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Totes les cél-lules tenen la capacitat fo-
namental de respondre continuament,
rapidament i dinamicament a les pau-
tes externes del medi, modificant la
seva taxa de creixement cel-lular, I'ex-
pressio genica, I'excrecié de molécules
i el metabolisme per adaptar-se i sobre-
viure. La resposta als estimuls externs
depén tant de la transmissi6 del senyal
através de vies de senyalitzaci6 d’actu-
acio rapida com dels canvis d’expressio
geénica riu avall facilitades pel recluta-
ment de factors de transcripcié i remo-
deladors de cromatina que comporten
la modificaci6 de la cromatina i de I'es-
tructura 3D del nucli. La nostra investi-
gacié se centra en la comprensio
d’aquests mecanismes després de I'es-
timulacié hormonal en cél-lules de can-
cer de mama. Hem descrit una nova via
induida per progesterona en cél-lules
de cancer de mama on els requeri-
ments energétics, en forma d’ATP re-
querits per provocar els canvis massius
en la cromatina i I'expressié génica, es
veuen parcialment satisfets per la piro-
fosforilacio d’ADPR per part de I'enzim
nuclear NUDIX5 (Wright et al., 2016a).
NUDIX5 és essencial per als canvis d’ex-
pressié génica, de la remodelacié de la
cromatina i de la proliferacié cel-lular
induits per progesterona, i pot propor-
cionar una diana nova per a la terapia
del cancer i el descobriment de biomar-
cadors.

Creixement de cel-lules de cancer
de mama induit per hormones

La capacitat de les cél-lules per respondre a se-
nyals externs dins del seu entorn és imprescin-
dible per a la superviveéncia i forma la base de
la fisiologia cel-lular normal. Un exemple

d’aquest sistema és la resposta de cél-lules de
mama epitelials a les hormones progesterona i
estradiol. Aquestes hormones alliberades a la
circulacié sistémica s’uneixen als receptors
hormonals units i expressats sobre la membra-
na cel-lular dels teixits diana, incloent-hi el pit.
Aquesta uni6 del lligand activa el receptor
hormonal, que indueix una cascada d’esdeve-
niments cel-lulars essencials durant el desen-
volupament del pit i lembaras. Encara que la
proliferacio de cél-lules de mama induida per
hormones forma part de la biologia normal del
teixit mamari, també juga un paper important
en la progressié del cancer de mama. Per tant,
una comprensi6 concreta dels mecanismes cel-
lulars implicats en la resposta de les cel-lules
del cancer de mama a les hormones és de vital
importancia per impulsar el descobriment de
nous biomarcadors i terapies anticanceroses
amb l'objectiu final de millorar 'atenci6 al pacient.

