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Resumen

NUAK1 es una serina/treonina quinasa de la familia relacionada a AMPK, cuya actividad se ha
vinculado a procesos metabdlicos y protumorales. No obstante, los mecanismos que conectan a
NUAK1 con la regulacién metabdlica y su impacto en la respuesta a quimioterapias en cancer
colorrectal permanecen poco definidos. En este trabajo demostramos que, en cancer colorrectal,
NUAK1 presenta una localizacién predominantemente nuclear. De acuerdo con esto, el analisis de
su interactoma revela una fuerte asociacidon con proteinas involucradas en el procesamiento del
ARNm. Entre estos interactores confirmamos la asociacidon con el factor de empalme hnRNPK,
conocido por regular el procesamiento del pre-mRNA de G6PD, la enzima limitante de la via de las
pentosas fosfato (PPP). Esta interaccion sugiere que NUAK1, a través de hnRNPK, podria modular la

expresiéon de G6PD y, con ello, influir directamente en la actividad de la PPP.

Consistentemente, observamos que NUAK1 incrementa los niveles de G6PD y favorece el
procesamiento de su pre-mRNA, efecto acompafiado por una disminucion en la interaccién entre
hnRNPKy dicho transcrito. Adicionalmente, analisis de metaboldmica indican que NUAK1 redirige el
flujo de glucosa hacia la PPP en células de cdncer colorrectal, promoviendo la generacion de NADPH,
regulando el estrés oxidativo y favoreciendo la sintesis lipidica dependiente de esta via. Ademas, los
datos sugieren un rol adicional de NUAK1 en el metabolismo de purinas y en la homeostasis

energética.

Dado que la PPP contribuye a la resistencia a oxaliplatino, evaluamos el impacto de la inhibicién de
NUAK1 en este contexto. Encontramos que NUAK1 aumenta en el nlcleo tras el tratamiento con
oxaliplatino y que su inhibicion bloquea la induccién de G6PD mediada por el fairmaco. En
concordancia, la inhibicion de NUAK1 sensibiliza a lineas celulares de cancer colorrectal a
oxaliplatino, incrementando el estrés genotéxico. Del mismo modo, en organoides derivados de

pacientes, la inhibicion de NUAK1 potencia la eficacia del tratamiento.

En conjunto, nuestros resultados establecen a NUAK1 como un regulador clave de la via de las
pentosas fosfato y un determinante de la respuesta a oxaliplatino en cancer colorrectal. Estos
hallazgos posicionan al eje NUAK1/G6PD como un potencial blanco terapéutico para mejorar la

eficacia de las terapias actuales.



Summary

NUAK1 is a serine/threonine kinase related to the AMPK family, and its activity has been linked to
metabolic and pro-tumor processes. However, the mechanisms connecting NUAK1 to metabolic
regulation and its impact on chemotherapy response in colorectal cancer are not fully understood.
In this study, we show that NUAK1 displays predominantly nuclear localization in colorectal cancer
cells. Consistent with this, analysis of its interactome reveals a strong association with proteins
involved in mRNA processing. Among these interactors, we validated the interaction between
NUAK1 and the splicing factor hnRNPK, a known regulator of the processing of G6PD pre-mRNA, the
rate-limiting enzyme of the pentose phosphate pathway (PPP). This interaction suggests that NUAK1,

through hnRNPK, may modulate G6PD expression and thereby influence PPP activity.

Accordingly, we observed that NUAK1 increases G6PD levels and promotes the processing of its pre-
MRNA, an effect accompanied by a decrease in the interaction between hnRNPK and this transcript.
Metabolomic analyses indicate that NUAK1 redirects glucose flux toward the PPP in colorectal cancer
cells, promoting NADPH production, regulating oxidative stress, and supporting PPP-dependent lipid
synthesis. Additionally, the data suggests an extra role for NUAK1 in purine metabolism and energy

homeostasis.

Because the PPP contributes to oxaliplatin resistance, we evaluated the impact of NUAK1 inhibition
in this context. We found that NUAK1 increases in the nucleus after oxaliplatin treatment and its
inhibition blocks the drug-induced upregulation of G6PD. Consistently, NUAK1 inhibition sensitizes
colorectal cancer cell lines to oxaliplatin, increasing genotoxic stress. Similarly, in patient-derived

organoids, NUAK1 inhibition enhances oxaliplatin effectiveness.

Taken together, our results identify NUAK1 as a key regulator of the pentose phosphate pathway and
an important determinant of oxaliplatin response in colorectal cancer. These findings position the

NUAK1/G6PD axis as a potential therapeutic target to improve current treatments.
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INTRODUCCION

Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) constituye uno de los principales problemas de salud publica a nivel
mundial. Se define como una neoplasia maligna originada por la proliferacién descontrolada de
células epiteliales en el intestino grueso, con capacidad de invasidn y metastasis. En Chile, el cancer
representa la primera causa de muerte desde 2019, y la sobrevida a cinco afios del CCR es de apenas
64,7% (Fabregas et al., 2022). A nivel global, es el tercer cancer con mayor incidencia (10%) y el
segundo en mortalidad (9,4%), con aproximadamente 3.000 muertes anuales en el pais (GLOBOCAN,

2020).

El CCR se origina mayoritariamente (98%) como adenocarcinoma, caracterizado por proliferacion
glandular anémala en la mucosa (Cotran., Robbins., Kumar, 2010; Ross, 2008). Su desarrollo suele
seguir la denominada secuencia adenoma—carcinoma, iniciada por mutaciones en el gen APC, que
desregulan la via Wnt y conducen a la formaciéon de pélipos adenomatosos. Adicionalmente, a lo
largo de la progresion tumoral se acumulan mutaciones adicionales en KRAS y TP53 (Kim et al., 2025)
(Fig. 1), que favorecen el crecimiento descontrolado, la resistencia a la apoptosis y la transicidn hacia
malignidad invasiva. La clasificacién clinica del CCR se basa en el sistema TNM, que considera el
tamafio tumoral (T), la afectacion ganglionar (N) y la presencia de metastasis a distancia (M). Los
estadios tempranos (0-I) se limitan a la mucosa o la pared del colon, mientras que los estadios
avanzados (llI-1V) involucran diseminacién ganglionar o metastdsica, con prondstico desfavorable (Li

et al., 2014).

Desde un punto de vista epidemioldgico, el CCR presenta tres formas de presentacion: esporadico
(90% de los casos), hereditario (sindrome de Lynch y poliposis familiar) y familiar (agregacién en
parientes de primer grado) (Pastor & Schlom, 2021). En los casos esporadicos predominan
alteraciones cromosémicas e inestabilidad gendmica. En el sindrome de Lynch, la inestabilidad de
microsatélites (MSI) es consecuencia de mutaciones en los genes de reparacion del ADN (MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2), generando acumulacion de errores replicativos (Diao et al., 2021). La
deteccidon de MSI tiene valor diagnéstico y prondstico, y actualmente se emplea para descartar esta
forma hereditaria. Las mutaciones en KRAS, presentes en aproximadamente un 35% de los CCR
(G12D y G12C como variantes mas frecuentes) (Park et al., 2021), confieren resistencia a terapias
dirigidas contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, de su sigla en inglés), como

cetuximab o panitumumab, definiendo un subgrupo de tumores considerados “undruggable”. En
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este contexto, se han desarrollado terapias especificas como adagrasib, un inhibidor selectivo de
KRAS G12C, actualmente en ensayos clinicos para cancer colorrectal metastdsico (Parslow et al.,
2017). Por su parte, las mutaciones en TP53, presentes en hasta 75% de los casos, provocan la
pérdida de la funcidn supresora de p53, contribuyendo a la progresidon tumoral y a la evasién de la

apoptosis (Olivares-Hernandez et al., 2022).

El CCR es una enfermedad molecularmente heterogénea. En 2015, el Colorectal Cancer Subtyping
Consortium propuso una clasificacién en cuatro subtipos moleculares consenso (CMS) (Menter et

al., 2019; Mouradov et al., 2014; Soneson et al., 2015; Thanki et al., 2017):

CMS1 (Inmunogénico / MSI): alto grado de hipermutacién y respuesta inmune activa (=14%).
CMS2 (Candnico): alteraciones cromosémicas y activacion de la via Wnt/B-catenina y C-MYC
(=37%).

CMS3 (Metabodlico): desregulacion epitelial y metabdlica, con fenotipo mixto (=13%).

CMS4 (Mesenquimal): activacion de TGF-B, invasion estromal y angiogénesis, asociado a mal

pronoéstico.

The Vogelstein Model of Colorectal Cancer Progression

Healthy colon Colon cancer
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Figura 1: Progresion del adenocarcinoma de colon. Durante la generacion del carcinoma de colon,
suelen existir mutaciones clasicas como las que ocurren en el gen APC, que llevarian a la aparicién
de un adenoma tubular o velloso, que puede progresar, por a otras mutaciones como las del gen
KRAS o TP53, a un carcinoma in situ y finalmente a invasor. Modificado de: (Cotran., Robbins., Kumar,
2010).



El subtipo CMS2, el mas frecuente, ejemplifica la secuencia adenoma—carcinoma, con mutaciones
iniciales en APC seguidas por alteraciones en KRAS y TP53. Este proceso histopatoldgico progresa

desde el adenoma de bajo grado hasta el adenocarcinoma invasivo (Hong et al., 2021).

En términos terapéuticos, las estrategias de tratamiento del CCR se determinan segun el estadio
clinico. Los estadios iniciales se tratan mediante cirugia y radioterapia, mientras que los casos
avanzados requieren quimioterapia sistémica, inmunoterapia o terapias dirigidas. En Chile, los
esquemas mas utilizados son combinaciones basadas en 5-fluorouracilo (5-FU), oxaliplatino e
irinotecan, como el protocolo FOLFOXIRI, considerado de primera linea para enfermedad
metastasica. Este esquema combina agentes citotdoxicos que inducen apoptosis tumoral y mejora
significativamente la supervivencia global frente a regimenes dobles (DIPRECE et al., 2019, Alfaro et

al., 2022).

A pesar de los importantes avances en la comprensién genética y molecular del cancer colorrectal,
muchos de los rasgos que impulsan su progresion no pueden explicarse Unicamente por las
mutaciones clasicas o por los subtipos moleculares establecidos. En particular, la creciente
evidencia indica que, ademas de las alteraciones gendmicas, los tumores de CCR dependen de
cambios profundos en su metabolismo para sostener su crecimiento, evadir el estrés y enfrentar

la presion terapéutica (Vande Voorde et al., 2023).

De hecho, varios de los subtipos moleculares del CCR, especialmente el CMS3, de caracter
marcadamente metabdlico, ponen de manifiesto que la biologia del tumor no puede desvincularse
de su reprogramacién metabdlica. Este componente funcional no solo complementa la informacién
gendmica, sino que aporta una dimension adicional que resulta clave para comprender por qué
los tumores colorrectales proliferan, progresan y adquieren resistencia a los tratamientos (Torang

et al,, 2025).

Reprogramacion metabdlica del cancer

La reprogramacion metabdlica constituye una de las caracteristicas distintivas del cancer y
representa una adaptacion fundamental que permite a las células tumorales sostener la elevada
demanda de energia y biomoléculas necesarias para su crecimiento y proliferacion descontrolada.
Este fendmeno implica una reestructuracion de las rutas metabdlicas, orientando el metabolismo

celular hacia la produccion de precursores biosintéticos, la generacidon de poder reductor y la
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generacion de energia. Entre las multiples adaptaciones descritas, uno de los principales cambios

metabdlicos es el denominado efecto Warburg o glucélisis aerébica (Nong et al., 2023).

En condiciones normales, las células incorporan glucosa, la cual es metabolizada en la glicdlisis y el
metabolismo mitocondrial para la produccién de ATP. Sin embargo, las células cancerosas privilegian
la conversién de glucosa en lactato por sobre la oxidacion completa en metabolismo mitocondrial
(Warburg 1925). Esta aparente ineficiencia bioenergética, constituye una ventaja adaptativa, ya que
permite la redireccion del flujo de glucosa hacia otras ramas metabdlicas, como la via de las pentosas
y la via de las serinas, las cuales son esenciales para la sintesis de nucledtidos, aminodcidos, lipidos,

asi como poder reductor.

De esta manera, el efecto Warburg no solo refleja una alteracidn en el metabolismo energético, sino
también un cambio integral en la funcidn metabdlica de la célula tumoral, orientada a satisfacer los
requerimientos biosintéticos y redox asociados con la proliferaciéon acelerada. En este contexto, la
desviacion de intermediarios glucoliticos hacia rutas anabdlicas adquiere un papel central (Jin &
Zhou 2019), entre ellas, la via de las pentosas fosfato (PPP), que se constituye como un eje
metabdlico esencial para sostener el crecimiento tumoral. A través de esta ruta, las células
cancerosas generan NADPH, necesario para el mantenimiento del equilibrio redox y la sintesis de
lipidos, asi como ribosa-5-fosfato, precursor indispensable para la biosintesis de nucledtidos (Patra

et al,, 2014).

Ademas, se ha propuesto que esta reprogramacion metabdlica confiere ventajas adicionales, tales
como una mayor tolerancia al estrés oxidativo, una mayor capacidad de adaptacion al
microambiente tumoral hipdxico y una contribucidn a la resistencia frente a tratamientos
qguimioterapéuticos. En conjunto, estos elementos posicionan a la reprogramacién metabdlica, y
particularmente a la activacion de la via de las pentosas fosfato, como un componente central de la

biologia del cancer y un potencial blanco terapéutico de alto interés.

Via de las pentosas fosfato

La via de las pentosas fosfato (PPP) es una ruta metabdlica citoplasmatica estrechamente vinculada
a la glucdlisis y esencial para sostener la homeostasis redox y la biosintesis en células proliferativas.
Produce dos metabolitos clave: NADPH, indispensable para la detoxificacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y la sintesis de lipidos, y ribosa 5-fosfato, requerida para la biogénesis de

nucledtidos y, por ende, para la replicacién del ADN y la proliferacion celular (Patra et al., 2014).
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La PPP se organiza en dos ramas funcionales: |a oxidativa (oxPPP) y la no oxidativa (non-oxPPP) (Fig.
2). La rama oxidativa comprende reacciones irreversibles que convierten glucosa 6-fosfato (G6P) en
ribulosa 5-fosfato y generan NADPH. Esta fase estd controlada principalmente por glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD), la enzima limitante de la via, cuyo aumento de actividad se ha observado
frecuentemente en tumores debido a su rol en el mantenimiento del glutation reducido y la
proteccion frente al estrés oxidativo. La 6-fosfogluconato deshidrogenasa (PGD) completa esta fase

contribuyendo adicionalmente a la produccién de ribulosa 5-fosfato y NADPH (Stincone et al., 2015).

La rama no oxidativa consta de reacciones reversibles que permiten interconvertir intermediarios
glucoliticos y azucares fosfato. Esta flexibilidad metabdlica permite a las células cancerosas redirigir
el flujo de carbono segun sus necesidades biosintéticas o energéticas, favoreciendo la sintesis de
nucleétidos o el retorno de intermediarios a la glucdlisis para sustentar el crecimiento celular

(Stincone et al 2015).

En céncer, la PPP adquiere un rol estratégico al proporcionar simultdneamente poder reductor y
precursores anabdlicos. Su activacidon constituye un mecanismo central para amortiguar el estrés
oxidativo derivado de la alta carga proliferativa, lo que facilita la supervivencia tumoral y contribuye
a laresistencia terapéutica. Ademas, el NADPH derivado de la oxPPP puede ejercer funciones duales:
antioxidantes, protegiendo a la célula tumoral del dafio oxidativo, o pro-oxidantes, participando en
sefializacion intracelular que potencia la proliferacidn, la remodelacién del microambiente tumoral

y la migracion celular. (Britt et al., 2022)
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Figura 2: Via de las pentosas fosfato. Mediada en primera instancia por G6PD, la rama oxidativa de
la via PPP permite la generacion de NADPH, importante para la biosintesis reductiva, asi como la
regeneracion de GSH, un fundamental antioxidante intracelular. Al mismo tiempo favorece la sintesis
de nucledtidos para ARN y ADN. G6PD: glucosa-6 fosfato deshidrogenasa. GSH: Glutatién reducido;
GSSH: Glutation oxidado.

Dada la importancia de la PPP en sostener la plasticidad metabdlica del cancer, esclarecer los
mecanismos que regulan su actividad resulta clave para entender como los tumores mantienen su
crecimiento y capacidad adaptativa. En este contexto, G6PD, responsable de catalizar el paso
limitante de la fase oxidativa de la PPP, emerge como un nodo metabdlico crucial. Comprender los
mecanismos que controlan su expresion y actividad resulta fundamental, ya que G6PD no solo
determina la magnitud del flujo a través de la PPP, sino que también modula la capacidad
antioxidante y anabdlica de la célula tumoral. Asi, descifrar las vias que regulan a G6PD podria abrir
nuevas oportunidades terapéuticas, permitiendo interferir selectivamente con la homeostasis redox

y el metabolismo de las células cancerosas (Aurora et al., 2022)

Regulacidon de G6PD

Debido a que la actividad de G6PD determina la redireccidn de la glucosa hacia la via de las pentosas
fosfato (PPP), y considerando la relevancia de esta ruta metabdlica para la proliferacion y
supervivencia de células cancerosas, se ha evaluado el uso de inhibidores de G6PD como estrategia
terapéutica en cancer. Sin embargo, la inhibicién de G6PD en pacientes puede desencadenar cuadros

agudos de anemia hemolitica. Por ello, en los ultimos afios se ha propuesto investigar los
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mecanismos que regulan su expresion, con el fin de identificar nuevos blancos terapéuticos que
permitan inhibir la actividad de G6PD de manera segura para los pacientes (Pamba et al., 2012).
En este contexto, G6PD es una enzima finamente regulada a través de mecanismos
transcripcionales, post- transcripcionales y post-traduccionales (Fig. 3), estos diversos mecanismos
aseguran una respuesta adecuada frente a las demandas metabdlicas y oxidativas de la célula.
Debido a esto, comprender como la expresidn y actividad de G6PD es regulada es esencial para

entender el papel de la PPP en céncer y otras patologias.

e Regulacion transcripcional

A nivel transcripcional, G6PD es regulada por distintos factores de transcripcidon que responden a
estimulos de estrés oxidativo y sefales metabdlicas. Entre estos mecanismos, Nrf2 actlia como un
regulador central, ya que su activacidn, inducida por el aumento de especies reactivas de oxigeno
(ROS), promueve la disociacién de su interacciéon con KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1),
proteina que lo secuestra en el citosol. Esta liberacién permite la translocacién nuclear de Nrf2 y la
induccion de un programa transcripcional antioxidante, que incluye genes clave como G6PD
(Mitsuishi et al., 2012). Este proceso favorece la generacion de NADPH, necesaria para mantener el
equilibrio redox celular y la detoxificacion de ROS. Sin embargo, evidencia reciente sugiere que Nrf2
no regula de forma directa la expresidon de G6PD. Se ha observado que Nrf2 promueve la expresion
del factor de transcripcién TAp73, el cual estimula la transcripcion de G6PD. En concordancia, el
silenciamiento de TAp73 reduce significativamente el incremento en la expresion de G6PD bajo
condiciones de estrés oxidativo, en las que Nrf2 se encuentra activado (Zhang et al., 2022). Estos
hallazgos indican que Nrf2 podria modular la expresion de G6PD a través de TAp73, aunque se

requieren estudios adicionales para confirmar una regulacidn directa por parte de este factor.

Ademas, otros factores de transcripcion, como c-Myc y NF-kB, también participan en la regulacion
de G6PD. c-Myc, frecuentemente sobreexpresado en diversos tipos de cancer, incluido el colorrectal,
promueve la activacion de la via de las pentosas fosfato (PPP) mediante la regulacidn positiva de

G6PD, contribuyendo al aumento de la biosintesis lipidica (Prieto et al., 2021).

Regulaciéon postranscripcional

El gen G6PD estda compuesto por 13 exones y 12 intrones, y su regulacién postranscripcional ha
emergido como un mecanismo relevante para el control de sus niveles de expresidn. En distintos

contextos celulares se ha observado que los aumentos en la cantidad de proteina G6PD pueden
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producirse incluso en ausencia de cambios detectables a nivel transcripcional, lo que sugiere la

participacidon de mecanismos adicionales, como la regulacion del procesamiento del pre-mRNA.

Estudios previos han descrito que la expresidon de G6PD puede ser modulada por variaciones en la
velocidad o eficiencia del empalme. En particular, el exédn 12 de G6PD contiene un elemento de
silenciamiento del empalme (ESS, por sus siglas en inglés), reconocido por distintos factores de unién
al RNA, incluyendo proteinas de las familias hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) y
SRSFs (serine/arginine-rich splicing factors) (Griffith et al., 2006). Dentro de estos factores, hnRNPK
ha sido identificado como un regulador clave del procesamiento del pre-mRNA de G6PD. Este factor
reconoce la secuencia ESS presente en el exén 12, lo que inhibe la remocién de los intrones 11y 12,
resultando en una represion del procesamiento adecuado del transcripto y, en consecuencia, una
disminucién en la expresion de G6PD. De manera opuesta, el factor de empalme SRSF3 compite por
el mismo sitio de unién reconocido por hnRNPK, promoviendo la maduracion del pre-mRNA y, por

tanto, aumentando la expresion de G6PD (Cyphert et al., 2013).

