqueda
bibliografica a través de diferentes bases de datos cientificas y buscadores
especializados con el objeto de recopilar y extraer informacién de mudltiples
publicaciones, articulos, revistas y paginas web, asi como de estudios e informes
realizados por organizaciones de renombre en el campo a tratar.

3.2 Estrategia de busqueda.

En primer lugar, se utilizaron las bases de datos WoS (Web of Science), Scopus
y MEDLINE para realizar una busqueda inicial de articulos, publicaciones y
documentos cientificos relacionados con el tema de estudio. Esta busqueda se
realiz6 principalmente en inglés, aunque no se descartaron trabajos en otros
idiomas como el espafiol. Se utilizaron conceptos clave como “cancer hallmarks”,
“‘cancer statistics”, “nuclear proteins”, “cancer biomarkers”, “target therapy”,
‘ribosomes and cancer’, “PI3K/Akt pathway”, “HMGB1 protein” y “NOP53
protein” y se seleccionaron aquellas publicaciones con mayor numero de
citaciones.

Tras un primer cribado, debido a la abundancia de informacion encontrada, se
llevd a cabo una segunda busqueda. Esta fue mas concreta, centrada en
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relacionar cada uno de los conceptos iniciales con el céancer y limitada
principalmente a articulos, tesis e investigaciones publicadas a lo largo de los
ultimos 15 afios.

Por dltimo, se realiz6 una busqueda focalizada de manera exclusiva en las
proteinas humanas HMGB1 y NOP53. En este caso se centrd la busqueda en
aspectos especificos de la estructura, funciones, implicacion en el cancer y
posibles aplicaciones en terapia. Los criterios de seleccién de la informacion
relevante fueron los mismos que en los casos anteriores.

Adicionalmente, se usaron datos extraidos de informes y proyectos como
GLOBOCAN de la WHO (World Health Organization) o la ACS (American Cancer
Society).

3.3 Criterios de inclusién y exclusion.

Como criterio de inclusién y exclusion se decidié escoger aquellos articulos con
mayor numero de citaciones, publicados en revistas especializadas y que
abordasen el tema de estudio desde un enfoque de aplicacién terapéutica,
descartando las investigaciones mas antiguas por ser consideradas
desactualizadas.

3.4 Extracciéon de datos.

El método de seleccion de los datos se baso en la revision de los resimenes,
introducciones, resultados, conclusiones y discusiones de los 70 articulos
cientificos utilizados en la realizacion del presenta trabajo con el objeto de decidir
si la informacibn que contenian era adecuada, relevante y estaba
suficientemente relacionada con el tema a abordar.

4. RESULTADOS.
4.1 Proteina HMGB1.
4.1.1 Caracteristicas estructurales.

Las proteinas pertenecientes a la superfamilia High Mobility Group Box (HMGB)
se pueden clasificar en funcion del grado de especificidad con el que se unen al
ADN y el nimero de dominios HMG-box que presentan. En el ser humano se
han identificado cuatro tipos diferentes de proteinas HMGB (HMGB1-4), siendo
las HMGB1 y HMGB2 las més abundantes. Estas proteinas cromosémicas no
histonas se caracterizan por presentar dos dominios HMG-box en tAndem a
través de los cuales se unen con poca o ninguna especificidad de secuencia a
formas no candnicas de ADN (monocatenario, torsionado, superenrrollado y Z-
ADN) (Stros, 2010). Estas proteinas HMGB1 y HMGB2 estan altamente
conservadas en vertebrados mostrando un grado de homologia entre secuencias
superior al 80%.

HMGB1 contiene 215 residuos aminoacidicos y esta compuesta por tres
dominios principales: dos dominios de union al ADN cargados positivamente,
HMG-box A (aminoacidos 1-79) y HMG-box B (aminoacidos 89-163), y un
dominio o cola acidica C-terminal cargada negativamente (aminoacidos 186-
215) (Figura 4). Los motivos de union al ADN le confieren la capacidad de



reconocer moléculas de ADN torsionado o bien inducir plegamiento en ADN
linear (Ugrinova & Pasheva, 2017). Estos dominios HMG-box estan formados
por tres a-hélices plegadas para dar una caracteristica forma de L con un angulo
de =80° entre los dos brazos (Vizoso-Vazquez et al., 2017). El brazo mas largo
incluye la hebra N-terminal extendida y la tercera a-hélice, dando lugar al ala
menor, mientras que la primera y segunda a-hélice forman el brazo corto o ala
mayor (Figura 5a). Ambos dominios muestran preferencia por orientar sus
superficies de union al ADN en lados opuestos de la molécula (Uewaki et al.,
2013) y toda la estructura se encuentra estabilizada por interacciones
hidrofobicas entre los residuos aminoacidicos (McCauley et al., 2005).

