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1. INTRODUCCION
1.1. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
1.1.1. Descripcion y estado actual de la enfermedad

La leucemia mieloide aguda (también conocida como mieloblastica aguda, leucemia
mielogena aguda, leucemia granulocitica aguda o AML) es un tipo de cancer que
afecta a las células sanguineas. Se origina en la médula 6sea, pero en la mayor parte
de casos, se extiende rdpidamente a través de la sangre llegando a afectar otras partes
del cuerpo como el higado o el sistema nervioso (American Cancer Society, 2017).

Las personas afectadas por la enfermedad a menudo presentan trastornos/sintomas
derivados de una produccion insuficiente de células sanguineas sanas. Los signos mas
comunes son anemia (bajo recuento de globulos rojos), trombocitopenia o déficit de
plaquetas, dolor de huesos y articulaciones y sangrado y problemas de coagulacién
(De Kouchkovsky y Abdul-Hay, 2016).

La leucemia mieloide aguda es una patologia poco frecuente en comparacidn con otros
tipos de cancer, con 3 nuevos casos por cada 100.000 habitantes por afio. Sin embargo,
la incidencia aumenta progresivamente con la edad, afectando a 13 de cada 100.000
personas de 65 afios de edad o mayores. La AML es el tipo de leucemia mas comun
en adultos y representa el 40 % de todas las leucemias en el mundo occidental
(Lowenber et al., 1999).

1.1.2. Relacion entre AML y NPM1

Si bien se desconoce la causa exacta de la AML, se han detectado alteraciones
genéticas en algunos pacientes. El desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacion
masiva en los Gltimos afios, ha permitido la identificacion de nuevas mutaciones

genéticas asociadas a AML.

Algunos de los genes identificados son: NPM1, KIT, FLT3, CEBPA, BAALC, IDH,
RAS, WT1, ERG, MN1, DNMT, TET2, ASXL1, PTPN11 y CBL. De todos ellos
destacan NPM1, FLT3 y CEBPA por su asociacion con la respuesta al tratamiento y

progreso de esta enfermedad (Lagunas- Rangel, 2016).



Concretamente, las mutaciones de la proteina nucleofosmina son las anomalias
moleculares mas frecuentes en la leucemia mieloide aguda. EI gen NPM1 aparece

mutado en aproximadamente el 30 % de los casos de AML (Federici et al, 2010).

En 1999, se observaron los primeros casos de AML con NPM1 citoplasmatica que no
se correspondia a ninguna proteina de fusion de NPM1 anteriormente descrita (Falini
et al, 2007). La localizacion tipica de la nucleofosmina es el nucléolo, por lo que
Ilamaron a esta variante mutada de la proteina que se encontraba deslocalizada en el
citoplasma NPMc+. Esta variante se asocia a un cariotipo normal y es mutuamente
excluyente con otras anomalias genéticas asociadas a AML. Esto sugiere que la
NPMc+ puede ser el desencadenante de la leucemogénesis, aunque todavia falta por

esclarecer completamente el mecanismo de accion.

Las mutaciones en dicho gen ocurren tipicamente en el exdn 12, afectando
concretamente a la region C-terminal de la proteina. Tal mutacion del gen se ha
descrito como el evento iniciador en un 35 % de casos de leucemia mieloide aguda en
adultos. Como resultado, se crea una nueva sefial de exportacion nuclear (NES). Asi,
la proteina mutada abandona su localizacion natural, el nucléolo, y se desplaza al
citoplasma (Konoplev et al, 2009). Ademaés, el dominio C-terminal de la proteina
resulta desestabilizado y parcial o totalmente desplegado, debido a la alteracién de su
ndcleo hidrofébico (Federici et al, 2010).

Estas alteraciones en la proteina mutada provocan una localizacion citoplasmatica
aberrante y estable de la proteina en el citosol (Federici et al, 2010), un rasgo que
podria ser critico en las transformaciones neopléasicas. En todas las proteinas de fusion
de NPM1 asociadas a cancer, la region N-terminal de la nucleofosmina esta
conservada, pero supone un dominio fundamental para la accién oncogénica de NPM1
ya que es el sitio de oligomerizaciéon (la NPM1 es un pentdmero) y de unioén para

muchos factores y proteinas.

De lo que no hay duda, es que la deslocalizacion citoplasmatica de la proteina es un
evento critico en la patogénesis de la enfermedad. Si bien es cierto que la NPM1 esta
en continuo movimiento entre nucléolo y citoplasma, la deslocalizacion citoplasmatica
de la NPM1 altera diversas vias celulares. Un aumento de la nucleofosmina exportada

al citoplasma, puede suponer una pérdida de funcion (Loss Of Function, LOF), lo que



se refiere a que la NPM1 deja de unir ciertos ligandos nucleolares. También se puede
dar una ganancia de funcion (Gain Of Function, GOF) si el mutante adquiere la
capacidad de unir nuevos ligandos en el citoplasma. Ademéas de todo ello, otra
posibilidad es que la NPM1 mutante siga uniendo ligandos como la variante salvaje,
pero provocando la deslocalizacion de los mismos, influyendo en su normal

funcionamiento (Falini et al, 2011).

La valoracion del estado de mutacion de NPM1 ha mejorado la evaluacion del riesgo
y eleccion del tratamiento de la AML. Ademas de para diagnostico y evaluacion del
riesgo, el analisis de la mutacion de NPM1 se puede utilizar para supervisar la

respuesta a la terapia.

1.2. NUCLEOFOSMINA
1.2.1. Definicion y descripcion estructural y funcional de la proteina

La nucleofosmina, también conocida como fosfoproteina B23, numatrina o NPM1, es
una proteina codificada por el gen NPM1. Se trata de una fosfoproteina que pertenece
a la familia de chaperonas de la nucleoplasmina. Es de localizacion fundamentalmente
nucleolar, aunque se desplaza constantemente del nucleo al citoplasma y viceversa
(Federici et al, 2013).

El gen de la NPM1 humana se localiza en el cromosoma 5935 y esta formado por 12
exones, que codifican para tres isoformas (NPM1.1, NPM1.2 y NPM1.3). La
transcripcion completa del gen NPM1 resulta en una proteina de 294 aminoéacidos con
un peso de 32,7 kDa. La nucleofosmina se presenta en forma pentamérica (163,5 kDa)
(Figura 1) (Box et al, 2016).