Ademas de hnRNPK, otros miembros de la familia hnRNP, como hnRNPI, hnRNPL y hnRNPA2/B1—
también han sido reportados como proteinas capaces de interactuar con el mismo elemento
regulador en el exdn 12. No obstante, su contribucién funcional especifica en la modulacién del
empalme de G6PD aln no ha sido caracterizada en detalle, lo que representa un aspecto pendiente

para futuras investigaciones (Griffith et al., 2016).

e Regulacidn post traduccional

G6PD es una enzima de aproximadamente 59 kDa, compuesta por 515 aminodcidos. Al igual que
otras enzimas metabdlicas, G6PD requiere oligomerizarse para adquirir su conformacién funcional.
Se ha descrito que tanto la forma dimérica como la tetramérica representan los estados
cataliticamente activos de la enzima. Estos niveles superiores de organizacidn estructural permiten
una regulacién dinamica y reversible de su actividad, facilitando la rapida adaptacién de la célula

frente a las variaciones en la demanda de NADPH y ribosa-5-fosfato (Liang et al., 2013).

Entre los mecanismos de regulacién postraduccional descritos, la fosforilacién es uno de los mas
ampliamente caracterizados. En este contexto, CDK5 fosforila a G6PD en la treonina 91,
promoviendo su actividad enzimatica. De manera consistente, la inhibicién farmacolégica de CDK5
reduce la dimerizacion de G6PD, lo que se traduce en una disminucidn de su actividad, fendmeno

observado particularmente en modelos de cancer de mama (Bei et al., 2025). Asimismo, durante la
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progresion del ciclo celular, la quinasa Plk1 fosforila a G6PD en los residuos serina 406 y serina 466,
incrementando su actividad enzimatica. Esta activacién es necesaria para sostener los efectos
proliferativos mediados por Plkl en células de cancer cervicouterino (Ma et al.,, 2017). Mas
recientemente, se ha demostrado que CK2 fosforila a G6PD en la treonina 145 bajo condiciones de
estrés por radiacién ionizante, lo que resulta en un aumento de los niveles de NADPH y una mejora
en la capacidad celular para contrarrestar el estrés oxidativo inducido por el tratamiento (Hao et al.,

2023).

Ademas de la fosforilacion, la acetilacion también constituye un importante mecanismo de
regulacién de G6PD. La acetiltransferasa KAT9 media la acetilacién de la lisina 403, lo que interfiere
con la dimerizacién de la enzima y reduce su actividad catalitica. En contraste, la desacetilasa Sirt2
elimina dicha modificacién, restaurando la capacidad de G6PD para oligomerizarse y recuperar su

funcion (Wang et al., 2014).

Por otra parte, investigaciones recientes han identificado la lactilacion como un nuevo tipo de
modificacién postraduccional relevante en la regulacién de G6PD. Inicialmente descrita en histonas,
esta modificacién se ha reconocido ahora como un proceso mas general que afecta a diversas
proteinas citosélicas. De forma interesante, aunque la glucélisis y la PPP suelen considerarse rutas
metabdlicas competitivas, se ha demostrado que el lactato generado durante la glucélisis puede
inducir la lactilacién de G6PD, promoviendo su dimerizacidon y aumentando su actividad enzimatica.
Este mecanismo favorece la proliferacidn tumoral, tal como se ha observado en modelos de cancer
pulmonar, donde la activacion de G6PD mediada por lactilacion contribuye a la proliferacién y

migracion celular (Zhang et al., 2025).
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Figura 3. Mecanismos moleculares involucrado en la regulacion de G6PD. Resumen de los
mecanismos transcripcionales, postranscripcionales y postraduccionales que regulan la expresidny
actividad de G6PD, incluyendo la activacién mediada por Nrf2/c-Myc, el procesamiento del pre-
MRNA por hnRNPK y SRSF3, y la modulacién postraduccional por fosforilacion, acetilacion y seiales
metabdlicas.

En resumen, comprender los mecanismos que regulan la expresion y actividad de G6PD es
fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en cancer y otras patologias
asociadas al estrés oxidativo. Dado que G6PD controla la produccién de NADPH, esencial para el
mantenimiento del equilibrio redox y la biosintesis anabdlica, su desregulacion favorece la
supervivencia y proliferacion de células tumorales. En este contexto, la regulacion del splicing
emerge como un nivel de control critico que puede modular la expresion de G6PD. Factores como
hnRNPK, SRSF3 y otras proteinas de union a RNA desempeiian un papel central en este proceso,
determinando la proporcion de transcritos maduros y, por ende, la cantidad de enzima activa. Por
lo tanto, entender mecanismos que regulan la actividad de estos factores sera crucial para la

generacion de nuevas estrategias terapéuticas a futuro.

hnRNPK en cancer y su rol sobre el metabolismo celular
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El factor de empalme hnRNPK es una proteina ampliamente expresada en distintos tipos celulares y
tejidos, cuya localizacidn es predominantemente nuclear, aunque también se ha detectado en el
citoplasma y mitocondrias, lo que refleja su versatilidad funcional (Gallardo et al., 2016). Desde el
punto de vista estructural, hnRNPK contiene tres dominios KH (K-homology), los cuales son
esenciales para su interaccién tanto con RNA como con DNA. Se ha descrito que la unién de hnRNPK
a un transcrito especifico depende principalmente de uno de estos dominios, mientras que los
dominios restantes contribuyen a estabilizar la interaccidon proteina—acido nucleico, asegurando la
correcta ejecucion de sus funciones regulatorias. Ademdas, hnRNPK posee un dominio KI (K-
interaction), indispensable para su asociacién con otras proteinas, lo que amplia su rango de

interacciones y funciones celulares (Le et al., 2025).

Esta diversidad estructural confiere a hnRNPK la capacidad de participar en multiples procesos
bioldgicos, incluyendo la regulacién de la proliferacidn celular, el metabolismo, la traduccién y la
migracion, entre otros (Wang et al., 2020). Sin embargo, su rol en cancer continla siendo objeto de
debate, dado que distintos estudios han reportado funciones opuestas, posicionandola tanto como
supresor tumoral como oncogén. En el caso particular del cancer colorrectal, el silenciamiento de
hnRNPK promueve la proliferacidon y migracion celular, lo que sugiere una posible funcion supresora
(Li et al., 2022). No obstante, andlisis comparativos de expresién demuestran que hnRNPK se
encuentra sobreexpresada en tejidos tumorales en relaciéon con los no malignos (Carpenter et al.,
2006). Esta dicotomia entre niveles de expresion y funcidn bioldgica sugiere la existencia de
mecanismos de regulacidon postraduccional o contextuales que podrian modular selectivamente
sus funciones supresoras o pro-oncogénicas, dependiendo del entorno celular y del estado

metabdlico de la célula.

Aungue su participacién en la proliferacion celular ha sido ampliamente estudiada, en los ultimos
afios ha cobrado creciente relevancia el papel de hnRNPK como regulador del metabolismo. Ademas
de su funcién en la via de las pentosas fosfato (PPP), donde actia como represor del empalme del
pre-mRNA de G6PD (Griffith et al., 2006), limitando su procesamiento y expresion, hnRNPK también
participa en la regulacion del metabolismo glucolitico. Modelos murinos con delecion completa de
hnRNPK (hnRNPK-/-) presentan una hiperactivacién de la glucélisis en tejido dseo, acompafiada de
enanismo. Mecanisticamente, hnRNPK interacciona con la regién 3'UTR del mRNA de HIF-1q,
reduciendo su estabilidad y, por ende, su expresién. En consecuencia, la pérdida de hnRNPK provoca

un aumento en los niveles de HIF-1a y la activacion de genes glucoliticos, esta hiperactivacién del
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metabolismo finalmente causa un diferenciacién prematura de los condrocitos, llevando finalmente

a la malformacion de las extremidades en ratones (Chen et al., 2022).

A nivel hepatico, la pérdida de hnRNPK se asocia con una reduccién en la sintesis lipidica y una
disminucidn de la esteatosis hepdtica en modelos murinos de obesidad. Este efecto se atribuye a la
represion del factor de transcripcién PPARa, el cual regula genes involucrados en la oxidacion y
acumulacidn de lipidos (Zhang et al., 2025). En contraste, en un contexto de disfuncidn cardiaca
inducida por doxorrubicina, hnRNPK ejerce un efecto protector al promover la expresion de PPARq,
evitando la desregulacion metabdlica caracteristica de este tratamiento (Xu et al., 2025). Estas
observaciones evidencian que la funciéon de hnRNPK es altamente dependiente del contexto celular
y fisiopatoldgico, pudiendo alternar entre roles protectores u oncogénicos segun las condiciones

metabdlicas y el tipo de tejido.

Por otra parte, a nivel mitocondrial, hnRNPK participa en el control del empalme alternativo de la
proteina mitorribosomal MRPL33, promoviendo la inclusidn del exdn 3 alternativo y la formacion de
la isoforma larga (MRPL33-L). La pérdida de esta isoforma se asocia con disminucion de la funcion
mitocondrial y acumulacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en células de cancer colorrectal,
destacando asi un papel relevante de hnRNPK en el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial

y el equilibrio redox (Liu et al., 2018).

Considerando la amplia gama de funciones atribuidas a hnRNPK en la regulacién del metabolismo,
la expresion génica y la respuesta al estrés celular, resulta esencial comprender los mecanismos
que controlan su propia regulacion. La localizacion subcelular, las modificaciones
postraduccionales y las interacciones con otros factores de empalme o transcripcién podrian
determinar si hnRNPK ejerce un rol supresor o pro-oncogénico, dependiendo del contexto
fisioldgico y del tipo tumoral. En este sentido, el estudio de los mecanismos que modulan la
actividad, estabilidad y distribucidn intracelular de hnRNPK se perfila como un aspecto clave para
esclarecer su funcién en cancer. Profundizar en estos procesos permitiria no solo entender cémo
esta proteina integra sefiales metabdlicas y de estrés, sino también identificar nuevas
vulnerabilidades terapéuticas, particularmente en tumores donde hnRNPK regula vias criticas

como la glucdlisis, la via de las pentosas fosfato y la funcién mitocondrial.

Regulacidén post traduccional de hnRNPK
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Diversas modificaciones postraduccionales (MPT) regulan de manera precisa la estabilidad,
localizacién subcelular y afinidad de hnRNPK por sus blancos de ARN (Fig. 4), influyendo
directamente en su funcidon en el cancer. Entre la amplia gama de MPT, la fosforilacién se posiciona
como uno de los mecanismos de regulacion mds estudiados para hnRNPK. Estructuralmente, esta
proteina posee 72 residuos potenciales de fosforilacién (31 serinas, 24 treoninas y 17 tirosinas); sin

embargo, solo una fraccion de ellos ha sido validada experimentalmente (Xu et al., 2019).

Entre las principales proteinas que fosforilan a hnRNPK se encuentran las quinasas de la via MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinases). Dentro de ellas, JNK (c-Jun N-terminal kinases) y ERK
(extracellular signal-regulated kinases) median la fosforilacion de hnRNPK en los residuos 116, 189,
216, 284 y 353. Particularmente, la fosforilacion en Ser284 y Ser353, mediada por ERK, es la mas
caracterizada (Habelhah et al.,, 2001). En diversos contextos, esta modificacion promueve la
acumulacién citoplasmatica de hnRNPK, disminuyendo su interaccidon con blancos nucleares y, en
contraste, potenciando sus funciones citoplasmaticas, principalmente asociadas a la regulacién de
la traduccién. Por lo que, en cdncer, la hiperactivacién de ERK podria promover la relocalizacion

citoplasmatica de hnRNPK, un fenédmeno asociado a un fenotipo patoldgico.

En contraste, la fosforilacion mediada por JNK en los residuos Ser1l89 y Ser216 no altera la
distribucidn subcelular de hnRNPK. En neuronas derivadas de Xenopus, la fosforilacion en Ser189 es
necesaria para la regulacidn del crecimiento axonal; mecanisticamente, esta modificacién promueve
la asociacidn de los complejos hnRNPK—ARNmM con la maquinaria traduccional, para promover la

expresion de genes asociado a la regulacidn de neuritas (Hutchins & Szaro 2013).

Por otro lado, hnRNPK también es fosforilada por Aurora-A en el residuo Ser379. Esta fosforilacion
disminuye la interaccion de hnRNPK con el factor de transcripcion p53 (Hsueh et al., 2011). Dado
gue hnRNPK actia como cofactor de p53, esta modificacién podria atenuar su funcién; sin embargo,
su relevancia bioldgica aun requiere mayor profundizacion. Asimismo, la proteina ATM (ataxia
telangiectasia mutated) fosforila a hnRNPK en cuatro residuos (Ser121, Thr174, Ser370y Ser440). La
fosforilacion en estos sitios previene su ubiquitinacidn y degradacién, permitiendo que hnRNPK

actue como cofactor de p53 frente al dafio en el ADN (Moumen et al., 2013).
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Finalmente, la fosforilacidn en residuos de tirosina también constituye un mecanismo relevante en
la regulacidn de hnRNPK. En este contexto, la quinasa c-Src interactla y fosforila a hnRNPK en siete
residuos tirosina (Tyr72, Tyr225, Tyr230, Tyr234, Tyr236, Tyr380 y Tyr458) (Messias et al., 2006)
(Ostareck-Lederer et al., 2002) (Ferrando et al., 2012). La fosforilacidn en Tyr72 y Tyr458 localizados
en los dominios KH1 y cercano al dominio KH3, reduce la interaccion de hnRNPK con diversos ARNm

(Ostareck-Lederer et al., 2002).
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Figura 4. Esquema representativo de las principales modificaciones post-traduccionales de
hnRNPK. Los dominios de unidn a acidos nucleicos estan representados por las regiones KH1/2/3.
Kl representa el dominio de interaccidn con proteinas. NLS representa una secuencia de importe
nuclear. Para cada modificacion, se informa ademds el proceso afectado. P=fosforilacidn,
Ub=Ubiquitina.
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Aunque la fosforilacidon es el principal mecanismo de regulaciéon postraduccional descrito para
hnRNPK, esta proteina también estd sujeta a otras modificaciones. Por ejemplo, la ubiquitinacién
mediada por el complejo SCF/Fbxo4 (Skp1—Cullin—F-box) induce la adicién de ubiquitina en la lisina
63 de hnRNPK a nivel citoplasmatico. De manera interesante, esta modificacion disminuye la
traduccidon de c-Myc dependiente de hnRNPK, actuando como una barrera que restringe las

funciones pro-oncogénicas de la proteina (Mucha et al., 2022).

En conjunto, comprender cémo las diversas modificaciones postraduccionales regulan la funcion de
hnRNPK es esencial para descifrar su papel en la biologia del cancer. Estas modificaciones no solo
determinan su localizacién, estabilidad y capacidad de interaccidon con otras proteinas, sino que
también integran sefiales metabdlicas y de estrés celular que definen su funcién en contextos
tumorales especificos. En este marco, resultados recientes de nuestro laboratorio han identificado a
hnRNPK como un posible nuevo interactor de la quinasa NUAK1 (Palma., 2019), una proteina
frecuentemente sobreexpresada en distintos tipos de cdncer y con funciones centrales en la
regulacién del metabolismoy la respuesta al estrés. Esta conexién sugiere que el eje NUAK1-hnRNPK
podria representar un punto clave de convergencia entre la sefializacién metabdlica y la regulacion
postraduccional, abriendo nuevas perspectivas para comprender cémo NUAK1 puede influir en la

biologia tumoral a través del control de hnRNPK.
NUAK1

NUAK1, también denominada ARK5 (AMPK-related kinase 5), es una quinasa de serina/treonina de
aproximadamente 75 kDa perteneciente a la familia de proteinas relacionadas con AMPK (ARKs),
con las cuales comparte un dominio quinasa altamente conservado (Jaleel et al., 2006). NUAK1 se
encuentra sobreexpresada en diversos tipos de cancer, donde su elevada expresidn se asocia a un
peor prondstico y una menor sobrevida en los pacientes. Estudios previos han demostrado que, en
el contexto tumoral, NUAK1 promueve la proliferacion y supervivencia celular, asi como la migracién
e invasidn, aunque también se ha propuesto un rol esencial en la regulacidn del metabolismo celular

(Chang et al., 2012) (Cui et al., 2013) (Lu et al., 2013).

En células de cadncer de mama, la inhibicion de NUAK1 induce una marcada fragmentacion
mitocondrial, generando estructuras tipo “dona”, lo que sugiere que esta quinasa es necesaria para
mantener la morfologia y funcion mitocondrial adecuadas (Escalona et al., 2020). De manera
consistente, estudios realizados en neuronas NUAK1-/- mostraron que la pérdida de esta quinasa

reduce la capacidad respiratoria maxima mitocondrial (medida por OCR), sin afectar
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significativamente la acidificacion extracelular del medio. Este hallazgo indica que la pérdida de
NUAK1 no compromete la liberacién de lactato ni la actividad glucolitica neuronal (Lafranchi et al.,

2024).

Por otra parte, investigaciones en cancer de mama y pulmdén demostraron que la inhibicién de
NUAK1/2 reduce de manera significativa la expresion de proteinas asociadas a la glucdlisis y a la via
de las pentosas fosfato (PPP), a través de la regulacién de mTORC1. Sin embargo, estos mismos
estudios revelaron que la pérdida de NUAK1 en células tratadas con rapamicina (inhibidor de
MTORC1) provoca una disminucidon aun mayor de la actividad metabdlica, y que la pérdida
simultanea de NUAK1 y NUAK2 ejerce un efecto mads drastico que la inhibicion de mTORC1 por si
sola (Babu & Manoharan., 2025) (Raj & Manoharan., 2025). Estos resultados sugieren la existencia
de mecanismos adicionales e independientes de mTORC1 mediante los cuales NUAK1 podria

modular el metabolismo celular.

De manera interesante, al igual que otras ARKs, NUAK1 presenta una distribucion tanto
citoplasmatica como nuclear, dependiendo del contexto celular (Palma et al., 2019), lo que apunta
a una notable versatilidad funcional. En el citoplasma, se ha descrito que NUAK1 es necesaria para
la activacion del factor antioxidante Nrf2 frente a estimulos de estrés oxidativo (H,0;) en células de
osteosarcoma (Port et al., 2018). Ademas, se ha demostrado que NUAK1 fosforila a AKT en la serina
473, una modificacidn esencial para la completa activacion de esta quinasa (Palma et al., 2023). No
obstante, mas alld de sus funciones citoplasmaticas, NUAK1 también presenta una fuerte
localizacién nuclear en neuronas, células de osteosarcoma y cancer colorrectal, donde parece
cumplir roles poco explorados. En este contexto, se ha demostrado que NUAK1 fosforila a la
subunidad regulatoria PNUTS de la fosfatasa PP1B, promoviendo la actividad del espliceosoma
(Cossa et al., 2020). Asimismo, datos atin no publicados de estudios en neuronas indican que NUAK1
fosforila al factor de andamiaje SON, un componente principal de los nuclear speckles, organelos no
membranosos formados por separacién de fases que participan en la regulacién de la expresion
génica mediante la concentracidon de factores de transcripcién, proteinas de empalme y ARN
polimerasas. De forma concordante, la pérdida de NUAK1 altera el empalme alternativo de multiples

genes involucrados en la regulacidn del metabolismo neuronal (Kherkoffs et al., 2025).

Estos antecedentes respaldan la hipdtesis de que NUAK1, a nivel nuclear, podria participar en
mecanismos aun no caracterizados con impacto directo sobre el metabolismo tumoral. En nuestro

laboratorio, mediante ensayos de MudPIT, identificamos el interactoma de NUAK1, revelando una
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amplia red de interacciones con proteinas implicadas en la regulaciéon del empalme (Palma., 2019).

Entre ellas, destaca hnRNPK, debido a que regula la expresion de G6PD vy, en consecuencia, la

actividad de la via de las pentosas fosfato (PPP). En concordancia, estudios en cadncer pancreatico

demostraron que la pérdida de NUAK1 reduce significativamente los niveles de 6-fosfogluconato,

un metabolito generado en la rama oxidativa de la PPP (Liu et al., 2012). Por otro lado, analisis

bioinformaticos muestran que hnRNPK contiene multiples sitios potenciales de fosforilacion

dependientes de NUAK1 (Fig. 5), los que podrian ser necesarios para su interaccién con sus blancos

de ARN, sugiriendo que NUAK1 podria modular la funcién de hnRNPK a través de fosforilacion

directa, estableciendo asi un eje funcional de relevancia en el metabolismo y la progresiéon tumoral.
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Figura 5. hnRNPK presenta potenciales sitios de fosforilacion dependientes de NUAK1. A.
Prediccién de potenciales sitios de fosforilacion dependientes de NUAK1 generado en GPS
webserver. B. Analisis de prediccion de fosforilacion generado a través de Phosphosite Plus. C.
Alineamiento estructural de hnRNPK, en rojo se destaca la serina 302, la cual se encuentra altamente

conservada entre especies.
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Dado los siguientes antecedentes:

e NUAK1 se asocia al metabolismo de la glicélisis y la via de las pentosas fosfato.
e NUAK1 regula la generacion de metabolitos de la PPP.

e NUAK1 presenta una distribucién nuclear en cancer colorrectal.

e hnRNPK podria ser un nuevo interactor de NUAK1.