Tres importantes residuos de cisteina (Cys23, Cys45 y Cys106) se encuentran
situados en los dominios HMG-box, pudiendo ser modificados por oxidacion de
sus grupos tiol laterales (-SH) a diferentes estados redox reversibles. La cisteina
en posicion 106 (Cys106) resulta esencial en la interaccion de HMGB1 con el
receptor de membrana TLR-4 (Toll-Like Receptor-4) para la activaciéon de la
produccion y liberacién de citoquinas y estimulacion de la inflamaciéon. La
formacion de un enlace disulfuro entre Cys23 y Cys45 también es requerido para
la actividad inflamatoria de HMGB1. De este modo, las modificaciones redox
postraduccionales de HMGBL1 tienen un papel crucial en el desarrollo de la
actividad y funciones extracelulares caracteristicas de esta proteina (Yang et al.,
2012).

Dominio de union a TLR-4 Dominio de union a RAGE
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Figura 4. Esquema estructural de HMGB1. Esta compuesta por tres dominios
diferentes: dos dominios de unién a ADN (A box y B box) y una cola acidica. Los residuos
89-108 y 150-183 son responsables de la interaccién con los receptores TLR-4 y RAGE,
respectivamente. Presenta dos NLSs (Nuclear Localization Signals), NLS1 y NLS2.
Adaptado de (Kang et al., 2013).

Paralelamente, la cola acidica C-terminal (aminoécidos 186-215), consistente en
una sucesion consecutiva de 30 residuos Glu/Asp, se encarga de mediar
interacciones intramoleculares con los dominios HMG-box afectando a su
estructura y propiedades de union al ADN, ademas de modular interacciones
intermoleculares con otras proteinas y participar en la union directa de HMGB1
con receptores de membrana como RAGE (Receptor for Advanced Glycation
End-Product) y TLR, principalmente TLR-2, TLR-4 y TLR-9 (Ranzato et al.,
2015). La interaccion con estos receptores activa la ruta de sefalizacion NF-Kb
y estimula la produccién de citoquinas y quimioquinas implicadas en la respuesta
inmune e inflamacion. Varios estudios han sefialado la importancia de la cola
acidica C-terminal en procesos de translocacion nucleo-citoplasma de proteinas
HMGB (Stros, 2010).



4.1.2 Principales funciones de HMGB1. Intracelulares y extracelulares.

Las diversas actividades biolégicas de HMGB1 estan reguladas por su
localizacion (nuclear, citoplasmatica o extracelular), el estado redox de sus
residuos de cisteina, los diferentes receptores celulares a los que se une y sus
modificaciones postraduccionales. Estas modificaciones incluyen acetilacion, las
formas hiperacetiladas de HMGB1 estan asociadas a la secrecion por células
inmunes mientras que las no-acetiladas corresponden a la liberacién pasiva por
células necroticas, metilacion, fosforilacion, oxidacion, glicosilacion y ADP-
ribosilacion (Richard et al., 2017).

En el nacleo celular, la principal funcién de las proteinas con dominios tipo HMG-
box es la de unirse al ADN y provocar cambios conformacionales en su
estructura (doblar y desenrollar) que facilitan la union de otras moléculas,
principalmente factores de transcripcion y cofactores, y/o la aproximacion de
secuencias reguladoras lejanas al potenciar la flexibilidad del ADN (Figura 5b).
La union se produce por intercalacion de residuos aminoacidicos hidrofobicos de
las unidades HMG-box entre pares de bases consecutivos en el surco menor de
ADN, provocando asi el desenrollamiento de la estructura duplex, el
ensanchamiento del surco menor y una marcada flexion hacia el surco mayor
(McCauley et al., 2005; Stros, 2010).

(a) (b)
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Figura 5. (a) Estructura caracteristica de un dominio HMG-box. (b) Cambios
conformacionales producidos en la doble hélice de ADN resultado de la unién con
proteinas HMGB (Vizoso-Vazquez et al., 2017).

Por otra parte, el ADN se encuentra compactado formando estructuras
complejas, por lo que el acceso mediado por HMGBL1 de proteinas implicadas en
la regulacion de la transcripcion, replicacién o reparacion del ADN requiere
procesos de remodelacion de la cromatina (Figura 6). Todos estos cambios
conformacionales son resultado de la interaccion dependiente de ATP con
complejos de remodelaciéon como SWI/SNF (Stros, 2010). La regulacion de la
organizacion de la cromatina contribuye a la expresién de grupos de genes
(regulones) que permiten la adaptacion de las células a cambios en el medio
ambiente.



Figura 6. Modelo representando la funcién de proteinas HMGB en la remodelaciéon de
cromatina. Estas promueven el deslizamiento de nucleosomas facilitando el acceso de
factores de transcripcion (TF) a sitios especificos del ADN (caja negra). La union de la
histona H1 (H1) y HMGB en los puntos de entrada del nucleosoma es excluyente. HMGB
puede desplazar a H1 y generar un bucle en el ADN que sirve de anclaje para complejos
de remodelacion (RC). Adaptado de (Stros, 2010).

Adicionalmente, HMGB1 estimula la uniéon de p53 a ADN modificado por
cisplatino. El supresor tumoral p53 resulta un importante indicador de la
sensibilidad celular frente agentes anticancerigenos y tiene la capacidad de
detener el ciclo celular confiriendoles mas tiempo de actuacion a los mecanismos
de reparacion de ADN (Stros et al., 2002).