La nucleofosmina presenta diferentes dominios (Figura 1): un domino N-terminal o
core bien conservado que adopta una estructura de barril B (Lee et al, 2007), un
dominio globular C-terminal compuesto por tres hélices o (Grummitt et al, 2008) y un
dominio central sin estructura regular que actia a modo de linker. La NPM1 alberga
en sus diferentes regiones sefiales de direccionalizacion que modulan su transporte:
motivos de localizacion nuclear (NLS) y exportacion al citoplasma (NES) (Figura 2).
Su anclaje al nucléolo depende probablemente de la unién a acidos nucleicos a través

del dominio C-terminal.
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Figura 1. Estructuras tridimensionales de los dominios de la NPM1. (A) Estructura del monémero del core
(PDB ID 2P1B, Lee et al, 2007). (B) Estructura pentamérica del core (PDB 2P1B). (C) Estructura del dominio C-

terminal, Se resaltan los residuos W288 y W290 esenciales para el plegamiento de la NPM1 (Grummitt et al, 2008).

N-terminal domain Central unstructured domain C-termlnal domain
42-49 94-102 120-132 152-157 160-188 190-197 288-290
140 259

Figura 2. Representacion esquemaética de los dominios de la NPM1. De izquierda a derecha se representan
los dominios N-terminal o core (verde) con dos posibles sefiales de exportacion nuclear (NES), reconocidas por
el sistema de transporte mediado por la exportina Crm1; la regién central no estructurada con la sefial de
localizacién nuclear (NLS) bipartita (152-157,190-197), y, por Ultimo, el dominio C-terminal (azul) donde se
encuentran dos residuos de triptofano (W288 y W290), claves para su plegamiento y la localizacién nucleolar. La

barra negra representa la region con actividad ribonucleasa. (Federici et al, 2013).

La region N-terminal estd altamente conservada y constituye el dominio central o core,
el cual es responsable de la oligomerizacion y las interacciones de NPM1 con otras
proteinas como p53, pldarf y APE-1, entre otras. El dominio C-terminal es

responsable de la unidn de la proteina a acidos nucleicos (Federici y Falini, 2013).

En cuanto a la funcion de la nucleofosmina, el mejor descrito es su papel como
chaperona de &cidos nucleicos y proteinas. Destaca también su participacion en
diversos procesos celulares como la biogénesis de ribosomas, duplicacién del

centrosoma y ensamblaje de histonas (Federici y Falini, 2013).



La NPM1 también cumple un papel critico en la regulacion de la apoptosis. Varios
estudios han demostrado la implicacién de los niveles de la proteina en el control de
la respuesta apoptoética celular (Box et al, 2016). La regulacion negativa de NPM1
induce la apoptosis, mientras que niveles altos de la proteina protegen contra la
apoptosis. Desde el punto de vista de su papel patogénico, niveles elevados de NPM1

podrian promover la transformacion tumoral al permitir la supervivencia celular.

Otra de las funciones importantes de la NPM1 es la respuesta al dafio del DNA.
Recientemente, se ha advertido que la nucleofosmina probablemente juegue un papel
directo en la reparacion de las lesiones en el DNA, estando implicada en multiples vias
de reparacion (Scott y Oeffinger, 2016).

Las rupturas de doble hebra del DNA (Double Strand Breaks) son una de las lesiones
mas destructivas para las células. Pueden ser reparadas por dos vias: recombinacion
homdloga (HR) y unién de extremos no homdélogos (NHEJ). Se ha visto que la NPM1
esta implicada al menos en la recombinacion homoéloga. Después de la induccion de
DSBs, la nucleofosmina sale del nucléolo al nucleoplasma y es reclutada a foci, lugares
de la cromatina donde se lleva a cabo la reparacion. Sin embargo, ain no queda claro

el mecanismo exacto de su funcion en esta via (Koike et al, 2010).

Ademaés de su papel en la reparacion de rupturas de doble hebra, la NPM1 también
responde a dafios del DNA inducidos por luz ultravioleta (UV). Los niveles de
nucleofosmina aumentan después de la exposicion celular a los rayos UV. Igualmente,
la NPM1 también participa en la via de reparacién de escision de base (BER), inducida
tras dafio oxidativo. Varias proteinas nucleolares implicadas en BER son
deslocalizadas en células deficientes en NPM1 (Box et al, 2016).

1.2.2. Mutacion de la proteina NPM1. Diferencias entre mutada y salvaje

Las mutaciones en el gen de la nucleofosmina humana son las alteraciones genéticas
mas frecuentes en la leucemia mieloide aguda. Estas mutaciones resultan en una

localizacion aberrante de la proteina en el citoplasma de las células mieloides.

Se han descrito cerca de 50 variantes mutantes de NPM1 en AML, siendo el mutante
A el mas comin en casos de AML en adultos (aproximadamente un 80%). Este se

forma como consecuencia de la insercion en el gen de un fragmento de 4 nucleétidos,



que provoca un cambio en el marco de lectura, lo que supone la pérdida de residuos
esenciales en el plegamiento del dominio C-terminal: los residuos de tript6fano W288
y W290 (Falini et al, 2011).

Esta mutacion es responsable del desplegamiento y la localizacion aberrante de NPM1
en casos de leucemia mieloide aguda. Se genera un nuevo motivo de exportacion
nuclear (NES) que favorece la interaccion de la nucleofosmina con la exportina Crm1
(Arregi et al, 2015). Como consecuencia, se produce una acumulacion de NPM1
mutada en el citoplasma de las células leucémicas. Por tanto, la localizacion aberrante
de NPML se debe a la accion conjunta de dos factores: el desplegamiento del dominio

C-terminal y la adquisicion de una nueva NES que promueve la exportacion nuclear.

Esta deslocalizacion es, con mucha probabilidad, la responsable de la alteracion de
varias vias celulares; ya sea por pérdida de funciones en el nucléolo o por ganancia y
aparicion de nuevas funciones en el citoplasma. En concreto, podria verse afectada su

respuesta al dafio del DNA.

Es por ello que un analisis protedmico comparativo de las interacciones de la
nucleofosmina salvaje y mutante puede ayudar a esclarecer los mecanismos que
desencadenan la enfermedad, permitiendo explorar las posibilidades anteriormente
mencionadas (pérdida o ganancia de funcién y deslocalizacion de ligandos); siendo
especialmente interesantes aquellas interacciones que impliquen proteinas o factores

relacionados con reparacion de dafio del DNA.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. HIPOTESIS

La deslocalizacion de la proteina mutante NPMc+ supone una alteracion en las
funciones naturales de la célula, debido bien a una pérdida o ganancia de funcion de
la proteina en el nucléolo y citoplasma respectivamente. La interaccion alterada de
NPMoc+ con factores y proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular y en vias
de reparacion de dafio afectaria a la proliferacion de las células que se vuelve anomala,
siendo el principal desencadenante de la AML. Por ello, la identificacion de los
ligandos implicados en diversos procesos de reparacion del DNA que podrian ver

afectada su funcion puede ayudar a discernir los mecanismos moleculares causantes



de tal afeccion; pudiendo ser un punto de partida para el desarrollo de futuras
estrategias terapéuticas para combatir la enfermedad.