O duna nova

Senyalitzacio de la progesterona
en cancer de mama

Al laboratori de Miguel Beato (CRG, Barcelo-
na), la nostra recerca se centra en la compren-
sié de I'activacio i els mecanismes iniciats per
la progesterona en la linia cel-lular de cancer
de mama epitelial T47D, positiva per als re-
ceptors de progesterona i d’estrogens. Per ob-
tenir una poblacié sincrona, les cél-lules de
cancer de mama son privades d’hormones
abans de la induccié hormonal. La posterior
estimulacié amb progesterona es pot dividir
en tres fases diferents segons el moment en
que es produeixen (Figura 1). En primer lloc,
la progesterona s’uneix al seu receptor cognat,
exposat a la superficie de les cél-lules, i produ-
eix la rapida activacié de les cascades de senya-
litzacié per quinases. Les quinases activades
produeixen la fosforilacié de proteines efecto-
res, inclosa la fosforilacié del mateix receptor
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+ Figura 1. Resposta hormonal en cél-lules de cancer de mama. Estratégia experimental i privacié
hormonal en cultiu cel-lular (a dalt). La resposta de les cél-lules de cancer de mama a hormona es pot
dividir en tres fases; una resposta rapida en qtiestié de minuts d’estimul per la qual s'activen les cascades
de senyalitzacid, que provoquen una carrega inicial de factors de transcripcié i remodeladors de la
cromatina. Una segona onada de senyalitzacié (hores) que ocorre durant el temps dels canvis en
I'expressio génica i produeix, finalment, la proliferacio cel-lular en un termini de dies.
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de progesterona. El receptor de progesterona
activat, juntament amb altres factors de trans-
cripcio, cofactors i remodeladors de cromati-
na, s'uneixen als llocs d’unié dels receptors
d’hormones (HRE) dins de la cromatina. La
uni6 d’aquests factors es tradueix en la remo-
delaci6 de la cromatina dependent d’ATP, una
estructura de cromatina local més oberta, can-
vis estructurals globals en 3D i la iniciaci6 dela
transcripcié genética dependent de progeste-
rona que es produeix en qiiestié d’hores d’esti-
mulacid (Beato et al., 2012). Aquesta reprogra-
maci6 global del patré d’expressié genomica i
de Iestructura nuclear 3D governa les vies ne-
cessaries per a la proliferacié cel-lular que es
produeixen 24 hores després de I'estimulacié.

Generacié ATP nuclear en resposta
alhormona

Durant la fase de senyalitzaci inicial i poste-
rior expressio génica d’aquest procés, es re-
quereix una remodelacié massiva de la croma-
tina. Moltes d’aquestes maquinaries utilitzen
energia en forma d’ATP per al desplagament i
el canvi de contingut dels nucleosomes dins de
la cromatina. Aquests requisits energetics de la
céllula es mantenen a través de 'entrada ATP
de les mitocondries. No obstant aix0, fa més de
seixanta anys, es va detectar ATP al nucli i es
va plantejar la hipotesi que es pogués estar sin-
tetitzant en aquest compartiment (Allfrey et
al., 1957). A partir d’aqui, ens vam plantejar
d’investigar els nivells ’ATP i els canvis
d’aquests en resposta a ’hormona en diferents
compartiments cel-lulars. Vam transfectar en
cel-lules de cancer de mama construccions de
luciferasa destinades al nucli, la mitocondria o
el citoplasma, i vam usar la bioluminiscencia
detectada com a mesura d’ATP en respostaala
progesterona (Figura 2). Vam trobar que
I'ATP nuclear incrementava especificament
en resposta a ’hormona. Posteriorment, en
experiments amb cel-lules in vivo es va confir-
mar 'augment de ’ATP nuclear i, de fet, vam
poder demostrar que 'augment no es devia a
la participaci6é mitocondrial, ja que la inhibicié
de la mitocondria no afectava 'augment
d’ATP nuclear observat entre 34 minuts des-
prés de l'estimul. Aquests experiments inicials
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ens van portar a investigar la font, la via i el
mecanisme de generacié d’ATP nuclear en cel-
lules de cancer de mama.

Energética i PARilacio induida per
I'hnormona

Com s’ha comentat anteriorment, ’hormona
indueix la rapida modificacié posttranslacio-
nal de les proteines diana, inclosa la fosforila-
ci6. Una de les modificacions posteriors a la
translacio, anteriorment descrita ser induida
per hormones, és la poli-ADP-ribosilacié (PA-
Rilacid). La PARilacié (addicié de cadenes
d’ADP-ribosa) a les proteines diana catalitza-
des per la polimerasa Poly-ADP-ribose 1
(PARP1) augmenta dramaticament en respos-
ta a la progesterona en cél-lules de cancer de
mama (Wright et al., 2012). PARP1 s’activa,
augmentant la seva capacitat de PARilacio, a
través de la fosforilacié dins del domini catalitic
mitjangant la quinasa CDK2 que respon a la
progesterona. Les dianes de PARilaci6 inclo-
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uen la mateixa PARP1, a més de factors de
transcripcio, remodeladors de la cromatina i
histones. L’addici6 de PAR a les proteines dia-
na té efectes dramatics sobre aquestes, ja que
n’afecten I’activitat, les interaccions protei-
na-proteina i les interaccions entre proteines i
ADN, i, per tant, sobre I'estructura de la cro-
matina. Com vam descriure anteriorment, la
generacio de PAR és essencial per als canvis
d’expressio genica i la proliferacio cel-lular, in-
duits per hormones (Wright et al., 2012). La
generacié de PAR és un procés energetica-
ment costds, i si es desregula provoca la mort
cel-lular a causa d’un déficit energetic (ATP i
NAD). Per evitar la mort cel-lular i controlar
els nivells de PAR, aquest és escindit per I'en-
zim PARG en monomers d’ADPR, resultant
en un pic transitori caracteristic de la formacié
i posterior degradacié de PAR. Vam provar si
la degradacié de PAR per a 'enzim PARG
també era essencial.