Ademas de su importante papel como chaperona de ADN y remodelador de la
cromatina, la proteina HGMB1 también desempefia funciones extranucleares,
promoviendo la autofagia y limitando la apoptosis (Camara-Quilez et al., 2019).
La generacion de ROS (Reactive Oxygen Species) producida por estimulos de
estrés celular prolongados induce la translocacion nacleo-citosol de HMGBL1 que
depende de la Cys106, permitiendo su unién directa con la proteina autofagica
Beclinl por desplazamiento de Bcl-2.

Por dltimo, en una localizacion extracelular, HMGB1 actia como un DAMP
(Damage-Associated Molecular Pattern) implicado en la sefializacién de la
respuesta inflamatoria e inmune, migracién celular, metastasis, diferenciacion
celular y reparacion de tejidos (Tang et al., 2010).

Multiples estudios han demostrado que la proteina HMGBL1 es liberada al medio
extracelular por células dafiadas o bien en proceso de necrosis, pero no por
células apoptéticas. En estas ultimas, HMGB1 queda retenida en el interior
celular, al encontrarse fuertemente ligada a la cromatina, lo que explica la débil
repuesta inflamatoria que estas células inducen en sus tejidos adyacentes
(Ranzato et al., 2015). La liberacion de HMGB1 se produce por dos mecanismos
principales: la liberacion pasiva por células dafiadas o necroticas y la secrecion
activa por células inmunes estimuladas (Ugrinova & Pasheva, 2017). En el primer
mecanismo, HMGB1 actiia como un marcador reclutado por el sistema inmune
innato para detectar el tejido dafiado, reconocer el alcance de la lesion e iniciar
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las respuestas de reparacion tisular y proteccién frente a posibles infecciones.
En el segundo mecanismo, HMGB1 funciona como una citoquina pro-
inflamatoria, desencadenando respuestas inflamatorias defensivas e iniciando la
regeneracion de tejidos (Ulloa & Messmer, 2006). Esta naturaleza de citoquina
pro-inflamatoria puede contribuir al desarrollo de afecciones inflamatorias como
lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide y sepsis, encontrandose altos
niveles de HMGBL1 en el serum de pacientes con estas enfermedades. HMGB1
actua, ademas, como un conocido mediador tardio de la sepsis (Venereau et al.,
2016).

Estudios méas recientes han propuesto la contribucion de HMGB1 a la
patogénesis y fisiopatologia de una gran variedad de enfermedades entre las
que se incluyen, afecciones inflamatorias no-infecciosas como lesiones de
isquemia/reperfusion en higado, corazén, riiidn, cerebro, pancreas e intestino,
enfermedades autoinmunes y shock hemorragico, patologias del sistema
nervioso central como la enfermedad de Huntington, Parkinson y Alzheimer,
trastornos vasculares, principalmente aterosclerosis, y enfermedades que
suponen la muerte celular como diabetes (Ranzato et al., 2015; Ugrinova &
Pasheva, 2017). Esta multiplicidad funcional de HMGBL1 la convierte en una
prometedora diana molecular en terapias contra diversas enfermedades
humanas, centrando las investigaciones en el desarrollo de nuevas estrategias
gue permitan inhibir su secrecion (Ulloa & Messmer, 2006).

4.1.3 Relacién de HMGB1 con el cancer. Un papel paradéjico.

HMGB1 desempefia un papel dual en el desarrollo del cancer al promover de
forma simultanea tanto la supervivencia como la muerte celular (Kang et al.,
2013). En la mayoria de los casos, las funciones pro-oncogénicas estan
asociadas con las formas extracelulares de HMGBL1, las cuales actian como
citoquinas y quimioquinas mediando la comunicacion entre los distintos tipos
celulares presentes en el microambiente tumoral y favoreciendo el crecimiento,
metastasis, movilidad e invasion del tumor. No obstante, esta funcion pro-
oncogénica depende fuertemente del tipo de receptor de membrana y otras
proteinas con las que interacciona. Por otra parte, la accién supresora tumoral
se atribuye a las formas intracelulares de HMGB1. La pérdida de esta proteina
nuclear resulta, debido a su importante actividad como chaperona de ADN, en la
inestabilidad gendmica y acortamiento telomérico, ambos factores implicados en
la promocion de la tumorigénesis. Asimismo, la forma citoplasmatica de HMGB1
actua como regulador positivo de la autofagia via la proteina Beclinl, siendo la
disfuncion autofagica otro de los impulsores de tumorigénesis (Figura 7) (Kang
et al., 2014; Ugrinova & Pasheva, 2017).