2.2. OBJETIVOS

El principal objetivo del proyecto es explorar el papel de la NPM1 en la respuesta al
dafio al DNA y cdmo podria estar alterada dicha funcion en la AML. Para ello, se
llevara a cabo un andlisis proteémico comparativo de la NPM1 mutada y salvaje a fin
de profundizar en el conocimiento de esta proteina, tanto en condiciones fisioldgicas

como patoldgicas. Esto ayudara al disefio de un futuro tratamiento para la enfermedad.

Con el andlisis protedmico se pretende identificar ligandos deslocalizados y nuevos de
la proteina para explorar las distintas posibilidades de pérdida y ganancia de funcion,
asi como deslocalizacion de ligandos que nos pueden ayudar a entender los
mecanismos moleculares que subyacen a la AML. Como sugieren estudios previos del
grupo (datos no publicados), la APE1 podria ser uno de los ligandos deslocalizados en
AML por lo que hemos orientado parte del trabajo a explorar la interacciéon entre
NPM1y APEL.

Por tanto, se espera identificar interacciones de la NPM1 con otras proteinas y factores
(interactoma) que pueden resultar claves en el desarrollo de AML para poder
desarrollar terapias futuras, en las que utilizando algunos de estos ligandos como
dianas y biomarcadores se pueda seguir la evolucidon de la enfermedad.

El trabajo se articulara desarrollando los siguientes objetivos concretos:

- Caracterizar diferencias en el interactoma de la NPM1 salvaje y mutante, que
puedan revelar procesos celulares alterados en AML.

- Identificar nuevos ligandos de la NPM1, para profundizar en la funcionalidad
de la proteina; en particular, en su papel de reparacion.

- Seleccionar ligandos interesantes de la NPML1, para validar y estudiar la
interaccién que establecen con NPM1.

- Caracterizar la interaccion de la NPM1 con uno de sus ligandos: APE1.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. ELECCION Y CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES

Para realizar los experimentos que se describen a continuacion se trabaja con dos lineas
celulares diferentes: células HEK293T para el analisis protedmico de ligandos de la

NPM1 y celulas BHK modificadas (ChromoTek) para el experimento F2H.

Las lineas celulares se cultivan en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y
suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10 %, 100 unidades/mL de penicilina 'y

100 pg/mL de estreptomicina (todos de Invitrogen).

Las células se ponen a crecer en frascos (flasks) T-25 (BHK) y T-7 (HEK293T) con el
medio de cultivo en una estufa a 37 °C y 5% de CO.. Para hacer los pases, se observan
las células al microscopio, y en funcién de su confluencia se decide la dilucion que se
va a llevar a cabo. Todos los pasos del protocolo de cultivo se llevan a cabo en
condiciones de esterilidad. En primer lugar, se retira el medio viejo para después hacer
un lavado con PBS. Tras retirar el PBS se despegan las células con tripsina. Se hace la
dilucion con la cantidad adecuada de medio fresco y se vuelven a incubar en las

condiciones mencionadas hasta el siguiente subcultivo.

3.2. ANALISIS PROTEOMICO
3.2.1. Fundamento

La protedmica nos permite llevar a cabo un estudio a gran escala de todas las proteinas
de una célula. En este trabajo se comparan las interacciones de la NPML1 salvaje y
mutada. Se identifican los ligandos de la proteina en distintas condiciones para obtener

una vision global integrada de los procesos celulares relacionados con la AML.

Para el analisis se aislan, de las células HEK293T, mediante el método GFP-Trap,
complejos de nucleofosmina, etiquetada con proteina amarilla fluorescente (YFP-

NPM1), tanto salvaje como mutante, ademas de la etiqueta (solo YFP) como control.

Después se realiza una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 10%
(SDS-PAGE) de las muestras. Tras tefiir el gel con Coomassie, se analizan fragmentos
del mismo (2 por cada calle) en el Servicio de Protedmica de la Universidad del Pais

Vasco (SGlker) mediante la técnica analitica de espectrometria de masas.



3.2.2. Preparacion de las muestras

Para una mayor fiabilidad estadistica, se preparan 3 réplicas de las 3 muestras que
corresponden a la proteina salvaje fusionada a la etiqueta YFP por el extremo N-
terminal (W1, W2 y W3), la proteina mutante con la misma etiqueta (A1, A2y A3) y
la etiqueta sola (Y1, Y2 e Y3). Como ya se ha mencionado, se trabaja con la linea

celular HEK293T en este experimento.

En primer lugar, se cuentan las células para sembrarlas en placas Petri. Para el recuento
se utilizan una camara de Neubauer y una maquina de recuento de células automatica
(BioRad). En el recuento manual se obtuvo una media de 1.24 x 10° células/mL. La
medida automatica fue de 1,67 x 10° células/mL. Se tomd como medida de referencia
la media del contaje manual. A continuacion, se realiza una siembra de 6,5x10°

células/mL diluyéndolas con medio fresco en 3 placas Petri.

Al dia siguiente, se procede a la transfeccion. Una de las placas se transfecta con la
proteina nucleofosmina salvaje (W), otra con el mutante (A), ambas con la etiqueta
YFP, y otra con la etiqueta sola (). Se utilizé una preparacién de DNA a 0,3 pg/pL.
Para la transfeccion se afiade a cada placa 18 pL DNA y 450 puL mezcla (450 pL
DMEM sin FBS + 22,5 uL Xtreme Gene9). Se incuban las placas 25 minutos a

temperatura ambiente.

3.2.3. Inmunoprecipitacion

Para el aislamiento de los complejos proteicos de NPM1 se realiza una
inmunoprecipitacién con GFP-Trap. El método consiste en el uso de anticuerpos anti-
GFP, gue reconocen también la etiqueta YFP, unidos covalentemente a bolas de
agarosa magnetizadas (Chromotek) para aislar, mediante un iman, la nucleofosmina

etiquetada con la proteina fluorescente y los ligandos que haya podido unir.

24 horas después de la transfeccion, se retira el medio de las placas Petri y se hace un
lavado con 10 mL de PBS frio durante un minuto. Después se retira el PBS y se afiade
1 mL tampon de lisis (LB). EI tampdn LB contiene 10 mL de tampon de lisis (Pierce)
al que se le afiade un coctel de inhibidores de proteasas (cOmplete, Roche). Se incuban
en hielo durante 30 minutos, resuspendiendo cada 5-7 minutos, y se centrifugan las

muestras a 14.000 g 10 minutos.
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Durante ese tiempo se equilibran las bolas de agarosa. Se resuspenden en el tampdn
indicado, y, con ayuda de un iman se sedimentan y se retira dicha disolucion. Después
se resuspenden las bolitas en 600 pL de LB evitando la formacion de espuma, y se

dejan 10 minutos en hielo sin el iman.