¢ hnRNPK regula negativamente el empalme del pre-mRNA de G6PD.

e Existen posibles residuos de fosforilacién en hnRNPK dependientes de NUAK1.

Se propone la siguiente hipétesis y objetivos de trabajo:
Hipétesis
“NUAK1 interacciona con hnRNPK y la fosforila, inhibiendo su asociacion con ARNm de genes

metabdlicos como G6PD y regulando asi el metabolismo celular y la homeostasis redox en el
cancer colorrectal.

Objetivo general:
Determinar el efecto del eje NUAK1/hnRNPK sobre el metabolismo del cancer colorrectal.

Obijetivos especificos

1. Determinar si NUAK1 interacciona con hnRNPK y regula su fosforilacion.
2. Evaluar el efecto de NUAK1 sobre la asociacion de hnRNPK con ARNm de genes metabdlicos
y su impacto en la regulacién del metabolismo y la homeostasis redox en cancer colorrectal.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Reactivos: Los inhibidores de proteasa/fosfatasa, la D-ribosa 5 fosfato (R7750), yoduro de propidio
fueron adquiridos en Sigma (St. Louis, MO, USA). Para la transfeccion fue usada Lipofectamina 2000
de Invitrogen (Carlsbad,CA) y PEIMAX 40000 de polysciences. Los anticuerpos primarios utilizados
en este estudio fueron: ARKS (CS4458S), ARK5 (E4T2A), Myc Tag (9C11), G6PD (D5D2) de Cell
Signalling (Danvers, MA). GAPDH (6C5), HDAC1 (C-19), B-actin (C4), Transketolase (H-7), hnRNPK (D-
6), MYPT1 (C-6) de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX). Importin-9 (NBP1-39726) de Novus
Biologicals (Littlenton, CO). FLAG (M2) y HA (clone 7) de Sigma (St. Louis, MO, USA). HnRNPK (1-280)
STJ24065, fue adquirido de St John’s laboratory Los anticuerpos secundarios conjugados con HRP
(anti-mouse, anti-rabbit y anti-goat) fueron adquiridos de BioRad (Hercules, CA). Los anticuerpos
secundarios usados en las inmunofluorescencias fueron: Anti-rabbit Alexa fluor 488, anti-mouse
Alexa 555, Faloidina-Alexa fluor 488 de Invitrogen (Carlsbad, CA) y Hoechst 33342 de BioRad
(Hercules, CA), HTH-01-015, Oxaliplatino fueron adquiridos en Cayman Chemical (Ann Arbor, Ml).
Puromicina de Santa Cruz Biotechnology, Higromicina B1 de Sigma, Polibreno de Merk Millipore. El

ATP radioactivo, ATP y-*’P fue obtenido de Perkin EImer.

Cultivo Celular: Células HCT116 p53-/-, HEK293T y CCD-841 CoN fueron mantenidas en Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) (Hyclone, Logan, UT, USA) suplementado con 10% (v/v) de suero
bovino fetal (FBS; Hyclone), 1% de glutamina (Invitrogen) y 1% de penicilina/estreptomicina
(Invitrogen). Células SW480 y HT-29 fueron mantenidas en Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI) (Hyclone) suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS; Hyclone), 1% de glutamina
(Invitrogen) y 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen). Todas las células utilizadas en este
estudio fueron regularmente testeadas (6 meses) de potencial contaminacion de micoplasma

usando el Kit: EZ-PCR Mycoplasma Test Kit (Biological Industries).

Plasmidos: El plasmido pCMV Flag hNUAK1 fue obtenido a partir del Medical Research Council
Protein Phosphorylation and Ubiquitylation Unit (MRC PPU). Los plasmidos pDR8.2, pCMV VSV-G,
pPCDNA 3.1 hnRNPK myc/his, pMIR hnRNPK TS1, pMIR hnRNPK TS3, fueron obtenidos de Addgene.
Los plasmidos, pCW57-Flag hNUAK1 Tet/on hygro y pGL3 mNUAK1 2000pb, fueron generados

previamente en el laboratorio.
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Métodos

Fraccionamiento sub-celular: El fraccionamiento nlcleo/citoplasma fue realizado
utilizando el buffer de extraccién de nucleo (10mM HEPES (pH 7.9), 1.5mM MgCl2, 10mM
KCl) y el buffer de extraccion de citoplasma (20mM HEPES (pH 7.9), 25% (v/v) glicerol,
0.42M NaCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM EDTA). Para ello, las células o tejidos fueron colectadas
con PBS (1X) frio. Luego dependiendo del volumen de pellet celular se agregaron 5
volimenes de buffer de extracciéon del citoplasma conteniendo inhibidores de fosfatasa (1X)
y proteasa (1X). Las células fueron resuspendidas suavemente e incubadas por 10 minutos
en hielo. Luego, se agregd NP-40 al 1% (v/v). Las células fueron agitadas (vortex) por 15-
20 segundos e incubadas en hielo por 5 minutos. Durante los 5 minutos de incubacién es
recomendable dar cortos tiempos de agitacion (vortex). Luego, se centrifugd las células a
5000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante correspondié a la fraccién citoplasmatica y el
pellet a los nucleos. Para mejorar la pureza del extracto nuclear se realizaron 3 lavados con
Iml de buffer de extraccién del citosol (sin inhibidores). Para la lisis de los nucleos se
agregaron 3 volumenes del buffer de extraccién del nucleo que son relativos al volumen
inicial del pellet. La mezcla se resuspendid con pipeta por 20 segundos. Luego fueron
mantenidos por 1 hora en hielo con agitaciéon (vortex) cada 10 minutos. Finalmente, el

extracto nuclear se obtuvo por la centrifugacién a 14000 rpm por 10 minutos.

Western Blots: Las proteinas derivadas de los lisados celulares (30-50 pg) fueron separados por SDS-
PAGE y luego transferidas por 90 minutos a 100 Volt a una membrana de PVDF (Immnobilon,
Millipore). Las membranas de PVDF fueron bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente en 5%
de leche disuelta en TBS-T (TBS con 0.1% de Tween) e incubadas con la dilucién de anticuerpo
primario adecuada a 42C por toda la noche. Después de una serie de lavados (3 en TBS-T) de 5
minutos las membranas fueron incubadas por 1 hora con el anticuerpo secundario. Las proteinas

fueron visualizadas al usar ECL (General Electric Healthcare, Amersham, UK) y un fotodocumentador.

Inmunoprecipitacion: Las proteinas a inmunoprecipitar fueron obtenidas utilizando
el buffer de lisis (25mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 0.2mM EDTA, 1% NP40, 5% Glicerol
and 2mM MgCl2) suplementado con inhibidores de proteasa (1X) y fosfatasa (1X). Los
lisados fueron cuantificados y preparados en igual concentracion. Luego, fueron preclarados por 1
hora a 4°C utilizando la resina A/G plus de Santa Cruz Biotechnology (Dallas,

TX). La inmunoprecipitacion se realizé incubando con los anticuerpos correspondientes por
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12-18h horas a 49C en agitacidn. Para la inmunoprecipitacion de FLAG, se utilizé anti-FLAG M2
de Sigma. Para la imnunoprecipitacion de HA fue usado al anticuerpo anti-HA (clone 7) de Sigma.
Para la inmunoprecipitacion Myc se utilizd el anticuerpo Myc-Tag (9C11), respectivamente. Las
coinmunoprecipitaciones fueron analizadas por Western blots utilizando los anticuerpos

correspondientes a cada experimento (Co-IP).

Inmunofluorescencia: Las células fueron sembradas en cubreobjetos,
transfectadas con lipofectamina 2000 en el caso de corresponder, fijadas con 4%
paraformaldehido y permeabilizadas con 0.1% de tritdn X-100. Luego, fueron incubadas
con los anticuerpos primarios a 42C por toda la noche. Después de los lavados (3 lavados
de 5 min) las células fueron incubados con el anticuerpo secundario-conjugado, Hoechst
33342 y Faloidina por 2 horas. Las imagenes fueron obtenidas en el microscopio confocal
espectral LMS 780 (Zeiss, jena, Germany). Tiempos de exposicion idénticos y zoom (63x) fueron
usados para la comparacién y cuantificacion de las imagenes. Cada experimento fue

repetido al menos 3 veces.

Generacion de modelos celulares estables: Los modelos celulares estables
fueron generados utilizando sistemas lentivirales de segunda generacion. El protocolo para todos los
modelos fue estandarizado en esta tesis y comparte los 3 principales pasos de las infecciones virales.
El primero, consiste en el empaquetamiento donde se utilizaron células HEK293T las que fueron
transfectadas con los plasmidos correspondientes. El segundo, la infeccién, que se realiz6 48
posttransfeccion que corresponde a la primera ronda de infeccion donde se agregd 8 pg/ml de
prolibreno (Merk millipore). Después de 24 horas se realizd la segunda ronda de infeccién
repitiendo los pasos de la primera infeccién. La tercera etapa correspondié a la seleccidon
que se realizd por 4-5 dias con el antibidtico correspondiente (puromicina y higromicina).
La validacion de cada uno de los modelos estables se realizd a través de Western blots con

los anticuerpos correspondientes a cada caso.

Inmunoprecipitacion de ARN (RIP): Los lisados celulares fueron obtenidos utilizando el buffer de
lisis (25mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 0.2mM EDTA, 1% NP40, 5% Glicerol y 2mM MgCl2) con
inhibidores de proteasa (1X) y fosfatasa (1X), en agitacién a 4°C. Se obtuvo entre 5-10 mg de proteina
por muestra en 1 mL. Luego, del lisado total, se obtuvieron 100 puL(10%) para el input de ARN (se le
agregaron 400 pL de Trizol) y 50 pg para el input de proteina, los que fueron transferidos a un tubo

|ll

eppendorf independiente. Posteriormente, con el resto del lisado total se realizo el “preclearing”, se
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utilizé resina A/G Plus por 1 hora a 4°C en agitacion. Para la fase de inmunoprecipitacion, se utilizd
el anticuerpo anti-myc toda la noche a 4°C. Luego de lavar la resina 3 veces (muy suavemente), se
separd un 20% del volumen conteniendo la resina control de inmunoprecipitacidn (para control de
precipitacion de myc-hnRNPK por western blot) y al 80% de resina restante se le agregé Trizol

(fraccién desde donde se obtuvo el ARN para su extraccién y deteccidn por RT-gPCR).

Extraccion de ARN: Para la obtencion del ARN, las células cultivadas fueron lavadas con PBS 1X a
4°C, raspadas con TRIzol (Thermo Fisher Scientific) y congeladas a -80C. La extraccidn de ARN total
se realizé con el método fenol-cloroformo y alcohol isopropilico 75% en agua DEPC. Una vez extraido
el ARN, fue resuspendido en agua DEPC. Para eliminar ADN gendmico, se realizd el tratamiento con
la enzima DNAsa del kit TURBO DNAsa (Invitrogen). La cuantificacidn se realizd a 260 nm con el
equipo TECAN Infinite 200 PRO, donde una densidad dptica de 1 corresponde a 40 pug de ARN. La
pureza del ARN extraido fue evaluada con el célculo del indice 260/280, donde un valor ideal
corresponde a 2, con un minimo de aceptabilidad de 1,7. Para evitar su degradacién, se realizé la

sintesis de cDNA inmediatamente después de la extraccion.

Sintesis de cDNA: Un total de 1 ug de ARN de cada muestra en volumen final de 20 pL fue transcrito
inversamente a cDNA utilizando la transcriptasa reversa M-MLV (Promega) en el termociclador Veriti
de Applied Biosystems, utilizando random primers u oligo-DT, para la obtencién de un pool de cDNA

proveniente de ARN inmaduro+maduro y otro pool desde ARN maduro.

PCR en tiempo real: El andlisis de PCR cuantitativa se realizd con el kit SYBRfast mix en el equipo
AriaMX Real Time PCR Agilent. Los partidores para la deteccidn de los productos se describen en la
tabla 1. Todos los partidores fueron utilizados en una concentracién de 10uM y sometidos a una
prueba de eficiencia con diluciones seriadas de producto de PCR/cDNA. Los datos de expresion
fueron normalizados para el gen de B-actina. Algunos sets de partidores requirieron estandarizacion
con temperatura de alineamiento de 60°C y uso de 5% de DMSO, el cual sélo favorece la
especificidad de la reaccidon de PCR en tiempo real, al disminuir la formacién de estructuras terciarias

en los templados, sin afectar los resultados experimentales (Kang et al., 2005; Winship, 1989).

Nombre Secuencia Orientacion
F_EXON_11 G6PD TCATCCTGGACGTCTTCTGC FORWARD
F_INTRON_11 G6PD AAGCCATACCATGTCCCCTC FORWARD
R_EXON_12 G6PD ATAAATATAGGGGATGGGCTTGGGC REVERSE
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F2_INTRON_12 G6PD ATACCTGTGGGCTATGGGGT FORWARD

R2_EXON_12 G6PD GCAGTGGGGTGAAAATACGC REVERSE
hACTB_F GATGAGATTGGCATGGCTTT FORWARD
hACTB_R CACCTTCACCGTTCCAGTTT REVERSE
hNUAK1_F GTTGGGAGGAAGCATGTAAGA FORWARD
hNUAK1_R CCAGAGACCAGGAAGTACAAAC REVERSE

Ensayos de gen reportero de luciferasa: Luego de 24 horas de transfeccion utilizando el vector pGL3
mNUAK1, que contiene 2008pb de la region rio arriba del inicio de la transcripcion del promotor
murino de NUAK1, las células fueron tratadas con Oxaliplatino (40uM) o agua como control durante
24h. Pasado el tiempo de tratamiento, las células fueron lavadas con PBS pH 7.4. Luego se adiciond
buffer de lisis pasivo de luciferasa 1X y se incubé 5min a temperatura ambiente en agitacion. Luego,
20uL del lisado se usaron para la medicion de actividad de luciferasa o B-galactosidasa, usando el kit
Luciferase-Glo® (Promega) o Beta-Glo® (Promega), respectivamente, en placas de 96-well. La
medicién de luminiscencia se realizé usando el lumindmetro TECAN. La actividad de luciferasa de

cada pocillo se normalizé usando la actividad de B-galactosidasa del pocillo correspondiente.

Ensayo de quinasa in vitro: Para el ensayo de fosforilacion de hnRNPK, la proteina hnRNPK-myc fue
expresada en células HEK293T y purificada mediante inmunoprecipitacidn utilizando un anticuerpo
anti-Myc tag (clon HA-7). La proteina purificada hnRNPK-myc fue desfosforilada a 30 °C durante 30
minutos. Una vez desfosforilada, se realizé el ensayo de quinasa in vitro, en condiciones radiactivas

utilizando GST-NUAK1 (500 ng).

Todas las reacciones fueron incubadas a 30 °C durante 60 minutos, empleando el buffer de quinasa
radiactivo [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM KCI, 50 mM MgCl,, 1 mM NazVO,4, 1 mM DTT, 5 % glicerol,
0.25 mM ATP y 10 uCi de [y-32P] ATP]. Finalmente, todas las muestras fueron desnaturalizadas

durante 3 minutos a 100 °Cy analizadas mediante Western blot o autoradiografia.

Ensayo de interaccidn in vitro: Para el ensayo de interaccién in vitro, la proteina hnRNPK-MYC y
NUAK1-Flag fueron expresadas y purificadas a partir de células HEK293T, utilizando un anticuerpo
anti-Myc tag o anti-Flag (clone M2), correspondientemente. La proteina NUAK1-flag fue eluida de la

resina utilizando péptido 3X-Flag durante 1h a 30°C en carrusel. Luego, ambas proteinas fueron
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mezcladas e incubadas en buffer de kinasa in vitro, la resina fue centrifugada y lavada 2 veces con
buffer de lavado de inmunoprecipitacion. Finalmente, las proteinas fueron desnaturalizadas durante

3min a 100°C y analizadas mediante Western Blot.

Incubacién con 1,2-13C2 glucosa: Se sembraron 200.000 células SW480 en placas de 6 pocillos.
Luego de 48h, fueron transfectadas usando los vectores pCMV Flag NUAK1 y pCMV Flag como
control y, 46h después, se removié el medio y se adicioné medio DMEM sin glucosa, suplementado
con 1,2-13C2 glucosa a una concentracién de 4,5g/L o 4,5g/L de glucosa sin marcar. Las células

fueron pulsadas durante 2h antes de realizar la extraccién de los metabolitos.

Extraccion de metabolitos: Los metabolitos fueron extraidos utilizando un buffer de extraccidon
compuesto por 50% metanol, 30% acetonitrilo y 20% agua a -20°C. Las células SW480 fueron
cultivadas en las diferentes condiciones. Luego, el medio de cultivo fue removido y las células fueron
lavadas 3 veces con PBS1X frio. Previo a agregar el solvente para la extraccion, se utilizé un pocillo
control para determinar el nimero de células por condicién, a fin de agregar 1mL de buffer por cada
millon de células. Luego de agregar el buffer de extraccion, la placa se incubd 5 minutos a 4°C. Los
extractos fueron transferidos a un tubo de microcentrifuga y centrifugados a 16.100g durante 10

min a 4°C. Luego el sobrenadante se almacend en viales de vidrio hasta su analisis por LC-MS.

Para el analisis de metabolitos del medio extracelular, 20uL de medio de cultivo fueron mezclados
con 980uL de buffer de extraccion. La mezcla fue agitada en termomixer a 4°C a 1400rpm durante
10min. Luego, las muestras fueron centrifugadas a 16.100g durante 10 min a 4°Cy los sobrenadantes

fueron almacenados en viales de vidrio hasta su analisis por LC-MS.

Analisis por LC—MS: Los metabolitos provenientes de extractos biolégicos fueron inyectados (5 pl) y
separados utilizando una columna ZIC-pHILIC (SeQuant; 150 mm x 2.1 mm, 5 um; Merck), acoplada
a una columna de proteccidn ZIC-pHILIC guard (SeQuant; 20 mm x 2.1 mm; Merck), mediante un
sistema Vanquish HPLC (Thermo Fisher Scientific). La separacidon cromatografica se realizé mediante
un programa en gradiente que empled las siguientes fases méviles: A = 20 mM carbonato de amonio
(pH 9.2, 0.1 % v/v amoniaco, 5 UM InfinityLab deactivator [Agilent]) y B = 100 % acetonitrilo. El
gradiente de elucidn se inicié con un 20 % de fase A, mantenido durante dos minutos, seguido de un
incremento lineal hasta 80 % de fase A durante 15 minutos, y finalmente una etapa de reequilibrio
a 20 % de fase A. El tiempo total de corrida fue de 25 minutos. La columna se mantuvo a 45 °C con

un flujo constante de 200 pl min™.
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El sistema HPLC fue acoplado a un espectrometro de masas Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher
Scientific) equipado con ionizacidn por electrospray (ESI), utilizado tanto para el perfilado como para
la identificacidon de metabolitos. Para el analisis de perfilado se empled el modo de conmutacién de
polaridad, con una resolucién de 70.000 a 200 m/z, permitiendo la deteccion de iones positivos y
negativos en un rango de masas de 75 a 1.000 m/z (objetivo de control de ganancia automatica,

AGC, de 1 x 10° y un tiempo maximo de inyeccidn, IT, de 250 ms).

Los datos crudos fueron analizados mediante el software Skyline (version 23.1.0.455) (DOI:
10.1021/acs.jproteome.9b00640). La identificacion de los compuestos se realizd mediante la
comparacién de la masay el tiempo de retencidn de los picos observados con una biblioteca interna
generada a partir de estandares de metabolitos, considerando una tolerancia de masa de 5 ppmy

una tolerancia de tiempo de retencién de 0,5 minutos.

Ensayo de cierre de herida: Para realizar el ensayo de cierre de herida se sembraron los modelos
celulares estables en placas de 12 pocillos. A las 24 horas de cultivo o al alcanzar una confluencia del
100% se procedid a realizar una herida con una punta de pipeta p200. Luego, se realizé el cambio de
medio agregando medio DMEM 1% FBS. El porcentaje de cierre de la herida fue calculado a partir

del area inicial (al momento de realizar la herida) y a las 16 y 24 horas de incubacidn.

Medicion de los niveles de NAPDH: Para medir los niveles de NAPDH células
HCT116p53-/- y SW480 fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 (HTH-01-015) por 24 horas.
Luego las células fueron colectadas y se utilizd el kit NAPD/NAPDH Quantitation

Colorimemetric Kit #K337 (Biovision), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Medicion de los niveles de estrés oxidativo: Para medir los niveles de estrés oxidativo, células
HCT116p53-/-y SW480 fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 (HTH-01-015) por 24 horas. Luego
las células fueron tripzinidas y tratadas con 500nM de la sonda CellROX DeepRed por 30 minutos a
379C. Posteriormente, las muestras fueron analizadas en el citdmetro de flujo Cell Sorter BD

FACSAria lll.