En lo ultimos afios, numerosos estudios han demostrado que la sobreexpresion
de HMGB1 esta fuertemente asociada con cada uno de los ya comentados
rasgos caracteristicos del cancer. Esto incluye: la evasion de la apoptosis,
formas reducidas de HMGB1 han demostrado prevenir la apoptosis de tejidos
cancerigenos inhibiendo su induccion via proteinas proapoptoticas Bax y Bak o
radiacion ultravioleta; la generacion de sefales de crecimiento, HMGB1 participa
en la activacion de rutas de sefalizacion como MAPK o la ruta PIP3/Akt
induciendo procesos de crecimiento celular y division en células malignas; la
inhibicion de la inmunidad antitumoral, HMGBL1 es capaz de inducir apoptosis en
células presentadoras de antigenos, principalmente células dendriticas, evitando
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asi una respuesta inmune adaptativa; y la satisfaccion de los requerimientos
energéticos del cancer, HMGBL1 tiene la habilidad de incrementar la produccion
mitocondrial de ATP. A mayores, la proteina HMGB1 también participa en la
promocion de la angiogénesis por medio de la activacion de la ruta NF-kB, la
cual estimula la expresion de factores de crecimiento proangiogénicos que
favorecen el crecimiento endotelial, y en la metastasis e invasion tisular,
observandose que factores promotores metastasicos como E-selectina
aumentan la liberacion de HMGB1 (Kang et al., 2013; Pilzweger & Holdenrieder,
2015).

Por el contrario, como ya se ha mencionado anteriormente, esta proteina
también exhibe funciones anti-oncogénicas entre las que se incluyen: la
estabilidad genémica, HMGB1 contribuye a estabilizar el genoma por medio de
mecanismos de reparacion de ADN y el mantenimiento y proteccién de la
longitud de los telomeros cromosomicos; la interaccibn con supresores
tumorales, HMGB1 interacciona directamente con el supresor tumoral Rb
(Retinoblastoma protein) en células de cancer de mama induciendo el arresto
del ciclo celular y la apoptosis; y el incremento de la autofagia, la pérdida de
HMGB1 causa una deficiencia autofagica que puede desembocar en
inestabilidad gendmica, inflamacién y finalmente en tumorigénesis (Kang et al.,
2013).

1. Induccién de angiogénesis

2. Activacion de invasion y
metastasis

3. Generacion de sefiales de
proliferacion

4. Desregulacion del metabolismo

celular

Autofagia | 5- Evasion de la destruccion inmune
6. Inflamacién promotora de tumor
7. Inmunidad antitumoral

9
*
20
8. Inestabilidad génica y mutacion

l 9. Resistencia a la muerte celular

Tumorigénesis Terapia tumoral Tumorigénesis Terapia tumoral

Figura 7. Esquema de los distintos procesos asociados al cancer en los que esta
implicada la proteina HMGB1. Adaptado de (Kang et al., 2013).

Los distintos receptores de HMGB1 también presentan multiples funciones en la
regulacion tumoral. RAGE promueve la supervivencia celular en cancer de
pancreas y el bloqueo de la union HMGB1-RAGE ha demostrado ser capaz de
suprimir la proliferaciéon tumoral en gliomas y carcinomas cutaneos. Por otra
parte, la interaccion de HMGB1 con TLR-4 potencia la naturaleza de células
dendriticas como presentadoras de antigenos, favoreciendo en este caso la
respuesta inmune antitumoral (Yu et al., 2012). Nuevamente, el papel de HMGB1
en el cancer parece ser dual, dependiendo de la combinacion concreta de
condiciones y sustancias que se den en el microambiente tumoral.

La sobreexpresion de HMGBL en tejido tumoral y su alta concentracién en serum
es una caracteristica comun a una gran variedad de canceres humanos,
incluyendo cancer de pulmaon, colorrectal, pancreético, carcinoma hepatocelular,
melanoma, cancer de mama (Sohun & Shen, 2016), cancer gastrico (Chung et
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al., 2009), cancer de ovario (Paek et al., 2016), prostata (Gnanasekar et al.,
2013) y carcinoma de cabeza y cuello (Liu et al., 2010). En la mayoria de los
casos, los elevados niveles de expresion de HMGB1 estan significativamente
relacionados con la invasion, tamafo del tumor, recurrencia, estadificacion
avanzada, metastasis nodal linfatica y una mala prognosis (Liu et al., 2010;
Ranzato et al.,, 2015). La sobreexpresion de HMGB1 también altera la
transcripcion de ciertos genes cruciales para el desarrollo neoplésico.

Mudltiples investigaciones han reportado que el silenciamiento de la proteina
HMGB1 reduce la proliferacion celular, invasion y migracion, interfiere en la
actividad telomerasa, promueve la apoptosis y la radiosensibilidad y suprime la
reparacion de ADN dafado en células de cancer de mama (Ke et al., 2015;
Sohun & Shen, 2016). Adicionalmente, HMGB1 se une de forma estable a
aductos de ADN generados por compuestos derivados de platino, principalmente
cisplatino, por medio de los cuales estos farmacos interfieren en la replicacion y
transcripcion del ADN en diversos canceres humanos. La correccion y/o
eliminacion de estas lesiones compromete la efectividad de la quimioterapia y
permite la supervivencia de las células neoplasicas. Asi, la unién especifica de
HMGBL1 al ADN dafado bloquea el reconocimiento y reparacion de las lesiones
por parte de los mecanismos NER (Nucleotide Excision Repair), resensibilizando
las células a estos farmacos antitumorales y potenciando su efectividad (Shu,
2018; Ugrinova & Pasheva, 2017). Todo ello, convierte a HMGB1 en una
importante herramienta en el pronéstico del cancer y un potencial candidato
como diana en terapia de marcaje de diversas enfermedades humanas entre las
gue se incluyen, trastornos neurodegenerativos, como Alzheimer, Parkinson o la
enfermedad de Huntington, patologias vasculares, principalmente vasculitis
sistémicas, aterosclerosis, insuficiencia cardiaca y lesiones de
isquemia/reperfusion en miocardio, y otras afecciones como artritis reumatoide,
lupus eritematoso o diabetes (Dumitriu et al., 2005; Ugrinova & Pasheva, 2017).