Para la unién de los complejos (binding) se reparten las bolas equitativamente en tres
tubos eppendorf y se aplica el iman para que sedimenten y se pueda retirar el tampon.
A continuacion, se afiaden 850 L de los extractos, reservando una parte (100-150 pL)
como control (Whole Cell Extract). Se resuspende y se incuba 3 horas a 4 °C con
rotacion en noria. Transcurrido ese tiempo, se hacen unos lavados con tamp6n LB, se
recuperan las muestras en 150 pL de tampdn de carga para SDS-PAGE, se hierven y

se congelan a -20 °C hasta su uso.

Después se realiza una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE de las muestras en
gel de poliacrilamida al 10%. EI gel se deja correr 2 cm a 120 V. Finalmente se tifie
con Coomasie durante al menos 1 hora y se destifie con una solucion decolorante que
contiene acido acético para fijar las proteinas al gel. Se corta el gel con ayuda de un
bisturi. En nuestro caso se optd por cortar cada calle en 2 fragmentos para reducir la

complejidad de las muestras y facilitar el posterior anlisis proteémico (Figura 5).

3.2.4. Espectrometria de masas y andlisis estadistico

Las bandas del gel se someten a digestion triptica en tampén NHsHCO3; 50 MMy 12,5
ng/ul de tripsina (Roche Diagnostics) a 37 °C durante 16 horas. Tras la digestion, se
realiza una extraccion de péptidos, primero con NHsHCO3 25 mM vy acetonitrilo y
después con 0,1 % de &cido trifluoroacético y acetonitrilo. Las muestras se secaron por
centrifugacion a vacio y se resuspendieron en 13 pl de 0,1 % acido formico, se sonican
durante 5 min y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
analiza en un espectrometro de masas Q Exactive (Thermo Scientific) acoplado a un
sistema cromatografico EASY-nLC 1000 (Thermo Scientific).

Los péptidos digeridos se cargan en una precolumna Acclaim PepMap100 (75 um x 2
cm, Thermo Scientific) conectada a una columna analitica Acclaim PepMap RSLC
(50 um x 15 cm, Thermo Scientific). Los péptidos se eluyen directamente al nanoES
Emitter (Thermo Scientific) mediante un gradiente lineal de 3 % a 30 % de acetonitrilo

en 0,1 % de acido formico durante 60 min a un flujo de 300 nl/min.



11

Los espectros MS se adquirieron a una resolucion de 70.000 (m/z 200) y los espectros
de fragmentacion a 17.500 (m/z 200). Para la seleccion de los péptidos se utiliza una
ventana de 2.0 th y para la fragmentacion de los péptidos se aplica una energia de
colisién normalizada de 28. El tiempo maximo de inyeccién fue de 120 ms para las
adquisiciones MS y MS/MS y se utilizaron valores de AGC de 3E6 para las
adquisiciones MS y de 5E5 para las MS/MS. Los espectros se procesan con MaxQuant
(version 1.5.3.17). Se seleccion6 8 ppm y 20 ppm como tolerancia para los precursores
y fragmentos respectivamente y se permitié un maximo de 2 omisiones de corte para
la tripsina. Se selecciond la carbamidometilacion de cisteina (Cys) como modificacion
fija y la oxidacion de metionina (Met) y la acetilacion N-terminal de proteinas como
modificaciones variables. Se utiliz6 una base de datos SwissProt humana (version
2017_02) a la que se afiadieron las secuencias modificadas de NPM1. Se establecié un
1% de FDR (False Discovery Rate) tanto a nivel de péptidos como de proteinas y se
calcul6 la intensidad normalizada de las proteinas (LFQ) mediante el algoritmo
MaxLFQ (Cox et al, 2008).

El Servicio de Protedmica de la UPV/EHU nos facilitd los datos de la intensidad
normalizada de las proteinas identificadas. Para el andlisis cuantitativo de los
resultados se utiliza el programa Perseus (Tyanova et al, 2016). Este software permite
el analisis masivo de datos para extraer informacién biol6gicamente significativa a

partir de un analisis bioinformatico de los datos obtenidos con MaxQuant.

La matriz original con los datos brutos del analisis de espectrometria de masas contenia
3.652 proteinas. Para simplificar la lista y facilitar el posterior analisis de los datos se
llevan a cabo varios filtrados (Figura 3). Con ellos se elimina la informacion
innecesaria, asi como las identificaciones incorrectas de la matriz general de datos. En
nuestro caso aplicamos filtros para eliminar los hits identificados solamente con
péptidos modificados, los reversos y los posibles contaminantes. La matriz resultante

tenia 3.443 grupos de proteinas.
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Figura 3. Esquema del proceso de tratamiento de los datos con el programa Perseus. La matriz de datos
procedente de MaxQuant (cuadro amarillo) se somete a una serie de filtrados (cuadros verdes) para generar
matrices mas sencillas (cuadros azules) hasta llegar a las representaciones graficas (volcano plots) de las

comparaciones de las muestras.

Para lograr un mejor comportamiento de los datos y poder aplicar los test estadisticos,
es adecuada una distribucién normal de los datos. Por ello, se transforman a escala
logaritmica en base 2, para lograr valores mas manejables y que se ajusten a una
distribucion normal. Esta transformacion genera un conjunto de “NaN” (Non Assigned
Numbers) que corresponden a valores de expresion iguales a cero, que se generan
cuando el software no puede asignar un valor de intensidad de forma fiable. Para
comprobar que los datos siguen un comportamiento compatible con una distribucién
normal se representan los histogramas de cada columna de intensidad correspondiente

a cada muestra.

Para definir el rigor del andlisis, es necesario fijar el numero minimo valido de valores

aceptados en el analisis, esto aumenta la seguridad de los datos. En nuestro caso,
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determinamos un nimero minimo de 3 valores de intensidad para cada proteina en al

menos uno de los grupos (A, WeY).

Por ltimo, se lleva a cabo la imputacion de los valores NaN tomando como referencia
los valores por defecto. Perseus analiza la distribucion de los datos asumiendo una
distribucion normal, calcula el ancho y centro de la distribucion, y genera valores
plausibles para sustituir aquellos valores que faltan. De esta forma se cred una matriz

completa que contaba con 2.748 elementos.