Medicion de la actividad de G6PD: Para medir la actividad de G6PD, se utilizaron células HCT116p53-
/-y SW480. Se sembraron 300.000 células en placas de 6 pocillos y, 48h después, las células fueron
tratadas con el inhibidor de NUAK1 HTH-01-015 durante 24h. Por otro lado, células SW480, ademas

fueron transfectadas con el vector pCMV-Flag hNUAK1 WT durante 48h. Luego, para ambos
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experimentos, se utilizd el kit G6PD activity kit de proteintech, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Medicion de lipidos intracelulares: Para la medicidn del contenido lipidico, células HCT116p53-/-y
SW480, fueron sembradas sobre slides de vidrio en placas de 12 pocillos para andlisis de
microscopia, o sobre placas de cultivo sin slides, para en analisis por citometria de flujo. Brevemente,
para los ensayos de microscopia, las células fueron fijadas con PFA 4% durante 30min y luego
incubadas con el reactivo BODIPY-488 (1:500) y hoescht3342 (1:300) como tincién nuclear. Luego

las células fueron observadas bajo el microscopio confocal leica SML780.

Para los analisis mediante citometria de flujo, las células fueron tripsinizadas durante 2 min, luego
centrifugadas y lavadas 1 vez con PBS1X a 4°C. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en
PFA 0,5% y mantenidas a 4°C en el fijante hasta el momento del andlisis. Previo a la medicién por
citometria de flujo, el PFA fue removido y los pellets fueron lavados 2 veces con PBS1X A 4°C.
Posterior a estos pasos de lavado, las células fueron resuspendidas en una solucion de PBS1X
suplementado con LipidSpot610 (1:1000) durante al menos 1h. Finalmente, las células fueron

analizadas por citometria de flujo con citdmetro de flujo Cell Sorter BD FACSAria lIl.

Ensayos de ciclo celular: Se sembraron 60.000 células HCT116p53-/- o SW480 en placas de 12
pocillos. Luego de 48h, fueron tratadas con 10uM de HTH-01-015 o 40uM de 6-aminonicotinamida
(6AN), con ambas drogas y DMSO como control. Luego de 24h, las células fueron tripsinizadas,
lavadas 1vez con PBS1X frio, y luego fueron resuspendidas en etanol 70% y mantenidas a -20°C hasta
su analisis por citometria de flujo. Antes de analizar las muestras, las células fueron centrifugadas y
resuspendidas en buffer de tincién (50ug/mL Yoduro de propidio, 3.8mM citrato de sodio, 0.5ug/mL
ARNasa, en PBS1X, pH 7.4) e incubadas toda la noche a 4°C.Luego, las muestras fueron analizadas a
través de citometria de flujo utilizando el citometro Cell Sorter BD FACSAria lll. Los resultados fueron

analizados utilizando software Floreada.

Medicién de muerte en tiempo real por IncuCyte: Se sembraron 5000 células HCT116p53-/-, SW480
y HT-29 en placas de 96 pocillos. Luego, fueron tratadas con HTH-01-015 (10uM), Oxaliplatino
(20uM) o DMSO como control. La muerte celular fue evaluada mediante el reactivo Sytox Green
(1:1000), y el niumero de células muertas y células totales fueron contados cada 1h durante 72h
utilizando el equipo INCUCYTE S3 Live-Cell Analysis System. Los resultados fueron analizados

mediante el software Incucyte v2019B, y los datos fueron normalizados en base a la confluencia.
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Ensayo cometa: Las células de la linea HCT116p53-/- se cultivaron en medio DMEM v, tras la
recoleccion del pellet, se resuspendieron en PBS estéril (1X) a una concentracion entre 4x10° y 4x10°
células/mL. Paralelamente, se prepararon las soluciones de agarosa necesarias: agarosa de punto de
fusidon normal (NMP) al 1% y 0,5%, y agarosa de bajo punto de fusidn (LMP) al 0,5%, todas disueltas

en PBS y fundidas hasta obtener una solucién completamente transparente.

Para la etapa de lisis, se utilizé un buffer stock compuesto por NaCl, EDTA y Tris, ajustadoa pH 10y
esterilizado. Previo al uso, se prepard la solucién de lisis final agregando 1% Triton X-100 fresco y
manteniéndola refrigerada. El buffer de electroforesis se preparé a partir de soluciones
concentradas de NaOH y EDTA, ajustando el pH final a 213. El buffer de neutralizacién consistié en
Tris 0,4 M ajustado a pH 7,5. La solucién de tincidn se obtuvo diluyendo GelRed hasta una

concentracion final 3X.

Para el montaje del ensayo, los portaobjetos y cubreobjetos se lavaron y desengrasaron
adecuadamente. Cada portaobjeto se recubrié con 200 pL de agarosa NMP al 1% y se dejo solidificar
a 4°C. Posteriormente, se mezclaron 10 pL de suspensidn celular con agarosa LMP al 0,5% y la mezcla
se deposité sobre la primera capa de agarosa, cubriéndose con un cubreobjetos y dejando solidificar
nuevamente. Luego, se agregd una tercera capa de agarosa NMP al 0,5% y se repitid el proceso de

enfriamiento.

Una vez completado el montaje, los portaobjetos se sumergieron en solucién de lisis durante 24
horas en oscuridad y refrigeracién. Tras la lisis, los portaobjetos se colocaron en la cdmara de
electroforesis sobre hielo y se incubaron 20 minutos en la solucién alcalina para permitir el

desenrollamiento del ADN. La electroforesis se realizd a 25 V y 300 mA durante 20 minutos a 4°C.

Finalizada la corrida, las muestras se lavaron entre 3 y 5 veces con buffer de neutralizacién frio y, tras
secar los portaobjetos, los geles se tifieron con 15 pL de GelRed 3X durante 10-20 minutos en
oscuridad. Finalmente, las preparaciones se observaron mediante microscopia de epifluorescencia
con filtro rojo (n23) y aumento 20X. Las muestras pueden conservarse temporalmente en camara

humeda hasta su analisis.

Recoleccion de Tejidos: El reclutamiento de voluntarios se realizé en el Hospital Clinico Regional Dr.
Guillermo Grant Benavente (Concepcidn, Chile). Las muestras de tejido tumoral fueron obtenidas de
pacientes previamente diagnosticados con cancer colorrectal (CCR) durante procedimientos

quirargicos. Ademas, se recolectaron biopsias colonoscdpicas de tres pacientes con CCR, las cuales
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fueron procesadas el mismo dia para el establecimiento de cultivos de organoides. El protocolo del
estudio fue aprobado por el Comité Etico Cientifico del Hospital Guillermo Grant Benavente y se
llevd a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Todos los participantes firmaron un

consentimiento informado por escrito autorizando el uso de sus tejidos con fines de investigacion.

Cultivo de Organoides: Los cultivos de organoides derivados de pacientes (PDO, Patient-Derived
Organoids) se establecieron siguiendo el protocolo descrito por Burguefio et al. (2019), con
modificaciones menores. Los organoides fueron disociados mecdnica y enzimaticamente utilizando
TrypLE Express (Gibco, 12605010) suplementado con 10 uM del inhibidor de ROCK Y-27632 (Cayman
Chemical) a 37 °C durante 7 minutos (https://doi.org/10.3389/fphys.2019.01484). Los fragmentos

celulares resultantes se resuspendieron en extracto de membrana basal (BME, Cultrex) y se
sembraron en placas de 96 pocillos. Los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmésfera humidificada

con 5% de CO,.

Después de 48 horas de crecimiento, los organoides fueron tratados con HTH-01-015 a
concentraciones de 1, 5 y 10 uM, y con oxaliplatino a 20 y 40 uM, incluyendo tratamientos
combinados correspondientes. Como controles negativos se utilizaron DMSO, agua destilada y pozos

sin tratar. Todas las condiciones experimentales se realizaron por triplicado.

Ensayo de Viabilidad Celular para organoides: La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo de
reduccion de resazurina (Alamar Blue, Invitrogen, DAL1025). El reactivo se agregd en una proporcion
del 10 % del volumen total del pozo, y las lecturas de fluorescencia se tomaron cada 24 horas durante
96 horas. La intensidad de fluorescencia, correspondiente a la conversion de resazurina en
resorufina, se midié a 560/590 nm utilizando un lector multimodo Synergy HTX (BioTek, EE.UU.). Los
cambios morfoldgicos y el crecimiento de los organoides se documentaron fotograficamente

utilizando un microscopio invertido (B$7020, BestScope, China).

Cuantificacion y andlisis estadisticos: Las densitometrias de los western blots y el andlisis de las
imagenes fueron realizadas en ImageJ. Los andlisis estadisticos y graficos fueron realizados en
GraphPad Prism 8. La significancia estadistica fue determinada por t-test Student (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001) 0 one way ANOVA (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Resultados:

1. Objetivo n°1: Determinar si NUAK1 interacciona con hnRNPK y regula su fosforilacion.

Previamente, demostramos que la localizacion subcelular de NUAK1 depende del contexto y del tipo
de cancer. Particularmente, en cdncer de mama se observa una localizacién predominantemente
citosdlica, mientras que en la linea celular HCT116p53-/-, NUAK1 se comporta como una quinasa

principalmente nuclear.

Por otra parte, andlisis de tejidos de glioblastoma han mostrado que NUAK1 presenta una baja
expresion en etapas tempranas, la cual aumenta progresivamente a medida que avanza la
enfermedad. Lo mads interesante de estos analisis es que la localizacién nuclear de NUAK1 también
incrementa en estadios avanzados, sugiriendo que sus funciones nucleares podrian ser esenciales

durante la progresion del glioblastoma (Lu et al., 2013).

A partir de estos antecedentes, evaluamos la expresién y localizacién de NUAK1 en un microarreglo
de tejidos de colon normal y adenocarcinoma. Estos andlisis evidenciaron que, en comparacién con
tejidos normales, los adenocarcinomas muestran una mayor expresion de NUAK1, junto con una
marcada localizacidn nuclear, lo que demuestran que las funciones nucleares de NUAK1, adquieren

relevancia en este contexto patoldgico (Fig. 6). Adicionalmente, dado lo resultados previos de

nuestro laboratorio en torno a la localizacién subcelular de NUAK1 en células HCT116p53-/-,

validamos que esta localizacion nuclear es conservada en diversas lineas celulares de CCR (Fig. 7).

En base a estos hallazgos, y considerando que NUAK1 presenta una distribucidn nuclear
predominante en cancer colorrectal, se propuso estudiar la interaccion entre hnRNPK y NUAK1 en

este contexto tumoral.
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Figura 6. NUAK1 presenta sobreexpresion en cancer colorrectal en comparacion con tejido normal
adyacente. Se muestran tres casos representativos (#1-#3) evaluados mediante
inmunohistoquimica de NUAK1. En el tejido normal pareado, la tincién para NUAK1 es débil y
predominantemente citoplasmatica, con sefial casi ausente en nucleo, manteniéndose la
arquitectura histoldgica caracteristica de las criptas de Lieberkiihn. En contraste, el tejido de cancer
colorrectal muestra una tincién intensa, difusa y homogénea, con una marcada positividad
citoplasmatica y expresidn nuclear variable. Todas las imagenes fueron adquiridas a 20X, y la barra
de escala corresponde a 100 um.
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Figura 7. Analisis de la expresion de NUAK1. H-Score de la sefial de NUAK1 citoplasmatica y nuclear
obtenida a partir de los tejidos de mucosa sana y cancerosa. HS-SCORE= (1 x % células positivas) +
(2 x % células positivas) + (3 x % células positivas). Se realizo un andlisis estadistico a través de una
prueba de Man-Whitney. NS= no significativo, ***p<0.001. N=42 NORMAL, N=48 CANCER.
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Figura 8. NUAK1 se localiza principalmente en el ntcleo en lineas celulares de cancer colorrectal.
Fraccionamiento subcelular de lineas HCT116p53-/-, SW480 y HT29. Las fracciones nucleares y
citoplasmaticas fueron evaluadas mediante western blot, para las proteinas indicadas. HDAC1 vy
GAPDH o IPO9 fueron utilizados como controles nucleares o citoplasmaticos, respectivamente.

N=Nucleo, C=Citosol.

39




Consistente con la localizacién nuclear de NUAK1 en células de cancer colorrectal (CRC), los analisis
mediante MudPIT realizados para evaluar el interactoma de NUAK1, mostraron un enriquecimiento
de proteinas relacionadas con funciones nucleares, incluyendo la regulacion del metabolismo del
ARN y su asociacién con el espliceosoma (Fig. 9A-B). Dentro de estas proteinas, hnRNPK surgié como

un potencial interactor nuclear de NUAK1 (Fig 9C).

En base a esto, a través de co-inmunoprecipitacién validamos que la interaccidn y colocalizacidn
entre NUAK1 y hnRNPK ocurre especificamente a nivel del nicleo (Fig 9D y 10). La interaccion entre
NUAK1 y hnRNPK en el nucleo fue confirmada a traves de estudios de coinmunoprecipitacion con la
mutante citoplasmatica de NUAK1 (KR4370A), lo cual fue incapaz de interaccionar con hnRNPK (Fig.
9A). Teniendo en consideracion que NUAK1 es una proteina quinasa y dada la existencia de
potenciales sitios de fosforilacion dependientes de NUAK1, planteamos la hipdtesis de que NUAK1
podria regular directamente la fosforilacion de hnRNPK. Para explorar esta posibilidad, realizamos
ensayos de fosforilacién in vitro. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que NUAK1 no es
capaz de fosforilar directamente a hnRNPK (Fig 11A). Este hallazgo se vio reforzado por ensayos de
interaccidn in vitro, en los cuales las proteinas purificadas de NUAK1 y hnRNPK no demostraron una
asociacion fisica detectable (Fig 11B), lo que sugiere que la interaccién observada en células requiere

de componentes o cofactores adicionales presentes en el entorno nuclear.

Por otro lado, considerando que uno de los principales interactores conocidos de NUAK1 es la
fosfatasa PP1p, cuya actividad es inhibida por NUAK1 a través de la fosforilacion de sus subunidades
regulatorias, evaluamos la posibilidad de que la regulacién de hnRNPK pudiera ocurrir de manera
indirecta. En este contexto, analizamos el estado de fosforilacién global de hnRNPK en células
tratadas con un inhibidor especifico de NUAK1. Dado que PP1B actia como una fosfatasa que
remueve la fosforilacion en residuos de serina y treonina (Shi., 2009), y considerando que los
principales residuos diana descritos para NUAK1 corresponden a serinas, centramos nuestro
anadlisis exclusivamente en este tipo de residuos. De manera interesante, observamos una
disminucidén en los niveles de fosforilacion de hnRNPK tras la inhibicion de NUAK1 (Fig 11C), lo que
sugiere que esta quinasa podria mantener la fosforilacién de hnRNPK de forma indirecta, al modular
negativamente la actividad de PP1B. En conjunto, estos resultados indican que la regulacidon de
hnRNPK por NUAK1 no depende de una fosforilacion directa, sino que probablemente se orquesta

a través del control de la actividad fosfatasa de PP1 dentro del nicleo.
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Figura 9: hnRNPK es un nuevo interactor de NUAK1 en cancer colorrectal. A) Analisis ontoldgicos
de los procesos bioldgicos asociados a los potenciales interactores de NUAK1. B) Analisis ontoldgicos
de los componentes celulares asociados a los potenciales interactos de NUAK1. Todos los analisis
fueron analizados mediante la base ShinyGO. C) Tabla que muestra el conteo total de péptidos (P),
el conteo de la distribucién espectral (dS) y la distribucidon del factor de abundancia espectral
normalizado (dNSAF) para cada proteina identificada en la purificacién de FLAG NUAK1 WT murino
(n=3). EN: Extracto nuclear, EC:Extracto citoplasmatico. D) Inmunoprecipitacion (IP) de FLAG-
hNUAK1 WT expresada en células HCT116p53-/- y SW480 y co-inmunoprecipitacion (Co-IP) de
hnRNPK. GAPDH y HDAC1 fueron utilizados como controles negativos.
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Figura 10: NUAK1 interacciona con hnRNPK en el nicleo de células de cancer colorrectal. A)
Imagenes de microscopia confocal de células HCT116 p53-/- y SW480, transfectadas con el vector
FLAG-hNUAK1 WT y hnRNPK. B) Inmunoprecipitacién (IP) de FLAG-hNUAK1 WT y FLAG-hNUAK1
KR4370AA (mutante citosdlica) expresada en células HCT116p53-/- y SW480 y co-
inmunoprecipitacion (Co-IP) de hnRNPK. GAPDH fue utilizado como control negativo.
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Figura 11: NUAK1 promueve de manera indirecta la fosforilacion de hnRNPK. A) Ensayo de
fosforilacion in vitro. Células HEK293T fueron transfectadas con el vector hnRNPK-Myc. Luego,
hnRNPK fue immunoprecipitado y defosforilado. El ensayo de fosforilacidn fue realizado mediante
la incubacidn de hnRNPK-myc y 500ng de GST-NUAK1 purificado de baculovirus, en presencia de
10uCi de ATP radioactivo. Panel superior, autoradiografia de las muestras separadas por
electroforesis después de la reaccidn de fosforilacién. Panel inferior, 10% de la reaccién fue colectada
para corroborar la presencia de las proteinas purificados mediante Western Blot N=5. B) Ensayos de
interaccidn in vitro, células HEK293T fueron transfectadas con los vectores hnRNPK-MYC y FLAG-
hNUAK1 WT. Luego fueron inmunoprecipitadas y FLAG-hNUAK1 eluida de la resina N=1. C) hnRNPK-
myc fue transfectada en células HCT116p53-/- en condiciones de incubaciéon con DMSO o HTH-01-
015 (inhibidor de NUAK1), luego fue inmunoprecipitada y su estado de fosforilacion se evalué
mediante un anticuerpo contra fosfo-serinas. El lisado total (50ug) fue utilizado previo a la
inmunoprecipitacidon para corroborar la presencia de hnRNPK. La fosforilacién de AKT en la serina
473 fue utilizada como control positivo de la inhibicién de NUAK1 N=1.
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Los ensayos de co-inmunoprecipitacién demostraron que, en células de cancer colorrectal, NUAK1
interactia con la subunidad catalitica PP1B y con sus subunidades regulatorias MYPT1 y PNUTS,
correspondientes a las subunidades regulatorias citoplasmatica y nuclear (Choi et al., 2014),
respectivamente, evidenciando que NUAK1 se asocia a complejos PP1 en ambos compartimentos
celulares (Fig 12A). Estos resultados apoyan la idea de que NUAK1 podria modular la fosforilacién
de multiples sustratos a través de la regulacidon de la actividad de PP1 en distintos contextos
subcelulares. Con base en esta observacion, evaluamos si hnRNPK podria formar parte de dichos
complejos fosfatasas y, de este modo, constituir un posible intermediario de la regulacién mediada
por NUAK1. Sin embargo, los ensayos de co-inmunoprecipitacién en células HCT116 p53-/- no
aportaron evidencia concluyente de una interaccidn entre hnRNPK y la subunidad catalitica PP13
(Fig 12B), lo que sugiere que la regulacién de hnRNPK por NUAK1 podria no depender de esta
fosfatasa. No obstante, estos resultados no descartan la posibilidad de que otros complejos o
subunidades reguladoras de PP1 puedan participar en este proceso, por lo que serdn necesarios

estudios adicionales para validar y precisar este mecanismo.

De manera complementaria, evaluamos el estado de fosforilacion de hnRNPK en el residuo serina
284, descrito previamente como un posible sitio regulatorio dependiente de PP1 (Kwieck et al.,
2006) que es fosforilado por ERK y CDK2, utilizando un anticuerpo especifico dirigido contra dicha
modificacién (datos no mostrados). Sin embargo, no fue posible detectar la fosforilacién en este
residuo, incluso al emplear hnRNPK purificada, lo que sugiere que el anticuerpo no presenta

suficiente sensibilidad o especificidad.
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Figura 12: NUAK1 interacciona con los complejos de la proteina fosfatasa 1B citoplasmaticos y
nucleares, pero no hnRNPK. A) Inmunoprecipitacién (IP) de FLAG-hNUAK1 WT expresada en células
HCT116p53-/- y SW480 y co-inmunoprecipitacion (Co-IP) de hnRNPK, MYPT1, PNUTS Y PP1CB.
GAPDH fue utilizado como control negativo. B) Inmunoprecipitacion (IP) de hnRNPK-Myc expresada
en celulas HCT116p53-/- y co-inmuprecipitacion de PNUTS y PP1B (PP1CB).
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Resumen de los principales resultados del objetivo 1.

En conjunto, nuestros resultados revelan que NUAK1 en cancer colorrectal es una quinasa con una
localizacién nuclear y citoplasmatica, de manera similar, validamos que en células de CCR, NUAK1 se
localiza en principalmente el ntcleo, donde interacciona con hnRNPK. Sin embargo, los ensayos de
fosforilacidn in vitro mostraron que NUAK1 no es capaz de fosforilar directamente a hnRNPK. En
concordancia con estudios de interaccidn in vitro que evidenciaron la ausencia de una asociacién
fisica entre ambas proteinas purificadas. Considerando que NUAK1 es un regulador conocido de la
fosfatasa PP1, con la cual forma complejos tanto en el nicleo como en el citoplasma, planteamos
que la regulacidon de hnRNPK podria ocurrir de forma indirecta a través de esta via. En apoyo de esta
hipdtesis, observamos que la inhibicién farmacoldgica de NUAK1 se asocia con una disminucién en
los niveles de fosforilacion de hnRNPK en células, sugiriendo un vinculo funcional entre ambas
proteinas. No obstante, los ensayos de co-inmunoprecipitacion no evidenciaron una interaccion
entre hnRNPK y la subunidad catalitica PP1pB, lo que sugiere que esta regulacién podria no depender

de la interaccidn entre ambas proteinas (Fig 13).