4.1.4 HMGB1 como biomarcador del cancer y diana molecular en terapia de
marcaje.

De acuerdo con el NCI (National Cancer Institute), un biomarcador molecular
pueden definirse como “una molécula bioldgica que se encuentra en la sangre,
en otros fluidos corporales o en los tejidos y que es un signo de un proceso
normal o anormal, o de una condicién o enfermedad” (Henry & Hayes, 2012),
permitiendo asi la diferenciacion entre pacientes afectados por una enfermedad
y personas sanas. Al mismo tiempo, las terapias de marcaje consisten en el
disefio y desarrollo de farmacos que interfieren de forma especifica con un diana
molecular cuya funcion se cree crucial para el avance y crecimiento del tumor
(Sawyers, 2004). Numerosas investigaciones han demostrado que la proteina
HMGBL1 puede resultar de gran utilidad en ambos papeles.

Como biomarcador del cancer, HMGB1 permite estimar el riesgo de enfermedad,
determinar la prognosis, evaluar la probabilidad de recurrencia y la respuesta a
tratamientos, supervisar el progreso de la enfermedad e incluso diferenciar la
naturaleza maligna o benigna del tumor. Todo ello facilita un diagndstico
temprano del cancer y la seleccion de tratamientos adecuados y personalizados,
contribuyendo a identificar la terapia mas efectiva para cada paciente individual
(Henry & Hayes, 2012). En cuanto a su papel como diana molecular, actualmente
ya existen numerosos agentes de marcaje de la proteina HMGB1 que han sido
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empleados en estudios preclinicos con el fin de contener la evolucion del cancer.
Entre los méas destacados se encuentran: receptor RAGE soluble (SRAGE),
proteina “A-box”, anticuerpos neutralizadores de HMGB1, agentes derivados de
platino y productos de origen natural como quercetina, piruvato de etilo o
glicirricina (Kang et al., 2013).

Los anticuerpos neutralizadores de HMGB1 inhiben de forma especifica la
actividad extracelular de HMGB1 conduciendo a una mejora significativa en
cancer de colon y préstata (Srinivasan et al., 2014). sRAGE actia a modo de
sefiuelo permitiendo el bloqueo de la ruta de sefializacion HMGB1-RAGE y como
resultado, la disminucién del crecimiento y metastasis del tumor. En cuanto al
dominio N-terminal “A-box” derivado de HMGB1, este compite directamente con
la forma completa de la proteina atenuando su actividad inflamatoria (Srinivasan
et al., 2014; Ulloa & Messmer, 2006).

El piruvato de etilo, primer inhibidor de HMGB1 aplicado en modelos animales,
inhibe la secrecién de HMGB1 por macréfagos estimulados y atenua la ruta de
sefalizacion NF-kB reduciendo el crecimiento tumoral y la inflamacién. Estudios
recientes han sefialado la capacidad del piruvato de etilo para revertir la
progresion de afecciones inflamatorias como la sepsis (Ulloa & Messmer, 2006).
A mayores, otros productos naturales como la glicirricina y quercetina
contribuyen a reducir la expresion génica de HMGB1 y potenciar la efectividad
de agentes anticancerigenos. Finalmente, como ya se ha explicado, los agentes
derivados de platino tienen la capacidad de retener a la proteina HMGBL1 en el
interior del ntcleo por medio de la formacion de aductos con el ADN a los cuales
HMGBL1 se une de forma estable (Kang et al., 2013; Ranzato et al., 2015). Asi
pues, se puede concluir que el marcaje de HMGB1 o de sus distintos receptores
supone un importante enfoque en terapia contra el cancer.

4.2 Proteina NOP53.
4.2.1 Papel en la biogénesis de ribosomas.

NOP53 (GLTSCRZ2) es una proteina nucleolar, altamente conservada y esencial
en la biogénesis de la subunidad ribosomal mayor 60S y la maduracion del ARNr
5.8S. La biogénesis de ribosomas en eucariotas es un proceso complejo,
dinamico y de gran demanda energética que tiene lugar principalmente en un
compartimento especializado del nucleo, el nucléolo, y que supone la actuacion
conjunta de multiples proteinas ribosomales, ~200 factores de actuacion en trans
y mas de 66 snoARNs (small nucleolar ARNs) para construir precursores de las
subunidades ribosomales 40S y 60S que finalmente son exportados al
citoplasma para completar su maduracion (Sydorskyy et al., 2005).