A partir de esta Gltima matriz se pueden generar los graficos de tipo volcano que
ayudan a una interpretacion méas visual de los resultados. Con la herramienta two-
sample test se crean los graficos comparativos de los parametros estadisticos -log p-
value (eje y) y t-test difference (eje x), de la nucleofosmina salvaje frente a la etiqueta,
W vs Y (Figura 6), la nucleofosmina mutante frente a la etiqueta, A vs Y (Figura 7)
y la proteina salvaje frente al mutante A, W vs A (Figura 8). En todos los graficos se
establecieron unos umbrales de significancia para ambos pardmetros: 1,33 como valor
de referencia para el -log p-value, equivalente a un p<0,05 y + 1,0 para el t-test

difference, equivalente a un ratio de £ 2 para la expresion de la proteina.

3.3. EXPERIMENTO F2H

Se llevé a cabo un ensayo para detectar la interaccion de NPM1 (salvaje y el mutante
A) y APE1 en células mediante la técnica F2H (ChromoTek). Las proteinas se
cotransfectaron en células BHK (fibroblastos de rifion de crias de hamster) fusionadas

a las etiquetas YFP y Cherry. Se utiliz6 el kit F2H® de la casa comercial ChromoTek.

3.3.1. Fundamento

El F2H es un método desarrollado por la casa comercial ChromoTek para la deteccion
de interacciones proteina-proteina (PPI) en células. La técnica se basa en la expresion
de dos proteinas de fusion en una célula eucariota con el genoma modificado de forma
que se reclutan las proteinas GFP a uno o varios puntos de la cromatina: una proteina
cebo (bait) y una proteina presa (prey) fusionadas a dos etiquetas fluorescentes (GFP
0 similar y otra etiqueta roja) (Figura 4). La co-localizacion de la emision de
fluorescencia de ambas proteinas en el nlcleo es indicativa de una interaccion positiva

de las proteinas cebo y presa (Universidad Ludwing-Maximilians, Patente, 2010).
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Figura 4. Principio del método F2H. (A) Las células modificadas con la plataforma de anclaje para GFP
(anchoring platform) se cotransfectan con las proteinas a estudiar (bait y prey) cada una fusionada con las
etiquetas GFP y RFP. (B) La etiqueta GFP se retiene en el punto de anclaje y, si se da la interaccion, se obtiene
un punto de fluorescencia roja co-localizado con un punto verde de fluorescencia, mientras que si no se da la

interaccion no aparece dicho punto rojo.

3.3.2. Preparacion de las muestras

Se prepararon los plasmidos con las proteinas de fusion: nucleofosmina fusionada a la
etiqueta fluorescente amarilla (YFP) por el extremo N-terminal y APE1 fusionada a la

etiqueta Cherry por el extremo C-terminal.

Se hace una transfeccion doble de las células en una placa de pocillos T75 que contiene
un cubre siliconizado con las células adheridas. También se transfecta el DNA control
del kit. Se preparan 3 muestras por duplicado: NPM1 y APE1 con el reactivo “platform
reagent (PR)” (N/A+), ambas proteinas de fusion sin el reactivo (N/A-) y el control

positivo del kit con el reactivo (C+).
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La composicion de las muestras es la siguiente:

“N/A —“: 2 uL NPM + 4ulL APE1
- “N/A+”: 2 uL NPM + 4uL APEL + 2uL PR
“C+”: 2 uL DNA control + 2uL PR

Ademas, se afiaden a cada pocillo 80 pL de la mezcla formada por 240 uL DMEM y
12 uL X-tremeGENE 9. Se incuban 25 minutos a temperatura ambiente. Tras 48 horas
se fijan las celulas con paraformaldehido, y se analizan las preparaciones por

microscopia de fluorescencia con el microscopio Axio Scope (Zeiss).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. ANALISIS PROTEOMICO

Para la deteccion de ligandos de la NPM1, se analizan muestras (por triplicado) de
YFP-NPM1 WT (“W?”), YEP-NPMImutA (“A”) y YFP (“Y”) sobreexpresadas en
HEK293T y purificadas por GFP-Trap.

Las bandas del gel de electroforesis se analizaron por el Servicio de Protemica de la
UPV (SGlker), mediante el método de cuantificacion sin etiqueta (Label Free
Quantification) de espectrometria de masas para determinar la cantidad relativa de
proteinas en las distintas muestras bioldgicas (Figura 5).

Figura 5. Geles de las muestras GFP-Trap. En la imagen de arriba se muestra el gel con el marcador (12 calle)
y dos de las tres réplicas de las muestras de la proteina salvaje (W), el mutante (A), ambas fusionadas a YFP y la
etiqueta sola (Y) como control. En la imagen de abajo se muestra el marcador (1° calle) y la tercera réplica de las
muestras. Las lineas de puntos indican como se fragmentaron las calles para generar las 18 muestras que se

llevaron al Servicio de Proteémica (SGlker).
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Los datos obtenidos del andlisis de espectrometria de masas con la plataforma
MaxQuant, revelaron un listado inicial de 3.652 proteinas, el cual se redujo a 2.748
tras aplicar una serie de filtros de significancia estadistica con el programa

bioinformatico Perseus, como se detalla en el apartado 3.2.4 de materiales y métodos.

Para validar la reproducibilidad o consistencia entre las muestras, se calcula el
parametro estadistico Pearson que refleja la correlacion entre las distintas muestras
(Figura 6). El estadistico muestra una excelente correlacion entre las muestras de la
proteina salvaje (W1, W2 y W3), la proteina mutada (A1, A2 y A3) y la muestra
control de la etiqueta de proteina amarilla fluorescente YFP (Y1, Y2 e Y3). Se obtuvo
un valor superior a 0,9 en todos los casos, lo que indica que, en efecto, las muestras
son comparables, y las diferencias encontradas entre ellas tienen alta probabilidad de

ser significativas.

21

SA1 P A2 F A3 WL Tw2 Bws Byl tyctys e

Figura 6. Multi-scatter plot. Grafico de dispersidn multiple en el que se representan los valores del estadistico
de Pearson para la comparacion de las 9 muestras entre si.
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Siguiendo el proceso de filtrado explicado anteriormente se origind una matriz final
compuesta por 2.748 proteinas. Para un analisis mas visual se muestran los resultados
en graficos volcano plot. Se generan volcano plots, cominmente utilizados en este tipo
de estudios, para las tres posibles comparaciones: la comparacion entre la proteina
salvaje y el mutante A (Figura 7), la etiqueta () frente a la proteina salvaje (W) y el
mutante (A) (Figuras Al.1y Al.2).