Si bien no fue posible determinar con precision el mecanismo mediante el cual NUAK1 podria estar
regulando la funcion de hnRNPK, la evidencia de una asociacidn fisica entre ambas proteinas
sugiere la existencia de un vinculo funcional relevante. Este hallazgo abre nuevas interrogantes
respecto a como NUAK1, a través de la modulacién de hnRNPK, podria influir en procesos
nucleares clave, tales como el procesamiento de ARN, la respuesta al estrés o la regulacién

metabdlica, y de qué manera esta interaccion contribuye a la progresion del cancer colorrectal.

Figura 13: Modelo del mecanismo
molecular propuesto para el objetivo 1.
NUAK1 es una quinasa principalmente
nuclear donde interacciona con hnRNPK

hnRNPK e )
y promueve su fosforilacion a través de
| b 4 un mecanismo indirecto.

~_

Nucleo
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Experimentos adicionales para el objetivo 1. Determinar el efecto de NUAK1 en la localizacién y

expresion de hnRNPK

hnRNPK es una proteina localizada principalmente en el nucleo celular, donde participa en la
regulacién del empalme y la transcripcién. Sin embargo, al igual que otras proteinas nucleares, su
transporte depende de factores de importe nuclear. Aunque hasta la fecha no se han identificado
las proteinas responsables de su importe al ntcleo, estructuralmente hnRNPK posee una secuencia
de localizacién nuclear (SLN), la cual seria necesaria para asegurar su correcta distribucién
subcelular. En cancer, se ha descrito un incremento de hnRNPK en el citoplasma, fendmeno asociado
a un fenotipo de mayor agresividad tumoral. Esto evidencia que en contexto patolégico hnRNPK

puede relocalizarse hacia el citoplasma.

Estudios previos han demostrado que la fosforilacién mediada por ERK en la serina 284 promueve
la acumulacién citoplasmatica de hnRNPK, inhibiendo su interaccidon con sus blancos nucleares.
Considerando esto y nuestros resultados previos, evaluamos si NUAK1 podria modular la
distribucion subcelular de hnRNPK y, de este modo, interferir con su interaccidn con el pre-mRNA de
G6PD. Sin embargo, nuestros datos indican que, independientemente del contexto celular, la
inhibiciéon de NUAK1 no modifica la localizacion subcelular de hnRNPK en células de cancer

colorrectal (Fig 14, 15A).

Por otra parte, dada la evidencia que sugiere un posible efecto inhibitorio de NUAK1 sobre hnRNPK,
analizamos si esta quinasa podria afectar sus niveles de expresion. Nuestros estudios de correlacién
entre NUAK1 y hnRNPK revelan una leve tendencia negativa (Fig 15B), compatible con un posible
efecto represor. No obstante, los andlisis de western blot muestran que los niveles de hnRNPK no se
ven alterados por la actividad de NUAK1 (Fig 15C). En conjunto, estos resultados sugieren que la
potencial funcién de NUAK1 sobre hnRNPK dependeria de cambios en su actividad regulados por

modificaciones postraduccionales, mds que por alteraciones en su localizacion o expresion.
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Figura 14: NUAK1 no afecta la distribucion nuclear de hnRNPK en diferentes contextos.
Inmunofluorescencia de celulas HCT116p53-/- y SW480 mantenidas en medio completo,
deprivacién de suero (-insulina) y estimuladas con insulina durante 12h. Las células fueron tratadas
con el inhibidor de NUAK1 (HTH-01-015) o DMSO como control durante 24h. La distribucién de
hnRNPK enddgena fue evaluado con un anticuerpo especifico (Magenta) y los filamentos de actina
fuero visualizados mediante Faloidina 488 (Cyan). Imdagenes representativas tomadas bajo
microscopia confocal.
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Figura 15: NUAK1 no afecta la distribucion subcelular ni la expresion de hnRNPK. A) Andlisis de
fraccionamiento subcelular de células HCT116p53-/- y SW480, tratadas con el inhibidor de NUAK1
durante 24h. Las fracciones analizadas mediante western blot. HDAC1 fue utilizado como control
nuclear, y GAPDH como control de la fraccion citoplasmatica. B) Anadlisis de la correlacion entre
NUAK1 y hnRNPK en datos de CCR. El analisis fue realizado en TNMplot utilizando datos disponibles
de TCGA. https://tnmplot.com/analysis/. C) Células HCT116p53-/- fueron tratadas entre 0-72h con
el inhibidor de NUAK1, luego las proteinas fueron analizadas mediante western blot utilizando los
anticuerpos correspondientes.
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1. Objetivo n°2: Evaluar el efecto de NUAK1 sobre la asociacion de hnRNPK con ARNm de
genes metabdlicos y su impacto en la regulacion del metabolismo y la homeostasis redox
en cancer colorrectal.

Las evidencias obtenidas en el Objetivo 1 posicionan a hnRNPK como un nuevo y potencial blanco
de NUAK1, sugiriendo mecanismos previamente no descritos mediante los cuales esta quinasa
podria influir en la biologia del cédncer. Estos hallazgos, ademas, respaldan la idea de que la
localizacién nuclear de NUAK1 esta asociada a funciones moleculares especificas. Es importante
destacar que NUAK1 ha sido propuesta como una proteina con un rol activo en la regulacién del

empalme, aunque los mecanismos adyacentes aln no han sido completamente caracterizados.

En este contexto, la finalidad de este objetivo fue establecer una asociacion funcional entre NUAK1
y hnRNPK, considerando la interaccidn fisica identificada en células de cancer colorrectal. A partir
de ello, buscamos determinar cdmo NUAK1 podria modular la expresion génica, particularmente
aquella vinculada al metabolismo celular y a la respuesta frente al estrés oxidativo, en linea con
antecedentes que indican que NUAK1 podria impactar en la actividad de la via de las pentosas

fosfato.
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Objetivo 2.1: Identificar nuevos blancos de NUAK1 dependientes de hnRNPK

Con el objetivo de identificar nuevos blancos de NUAK1 asociados a la regulacion del metabolismo
y potencialmente vinculados a la funcién de hnRNPK, se realizé un anadlisis integrativo de datos
publicos de secuenciacion masiva disponibles para ambas proteinas. Para ello, se examiné la
informacion previamente descrita en el estudio de Yang et al. (Yang et al., 2022), donde se llevé a
cabo un analisis comparativo de RNA-seq en células NCI-H1299 tratadas con un silenciador
especifico para hnRNPK. Adicionalmente, se utilizaron dos conjuntos de datos de
inmunoprecipitacion de RNA disponibles para hnRNPK: un analisis de RIP-seq y un analisis de eCLIP-
seq (enhanced cross-linking immunoprecipitation sequencing). Estos datos permitieron identificar

tanto los RNAs con los que hnRNPK interacciona como aquellos cuya expresion regula (Fig 16A,B).

A partir de este analisis, se determind que hnRNPK controla un nimero considerable de genes
involucrados en la regulacion del metabolismo celular (Fig 16C). Posteriormente, al comparar los
datos de RNA-seq disponibles para NUAK1 y hnRNPK, se observé que ambas proteinas comparten

un conjunto de genes diana vinculados a procesos metabdlicos (Fig 16D).

Entre los genes metabdlicos regulados de manera compartida por NUAK1 y hnRNPK identificamos a
G6PD, la enzima clave que cataliza la primera reaccién de la rama oxidativa de la via de las pentosas
fosfato. Basados en este hallazgo, evaluamos el efecto de la inhibicidn de NUAK1 sobre la expresion
de G6PD en lineas de cancer colorrectal (Fig 17), observando que la inhibicién de NUAK1 reduce

significativamente sus niveles de expresion.

Estudios recientes en cancer de mama y pulmén (Babu & Manoharan., 2025) (Raj & Manoharan.,
2025) han reportado resultados similares. Sin embargo, dichos trabajos concluyeron que el efecto
de NUAK1 sobre la expresién de genes metabdlicos, incluyendo G6PD, dependia de la activacion de
la via mTORC1, evidenciada por una disminucidn de la fosforilacion de S6K tras la pérdida de NUAK1.
En contraste, nuestros resultados muestran que la inhibicién de NUAK1 incrementa la fosforilacion
de S6, el sustrato directo de S6K, lo que sugiere una hiperactivacién de la sefializacién mediada por
MTORC1 bajo estas condiciones (Fig 17). Esto indica que la disminucién observada en los niveles

de G6PD depende de un mecanismo distinto al previamente descrito.

Por otro lado, considerando el rol previamente descrito para hnRNPK en el control del empalmey la
expresion de G6PD, procedimos a validar si NUAK1, podria regular a G6PD a través de este

mecanismo en células de cancer de colon. Para ello, mediante inmunoprecipitacién de RNA (RIP)
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seguida de gPCR, confirmamos que hnRNPK interactua con el pre-mRNA de G6PD en células de CCR
(Fig 18A). Adicionalmente, para evaluar el rol funcional de hnRNPK en la expresion de G6PD,
generamos modelos celulares estables con silenciamiento de hnRNPK utilizando dos shRNA distintos
(Fig 18B). De manera consistente con los hallazgos obtenidos mediante RIP, observamos que el
silenciamiento de hnRNPK incrementa los niveles de G6PD, validando asi su funcion negativa

sobre la expresion de este gen (Fig 17C).

Con base en estos resultados, y mediante gPCR utilizando dos sets de partidores dirigidos a detectar
el pre-mRNA y el mRNA de G6PD, evaluamos el rol de NUAK1 en el procesamiento del pre-mRNA de
G6PD. Primero, analizamos el efecto de la inhibicion y sobreexpresién de NUAK1 sobre este
procesamiento bajo condiciones normales de crecimiento en lineas de cdncer colorrectal (Fig 19A),
encontrando que NUAK1 promueve el correcto empalme del pre-mRNA de G6PD en ambas lineas
celulares. Ademas, realizamos los mismos experimentos en células estimuladas con insulina, debido
a que estudios previos demostraron que la estimulacion con insulina durante 12 horas incrementa
los niveles de mRNA de G6PD (Wangle et al., 1998) (Fig 19B). Sumado a esto, resultados anteriores
de nuestro laboratorio evidenciaron que la estimulacién con insulina aumenta los niveles nucleares
de NUAK1 en células de cancer cervicouterino, lo que sugeria que, bajo este estimulo, el efecto de
NUAK1 sobre el procesamiento del pre-mRNA de G6PD podria ser mayor. Sin embargo, los resultados
obtenidos fueron similares a los observados bajo condiciones basales, indicando que, al menos en

este contexto, la estimulacidn con insulina no modifica el rol de NUAK1 en este proceso.

Finalmente, para determinar si el efecto de NUAK1 depende de la regulacién de hnRNPK, evaluamos
el impacto de NUAK1 sobre la interaccidn entre hnRNPK y el pre-mRNA de G6PD. Consistente con
los datos previos, observamos que NUAK1 inhibe la interaccion de hnRNPK con el pre-mRNA de
G6PD (Fig 20), sugiriendo que el efecto dependiente de NUAK1 sobre la expresion de G6PD estaria
mediado por la modulacién que ejerce sobre la actividad de hnRNPK en el empalme de G6PD.
Finalmente, estas observaciones son consistentes con datos de TCGA que muestran que NUAK1 se
correlaciona positivamente con G6PD mientras que hnRNPK muestran una fuerte correlacion

negativa con su expresion (Fig 21).
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Figura 16: NUAK1 y hnRNPK regulan genes asociados al metabolismo celular. A) Gréfico tipo
volcano de genes regulados por hnRNPK en células NCI H1299 hnRNPK KD. B) Diagrama de Venn
mostrando los genes compartidos entre la data de hnRNPK KD, hnRNPK RIP-seq y hnRNPK e-CLIP
seq. C)Analisis ontoldgico de los 1821 genes compartidos entre la data del interactoma de hnRNPK
y sus genes regulados. D) Grafico tipo volcan de genes regulados por NUAK1 en células U20S NUAK1
KD. E) Diagrama de Venn, mostrando genes compartidos entre la data de hnRNPK KD y NUAK1 KD.
F) Andlisis de ontologia, de los genes compartidos entre ambas condiciones. El andlisis ontoldgico
de hnRNPK fue analizados en PantherDB y el de la comparacién entre NUAK1 y hnRNPK en ShinyGO
DB.
A
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Figura 17: NUAK1 promueve la expresion de G6PD en lineas de cancer colorrectal. A,C) Células
HCT116 y SW480, fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 (HTH-01-015) durante 24h en
condiciones normales de crecimiento a una concentracion de 1, 5 y 10uM. Los niveles de G6PD
fueron evaluados mediante western blot. La fosforilacién de Raptor (serina 792) y la fosforilacién de
la proteina ribosoma S6 fueron utilizados como controles positivos de la droga B,D). Analisis
densitométrico de la expresion relativa de G6PD. Cada barra presenta la media y la desviacién
estandar (N3). El andlisis estadistico corresponde a un ANOVA de 1 via *P<0,05, **P<0,01.
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Figura 18: hnRNPK interaccién con el pre-mRNA de G6PD y regula su expresion en lineas celulares
de cancer colorrectal. A) Inmunoprecipitacion de ARN (RIP) de hnRNPK-Myc expresada en células
HCT116p53-/-. La interaccion con el pre-mRNA fue evaluada mediante qPCR utilizando partidores
especificos que detectan el exén 12 del pre-mRNA de G6PD. El gen de p21 (CDK1A) fue utilizado
como control positivo de la técnica. B) Células HCT116p53-/- y SW480 fueron transducidas con
vectores lentivirales para la expresion de silenciadores (shRNA) especificos contra hnRNPK (TS1/TS3)
y un silenciador inespecifico (Scr). El silenciamiento fue validado mediante western blot para evaluar
los niveles de hnRNPK y G6PD en las condiciones especificadas. C) Diagrama que esquematiza la

funcién de hnRNPK sobre el empalme y la expresién de G6PD.
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Figura 19: NUAK1 promueve el procesamiento del pre-mRNA de G6PD. A,C) Células HCT116p53-/-
y SW480 fueron transfectadas con el vector Flag-hNUAK1 WT durante 48h. B,D) Células HCT116p53-
/-y SW480 fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1, HTH-01-015 durante 16h. Panel inferior, las
células fueron previamente estimuladas con insulina 50nM durante 12h en las condiciones
especificadas. El procesamiento del pre-mRNA de G6PD fue evaluado mediante qPCR utilizando
partidores especificos para el reconocimiento de la unidn intrén-exén (Fracciéon inmadura) y la unién
exon-exon (Fraccion madura). Cada barra presenta la media y la desviacion estandar (N3). El analisis
estadistico corresponde a un t-student de una muestra (one sample t test) *P<0.05, **P<0.01,

***p<0.001.
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Figura 20: NUAK1 inhibe la interaccion de hnRNPK con el pre-mRNA de G6PD. A) 30ug del lisado
total (input) y 10% de la inmunoprecipitacion fueron analizados mediante western blot para
corroborar la expresién de hnRNPK Myc y Flag NUAK1 en los lisados de células HCT116p53-/-
transfectadas con ambos vectores. B) Analisis de inmunoprecipitacion de ARN (RIP) en las
condiciones especificadas. La interaccién de hnRNPKy el pre-mRNA de G6PD fue evaluada mediante
gPCR utilizando partidores especificos contra el exdn 12 de G6PD. Cada barra presenta la mediay la
desviacion estandar (N3). El analisis estadistico corresponde a un t-student *P<0.05.

57



Log10 expression of G6PD
A]

1
1.5 2.0 25 3.0 3.5
Log10 expression of NUAK1
NUAKIN G6PDN R p  Analysis type
1450 1450 0.24 0.00 Spearman correlation

=]

S 4

V)

i

o

c ]

s

0

o

52

>

Q

(=]

o1

o

-~ : . ‘ :

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Log10 expression of HNRNPK
HNRNPKN GG6PDN R p  Analysis type
1450 1450 -0.44 0.00 Spearman correlation

Figura 21: Correlacion entre los niveles de NUAK1, hnRNPK y G6PD. Andlisis de la correlacion entre
la expresién de NUAK1 y G6PD. Andlisis de la correlacidon entre hnRNPK y G6PD. Todos los analisis
fueron realizados en TNMplot utilizando datos disponibles de TCGA. https://tnmplot.com/analysis/.
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Resumen de los principales resultados para el objetivo 2.1.

En conjunto, nuestros resultados indican que NUAK1, a través de la funcion de hnRNPK, podria
modular la expresidn génica de diversas proteinas involucradas en el metabolismo celular. Dado que
hnRNPK se encuentra principalmente asociada a la regulacién de procesos postranscripcionales,
particularmente el empalme (splicing), es plausible proponer que NUAK1 ejerza su efecto de manera

mecanistica sobre esta etapa del procesamiento del RNA.

En este contexto, nos enfocamos en evaluar el rol de NUAK1 en el procesamiento del pre-mRNA de
G6PD, considerando que la participacion de hnRNPK en la regulacién de esta enzima ya habia sido
previamente descrita. Ademas, datos de nuestro laboratorio demostraron anteriormente que la
pérdida de NUAK1 reduce la expresidon de G6PD, lo que sugeria una conexién funcional entre ambas

proteinas.

Mediante ensayos de qPCR y RIP, mostramos que NUAK1 promueve el adecuado procesamiento del
pre-mRNA de G6PD, efecto que se correlaciona con una disminucién en la funcién de hnRNPK,
apoyando asi un modelo en el que NUAK1 modula selectivamente la actividad de hnRNPK para

favorecer la maduracion del transcrito de G6PD (Fig 22).

NUAK1-ON
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Figura 22: Modelo del mecanismo molecular de la regulacion de NUAK1 sobre el procesamiento
del pre-mRNA de G6PD. NUAK1 interacciona con hnRNPK, inhibiendo su interaccién con el pre-
mRNA de G6PD. Como consecuencia, incrementa el procesamiento y promueve su expresion.
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Objetivo 2.2. Evaluar el efecto de NUAK1 sobre el metabolismo en células de cancer colorrectal.

Dado que G6PD constituye el paso limitante y punto de entrada de la via de las pentosas fosfato
(PPP), y considerando que nuestros resultados previos sugieren una posible regulacion por parte de
NUAK1, llevamos a cabo analisis metaboldmicos basados en trazado isotdpico con glucosa marcada
para evaluar su impacto sobre esta ruta metabdlica. Para este propdsito empleamos 1,2-3C,-
glucosa, un isétopo ampliamente validado por su mayor sensibilidad y precisién al momento de

discriminar entre el flujo a través de la PPP y la glicélisis.

Dado que el flujo de carbono hacia la PPP representa aproximadamente un 5% del flujo glucolitico
en condiciones basales, la deteccién de cambios en esta ruta puede resultar limitada cuando se
evallan Unicamente pérdidas de funcidn. Por esta razén, decidimos analizar el impacto de NUAK1
mediante su sobreexpresién, considerando que un aumento de su actividad podria generar

variaciones mas evidentes.

Para este propdsito, resultod crucial evaluar tanto el tiempo de incubacién como la concentracién de
la glucosa marcada. Para evitar reorganizaciones del metabolismo debido a cambios en la
concentracion de glucosa, utilizamos 4,5 g/L de glucosa, la misma concentracion presente en el
medio rutinario utilizado para mantener las células SW480 (DMEM alto en glucosa). Por otra parte,
la via PPP comienza con la redireccion de la glucosa-6-fosfato, es decir, el primer metabolito
generado en la glucdlisis. Debido a esto, la glucosa marcada se incubd por un tiempo reducido, con
el fin de minimizar el reciclaje interno de metabolitos y evitar la contribucién de flujos secundarios
que pudieran dificultar la interpretacion del destino del carbono. Ademds, este intervalo breve
permitié aproximarnos a un estado estacionario (steady state) isotépico. Alcanzar este estado es
fundamental, ya que garantiza que la proporcion entre la entrada del trazador y su incorporacion en
las distintas rutas metabdlicas se mantenga estable en el tiempo, permitiendo que las distribuciones
isotdpicas reflejen fielmente la actividad metabdlica intrinseca de la célula y no variaciones
transitorias derivadas de procesos de acumulacion o dilucion de metabolitos (Jang et al., 2018).
Finalmente, dado que la presencia de moléculas con un carbono13 (13C) puede ocurrir de manera
natural, la abundancia de los metabolitos m+1, aquellos que presentan Unicamente un carbono

marcado, fue corregida mediante la comparacidn con células mantenidas en ausencia del trazador.

En base a esto, se procedid a incubar las células SW480 en presencia de 4,5g/L de 1,2-"*C,-glucosa
durante 2 y 4 horas (Fig 23), el fin de esto, era evaluar la presencia de metabolitos m+2, originados

por el flujo directo de la glucosa hacia la glicdlisis, y metabolitos M+2 o M+1 generados en la PPP
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segln el esquema (Fig 24B). Por otro lado, también se evalué la presencia de metabolitos M+3 o de
mayor nivel de marcaje segun corresponda la molécula (Datos no mostrados), esto con fin de
determinar la presencia de reciclaje de metabolitos. A partir de este experimento, observamos que,
entre 2 y 4 horas, no hay diferencias en los flujos hacia la via PPP y glicdlisis, sugiriendo entonces
que el intervalo evaluado corresponde a un punto donde los flujos estan en estado estacionario. Por
otro lado, la baja presencia de metabolitos M+3 o estado superior, en metabolitos de la via PPP,
sugiere que, en el tiempo evaluado, asi como la concentracion utilizada, es el correcto para evaluar

el efecto de NUAK1 sobre la actividad de la PPP.