La actuacion de NOP53 como factor de ensamblaje depende de su interaccion
con multiples proteinas implicadas en la biogénesis de ribosomas, como Cbhf5p
0 Nop2p, y con particulas precursoras de la subunidad 60S (Sydorskyy et al.,
2005). La secuencia motivo AIM (Arch-Interacting Motif) situada en el dominio N-
terminal de NOP53 se acopla de forma especifica con el dominio KOW de la
ARN helicasa Mtr4 asociada al exosoma (Figura 8). Esta interaccion NOP53-
Mtr4 actia como puente fisico entre el exosoma nuclear y las particulas pre-60S
permitiendo el procesamiento del precursor de ARNr 7S para obtener el ARNr
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maduro 5.8S (Cepeda et al., 2019). De esta forma, NOP53 es considerado un
adaptador encargado de reclutar al exosoma nuclear para el procesamiento de
pre-60S (Thoms et al.,, 2015). Ademas del reclutamiento, NOP53 esta
involucrado en funciones de posicionamiento y liberacion del exosoma y su
silenciamiento conlleva defectos celulares como la deficiencia de subunidades
60S, abundancia de ribosomas 80S o acumulacion de pre-ARNr 35S y 27S
indicativo de una incorrecta maduracion del ARNr 25S (Sydorskyy et al., 2005).

Pre-ribosoma Secuencia

consenso AIM
A )

Reclutamiento de Mtr4
mediado por AIM /

Exosoma

Procesamiento o
degradacion del
ARN sustrato

&0 T R
Figura 8. Modelo representando NOP53 como adaptador encargado de reclutar al
exosoma nuclear para el procesamiento de particulas pre-ribosomales. Adaptado de

(Thoms et al., 2015).
4.2.2 Relacién con el cancer y posible aplicacion en terapia de marcaje.

La proteina NOP53 estéa involucrada, ademas de en la comentada biogénesis
ribosomal, en procesos de regulacion del crecimiento y progresion del ciclo
celular, muerte celular y oncogénesis y supresion tumoral de diferentes tipos de
cancer. Asimismo, multiples estudios han demostrado su participacion en el
mantenimiento de la morfologia nuclear, la estabilidad cromosémica y la
integridad del nucleo durante la mitosis (Orois et al., 2019).

Investigaciones recientes centradas en la localizacion de NOP53 durante el
proceso de mitosis han confirmado que esta proteina se mueve de forma
coordinada con los cromosomas, concentrandose mayoritariamente en la
periferia de los mismos y reforzando las suposiciones de un importante papel de
NOP53 en la estabilidad cromosomal durante la divisién celular. Por otra parte,
células en las que se ha llevado a cabo un proceso de knockdown de NOP53
han mostrado un incorrecto alineamiento de los cromosomas durante la
metafase, activacion del punto de control de la mitosis y el subsiguiente retraso
de la mitosis celular como consecuencia de un aumento en el tiempo entre la
prometafase y la anafase (Lee et al., 2020). Estos hechos confirman que una
expresion irregular de NOP53 esta fuertemente asociada con diversas
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patologias humanas como el cancer, observandose una rapida proliferacion
celular en caso de sobreexpresion de esta proteina nucleolar (Lee et al., 2012).

Paraddjicamente, aunque muestra una funcion de supresor tumoral en
carcinomas renales y ciertos canceres como el cerebral o el de mama, los niveles
de expresion de NOP53 son superiores en cancer de esofago, colon vy tiroides
gue en células de tejidos sanos, asociandose en muchas ocasiones a una mala
prognosis, lo que sugiriere que esta proteina también puede ejercer un papel
pro-oncogénico. Este comportamiento esta corroborado por diversos estudios en
los que el knockdown de NOP53 en tejidos de FNMTC (Nonsyndromic Familial
Non-Medullary Thyroid Cancer) ha resultado en una reduccion de la proliferacion
celular (Orois et al., 2019). Todo ello sugiere que esta proteina podria servir
como biomarcador predictivo de prognosis y posible diana molecular en terapias
de marcaje contra el cancer.

En cuento a su actividad como supresor tumoral, NOP53 se transloca al
nucleoplasma bajo condiciones de estrés ribosomal, hipoxia o dafio del ADN,
donde interacciona directamente y estabiliza el supresor tumoral p53 inhibiendo
la progresion del ciclo celular y suprimiendo el crecimiento del tumor.
Adicionalmente, NOP53 también participa en mdltiples rutas de sefializacion
implicadas en la iniciacion y desarrollo del cancer, destacando entre ellas la ruta
PI3K/Akt, en la que ejerce como antagonista al modular positivamente la
estabilidad de la proteina PTEN (Yoshimoto et al., 2018). Actualmente se teoriza
gue esta funcion dual de NOP53 en la carcinogénesis puede ser dependiente del
tipo celular.

El descubrimiento y estudio de nuevos genes responsables de codificar
homologos de la proteina nucleolar NOP53, como el gen SMO4 (Small Organ 4)
de Arabidopsis, ha demostrado que todos ellos comparten la capacidad de
intervenir en la proliferacion y progresion celular (Zhang et al., 2015).