Para determinar qué proteinas estan enriquecidas en las distintas muestras, se
establecen umbrales de significancia estadistica. Asi, segun el criterio que hemos
utilizado, se consideran proteinas sobrerrepresentadas aquellas que cumplan valores
del pardmetro -log p-value iguales o superiores a 1,3, y, £ 1,0 del parametro Student t-
test difference. Por tanto, las proteinas que se encuentran en los cuadrantes superior
izquierdo y derecho, dentro de los umbrales, se considera que tienen una expresion

diferenciada en las muestras a comparar (Tablas 1y 2).

*PNP

~value SOMIA_A_SOMNIA W
L

-Log Student's t-test p

T T T T T T T T
-4 -3 -2 -1 o 1 2 3 4 5
Student's ttest Difference SONIA_A_SCNIA_W

Figura 7. Volcano plot de A vs W. En verde se representan las proteinas significativas en la muestra de proteina
salvaje (W) de acuerdo a la combinacién de ambos parametros (-log p-value y t-test difference) y en rojo se
muestran las proteinas mas significativas en la muestra de la proteina mutante (A). Las proteinas sefialadas en
circulos corresponden a aquellas identificadas con mas de un péptido (Tablas 1 y 2). El punto amarillo
corresponde a la proteina APE1. La proteina etiquetada como PNPM es el mutante A.
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La comparacion de la proteina salvaje frente al mutante (Figura 7) nos permite
explorar qué implican las mutaciones asociadas a la AML. Por una parte, en cuanto a
la pérdida de interacciones por parte de la NPM1, es decir, ligandos
“significativamente” enriquecidos en la muestra W y ausentes 0 muy poco abundantes
en A (Tabla 1). Entre ellos, destaca la proteina codificada por el gen CCDC134
(proteina 134 con dominio coiled-coil) que tiene un papel en la regulacion de la
migracion e invasion celular en el cancer gastrico (Zhong et al, 2012). Esta proteina
podria ser una potencial diana terapéutica del cancer. También se han encontrado dos
polimerasas, POLR2K y POLR1D, aunque identificadas s6lo con un péptido (Tabla
Al.1), relacionadas con reparacion, replicacion y/o tolerancia al dafio en el DNA.
Puesto que las polimerasas pueden ayudar a las células cancerosas a tolerar dafios del

DNA, podrian ser objetivos viables para estrategias terapéuticas (Lange et al, 2011).

Ademas, entre las proteinas enriquecidas en la proteina salvaje se encuentran varias
proteinas ribosomales como la proteina ribosomal 60S L21 (Tabla Al.1), lo cual
sugiere que en las células de la AML podria estar desregulada la biosintesis de

ribosomas.

Tabla 1. Proteinas enriquecidas en la proteina salvaje (W) en la comparacion con el mutante A. Se

representan las proteinas mas significativas de acuerdo a los dos parametros que han sido identificadas por mas

de un péptido.
- , Student’s t-test
Gen Nombre de la proteina P?p.t idos - Log Student's difference (fold
(Gnicos) t-test p-value
change)
ACADS Short-chain specﬁc acyI-CoA 200) 1375 3,770
dehydrogenase, mitochondrial
NADH dehydrogenase
NDUFA11 | [ubiquinone] 1 alpha 2(2) 1,569 -1,756
subcomplex subunit 11
AKG6 Adenylate kinase isoenzyme 6 2(2) 1,541 -1,352
AAR2 Protein AAR2 homolog 2(2) 1,341 -1,214
CCDC134 C0|qu-00|l domain-containing 200) 1582 1167
protein 134
DCUN1D5 | DCN1-like protein 5 8(8) 1,869 -1,146
GRPEL1 | CIPE protein homolog 1, 5(5) 1,560 11,139
mitochondrial
TXNDC17 Th|or§dOX|n domain-containing 3(3) 1,676 1,125
protein 17
Glycerol-3-phosphate _
L dehydrogenase 1-like protein biE) e L
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Por otra parte, el mutante A adquiere nuevas interacciones (Tabla 2 y Tabla Al.2).
Aparece una proteina asociada a quinasa que interviene en la fase S del ciclo celular
(SKP1) de la que se han encontrado evidencias que apoyan se papel en la correcta

segregacion cromosomica (Piva et al, 2002).

También se ha encontrado enriquecida la proteina de union al RNA, FUS, que
interviene en el metabolismo del RNA y la regulacion de la transcripcion. FUS ha sido
relacionada con la AML cuando se encuentra asociada a ERG, un regulador
transcripcional, y se da una regulacion aberrante de la via de sefializacion del acido
retinoico, inhibiendo la diferenciacion a lo largo del linaje mieloide (Sotoca et al,
2016). En el caso de la AML podria estar también alterada dicha via de sefializacion.

Ademas de ellas, también se ha identificado como una proteina sobrexpresada en el
mutante, la deacilasa SIRT5. Esta es una enzima multifuncional que regula varias vias
metabdlicas vitales en la mitocondria y el citosol. Un estudio llevado a cabo en la
universidad de Utah (Deininger), evidenci6 que la supresion del gen SIRT5 causaba la
inhibicién del crecimiento y muerte de células tumorales, mientras que las células
sanas no se veian afectadas, lo cual sugiere que esta proteina es clave para la
supervivencia de las células cancerosas en la AML y podria ser una diana terapéutica
para tratar éste y otros tipos de cancer mediante el desarrollo de inhibidores de SIRTS5.

Tabla 2. Proteinas enriquecidas en el mutante (A) en la comparacion con la proteina salvaje. Se representan
las proteinas mas significativas de acuerdo a los dos parametros que han sido identificadas por mas de un péptido;
a excepcion de la primera entrada que corresponde al mutante A (NPMmutA) que se diferencia Unicamente por

un péptido de la proteina salvaje.

. Péptidos - Log Student’s Student’s t-test
Gen Nombre de la proteina i difference (fold
(Gnicos) t-test p-value
change)
NPM1 | NPMmutA 28 (1) 3,219 4,998
APOL2 | Apolipoprotein L2 2(2) 2,085 3,906
SKP1 | S-phase kinase-associated prot 1 4(4) 1,356 2,751
MCU Calcium uniporter protein, mitoc. 2(2) 1,643 2,233
TTC27 | Tetratricopeptide repeat prot 27 2(2) 1,498 2,074
PANK4 | Pantothenate kinase 4 3(3) 1,607 1,729
DCTD | Deoxycytidylate deaminase 3(3) 1,473 1,729
ALKBH5 | RNA demethylase ALKBH5 2(2) 1,729 1,493
SIRT5 NAD-depeqdent prot.ein deacylase 2(2) 1631 1212
sirtuin-5, mitochondrial

FUS RNA-binding protein FUS 8 (6) 1,355 1,188
EXOSC7 | Exosome complex component RRP42 3(3) 1,562 1,054
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Como ya se ha mencionado, la localizacion aberrante de la NPM1 en la eucemia AML
interfiere probablemente con sus funciones, pudiendo estar relacionada con el origen
de la enfermedad. Una de las funciones que suscita mas interés es su papel en diversos
procesos de reparacion del DNA. Dicha reparacion puede verse afectada en
condiciones patoldgicas. Por tanto, un punto de partida interesante para intentar
comprender su implicacion en la reparacion del DNA vy las consecuencias de su
deslocalizacion, es llevar a cabo un andlisis protedmico comparativo, como el expuesto

en este trabajo, para identificar hits implicados en rutas de reparacion del DNA.