En experiments en resposta a ’hormona utilit-
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4 Figura 2: Augment de I'ATP en resposta a I’'hormona. Expressié de construccions de luciferasa
nuclears, mitocondrials o citoplasmatiques visualitzades per immunofluorescéncia en cél-lules de cancer
de mama transfectades (a dalt). Imatge bioluminiscent amb els canvis en els nivells d’ATP detectats a
partir de cél-lules transfectades amb cadascuna d’aquestes construccions en resposta a 'hormona en
qlestié de minuts (a baix). Adaptat de Wright et al., 2016a.
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zant siRNAs o inhibidors, vam trobar que tant
la generaci6 (per PARP1) com la degradacid
(per PARG) eren essencials per a la remodela-
ci6 de cromatina, els canvis d’expressi6 génica
ila proliferaci6 cel-lular induides per hormo-
nes (Figura 3, a dalt).

El descobriment que 'ATP nuclear augmenta-
vaique tant la generaci6 com la degradacié de
PAR era essencial per a la resposta hormonal
ens va portar a desxifrar que hi havia una rela-
ci6 entre aquestes dues troballes. El laboratori
de Mathias Ziegler (Oei et al., 2000) havia pu-
blicat préviament una prova clau que unia
PAR i ATP, en que van descobrir que TATP
requerit per a la reparacié de la ruptura de la
cadena de DNA era dependent de la sintesi i
degradaci6 de PAR, postulant per primera ve-
gada que es podria generar ATP a partir
d’ADPR. A mesura que s’acumula PAR dins
del nucli, després de la seva degradacié, ADPR
també s’acumula. Podria TADPR ser una font
d’ATP especificament dins del nucli?

NUDIX5 genera ATP dins del nucli
de céllules de cancer de mama
Basant-nos en el suposit que PARP1 genera
PAR a partir de NAD, i que és hidrolitzada a
ADPR per part de PARG, vam realitzar prote-
omica shotgun en cél-lules de cancer de mama
per identificar totes les proteines que interac-
tuen amb PAR, amb l'objectiu de descobrir el
segiient enzim en la via, capag de convertir
ADPR a ATP. De totes les proteines identifica-
des, NUDIXS5 ens va cridar 'atencio, en gran
mesura perque havia estat descrita anterior-
ment per hidrolitzar ADPR a AMP i ribo-
sa-5-fosfat. A més, estudis fosfoproteomics en
resposta a ’hormona van revelar la desfosfori-
laci6 dinamica de NUDIXS5 a la treonina 45
(T45) en els primers minuts de I'estimul hor-
monal. El knockdown de NUDIXS5 bloquejava
els canvis d’expressi6 genica i la proliferacio
cel-lular en resposta a la progesterona, sug-
gerint que NUDIXS5 podia jugar un paper im-
portant en la generacié d’ATP a través de
I'ADPR (Figura 3).