Basado en esto, evaluamos la distribucion de marcaje con 13C, en los distintos metabolitos
correspondientes a glicdlisis y PPP, siguiendo el esquema que representa las conversiones realizadas
en cada paso (Fig 24B), esto bajo la sobreexpresiéon de NUAK1, dado que previamente habiamos
validado que NUAK1 promovia la actividad de G6PD (Fig 24A). Basado en estos experimentos,
evidenciamos que la sobreexpresion de NUAK1 disminuye el flujo de glucosa a través de la glicdlisis,
lo que se refleja en una reduccién del marcaje M+2 en los intermediarios glucoliticos (Fig 25). En
contraste, el aumento del 6-fosfogluconato M+2 (6PGA) y de las pentosas fosfato M+1 demuestra
una mayor redirecciéon del flujo metabdlico hacia la via de las pentosas fosfato (PPP).
Adicionalmente, aunque no observamos un incremento en sedoheptulosa-7-fosfato (S7P), un
metabolito de la rama no oxidativa de la PPP, si detectamos un aumento en fructosa-1,6-bisfosfato
M+1. Este metabolito podria originarse por la reincorporacién del 13C que ingresa a la PPP, transita
desde la rama oxidativa hacia la no oxidativa y retorna en forma de fructosa-6-fosfato (F6P) hacia la
glicdlisis (Fig 26). En conjunto, estos resultados indican que NUAK1 desvia activamente el flujo

glucolitico hacia la PPP.
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Figura 23: Estandarizacion de incubacion con isotopo de glucosa. Células SW480, fueron crecidas
en presencia de 4,5g/L de 1,2 13C2 glucosa, durante 0, 2 y 4h. Posteriormente, los metabolitos
fueron extraidos y analizados segun lo descrito en materiales y métodos. Glucosa-6-fosfato (G6P),
Fructosa 1,6 bifosfato (F1,6BP), Lactato (Lactate), Pentosas 5 fosfato (P5P), Sehudoheptulosa 7
fosfato (S7P).
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Figura 24: NUAK1 promueve la actividad de G6PD y esquema de analisis propuesto. A) Las células
SW480, fueron transfectadas con el vector Flag hNUAK1 WT durante 48h o tratadas con el inhibidor
de G6PD, 6-aminonicotinamida (6AN) a una concentracidon de 20uM durante 24h, luego la actividad
de G6PD fue evaluada utilizando un kit comercial, los resultados obtenidos fueron normalizados en
base a la concentracién de proteina. B) Esquema propuesto para el andlisis del efecto de NUAK1
sobre la actividad de la via PPP.
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Figura 25: NUAK1 disminuye el flujo de 1,2-13C2 glucosa a través de la glicdlisis. Células SW480
fueron transfectadas con el vector Flag hNUAK1 WT durante 48h, luego, fueron mantenidas durante
4h en presencia de 4,5g/L de 1,2-13C2 glucosa. Posteriormente, los metabolitos fueron extraidos y
analizados segun lo descrito en materiales y métodos. Glucosa-6-fosfato (G6P), Fructosa 1,6
bifosfato (F1,6BP), Dihidroxi acetona fosfato (DHAP), Fosfoenolpiruvato (PEP), Piruvato (Pyruvate),
Lactato (Lactate). Las barras representan el promedio y la desviacion estandar. Se realizo un analisis
estadistico mediante t-student. *P<0,05, **P<0.01, ***P<0,001, No significativo (NS).
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Figura 26: NUAK1 promueve el flujo de 1,2-13C2 glucosa a través de la via de las pentosas fosfato.
Células SW480 fueron transfectadas con el vector Flag hNUAK1 WT durante 48h, luego, fueron
mantenidas durante 4h en presencia de 4,5g/L de 1,2-13C2 glucosa. Posteriormente, los metabolitos
fueron extraidos y analizados segun lo descrito en materiales y métodos. 6 fosfogluconato (6
phosphogluconate), Pentosas 5 fosfato (P5P), Sehudoheptulosa 7 fosfato (S7P), Fructosa 1,6
bifosfato (F1,6BP). Las barras representan el promedio y la desviacion estandar. Se realizé un analisis
estadistico mediante t-student. *P<0,05, **P<0.01, ***P<0,001, No significativo (NS).

64



Dado el rol de NUAK1 en la activacion de la via de las pentosas fosfato (PPP), nos propusimos evaluar
procesos celulares asociados a esta ruta metabdlica. La PPP no solo contribuye al mantenimiento
del equilibrio redox mediante la generacién de NADPH, sino que también provee intermediarios
esenciales para la biosintesis anabdlica (Patra et al., 2014). Por ello, resultaba fundamental
determinar si la activaciéon de la PPP dependiente de NUAK1 se traducia en cambios funcionales

medibles en células de cancer colorrectal.

En primer lugar, investigamos la produccién de NADPH y los niveles de ROS, parametros que reflejan
directamente el impacto de la PPP sobre la homeostasis redox. Dado que un aumento en el flujo
hacia la PPP debiera favorecer la capacidad antioxidante celular, analizamos si la modulacién de
NUAK1 alteraba esta relacion. En primer lugar, dado el rol de NUAK1 en la expresion de G6PD,
evaluamos su impacto a nivel de su actividad enzimatica. Esto debido a que, una variacion en los
niveles de expresion de la proteina no se podria reflejar de manera estricta en cambios
equivalentes en su actividad, debido a potenciales mecanismos postraduccionales

compensatorios que ajusten su funcion.

Sin embargo, consistente con datos anteriores, la inhibicion de NUAK1 disminuye de manera
significativa la actividad de G6PD (Fig 27A). En base a esto, evaluamos los niveles de NADPH el cual
es un metabolito central, en la regulacién de diversos procesos, tales como la respuesta a estrés
oxidativo, sintesis de lipidos y migracidn. Para esto, tratamos las células de CCR con el inhibidor de
NUAK1 y, consistente con otros estudios, la pérdida de funcidn de NUAK1 disminuye los niveles de
NADPH (Fig 27B) e incrementa los niveles de ROS (Fig 27C). Estos resultados sugieren que NUAK1, a
través de la activacion de la PPP, estaria regulando la homeostasis redox. Para validar esta hipétesis,
evaluamos la dependencia de la PPP en la regulacién de ROS mediada por NUAK1. Analizamos los
niveles de ROS en células con sobreexpresion de NUAK1 en presencia o ausencia de inhibicion de
G6PD. Encontramos que la inhibicion de G6PD revierte la disminucién de ROS inducida por la
sobreexpresiéon de NUAK1, confirmando que la activacidén de la PPP es esencial para el rol de NUAK1

en el control de la homeostasis redox (Fig 28).
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Figura 27: La inhibicion de NUAK1 disminuye la actividad de G6PD, disminuyendo los niveles de
NADPH e incrementando el ROS. A) Células HCT116p53-/- y SW480, fueron tratadas con el inhibidor
de NUAK1 a 5y 10uM durante 24h. Posteriormente la actividad de G6PD fue evaluada mediante un
kit comercial y normalizada en base a la concentracion de proteinas. B) Células HCT116p53-/- y
SW480, fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 a 10uM durante 24h. Los niveles de NADPH
fueron evaluados mediante un kit comercial. C) Células HCT116p53-/- y SW480 fueron tratadas con
el inhibidor de NUAK1 a 10uM durante 24h, luego las células fueron tefiidas con el colorante CellROX
DeepRed, la intensidad de fluorescencia fue evaluada mediante citometria de flujo. Las barras
representan la media y la desviacidn estandar. Se realizé un andlisis estadistico mediante t-student.

*P<0,05, **P<0.01.
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Figura 28: NUAK1 disminuye los niveles de ROS dependiente de la funcion de G6PD. Células
HCT116p53-/- Flag hNUAK1 tet/on y SW480 Flag hNUAK1 tet/on, fueron estimuladas con doxiciclina
(48h) y tratadas con el inhibidor de G6PD (6AN) durante 24h a 40uM. Luego, las células fueron
tefiidas con el colorante CellROX DeepRed, la intensidad de fluorescencia fue evaluada mediante
citometria de flujo. Las barras representan la media y la desviacién estandar. Se realizé un analisis
estadistico mediante t-student. *P<0,05, **P<0.01, ns (no significativo).
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De manera complementaria, evaluamos el rol de NUAK1 en la acumulacion lipidica. Estudios previos
han mostrado que la pérdida de NUAK1 induce una acumulacién de colesterol como un mecanismo
compensatorio para detoxificar el aumento de ROS intracelular (Gui et al., 2025). Sin embargo, este
efecto se posiciona mas bien como una consecuencia de la pérdida de NUAK1, y no necesariamente
como un proceso que NUAK1 regule directamente. Basados en esto, evaluamos el efecto de la

sobreexpresion de NUAK1 en la acumulacién lipidica y la dependencia de G6PD en este proceso.

De manera interesante, la sobreexpresion de NUAK1 incrementd la acumulacion de lipidos
intracelulares, y la inhibicion de G6PD revirtié por completo este fendmeno, sugiriendo una
dependencia de la PPP para esta funcién mediada por NUAK1 (Fig 29). Para determinar si dicha
acumulacidn lipidica se debia a la incorporacién de lipidos desde el medio extracelular o a procesos
intracelulares, como un aumento en la biosintesis, estos experimentos fueron realizados en células
mantenidas en medio sin FBS. La ausencia de suero elimina no solo factores de crecimiento, sino
también una fuente relevante de lipidos exdgenos. Por otro lado, la deplecién de suero activa al
factor SREBP1, el principal regulador de genes asociados a la sintesis de lipidos (Damiano et al.,
2010). Por ello, esta condicién permite potenciar la maquinaria biosintética, de modo que los

cambios observados deberian reflejar principalmente procesos enddgenos de sintesis lipidica.

Por otro lado, intermediarios de la PPP, como las pentosas fosfato, son fundamentales para la sintesis
de novo de nucledtidos, un proceso indispensable para sostener la proliferacion celular. Dado que la
activacion de la PPP por NUAK1 podria impactar directamente la disponibilidad de estos precursores,
surgio el interés de evaluar su rol en la progresion del ciclo celular. Esta idea se ve reforzada por
estudios que muestran un aumento en los niveles de NUAK1 durante la fase S (Banerjee et al., 2014),
etapa en la que ocurre la replicaciéon del ADN y, por lo tanto, existe una alta demanda de nucleétidos.
En conjunto, estos antecedentes plantean la posibilidad de que NUAK1 contribuya a la proliferacion

celular a través de la regulacién metabdlica mediada por la PPP.

Para explorar esta hipdtesis, inicialmente evaluamos los niveles de bases nitrogenadas frente a la
inhibicion de NUAK1. De manera interesante, observamos que la inhibicién de NUAK1 disminuye los
niveles de guanina y citosina, pero incrementa los niveles de adenina (Fig 30). Estos datos sugieren
que la pérdida de NUAK1 genera un desbalance en el perfil de bases nitrogenadas y potencialmente
a nivel de los desoxinucleotidos. Sin embargo, aunque estos resultados apuntan a un posible
impacto de NUAK1 sobre la proliferacion a través de la PPP, era necesario evaluar directamente

este proceso. Por ello, medimos la proliferacion en células HCT116 p53-/- tratadas con un
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inhibidor de NUAK1, un inhibidor de G6PD y la combinacién de ambos. De manera interesante, la
inhibicion de NUAK1 tuvo un efecto mas pronunciado sobre la proliferacion que la inhibicién de
G6PD, y la combinacion de ambas drogas potencié ain mas este efecto. En conjunto, estos
resultados sugieren que el rol de NUAK1 sobre la proliferaciéon celular podria ser, al menos en

parte, independiente de la funcién de G6PD (Fig 31).

Para evaluar esta posibilidad, analizamos el ciclo celular bajo las mismas condiciones farmacolégicas.
A partir de estos ensayos, determinamos que la inhibicién de NUAK1 induce un arresto en fase G1,
en concordancia con estudios previos en otros tipos celulares (Banerjee et al., 2014). Por su parte,
la inhibicién de G6PD provoca un marcado arresto en fase S, mientras que la combinacién de
ambas drogas genera un patron mixto, consistente con los efectos individuales (Fig 32). En
conjunto, estos resultados permiten concluir que, si bien NUAK1 impacta en la disponibilidad de
bases nitrogenadas, su efecto sobre la proliferacidon celular seria independiente de su rol en la

regulacién de G6PD vy, por consiguiente, de la PPP.

Finalmente, tanto NUAK1 como G6PD han sido relacionados con la regulacién de la migracion
celular. En particular, NUAK1 regula la expresion de diversos genes asociados a la transicion epitelio-
mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés) (Yang et al., 2023), mientras que G6PD, al promover la
actividad de la PPP, genera NADPH que es utilizado por las enzimas NADPH oxidasas (NOX) (Azevedo
et al., 2015) para producir ROS en el frente de avance celulary, de este modo, favorecer la migracién.
Basados en estos antecedentes, evaluamos la dependencia metabdlica en la regulaciéon de la
migracion mediada por NUAK1. Para ello, analizamos el efecto de la sobreexpresion de NUAK1 en

células tratadas con un inhibidor de G6PD.

Como era de esperarse, NUAK1 promovié la migracion celular, efecto que fue parcialmente revertido
por la inhibicién de G6PD. Esto sugiere que la regulacion de la migracion mediada por NUAK1
depende en parte de su impacto sobre el metabolismo celular, particularmente a través de la PPP
(Fig 33). Sin embargo, la reversidén parcial también indica que existirian mecanismos adicionales
mediante los cuales NUAK1 regula este proceso, posiblemente vinculados a su papel en la expresion

de genes asociados a la EMT.
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Figura 29: NUAK1 promueve la acumulacion lipidica dependiente de su funcién sobre G6PD. A)
Andlisis de microscopia confocal de células HCT116p53-/- Flag hNUAK1 Tet/on, tratadas con
doxiciclina (DOX) durante 48h y mantenidas en medio sin suero, en presencia o ausencia del
inhibidor de G6PD (6-AN) durante 24h a 40uM. Las células fueron fijadas y tefiidas con el colorante
BODIPY-488 especifico para la tincion de lipidos neutros. B) andlisis de citometria de flujo de células
HCT116p53-/- Flag hNUAK1 Tet/on, tratadas con doxiciclina (DOX) durante 48h y mantenidas en
medio sin suero, en presencia o ausencia del inhibidor de G6PD (6-AN) durante 24h a 40uM. Las
células fueron fijadas y tefidas con el colorante LipidSpot610 especifico para la tincidn de lipidos
neutros. Las barras representan la media y la desviacién estandar. Se realizé un andlisis estadistico
mediante t-student. **P<0.01.
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Figura 30: La inhibicion de NUAK1 produce un desbalance en los niveles de bases nitrogenadas.
Células SW480, fueron tratadas con el inhibidor especifico de NUAK1 durante 24h a 10uM. Luego
los distintos metabolitos fueron extraidos y analizados segun lo descrito en materiales y métodos.
Cada barra representa el promedio y la desviacidon estandar. Se realizd un andlisis estadistico
mediante t-student.
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Figura 31: NUAK1 afecta la proliferacion celular en un mecanismo independiente de G6PD. Células
HCT116p53-/- fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 a 5y 10uM (figura arriba) o el inhibidor de
G6PD a 20 y 40uM (figura al medio), o las respectivas combinaciones (figura abajo) segun lo descrito
en la figuras, por 72h. La proliferacidn celular fue evaluada mediante el conteo celular a través de
Incucyte.
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Figura 32: NUAK1 afecta el ciclo celular en un mecanismo independiente de G6PD. A) Células
SW480, fueron tratadas con el inhibidor de NAUK1 (10uM), G6PD (40uM) o la mezcla durante 24h.
Luego, las células fueron fijadas en etanol y teiiidas con yoduro de propidio para evaluar la cantidad
de ADN. Los analisis fueron realizados mediante citometria de flujo, y la cuantificacion del ciclo
celular se realiz6 mediante el software Floreada.
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Figura 33: NUAK1 promueve la migracion celular parcialmente a través de G6PD. A) Ensayo de
cierre de herida en células HCT116p53-/- Flag hNUAK1 tet/on tratadas con doxociclina (Dox) en
presencia o ausencia del inhibidor de G6PD (40uM). B) Cuantificacion de las condiciones evaluadas.
El cierre de herida fue normalizado respecto al tamafio de la herida en tiempo Oh (T0). Las barras
representan el promedio y la desviacidén estandar. Se realizé un analisis de anova de dos vias como

analisis estadistico de los datos.
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Experimentos adicionales para el objetivo 2.2: Evaluacion del efecto de NUAK1l sobre la
bioenergética celular y la homeostasis de purinas.

Dado que NUAK1 ha sido previamente asociado a la regulacion de la energia celular (Escalona et al.,
2020), evaluamos los niveles de ATP y AMP para determinar su impacto sobre el metabolismo
energético. Consistentemente, observamos que la pérdida de NUAK1 reduce significativamente los
niveles intracelulares de ATP, indicando una disminucidn en la capacidad celular para generar
energia. De manera interesante, esta condicidn también se acompafié de un aumento en los niveles
de AICAR (Fig 34), un intermediario de la biosintesis de purinas que actia como un “sensor”
metabdlico. Este metabolito participa en la activacion de rutas de sefializacidon en respuesta al estrés
energético; en particular, AICAR es conocido por activar AMPK (Ducommun et al.,, 2013),
promoviendo la inhibicién de procesos biosintéticos y favoreciendo vias orientadas a restaurar el
balance energético. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que la pérdida de NUAK1 no
afecta la funcién de AMPK. Adicionalmente, nuestros resultados indican que mTORC1 se activa
frente a la pérdida de NUAK1, lo que tampoco es consistente con la potencial accion de AICAR
sobre AMPK. En conjunto, estos hallazgos muestran que NUAK1 contribuye a mantener la
homeostasis energética, y que su ausencia conduce a un estado metabdlico desfavorable cuya

comprension requiere estudios adicionales.

Consistente con el aumento observado en AICAR, detectamos un incremento en los niveles de IMP,
lo que sugiere una regulacidn alterada del metabolismo de purinas. Por otra parte, aunque los
niveles de xantina permanecieron sin cambios tras la inhibicién de NUAK1, observamos un aumento
considerable en 4cido Urico, el metabolito final del catabolismo de purinas (Fig 35). Este patrén

apunta a un posible incremento en la sintesis de nucleétidos seguido de una mayor degradacion.

Dado que parte de la via de purinas converge en la generacion de AMP y GMP, analizamos los niveles
de sus productos finales, adenosina y guanosina respectivamente. De manera interesante,
observamos una disminucién de adenosina y aumento de guanosina, acompafado de un
incremento paralelo en sus niveles extracelulares (Fig 36), En conjunto, estos resultados apuntan a
un desbalance global en el metabolismo de purinas asociado a la pérdida de NUAK1, afectando tanto

la sintesis, como la degradacion y la redistribucién de nucledsidos dentro y fuera de la célula.

Finalmente, dado que la pérdida de NUAK1 resulté en una disminucién significativa de los niveles
intracelulares de ATP, examinamos rutas metabdlicas adicionales que contribuyen al sostenimiento

energético celular. En particular, evaluamos la B-oxidacién de acidos grasos, una via esencial para la

76



generacion de acetil-CoA, NADH y FADH,, con el objetivo de determinar si la reduccidon de ATP
reflejaba una alteracién global de la homeostasis energética. De manera interesante, observamos
una disminucion tanto en los niveles de carnitina como en los de acil-carnitinas, metabolitos
indispensables para el transporte de acidos grasos hacia la mitocondria a través del sistema
carnitina-aciltransferasa. Estos resultados sugieren que la pérdida de NUAK1 compromete la B-
oxidacién al limitar el ingreso de lipidos a la mitocondria, contribuyendo asi al déficit energético

observado (Fig 37).
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Figura 34: La pérdida de NUAK1 disminuye los niveles de ATP e incrementa los niveles de AICAR.
Las células SW480 fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 durante 24h. Luego, los metabolitos
fueron extraidos y analizados segun lo descrito en la seccién de materiales y métodos. Las barras
representan el promedio y la desviacidon estdndar. Se realizd un andlisis estadistico t-student.
***¥p<0.001.
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Figura 35: La pérdida de NUAK1 incrementa el catabolismo de purinas. Las células SW480 fueron
tratadas con el inhibidor de NUAK1 durante 24h. Luego los metabolitos fueron extraidos y analizados
segln lo descrito en la seccién de materiales y métodos. Las barras representan el promedio y la
desviacion estandar. Se realizé un analisis estadistico t-student. ***P<0.001.
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Figura 36: La pérdida de NUAK1 promueve la excrecion de adenosina y guanosina. Las células
SW480, fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 durante 24h. Luego los metabolitos
extracelulares (Ex) e intracelulares (In) fueron extraidos y analizados segun lo descrito en la seccién
de materiales y métodos. Las barras representan el promedio y la desviacion estandar.
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Figura 37: La pérdida de NUAK1 disminuye metabolitos asociados a la B-oxidacidn. Las células
SW480 fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 durante 24h. Luego, los metabolitos fueron
extraidos y analizados segln lo descrito en la seccién de materiales y métodos. Las barras
representan el promedio y la desviacidon estandar. Se realizd un analisis estadistico t-student.
***p<0.001.