Ademas de las anteriormente presentadas, en un estudio similar realizado previamente
por el grupo (datos no publicados), se hallaron varias proteinas cuya funcion se
relacionaba con la respuesta y reparacion del DNA ante dafios. Una de esas proteinas
es la APE1, una de las endonucleasas principales en las vias de reparacion por escision
de bases (BER), actuando sobre lesiones oxidativas del DNA. La interaccion entre
ambas proteinas ya ha sido resefiada en trabajos anteriores (Vascotto et al, 2009).

La localizacion subcelular y niveles de expresion aberrantes de APE1 en tumores se
han relacionado con una mayor agresividad de los tumores, asi como con la aparicion
de quimio y radioresistencia en diversos tipos de cancer. La interacciéon con NPM1
modula varias funciones de APE1: promueve la acumulacion de ésta en el nucléolo y
estimula su actividad endonucleasa (Poletto et al, 2015). Por tanto, la interaccion entre
APEL1 y NPMc+ que parece darse en el citoplasma de las células tumorales (Vascotto
et al, 2014), podria alterar las vias de reparacion BER; lo que afectaria tanto a la

proliferacion celular como a la capacidad de respuesta a genotoxinas.

Mencionar también que en el andlisis se ha obtenido un ligando comun a W y A,
comparando las interacciones encontradas en ambas muestras respecto al control YFP.
Se trata de la proteina COMM domain containing protein 9, un posible regulador del

complejo cullin-RING E3 ligasa y de la activacion de NF«kp.

4.2. EXPERIMENTO F2H

Para profundizar en la interaccion NPM1/APEL, quisimos comprobar su interaccion
in vivo, cuando ambas proteinas se coexpresan en células, utilizando una novedosa

metodologia, F2H, desarrollada recientemente (ChromoTek).
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A la vista de los resultados (Figura 8), no parece haberse dado interaccion entre NPM1
y APEL ya que no se advierte un punto nitido de fluorescencia roja en el nucléolo co-
localizado con el punto verde, que si aparece en la muestra control. En su lugar se
observa una fluorescencia roja dispersa. Esto indica que, en nuestras condiciones, no
se detecta interaccion. Sin embargo, la técnica es muy reciente y se ha probado en muy

pocos sistemas hasta el momento, por lo que no sabemos qué limitaciones puede tener.

N+A N+A

Control Control

Figura 8. Resultado del experimento F2H. Células F2H co-transfectadas con YFP-NPM1 y con APE1-Cherry,
en las que se observa la formacién del “punto” verde, pero que, a diferencia del control positivo, no coincide con
la tincion roja, indicando que no se detecta interaccidn entre las dos proteinas.

5. CONCLUSIONES

El estudio protedmico comparativo de la NPM1 presentado en este trabajo es un punto
de partida para conocer mejor los mecanismos desencadenantes de la AML. Permite
realizar un analisis masivo para la identificacion de los ligandos de la NPM1 salvaje y

la variante mutada, mutante A, que es la proteina mas frecuentemente mutada.

Gracias al analisis se han podido identificar varios ligandos enriquecidos en el mutante
respecto a la NPML1 salvaje y viceversa. Esto sugiere que la proteina alterada NPM1
que queda aberrantemente deslocalizada en el citoplasma, pierde la capacidad de unién

a ciertos ligandos y/o puede unir nuevos ligandos respecto a la variante salvaje
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afectando directamente a su correcto funcionamiento e intervencion en la regulacion

de procesos de reparacion de dafios del DNA

Concretamente, el mutante A presenta ligandos significativamente enriquecidos
respecto a la proteina salvaje implicados en la proliferacion celular y relacionadas con
leucemia y otros tipos de cancer como FUS, SIRTS5 y SKP1. Por su parte, también se
han identificado ligandos propios de la NPM1 que parecen perderse 0 unirse menos,
al mutante. Destacan las polimerasas POLR1D y POLR2K que cumplen un papel de

respuesta y reparacion de los dafios del DNA.

Por ultimo, la interaccion de la proteina mutante con ligandos clave de la NPM1 y su
reclutamiento en el citoplasma puede desencadenar la transformacion de las células,
al verse inhibidas sus funciones de reparacién y/o estimulada la proliferacion anémala
por carecer de control en el procesamiento del DNA, como sugiere el enriquecimiento

de la proteina SKP1 en la NPM1 salvaje frente al mutante A.

Por otro lado, a pesar de que los resultados referentes a la interaccion de NPM1 y
APEL no nos llevan a poder afirmar la interaccion entre ambas proteinas, es interesante
el estudio de esta u otras interacciones con proteinas implicadas en las vias de
reparacion BER. Los tratamientos actuales para el cancer se basan en una terapia
combinada de inhibidores especificos de la reparacion del DNA con farmacos dafiinos
para el DNA con el fin de conseguir una mayor sensibilidad de las células cancerosas
a los agentes quimioterapéuticos. Recordemos que la sobreexpreesion de proteinas de
las vias BER se han relacionado con quimio y radio-resistencia, en concreto APE1 ha
sido relacionada con resistencia a diversos quimioterapéuticos como cisplatin o

bleomycin asi como a la radiacién ionizante (Robertson et al, 2001).
Por tanto, los resultados del analisis protedmico revelan varias proteinas que podrian

resultar interesantes como dianas para el tratamiento de la AML.
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Figura 1. Volcano plot de Y vs W. En verde las proteinas significativas en la muestra de proteina salvaje (W) de

acuerdo a la combinacion de ambos parametros (-log p-value y t-test difference). En azul las proteinas mas

significativas en la muestra de la etiqueta (Y). El punto amarillo corresponde a la proteina APE1.
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Figura 2. Volcano plot de Y vs A. En rojo las proteinas significativas en la muestra de proteina mutante (A) de

acuerdo a la combinacién de ambos parametros (- log p-value y t-test difference). En azul las proteinas mas
significativas en la muestra de la etiqueta (Y). El punto amarillo corresponde a la proteina APE1.