5. DISCUSION.

Pese a ser uno de los principales métodos de tratamiento contra el cancer, los
problemas asociados a la quimioterapia convencional, como son el desarrollo de
resistencia tumoral a ciertos farmacos anticancerigenos, la citotoxicidad
mostrada por los mismos o la destruccion de células sanas, hacen que sean
necesarias nuevas formas de terapia mas selectivas. Actualmente, esta mayor
selectividad y reduccion de los efectos secundarios puede conseguirse por
medio de terapias moleculares de marcaje (Pérez-Herrero & Fernandez-
Medarde, 2015). Este tipo de terapias actuan bloqueando de forma especifica
procesos fisioldgicos, rutas de sefializacion celular y proteinas implicadas en el
progreso y diferenciacion tumoral, ejerciendo un efecto anti-cancerigeno por
medio de mecanismos de inhibicién de la proliferacién, supresién de metastasis,
estimulacion del sistema inmune o reversion de la resistencia a agentes
guimioterapéuticos (Ke & Shen, 2017).

Las proteinas abordadas en el presente trabajo, HMGB1 y NOP53, desempefian
una actividad biolégica dual en el proceso de tumorigénesis, pudiendo actuar
como supresores tumorales o proteinas oncogénicas en funcion de su
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localizacion celular, modificaciones postraduccionales y condiciones concretas
del microambiente en el que se encuentran.

En el nucleo, HMGB1 ejerce como chaperona de ADN y remodelador de
cromatina, interviniendo en procesos de regulacibn de la transcripcion,
reparacion del ADN y estabilidad gendémica. En el citoplasma, su funcion principal
es la de promover la autofagia, mientras que en el medio extracelular actia como
un DAMP, desencadenando la respuesta inmune e inflamatoria al tiempo que
participa en procesos de migracion celular, diferenciacion, invasion y reparacion
de tejidos (Pellegrini et al., 2019). Esta pleiotropia hace que durante la aplicacién
de tratamientos de radioterapia, quimioterapia o inmunoterapia, la liberacién de
HMGB1 pueda tanto promover como reducir el desarrollo del cancer (Guo et al.,
2013).

En el caso de NOP53, su funciébn como supresor tumoral esta respaldada por la
participacion de esta proteina nucleolar en procesos de inhibicion de la
progresion del ciclo celular, contencion del desarrollo tumoral y estimulacién de
la apoptosis. Asimismo, la regulacion negativa de su expresion conduce a la
proliferacion celular en diversos tipos de cancer como glioblastoma, cancer de
piel o cancer de mama y causa una anormal morfologia del nucleo, inestabilidad
cromosomal y retraso de la mitosis celular (Moon et al., 2013).

No obstante, a lo largo de los ultimos afios numerosos estudios han confirmado
una fuerte correlacion entre los elevados niveles de expresién de estas dos
proteinas y una gran variedad de canceres, incluyendo cancer de pulmon,
pancreatico, melanoma, carcinoma hepatocelular, cAncer de mama y de ovario,
cancer de prostata o cancer gastrico, en el caso de HMGB1, y cancer de colén,
eso6fago y tiroides, en el caso de NOP53. Esta sobreexpresion suele estar
asociada, ademas, con la capacidad invasiva, tamafio del tumor, recurrencia y
mala prognosis. Todo ello constituye un claro indicativo del papel pro-oncogénico
gue pueden llevar a cabo las proteinas HMGB1 y NOP53 y de su potencial como
dianas moleculares en terapia de marcaje para la prevencion y reversion del
cancer.

Adicionalmente, estudios del interactoma de proteinas con dominios HMG-box
por medio de la técnica de doble hibrido (Y2H: Yeast Two Hybrid) han reportado
qgue la proteina NOP53 puede interaccionar fisicamente con miembros de esta
familia, principalmente con HMGB2 (Barreiro-Alonso et al., 2019).

En los ultimos afios se han desarrollado gran variedad de agentes de marcaje,
sin embargo, los nuevos farmacos y estrategias destinados a actuar sobre una
Gnica diana molecular todavia presentan grandes limitaciones. Asi, individuos
con una misma patologia pueden responder de forma diferente al mismo
tratamiento y/o adquirir resistencia tras la aplicacion del mismo. Actualmente, las
terapias combinadas contra el cancer, conjugado tratamientos convencionales
con terapias de marcaje molecular, han demostrado una mayor efectividad que
los tratamientos individuales, aumentando la supervivencia del paciente y
reduciendo los sintomas de la enfermedad (Bashraheel et al., 2020). Mirando
hacia el futuro, la mayor comprensién de los mecanismos celulares que
subyacen al cancer permitira el desarrollo de una medicina de precision
destinada a seleccionar tratamientos especificos basados en las alteraciones
genéticas observadas en los tumores de cada paciente individual.
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6. CONCLUSIONES.