L’ATP es va detectar mitjangant assajos de lu-
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4 Figura 3. Esdeveniments centrats en I'energia després de la induccié hormonal en cél-lules de cancer
de mama. Induccié hormonal separada en tres fases. i) Estat basal; es manté I'activacié o la repressié dels
gens de |'estat estable i es compleixen els requisits energétics per difusié d’ATP a partir dels mitocondris.
i) Esdeveniments rapids; minuts després de I'exposicié a I'hormona, el PAR unit al lligand, en complex
amb les quinases ERK/MSK, és reclutat a gens diana. CDK2 fosforila PARP1, que condueix a la PARilacié
local. La histona H1 fosforilada per CDK2 i PARilada és desplagada de la cromatina. L’ATP consumit durant
aquest periode inicial és d’origen mitocondrial i és utilitzat per NMNAT1 per fer NAD i PPi. iii) Estat
intermedi; 'augment de PAR activa PARG, augmentant la concentracié d’ADPR. NUDIX5 utilitza ADPR i

PPi per generar ATP. Adaptat de Wright et al., 2016b.
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minisceéncia in vitro i espectrometria de masses
després de la incubacié de NUDIX5 recombi-
nant amb ADPR i pirofosfat (PPi), que confir-
maven que NUDIX5 generava ATP a partir
d’ADPR. La modelitzacid estructural va sug-
gerir que la fosforilacié en T45 de NUDIXS5 po-
dria resultar en un lloc actiu més rigid, on no es
permetria 'entrada de PPi per a la generacio
d’ATP, d’aqui el requisit de desfosforilar rapi-
dament NUDIX5 en resposta a ’hormona. Les
mutacions fosfomimetiques de NUDIX5 pro-
vades in vitro van confirmar que la fosforilacié
bloqueja la sintesi d’ATP i que aquest mutant
actua com un dominant negatiu en les cél-lules
canceroses de mama, suprimint la remodelacié
de la cromatina i la proliferacié cel-lular.

Fer un pas enrere per anar
endavant

Una de les moltes preguntes que van sorgir
després del descobriment de NUDIX5 i la ge-
neracié d’ATP dins del nucli de cél-lules de
cancer de mama va ser la font de I'altre subs-
trat requerit, el pirofosfat (Ppi). ;Hi ha d’haver
un enzim responsable del subministrament
del PPi dins d’aquesta via o es fa servir el PPi
generat durant el procés de transcripcié? A
través d’aquestes linies d’investigaci6, vam
descobrir que la sintasa nuclear NMNAT1, un
conegut interactor de PARP1, és essencial per
ala remodelacid de cromatina, els canvis d’ex-
pressié genica induits per hormones i la proli-
feracié cel-lular en cél-lules de cancer de
mama. NMNAT1 no només interactua amb
PARPI sin6 que també s’ha identificat com un
interactor de NUDIXS5 en resposta a ’hormo-
na. El nostre treball ara se centra en la com-
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prensio de les relacions d’interacci6 exactes, la
transferéncia de substrats i 'estructura 3D
d’aquests diferents enzims per obtenir infor-
maci6 sobre aquesta maquina molecular tnica
(Figura 4, esquerra).

NUDIX5 esta sobreexpressat en cancer de
mama i altres cancers, i nivells més alts s’asso-
cien amb un pronostic més precari en el can-
cer de mama (Figura 4, dreta). Esperem que els
estudis estructurals en curs puguin proporcio-
nar una nova visio de les estratégies terapeuti-
ques del cancer de mama, en combinacié amb
els inhibidors de PARP1 ja existents que s’es-
tan provant en assajos clinics.
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« Figura 4. Modelitzacié d'una maquina en cancer. (Esquerra): Representacié de la ruta de sintesi d’ATP a través de les accions combinades de NMNAT1, PARP1,
PARG i NUDIX5. (Dreta): Les dades de supervivencia general del cancer de mama estratifiquen els pacients basant-se en nivells elevats o disminuits de NUDIX5.

Wright etal., 2016a.
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