Tabla 1. Proteinas enriquecidas en la proteina salvaje (W) en la comparacion con el mutante A. Se
representan las proteinas mas significativas de acuerdo a los dos parametros. En gris se muestran las proteinas

identificadas por un solo péptido.

Péntidos - Log Student’s t-test
Gen Nombre de la proteina °p Student’s t- difference (fold
(anicos)
test p-value change)
Short-chain specific acyl-CoA
ACADS | dehydrogenase, mitochondrial 2(2) 1,375 -3,770
DNA-directed RNA
POLR2K | polymerases |, Il, and Il subunit 1(1) 2,012 -2,946
RPABC4
NADH dehydrogenase
NDUFA11 | [ubiquinone] 1 alpha 2(2) 1,569 -1,756
subcomplex subunit 11
DNA-directed RNA
POLR1D | polymerases | and Ill subunit 1(1) 1,347 -1,725
RPAC2
sypL1 | Synaptophysin-like protein 1 1(1) 1971 11,630
39S ribosomal protein L53,
MRPL53 | mitochondrial 1(1) 1,699 -1,535
AK6 Adenylate kinase isoenzyme 6 2(2) 1541 1352
AAR2 Protein AAR2 homolog 2(2) 1341 1214
Coiled-coil domain-containing
CCDC134 protein 134 2(2) 1,582 -1,167
DCuN1ps | DCN'-like protein 5 8 (8) 1,869 1,146
GPN1 | GPN-loop GTPase 1 1(1) 1,469 -1,145
GrpE protein homolog 1,
GRPEL1 | mitochondrial 5 (5) 1,560 -1,139
TXNDC17 Th|or§dOX|n domain-containing 3(3) 1676 1,125
protein 17
Glycerol-3-phosphate
GPDIL | gehydrogenase 1-like protein 6(6) 1,435 -1,040
Serine/threonine-protein
PPP6R1 | phosphatase 6 regulatory 4(4) 3,078 -0,973
subunit 1
XPO7 | Exportin-7 9(9) 1,417 -0,933
Ribosome-recycling factor,
MRRF mitochondrial 2(2) 1,335 -0,837
CTORF50 g;grr]%rglctenzed protein 4(4) 1,429 0,824
Glyoxalase domain-containing
GLOD4 protein 4 10 (10) 1,330 -0,728
BOLA2 BolA-like protein 2 5(5) 2,592 0,727




Continuacién tabla 1. Proteinas enriquecidas en la proteina salvaje (W) en la comparacién con el

mutante A. Se representan las proteinas mas significativas de acuerdo a los dos parametros. En gris se

muestran las proteinas identificadas por un solo péptido.

Péptidos - Log student's t- Student’s t-test
Gen Nombre de la proteina °p 9 difference (fold
(Gnicos) test p-value change)
AUPA Ancient ubiquitous protein 1 3(3) 1,608 0,725
Translocon-associated protein
SSR1 subunit alpha 3(3) 1,441 -0,708
Ubiquinone biosynthesis protein
c0oQ9 COQ9, mitochondrial 2(2) 2,367 -0,705
Zinc finger CCCH domain-
ZC3H4 | containing protein 4 4 (4) 1,577 -0,703
LTV Protein LTV1 homolog 4(4) 1,442 -0,663
RPL21 | B0S ribosomal protein L21 9(9) 1,964 0,654
AIP AH receptor-interacting protein 7(7) 1,396 -0,609
Npm3 | Nucleoplasmin-3 3(3) 1,433 -0,606
Glyceraldehyde-3-phosphate
GAPDH dehydrogenase 21(21) 1,350 -0,604
Medium-chain specific acyl-
ACADM | CoA dehydrogenase, 9 (9( 1,394 -0,587
mitochondrial
KDELC2 KDEL motif-containing protein 2 2(2) 2,145 0,582
WDR1 WD repeat-containing protein 1 6 (6) 1.456 0,581

Tabla 2. Proteinas enriquecidas en el mutante A (A) en la comparacion con la proteina salvaje. En gris se

marcan aquellas proteinas identificadas por un Unico péptido, y que por tanto no se consideran significativas de la

NPM1 salvaje. La primera entrada corresponde al mutante A (NPMmutA) que se diferencia Unicamente por un

péptido de la proteina salvaje.

- , Student’s t-test
Gen Nombre de la proteina P’e ptldos - Log Student’s difference (fold
(anicos) test p-value
change)
NPM1 NPMmutA 28 (1) 3,219 4,998
APOL2 Apolipoprotein L2 2(2) 2,085 3,906
PMF1 Polyamine-modulated factor 1 1(1) 1,646 3,185
SKP1 S-phgse kinase-associated 4(3) 1356 2751
protein 1

MCU Calcium uniporter protein, 2(2) 1643 2233

mitochondrial




Continuacion Tabla 2. Proteinas enriquecidas en el mutante A (A) en la comparacion con la proteina
salvaje. En gris se marcan aquellas proteinas identificadas por un Unico péptido, y que por tanto no se

consideran significativas de la NPM1 salvaje.

Péptidos - Log student’s t- Student’s t-test
Gen Nombre de la proteina B difference (fold
(anicos) test p-value
change)
TTC27 Tetra.tncopeptlde repeat 202 1498 2074
protein 27
PANK4 Pantothenate kinase 4 3(3) 1,607 1,729
DCTD Deoxycytidylate deaminase 3(3) 1,473 1,729
SDF2L1 Stromal gell-derived factor 2- 101) 1,398 1,542
like protein 1
Carnitine O-
CPT1A palmitoyltransferase 1, liver 1(1) 2,335 1,527
isoform
ALKBH5 RNA demethylase ALKBH5 2(2) 1,729 1,493
EIF2D Eukaryotic translation initiation 101) 2,990 1333
factor 2D
NAD-dependent protein
SIRT5 deacylase sirtuin-5, 2(2) 1,631 1,212
mitochondrial
FUS RNA-binding protein FUS 8 (6) 1,355 1,188
Estradiol 17-beta-
HSD17B8 dehydrogenase 8 1(1) 1,987 1,140
Exosome complex component
EXOSC7 RRP42 3(3) 1,562 1,054
smyps | SET and MYND domain- 101) 1,336 0,963
containing protein 5
PUM1 Pumilio homolog 1 12 (1) 1,358 0,891
HNRNPLL | Heterogeneous nuciear 4(2) 1,555 0,879
ribonucleoprotein L-like
RPS17 40S ribosomal protein S17 9(9) 2,005 0,713
RALY RNA-binding protein Raly 7(7) 1,488 0,712
ppp{R7 | Frotein phosphatase f 3(3) 1910 0,626
regulatory subunit 7