El conjunto de enfermedades que conocemos como cancer constituyen, a dia de
hoy, una de las principales causas de mortalidad y morbilidad a nivel global. Por
ello, la identificacion de biomarcadores capaces de determinar la prognosis,
predecir la respuesta a tratamientos y supervisar el progreso de la enfermedad,
asi como de nuevas dianas con utilidad clinica en terapia de marcaje se ha
convertido en un reto de gran urgencia.

Las proteinas HMGB1 y NOP53 desempefian un papel dual en el desarrollo del
cancer, exhibiendo funciones pro- o anti-oncogénicas dependiendo del tipo y
localizacion celular y de las condiciones concretas del ambiente tumoral. Como
proteina oncogénica, HMGB1 actia favoreciendo el crecimiento, metastasis,
movilidad e invasion del tumor, estado su sobreexpresion fuertemente asociada
con los rasgos caracteristicos del cancer. Por su parte, el knockdown de NOP53
resulta en la reduccién de la proliferacion celular, incorrecto alineamiento
cromosOmico y retraso de la mitosis celular. En lo referente a la actividad
supresora tumoral, HMGB1 contribuye a la estabilidad gendémica y proteccion
telomérica, incrementa la autofagia y bloquea la reparacion del ADN dafiado por
compuestos antitumorales de platino, mientras que NOP53 interacciona y
estabiliza supresores tumorales como p53 y PTEN inhibiendo la progresion del
ciclo celular y conteniendo el desarrollo del cancer.

Todo ello convierte a HMGB1 y NOP53 en futuras dianas moleculares en terapia
de marcaje antitumoral, existiendo actualmente agentes de marcaje de HMGB1
empleados en estudios preclinicos, y potenciales biomarcadores para el
diagndstico temprano del cancer, contribuyendo asi a la seleccion de las terapias
mas efectivas para cada paciente y a desarrollar una medicina mas especifica,
personalizada y menos toxica.

6. CONCLUSIONS.

O conxunto de enfermidades que cofiecemos como cancro constitien, a dia de
hoxe, unha das principais causas de mortalidade e morbilidade a nivel global.
Por iso, a identificacién de biomarcadores capaces de determinar a prognose,
predicir a resposta a tratamentos e supervisar o progreso da enfermidade, asi
como de novas dianas con utilidade clinica en terapia de marcaxe converteuse
nun reto de gran urxencia.

As proteinas HMGB1 e NOP53 desempefian un papel dual no desenvolvemento
do cancro, exhibindo funciéns pro- ou anti-oncoxénicas dependendo do tipo e
localizacion celular e das condicions concretas do ambiente tumoral. Como
proteina oncoxénica, HMGB1 actia favorecendo o crecemento, metastase,
mobilidade e invasion do tumor, estado a sUa sobreexpresion fortemente
asociada cos trazos caracteristicos do cancro. Pola sua banda, o knockdown de
NOP53 resulta na reducion da proliferaciéon celular, incorrecto aliiamento
cromosomico e atraso da mitosis celular. No referente a actividade supresora
tumoral, HMGB1 contrible & estabilidade xendémica e proteccion telomérica,
incrementa a autofaxia e bloquea a reparacion do ADN danado por compostos
antitumorais de platino, mentres que NOPS53 interacciona e estabiliza
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supresores tumorais como p53 e PTEN inhibindo a progresién do ciclo celular e
contendo o desenvolvemento do cancro.

Todo iso converte a HMGB1 e NOP53 en futuras dianas moleculares en terapia
de marcaxe antitumoral, existindo actualmente axentes de marcaxe de HMGB1
empregados en estudos preclinicos, e potenciais biomarcadores para a diagnose
precoz do cancro, contribuindo asi & seleccidn das terapias mais efectivas para
cada paciente e a desenvolver unha medicina mais especifica, personalizada e
menos toxica.

6. CONCLUSIONS.

The group of diseases that we know as cancer constitute, nowadays, one of the
main causes of mortality and morbidity at a global level. Therefore, the
identification of biomarkers capable of determining prognosis, predicting
response to treatment and monitoring the progress of the disease, as well as new
targets with clinical uses in targeted therapy has become an urgent challenge.

HMGB1 and NOP53 proteins play a dual role in the development of cancer,
exhibiting either pro- or anti-oncogenic functions depending on the type and
location of the cell and the specific conditions of the tumor environment. As an
oncogenic protein, HMGB1 acts promoting growth, metastasis, mobility and
invasion of the tumor, being its overexpression strongly associated with the
characteristic features of cancer. The knockdown of NOPS53 results in the
reduction of cell proliferation, incorrect chromosomal alignment and delay of cell
mitosis. In terms of tumor suppressor activity, HMGB1 contributes to genomic
stability and telomeric protection, increases autophagy and blocks the repair of
DNA damaged by antitumor platinum compounds, while NOP53 interacts and
stabilizes tumor suppressors such as p53 and PTEN inhibiting cell cycle
progression and containing cancer development.

All of this makes HMGB1 and NOP53 future molecular targets in antitumor
targeted therapy, with HMGB1-targeting agents currently being used in preclinical
studies, and potential biomarkers for early cancer diagnosis, thus contributing to
the selection of the most effective therapies for each patient and to the
development of a more specific, personalized and less toxic medicine.
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