81



Resumen de los principales resultados obtenidos para los experimentos del objetivo 2.2.

Con el fin de caracterizar el rol de NUAK1 sobre la via de las pentosas fosfato (PPP) y los procesos
celulares asociados, realizamos un conjunto de aproximaciones metabolémicas y funcionales
orientadas a determinar cdmo esta quinasa modula el metabolismo en células de cancer colorrectal.
En primer lugar, implementamos andlisis de trazado isotdpico empleando 1,2-"C,-glucosa. A partir
de estos analisis, evidenciamos que NUAK1 redirecciona el flujo de glucosa hacia la PPP en cancer

colorrectal.

A continuacién, evaluamos si la regulacion de la PPP por NUAK1 se reflejaba en parametros
funcionales asociados a esta via. En concordancia con la participacion de G6PD como paso limitante
de la PPP, observamos que la inhibicion de NUAK1 redujo los niveles de NADPH y aumentd los niveles
de ROS, evidenciando un compromiso en la capacidad antioxidante celular. De manera
complementaria, la sobreexpresion de NUAK1 promovié una disminucion de ROS, efecto que fue
completamente revertido mediante la inhibicion de G6PD. Estos resultados confirman que NUAK1

regula la homeostasis redox en un proceso dependiente de la activacién de la PPP.

En el contexto de la biosintesis lipidica, un proceso estrechamente ligado a la generacién de NADPH
por la PPP, evaluamos la acumulacién de lipidos bajo sobreexpresion de NUAK1. De manera
interesante, la sobreexpresidn de esta quinasa aumentd significativamente la acumulacién lipidica.
Ademas, la inhibicion de G6PD revirti6 completamente este efecto, demostrando que NUAK1

modula la biosintesis lipidica a través de su impacto sobre la PPP (Fig 38A).

La contribucién de la PPP a la disponibilidad de precursores para la sintesis de nucleétidos motivé la
evaluacion del rol de NUAK1 en la proliferacion celular. La inhibicién de NUAK1 produjo un
desbalance en el perfil de nucleétidos, con una disminucién de guanina y citosina y un aumento de
adenina. Aunque estos resultados sugerian una alteracion metabdlica con potencial impacto
proliferativo, los ensayos funcionales mostraron que NUAK1 regula la proliferacion mediante
mecanismos parcialmente independientes de G6PD. Especificamente, la inhibicién de NUAK1 tuvo
un efecto mas pronunciado sobre la proliferaciéon que la inhibicién de G6PD, y la combinacion de
ambos inhibidores produjo efectos aditivos. Los andlisis de ciclo celular revelaron que la inhibicion
de NUAK1 induce un arresto en G1, mientras que la inhibicién de G6PD provoca un arresto en fase
S. En conjunto, estos resultados indican que NUAK1 afecta la proliferacion celular a través de

mecanismos independientes de la PPP.
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Considerando la relevancia tanto de NUAK1 como de G6PD en la regulacién de la migracion celular,
exploramos la dependencia metabdlica de este proceso. La sobreexpresion de NUAK1 incrementd la
capacidad migratoria de las células, y este efecto fue parcialmente revertido por la inhibicidon de
G6PD. Esto sugiere que NUAK1 favorece la migracién a través de mecanismos metabdlicos
dependientes de la PPP, aunque también podria ejercer efectos adicionales mediante la regulacion

de programas transcripcionales asociados a la transicién epitelio-mesénquima.

Finalmente, examinamos la contribucidn de NUAK1 al mantenimiento de la energética celular. La
pérdida de NUAK1 redujo de forma marcada los niveles intracelulares de ATP y aumentd los niveles
de AICAR, un metabolito asociado al estrés energético. Junto con esto, detectamos un incremento
de IMP y acido urico, sugiriendo que la biosintesis de purina y la degradacion se encontraban activas
simultdaneamente, demostrando una clara desregulacién en esta ruta metabdlica. Por otro parte,
evidenciamos que la inhibicion de NUAK1, paralelamente aumenta los niveles de adenosina y
guanosina extracelular, los cuales podrian finalmente asociarse a las condiciones de estrés

energético a las cuales estdn sometidas las células por la pérdida de esta quinasa.

Finalmente, consistente con la disminucidn en los niveles de ATP, observamos una disminucion en
metabolitos asociados a la B-oxidacidn, sugiriendo que la disminucién de la energética celular,
inducida por la pérdida de NUAK1, podria involucrar la desregulacidn de distintas rutas metabdlicas

asociadas a la sintesis de ATP (Fig 38B).

En conjunto, estos resultados muestran que NUAK1l constituye un regulador central del
metabolismo celular en cancer colorrectal. Su influencia abarca el flujo por la PPP, el control del
estado redox, la biosintesis lipidica, la disponibilidad de nucleétidos, la proliferacién, la migracion
y la homeostasis energética. Estos hallazgos no solo permiten comprender de manera integrada el
rol de NUAK1 en la biologia tumoral, sino que también abren nuevas lineas de investigacién sobre

su potencial como diana terapéutica.
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Figura 38. Representacidon grafica de los principales efectos metabdlicos de NUAK1. NUAK1
promueve el procesamiento del pre-mRNA de G6PD, incrementando su expresion y activando la PPP.

El NADPH generado a través de la PPP, permite contrarrestar el estrés oxidativo, promover la sintesis

de lipidos e incrementar la migracion celular. La pérdida de NUAK1, disminuye los niveles de ATP y
la B-oxidacion. Frente a este estrés energético, las células liberan adenosina al medio extracelular.
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Experimentos adicionales objetivo 2. Evaluar el efecto de NUAK1 en la resistencia a
quimioterapéuticos.

La via de las pentosas fosfato (PPP) constituye un eje central del metabolismo en cancer, no solo por
su contribucién al anabolismo celular, sino también por su rol critico en la generacién de NADPH y
en la respuesta frente al estrés oxidativo. En este contexto, multiples estudios han demostrado que
la activacion de la PPP favorece mecanismos de quimioresistencia, posicionandola como un nodo
metabdlico clave en la adaptaciéon tumoral a agentes citotdxicos (Chen et al., 2020). En céncer
colorrectal, esta reprogramacion metabdlica adquiere particular relevancia frente al uso de
guimioterapéuticos basados en platino, como el oxaliplatino, un componente fundamental de los

esquemas de segunda linea utilizados en pacientes en estadios avanzados del cancer colorrectal.

El mecanismo de accidon del oxaliplatino se basa principalmente en su capacidad para inducir dafo
gendmico mediante la formacion de entrecruzamientos intra e intercadena en el ADN. Sin embargo,
solo una fraccién menor del platino intracelular alcanza el nucleo, lo que sugiere la existencia de
mecanismos citotdxicos adicionales (Arango et al., 2004). Entre ellos destaca la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que inducen estrés oxidativo y dafio en multiples componentes
celulares. Como respuesta, las células tumorales activan rutas metabdlicas antioxidantes, incluyendo
la PPP, para contrarrestar estos efectos. De hecho, estudios en organoides derivados de pacientes y
en modelos de cancer colorrectal han demostrado que el tratamiento con oxaliplatino incrementa
la actividad de la PPP y la expresién de G6PD, cuya disminucidn sensibiliza significativamente a las

células al tratamiento (Ju et al., 2017).

Considerando estos antecedentes, y dado nuestro hallazgo previo de que NUAK1 modula la
expresion de G6PD, planteamos que esta quinasa podria influir en la respuesta al oxaliplatino
mediante la regulacién del metabolismo redox. Por ello, evaluamos experimentalmente el rol de

NUAK1 en la sensibilidad a oxaliplatino en modelos de cancer colorrectal.

Dado que G6PD aumenta sus niveles en respuesta a oxaliplatino, evaluamos la expresién de NUAK1
en células expuestas al farmaco. De manera interesante, el tratamiento incrementd
significativamente la expresién de NUAK1 (Fig 39). Considerando que Nrf2 se activa bajo tratamiento
con oxaliplatino (Yang et al., 2021) y que el promotor de NUAK1 contiene sitios ARE dependientes
de Nrf2 (Port et al., 2018), analizamos la actividad del promotor de NUAK1 mediante ensayos de
luciferasa y evaluamos sus niveles de ARNm mediante gPCR. Estos experimentos mostraron una

disminucién tanto en la actividad del promotor como en los niveles de ARNm de NUAK1 tras la
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exposicidn al fadrmaco (Fig 40), sugiriendo que el aumento proteico observado podria deberse a otros
mecanismos, como cambios en la estabilidad proteica o en un aumento en la traduccién de NUAK1.
Cabe destacar que oxaliplatino activa la via mTORC1, por lo que un aumento en la traduccidn
proteica podria contribuir a este efecto; sin embargo, hasta la fecha no existe evidencia que vincule
directamente la actividad de mTORC1 con la regulacién de NUAK1, planteando una hipétesis

interesante para estudios futuros.

El aumento de G6PD tras oxaliplatino es un proceso que podria depender de Nrf2 y NUAK1, por
su parte, NUAK1 se ha asociado con la regulacion de Nrf2 a través del control de GSK3pB en el
citosol. Entonces, evaluamos la distribucion subcelular de NUAK1 bajo oxaliplatino, para determinar
si su rol en la quimioresistencia al fdrmaco podria deberse a mecanismos nucleares o citosdlicos. De
manera interesante, observamos que el aumento total de NUAK1 inducido por oxaliplatino
corresponde especificamente a un incremento de la fraccion nuclear (Fig 41), reforzando la idea de
gue las funciones protumorales de NUAK1 en cancer de colon se ejercen principalmente en el
nucleo. Este aumento nuclear es coherente ademas con su rol en el splicing de G6PD, sugiriendo que
NUAK1 podria ser necesario para promover su expresion en respuesta al farmaco. En concordancia
con esta hipotesis, la inhibicidn de NUAK1 en células SW480 bloqued por completo el aumento de
G6PD inducido por oxaliplatino (Fig 42), indicando que la actividad de NUAK1 es crucial para esta

respuesta.

Mediante ensayos de Incucyte, evaluamos el efecto de inhibir NUAK1 en combinacién con
oxaliplatino. Tal como se ha descrito, las células de cdncer colorrectal presentan alta tolerancia a
ambos agentes individualmente, con una muerte celular que no supera el 30%. Sin embargo, la
combinacién de HTH-01-015 y oxaliplatino generd un incremento sustancial de la muerte celular en
ambas lineas, demostrando que la inhibicion de NUAK1 sensibiliza a las células al tratamiento (Fig
43). Dado que el principal mecanismo por el cual Oxaliplatino desencadena la muerte celular
corresponde a la generacién de dafio en el ADN, evaluamos si este aumento en la muerte celular,
observado en la combinacién de ambos farmacos, se correlacionaria con un aumento en el estrés
genotoxico, para esto, realizamos ensayos de cometa, los cuales mostraron que la inhibicion de
NUAK1 potencia significativamente el dafio en el ADN inducido por oxaliplatino (Fig 44A). De manera
consistente, los analisis de Inmunocitoquimica revelaron un aumento en la sefial de la variante de
histona fosforilada yH2A.X, marcador de roturas de doble cadena de ADN, en las células tratadas

con la combinacion (Fig 44B).
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Ademas, este analisis permitié evaluar la morfologia nuclear, mostrando que la pérdida de NUAK1
induce fragmentacidn nuclear (nucleos en “donut”), mientras que oxaliplatino por si solo no genera
alteraciones marcadas. Sin embargo, la combinacién de ambos farmacos aumenta la fragmentacién
nuclear, apoyando la hipétesis de que la mayor muerte celular estaria dado por un incremento en el

estrés genotodxico.

Si bien estos hallazgos en lineas celulares son relevantes, los cultivos en 2D presentan limitaciones y
no siempre replican la respuesta clinica. Por ello, utilizamos organoides derivados de pacientes
(PDOs), una herramienta que recapitula de mejor manera la arquitectura y heterogeneidad tumoral.
Antes de abordar la respuesta farmacoldgica, validamos que NUAK1 regula la expresion de G6PD
también en este sistema (Fig 45). Posteriormente, los ensayos de viabilidad demostraron que, al
igual que en lineas celulares, la inhibicién de NUAK1 sensibiliza a los PDOs al oxaliplatino (Fig 46).
No obstante, este efecto fue mas evidente en organoides provenientes de tumores avanzados. En
contraste, un PDO derivado de un tumor en estadio inicial no respondié a la inhibicion de NUAK1,
sugiriendo que la eficacia terapéutica de esta combinacién podria depender del estadio y

posiblemente de la agresividad tumoral.

Finalmente, un analisis de correlacidon entre los niveles de expresion de NUAK1 y la sensibilidad a
oxaliplatino en diversas lineas celulares mostré que niveles elevados de NUAK1 se asocian con
menor respuesta al farmaco (Fig 47). En conjunto, estos resultados sugieren que la inhibicion de
NUAK1, en combinacién con oxaliplatino, podria constituir una estrategia terapéutica prometedora

para el tratamiento del cancer colorrectal.
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Figura 39: NUAK1 incrementa su expresion frente a Oxaliplatino. Panel superior: Células HCT116
p53-/- y SW480, fueron tratadas con oxaliplatino a 20 y 40 uM durante 24h. Los niveles de NUAK1
fueron evaluados mediante western blot. GAPDH fue utilizado como control de carga. Panel inferior:
Densitometria de los niveles de NUAK1 normalizados respecto a GAPDH, las barras corresponden al
promedio y la desviacion estandar. Se realizé un analisis estadistico de t-student de una muestra.

*P<0.05.
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Figura 40: La actividad del promotor y los niveles de ARNm de NUAK1 disminuyen frente a
Oxaliplatino. Células HCT116 p53-/- y SW480, fueron transfectadas con el vector pGL3 mNUAK1
promoter, durante 48h. Adicionalmente, las células fueron estimuladas con oxaliplatino (40uM)
durante 24h. Luego la actividad del reportero fue evaluada mediante el kit luciferasse assay system.
La actividad del reportero de NUAK1 fue normalizada utilizando la sefial del reportero SV40- Bgal. B)
Analisis de gPCR utilizando partidores especificos para la deteccion de NUAK1. Las células fueron
tratadas con oxaliplatino (40uM) durante 24h. Los niveles de NUAK1 fueron normalizados a los
niveles de B-actina para cada condicién. Las barras representan el promedio y la desviacién estandar.
Se realizd un andlisis de t-student de una muestra, respectivamente. *P<0.05, ***P<0.001.
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Figura 41: NUAK1 aumenta a nivel del nicleo de células HCT116p53-/- frente a oxaliplatino. Células
HCT116 p53-/- fueron tratadas con oxaliplatino (40uM) durante 24h. Luego, las fracciones nucleares
y citoplasmaticas fueron aisladas, mediante fraccionamiento subcelular. Los niveles de NUAK1 en las
fracciones fue evaluada mediante western blot. HDAC1 y GAPDH fueron utilizados como control de

la fraccion nuclear y citoplasmatica, respectivamente.
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Figura 42. La pérdida de NUAK1, disminuye el aumento en G6PD mediado por oxaliplatino. Celulas
SW480 fueron tratadas durante 48h con oxaliplatino (20uM) y HTH-01-015 (10uM). Luego los niveles
de G6PD fueron evaluados mediante western blot. GAPDH fue utilizado como control de carga.
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Figura 43: La inhibicion de NUAK1 sensibiliza a células de CCR frente a Oxaliplatino. Células
HCT116p53-/-y SW480, fueron tratadas con Oxaliplatino (20uM) y HTH-01-015 (10uM) durante 72h.
La viabilidad celular fue evaluada mediante IncuCyte utilizando el reactivo SytoxGreen. Las imagenes
fueron tomadas cada 1h.
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Figura 44. La inhibicion de NUAK1 incrementa el estrés genotoxico inducido por Oxaliplatino. A)
Células HCT116p53-/- fueron tratadas con oxaliplatino (20uM), HTH-01-015 (10uM) y la combinacién
durante 48h. Luego, se realizé un ensayo cometa para evaluar la fragmentacién del ADN. Luego de
la electroforesis, el ADN fue teiiido utilizando el reactivo GelRed, y las células fueron fotografiadas
mediante microscopia de fluorescencia. La longitud de la cabeza y cola fue evaluada mediante un
paquete de Imagel, las barras representan el promedio y la desviacion estdndar, se aplicé un analisis
anova de dos vias como test estadistico. B) Imagenes representativas tomadas por microscopia de
fluorescencia para cada condicion. C) Células HCT116p53-/- fueron tratadas con oxaliplatino (20uM),
HTH-01-015 (10uM) y la combinacion durante 48h. Luego las células fueron fijadas y teiiida
utilizando el anticuerpo yH2A.X y Hoescht 3342 para visualizar el nucleo. Imagenes representativas
tomadas mediante microscopia confocal a un aumento de 63X.
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Figura 45: NUAK1 promueve la expresion de G6PD en organoides de cancer colorrectal. Los
organoides fueron tratados con HTH-01-015 a 5 y 10uM durante 24h. Luego los niveles de G6PD
fueron analizados mediante western blot. La fosforilacion de RAPTOR en la serina 792 fue utilizados
como control de la droga. GAPDH fue utilizado como control de carga. B) Analisis densimétrico de la
expresion de NUAK1 relativa a GAPDH. Las barras muestran el promedio y la desviacidn estandar. Se
realizé un analisis estadistica de t-student de una muestra. *P<0.05.
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Figura 46: La inhibicion de NUAK1 sensibiliza a organoides derivados de cancer colorrectal frente
a Oxaliplatino. Los PDO fueron tratados con HTH-01-015 (5 y 10uM) y Oxaliplatino (20 y 40uM)
durante 96h. La viabilidad celular fue evaluada mediante el uso del reactivo azul de alamar segun lo
descrito en materiales y métodos. Las barras representan el promedio y la desviacién estandar para
cada condicidon. Se realizd6 un ensayo anova de 2 vias como test estadistico. *P<0.05, **P<0.01,
***p<0.001. HGGB-37 organoide estadio avanzado. HGGB-18 organoide estadio intermedio.
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Figura 47: Correlacidon entre la expresion de NUAK1 y la sensibilidad a oxaliplatino en lineas
celulares de cancer. Grafico de dispersién que muestra la relacion entre la expresion de NUAK1
(log2(TPM+1)) y la sensibilidad a oxaliplatino, evaluada como area bajo la curva (AUC) del ensayo
PRISM (repurposing secondary screen). Cada punto representa una linea celular. La linea de
tendencia indica una correlacién positiva entre la expresion de NUAK1 y una menor sensibilidad al
farmaco (AUC mas alto).
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Conclusiones de los principales resultados para los experimentos adicionales del objetivo 2.

Nuestros resultados muestran que NUAK1 es un regulador central de la respuesta al oxaliplatino en
cancer colorrectal, actuando a través del control de la via de las pentosas fosfato (PPP) y del
metabolismo redox. Observamos que el tratamiento con oxaliplatino incrementa de manera
significativa los niveles proteicos de NUAK1, pese a reducir su actividad promotora y sus niveles de
ARNm, lo que indica un mecanismo predominantemente postranscripcional. Este aumento se
concentra especificamente en el nucleo, coherente con el rol de NUAK1 en el empalme y la expresidn
de G6PD. Consistentemente, la inhibicién de NUAK1 bloquea por completo la induccion de G6PD,

mostrando que su actividad es esencial para la activacién de la PPP en respuesta al farmaco.

A nivel funcional, la combinacién de un inhibidor de NUAK1 con oxaliplatino provoca un marcado
incremento de la muerte celular (Fig 48), explicado por un aumento del dafio gendmico, evidenciado
por mayores niveles de fragmentacién del ADN, incremento de yH2A.X y exacerbacién de la
fragmentacién nuclear. Esta sinergia también se observé en organoides derivados de pacientes,
donde la inhibicion de NUAK1 sensibilizé especialmente a los tumores avanzados, mientras que un

organoide de estadio temprano mostré refractariedad a la pérdida de NUAK1.

Finalmente, un analisis comparativo en distintas lineas celulares revelé que niveles elevados de
NUAK1 se correlacionan con menor sensibilidad al oxaliplatino. En conjunto, estos hallazgos
posicionan a NUAK1 como un determinante de quimioresistencia y respaldan su inhibicion como

una estrategia prometedora para potenciar la eficacia del oxaliplatino en cancer colorrectal.

Figura 48. Esquema resumen.
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Discusion

En este estudio demostramos que NUAK1 se localiza predominantemente en el nucleo en cancer
colorrectal, lo que sugiere una funcidn nuclear relevante mas alla de sus roles citoplasmaticos
previamente descritos. Esta observacidn es consistente con reportes previos que describen
interacciones entre NUAK1 y componentes de la maquinaria de empalme, como SF3B1 (Cossa et al.,

2020), lo que apunta a un posible rol de esta quinasa en la regulacién del procesamiento del RNA.

La localizacion nuclear de NUAK1 no parece ser un fendmeno aislado, ya que otras quinasas
relacionadas con AMPK (ARKs) también exhiben una distribucion nuclear marcada. Por ejemplo, SIK1
en osteoblastos presenta una localizacidn citoplasmatica y nuclear (Kim et al., 2019), formando
estructuras puntiformes que coinciden con los nuclear speckles (NS), compartimentos nucleares no
membranosos enriquecidos en factores de empalme y reguladores del procesamiento del RNA. En
concordancia con esta idea, se ha descrito que NUAK1 colocaliza con SRSF2 (Cossa et al., 2019), uno
de los principales componentes de los NS, lo que sugiere que algunas ARKs podrian desempeiiar
funciones especificas en dominios nucleares especializados. Asimismo, el hecho de que LKB1
(Dorfman & Macaran, 2008), el regulador maestro de las ARKs (con excepcién de MELK), también
presente una distribucién nuclear, refuerza la hipdtesis de una sefializacién mediada por ARKs a nivel

nuclear.

En este contexto, nuestros ensayos de co-inmunoprecipitacion e inmunofluorescencia demostraron
que la interaccién entre NUAK1 y hnRNPK ocurre predominantemente en el nucleo de células de
cancer colorrectal. Sin embargo, a diferencia de lo descrito para SRSF2, ambas proteinas mostraron
mayoritariamente una distribucién homogénea dentro del nucleo, lo que sugiere que su asociacion
tendria lugar principalmente en el nucleoplasma, sin descartar una interaccidon transitoria en
compartimentos subnucleares especializados. Dado que tratamientos con actinomicina D inducen
la reorganizacidn de los NS, este tipo de estimulos podria constituir una herramienta util para evaluar

si NUAK1 y hnRNPK son reclutadas a estos complejos bajo condiciones de estrés.

Desde un punto de vista mecanistico, nuestros andlisis indicaron que NUAK1 no fosforila
directamente a hnRNPK in vitro, y que la interaccion entre ambas proteinas es indirecta, apoyando
un modelo en el cual NUAK1 y hnRNPK forman parte de complejos multiproteicos nucleares. En
cancer colorrectal se ha descrito que diversas proteinas de la familia hnRNP, incluyendo hnRNPK,
hnRNP A1, hnRNPU y hnRNPR, participan en complejos funcionales dindmicos asociados al

procesamiento del RNA (Li et al., 2022). En este marco, resulta relevante que NUAK1 haya sido
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previamente descrita como una quinasa capaz de fosforilar a hnRNP A1l bajo condiciones de estrés
hipertdnico (Bhattarai et al.,, 2022). No obstante, dado que la regién fosforilada por NUAK1 es
exclusiva de hnRNP A1, este mecanismo no seria extrapolable a hnRNPK, lo que sugiere que NUAK1

regula a distintos miembros de la familia hnRNP mediante mecanismos moleculares diferenciados.

Por otra parte, ademas de hnRNP A1, se han descrito multiples blancos de NUAK1, incluyendo p53,
LATS y, mas recientemente, AKT bajo estimulos de factores de crecimiento (Palma et al., 2023) Sin
embargo, el blanco mejor caracterizado de NUAK1 corresponde a MYPT1, la subunidad regulatoria
de la proteina fosfatasa 1B (PP1B). NUAK1 fosforila multiples residuos en MYPT1, incluyendo la
serina 445, lo que conduce a la inhibicidon de la actividad de PP1B (Zagorska et al., 2010). Como
consecuencia, NUAK1 puede modular el estado de fosforilacion de un amplio conjunto de proteinas

de manera indirecta, mediante la inhibicién de su desfosforilacion.

De manera consistente con este modelo, los interactomas de NUAK1 y PP1B presentan una amplia
superposicion de proteinas, muchas de las cuales estan asociadas a procesos nucleares, de acuerdo
con analisis ontoldgicos. Si bien MYPT1 se localiza predominantemente en el citoplasma, se ha
demostrado que, en el nucleo, NUAK1 interactia con PNUTS, la contraparte nuclear de MYPT1,

fosforilandola e inhibiendo la actividad de PP1B nuclear (Cossa et al., 2020).

No obstante, aunque detectamos que NUAK1 regula la fosforilacion de hnRNPK, nuestros resultados
no son concluyentes respecto a una interaccion entre PP1B y hnRNPK. Por ello, serdan necesarios
estudios adicionales que permitan esclarecer el mecanismo molecular mediante el cual NUAK1
estaria regulando la funciéon de hnRNPK. Sin embargo, desde un punto de vista funcional, nuestros
analisis de data publica de secuenciaciéon revelaron que NUAK1 y hnRNPK comparten la regulacién
de un conjunto similar de genes, los cuales se asocian principalmente a procesos metabdlicos.
Dentro de este grupo, validamos experimentalmente el rol de NUAK1 en la regulacidn de la expresion
de G6PD, una enzima clave de la PPP. Este hallazgo resulta particularmente relevante, considerando
que existian antecedentes que sugerian que NUAK1 podria impactar la funcion de la PPP (Liu et
al., 2012); no obstante, el mecanismo que conecta a NUAK1 con esta via metabdlica permanecia

hasta ahora sin dilucidar.

Cabe destacar, que estudios en cancer de mamay pulmoén, ya habian evidenciado un rol de NUAK1/2
sobre la expresién de G6PD, lo cual fue atribuido a efectos sobre la sefializacion de mTORC1 (Babu
& Manoharan., 2025) (Raj & Manoharan., 2025). Sin embargo, diversas evidencias cuestionan esta

conclusion. Por una parte, la inhibicion dual de NUAK1/2 mediante WZ4003 genera efectos mucho
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mas pronunciados sobre el consumo de glucosa, los niveles de NADPH y procesos asociados, como
migracion y proliferaciéon, que el tratamiento con rapamicina, un inhibidor de mTORC1. Ademas, la
inhibicion de NUAK1 reduce el consumo de glucosa y los niveles de NADPH incluso en presencia de

rapamicina (Babu & Manoharan., 2025) (Raj & Manoharan., 2025).

Por otra parte, en cdncer pancredtico se ha demostrado que la inhibicién de NUAK1 induce una
hiperactivacién de mTORC1, lo que conduce a una disminucién de ATP y a muerte celular; de hecho,
el tratamiento con rapamicina en células con NUAK1 silenciado tiene un efecto protector, al rescatar
los niveles de ATP y reducir la muerte celular (Liu et al., 2012). En concordancia con estos hallazgos,
en células de cancer colorrectal observamos que la inhibicion de NUAK1 incrementa la fosforilacion
de la proteina ribosomal S6, un blanco de S6K activada por mTORC1, lo que sugiere que la pérdida
de NUAK1 también provoca hiperactivacién de la sefializacion mTORC1 en este contexto. En
conjunto, estos antecedentes indican que mTORC1 no seria el mediador principal de los efectos

metabdlicos de NUAK1.

De manera consistente con un mecanismo independiente de mTORC1 y en concordancia con la
funcién nuclear de NUAK1, demostramos que esta quinasa regula la expresion de G6PD mediante el
aumento en el procesamiento de su pre-mRNA. Estos resultados sugieren que el principal
mecanismo por el cual NUAK1 modula la expresidon de G6PD podria depender de su impacto sobre
la funcidn de hnRNPK. En linea con esta hipdtesis, evidenciamos que NUAK1 disminuye la asociacidn

de hnRNPK con el pre-mRNA de G6PD.

A pesar de ello, dado que la regidén regulatoria presente en este transcrito también constituye un
blanco para otras proteinas reguladoras del empalme, el efecto observado sobre la interaccidn
hnRNPK—pre-mRNA de G6PD podria reflejar un fendmeno de competencia entre distintos factores
de unidén al RNA, mds que una regulacidn exclusiva mediada por hnRNPK. Por lo tanto, si bien
nuestros resultados posicionan a hnRNPK como un mediador relevante en este proceso es probable
que NUAK1 module el procesamiento del pre-mRNA de G6PD a través de un mecanismo mas

complejo, que involucre la accién coordinada de multiples reguladores del empalme.

De todas maneras, nuestros resultados en conjunto validan un rol claro de NUAK1 en la regulacién
de la expresion de G6PD y demuestran que NUAK1 participa de manera central en la regulacion

del metabolismo celular, particularmente a nivel de la via de las pentosas fosfato.
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Para determinar que NUAK1 promueve la actividad de la via de las pentosas fosfato (PPP), realizamos
un analisis metabolémico utilizando glucosa 1,2-'3C,, un trazador en el que los dos primeros dtomos
de carbono se encuentran sustituidos por el isGtopo estable ™C. Existen mdltiples variantes
comerciales de glucosa marcada, cada una con distribuciones isotdpicas distintas; sin embargo, la
isoforma 1,2-"C, ha sido ampliamente descrita como una de las mas adecuadas para discriminar el
destino metabdlico de la glucosa entre glicélisis y PPP (Antoniewicz., 2018), debido a cémo las
reacciones de descarboxilacion y las interconversiones de la via no oxidativa afectan el patrén
isotdpico final. Sobre esta base metodoldgica, evaluamos el flujo de glucosa utilizando este trazador

para determinar si NUAK1 altera la distribucion metabdlica entre ambas rutas.

En condiciones basales, la PPP representa aproximadamente entre un 1-10% del flujo total de la
glucosa, aunque puede alcanzar valores cercanos al 80% bajo estrés oxidativo. Debido a esta baja
participacién basal y a la posibilidad de que reducciones en la PPP sean mds dificiles de detectar
sobre un sustrato ya limitado, decidimos evaluar inicialmente el efecto de la sobreexpresion de
NUAK1, bajo la premisa de que aumentos en el flujo serian mds facilmente cuantificables que

disminuciones.

Entre las estrategias disponibles para diferenciar el flujo hacia glicdlisis de aquel dirigido a la PPP,
una de las aproximaciones mas utilizadas consiste en determinar la razén entre lactato M+2 y
lactato M+1. El lactato M+2 conserva los dos carbonos marcados y refleja el paso de la glucosa por
glicdlisis y fermentacion sin desviarse hacia la PPP. Por el contrario, el lactato M+1 representa la
contribucion de la via no oxidativa de la PPP, donde la conversion de 6-fosfogluconato a ribulosa-5-
fosfato libera el carbono 1 en forma de CO,, generando intermediarios con solo un carbono marcado
que luego pueden reingresar a la glicélisis en forma de F6P o G3P. No obstante, en nuestros
experimentos la razén lactato M+2/M+1 no mostré cambios significativos frente a la modulacién
de NUAKI1. Este resultado probablemente se explica porque la sobreexpresion de NUAK1 reduce
de manera pronunciada la generacion de piruvato y lactato, disminuyendo fuertemente el flujo
fermentativo y, por ende, imposibilitando el uso de esta razdn isotépica como indicador fiable del

balance entre glicélisis y PPP en este contexto.

Ante esta limitacion, optamos por una estrategia complementaria basada en la reconstruccion
comparativa de ambas rutas metabdlicas, considerando los cambios observados en metabolitos
glucoliticos y de la PPP bajo sobreexpresion de NUAK1. Este analisis revelé que la sobreexpresion de

NUAK1 promueve una redireccion del flujo hacia la PPP, evidenciada por un aumento en 6-
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fosfogluconato y en metabolitos de la ruta de las pentosas fosfato. Aunque los incrementos en 6-
fosfogluconato fueron consistentes y robustos, los cambios en las pentosas fosfato resultaron mas
modestos. Esto podria deberse a que nuestras mediciones agrupan tres metabolitos R5P, X5P y Ru5P,
bajo un mismo parametro, por lo que la ausencia de cambio en uno de ellos podria atenuar la sefial

final y subestimar el impacto real sobre la via.

Por otra parte, el andlisis de los metabolitos glicoliticos revelé que, ademas de la disminucidon en
piruvato y lactato, la reducciéon del flujo glucolitico es notable incluso en etapas tempranas de la via,
como la produccidn de fructosa-1,6-bisfosfato, el tercer intermediario tras la entrada de glucosa a la
célula. Estos hallazgos sugieren que, ademas de modular G6PD, NUAK1 podria actuar sobre la
expresion o actividad de enzimas glicoliticas. En este contexto, la tesis doctoral de Mario Palma
reportd que NUAK1 interacciona con distintas isoformas de PFK1, la enzima responsable de la
conversién de F6P a F1,6BP, lo que refuerza la posibilidad de un papel regulador directo de NUAK1
sobre la funcion de PFK1. Sin embargo, estudios previos han demostrado que NUAK2 fosforila PFK1
(Pan et al., 2025) en la treonina 386 para activar la glicélisis. Dado que NUAK1 y NUAK2 comparten
similitud en varios efectores y mecanismos de accion, esta hipdtesis requiere una evaluaciéon
experimental exhaustiva para determinar si NUAK1 ejerce un efecto opuesto, complementario o
convergente sobre la regulacion de PFK1 y, por extension, sobre la dindmica global del metabolismo
glucolitico; mas aln, teniendo en consideracion que la sobreexpresion de NUAK1, pese a disminuir
la generacién de F1,6BP M+2, aumenta la generacion de F1,6BP M+1, originada a partir del

reingreso de F6P generado en la rama no oxidativa de la PPP.

De manera consistente con los resultados obtenidos bajo sobreexpresion, la inhibicién de NUAK1
produjo un aumento en el marcaje de metabolitos glucoliticos, incluyendo F1,6BP, PEP y piruvato
(Anexo 1). Si bien los niveles de lactato mostraron una tendencia al alza, estas diferencias no
alcanzaron significancia estadistica. Un hallazgo particularmente relevante fue que, frente a la
pérdida de NUAK1, se observd un incremento significativo en PSP M+2 y S7P M+2, lo cual indica
que la inhibicién de NUAK1 favorece el flujo hacia la rama no oxidativa de la PPP (Anexo 2),

mediante la reincorporacién de intermediarios glucoliticos a través de F6P o G3P.

A pesar de este aumento en la via no oxidativa, los niveles de 6-fosfogluconato M+2 disminuyeron
tras la inhibicion de NUAK1 (Anexo 2). Esta reduccién refuerza la idea de que la pérdida de NUAK1
limita la rama oxidativa de la PPP, y que la célula responde compensatoriamente redirigiendo el

metabolismo hacia rutas alternativas dentro de la propia via de las pentosas. En concordancia con
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este hipodtesis, andlisis transcriptomicos de células SW480 NUAK1 KD mostraron un aumento
significativo en la expresién de transaldolasa, enzima que cataliza la conversién de F6P y eritrosa-

4-fosfato (E4P) en S7P, lo que podria explicar el incremento observado en esta rama no oxidativa.

Adicionalmente, el interactoma de NUAK1 identificd como posible interactor a transketolasa (TKT),
enzima clave en la conversidon de S7P y G3P hacia distintas pentosas fosfato. Por otra parte, andlisis
de fosfoprotedmica revelaron un potencial residuo modulado por NUAK1 en TKT, correspondiente
a la serina 295. Predicciones obtenidas desde la base de datos The Kinome Atlas mostraron una alta
probabilidad de que la serina 295 sea blanco de caseina quinasa 1 (CK1), y una probabilidad
considerablemente menor de que sea blanco directo de NUAK1 (Anexo 3). Esto sugiere un
mecanismo indirecto de regulacion, pero abre al mismo tiempo hipétesis de alto interés respecto a
como NUAK1 podria modular, de forma directa o indirecta, la dindmica de la rama no oxidativa de la

PPP, planteando asi interrogantes relevantes que deberan ser abordados en investigaciones futuras.

A nivel de procesos metabdlicos, encontramos que NUAK1 regula los niveles de NADPH y ROS.
Previamente, el grupo dirigido por el Dr. Daniel Murphy, con quienes colaboramos en los analisis
metabolémicos, demostré que, bajo condiciones de estrés oxidativo en osteosarcoma, NUAK1 es
esencial para la translocacion nuclear de Nrf2 y, en consecuencia, para la activaciéon de genes
asociados a la respuesta antioxidante (Port et al., 2018). Sin embargo, en ese mismo estudio se
observé que, en células no estimuladas, la inhibicién de NUAK1 no produce cambios consistentes en
la localizacidn de Nrf2 entre distintas lineas celulares. Este punto es particularmente relevante para
nuestro trabajo, ya que G6PD es un blanco cldsico de Nrf2; por lo tanto, una hipdtesis inicial podria
haber sido que los efectos de la pérdida de NUAK1 sobre G6PD se explicaran a través de alteraciones

en la actividad o translocacion de Nrf2.

No obstante, en nuestras condiciones basales, donde las células no estdan sometidas a estrés
oxidativo exdgeno, tampoco observamos diferencias relevantes en la translocacion de NRF2 tras la
pérdida de NUAK1 (no mostrados), reproduciendo lo sefalado en el estudio previo. Esto sugiere
que, en ausencia de estimulos que activen Nrf2, el efecto de NUAK1 sobre esta via es minimo o no
constituye un mecanismo dominante. Esta observacidn es especialmente importante porque, en
estas mismas condiciones, describieron que la pérdida de NUAK1 incrementa los niveles de estrés
oxidativo (Port et al., 2018), indicando que deben existir mecanismos alternativos mediante los

cuales NUAK1 sostiene la homeostasis redox, como por ejemplo su rol a nivel de la expresion de
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G6PD. Basados en esto, demostramos que NUAK1 regula los niveles de ROS a través de un

mecanismo dependiente de G6PD en CCR.

El NADPH es esencial para la biosintesis de novo de lipidos, en particular durante la sintesis y
elongacién de acidos grasos, un proceso altamente demandante en términos redox; por ejemplo, la
sintesis de una molécula de acido palmitico requiere 14 moléculas de NADPH. En este contexto,
estudios previos en modelos murinos de cancer colorrectal reportaron que la inhibicion de NUAK1
aumenta la biosintesis de colesterol, interpretdndose este efecto como una respuesta
compensatoria al incremento de ROS, mas que como una regulacién directa de la lipogénesis por
NUAK1 (Gui et al., 2025). Consistente con estos antecedentes, observamos que la inhibicidon de
NUAK1 induce una acumulacién aberrante de lipidos intracelulares (datos no mostrados). Sin
embargo, los niveles de acido palmitico disminuyeron frente a la perdida de NUAK1 (Anexo 4),
sugiriendo que estos lipidos podrian corresponder principalmente a esteroles u otros lipidos

neutros, como triglicéridos o ceramidas.

Sobre esta base, evaluamos la acumulacion lipidica bajo sobreexpresion de NUAK1 y observamos
que esta quinasa promueve la biosintesis de lipidos mediante un mecanismo dependiente de
G6PD. Para distinguir entre sintesis de novo e incorporacidn exdgena de lipidos, los experimentos se
realizaron en ausencia de suero. Si bien la deprivaciéon de suero activa la lipogénesis a través de
SREBP1 (Damiano et al.,2010), no detectamos cambios en su activacion bajo sobreexpresion de
NUAK1 (datos no mostrados). En conjunto, estos resultados indican que NUAK1 favorece la
biosintesis lipidica principalmente al aumentar la disponibilidad de poder reductor y metabolitos
derivados de la via de las pentosas fosfato, mas que mediante la activacién transcripcional del

programa lipogénico.

La via de las pentosas fosfato PPP es esencial para la proliferacidn celular, ya que genera pentosas
fosfato necesarias para la sintesis de nucleétidos y la replicacién del ADN. En concordancia, su
actividad aumenta durante la fase S del ciclo celular (Ma et al., 2017). Sin embargo, dado que la
expresion de G6PD se mantiene relativamente constante entre las distintas fases, este aumento
parece depender principalmente de cambios en su actividad mas que en su abundancia. De manera
interesante, NUAK1 también presenta un pico de expresion en fase S (Banerjee et al., 2014), lo que

sugiere un posible rol de esta quinasa en la progresion del ciclo celular.

Estudios previos han mostrado que la pérdida de NUAK1 induce un arresto en G1 (Banerjee et al.,

2014) (Babu & Manoharan., 2025) (Raj & Manoharan., 2025) Por otro lado, nuestros andlisis
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metaboldmicos revelaron que la pérdida de NUAK1 altera la abundancia de bases nitrogenadas, lo

gue apunta a un impacto funcional sobre la proliferacion celular.

Sin embargo, observamos que NUAK1 regula el ciclo celular a través de mecanismos
independientes de G6PD. La pérdida de NUAK1 induce un arresto en G1, mientras que la inhibicidn
de G6PD provoca un marcado arresto en S, reflejando funciones diferenciales en torno a la
progresion del ciclo celular. Por otro lado, dado que la pérdida de NUAK1 aumenta el flujo a través
de la rama no oxidativa, e incrementa los niveles de pentosas fosfato, es esperable entonces que el
efecto de NUAK1 a nivel del ciclo celular no responda finalmente a una regulacién sobre la

actividad de la PPP.

Con el objetivo de ampliar el rol metabdlico de NUAK1 mas alla de la via de PPP, evaluamos su posible
impacto sobre otros procesos metabdlicos. Estudios previos han vinculado a NUAK1 con la
regulacién de la funcién mitocondrial (Escalona et al., 2020) (Lafranchi et al., 2024), y trabajos de
nuestro laboratorio demostraron que esta quinasa modula la respiracion mitocondrial, sugiriendo
un rol central en la homeostasis energética. En este contexto, resulta llamativo que AICAR, pero no
AMP, induzca la fosforilacion de NUAK1 (Lafranchi et al., 2024) y de su sustrato MYPT1, lo que sugiere

que esta activacion no responde a un estrés energético clasico.

Dado que AICAR es un intermediario clave de la biosintesis de purinas, estos resultados apuntan
a un vinculo funcional entre NUAK1 y esta ruta metabdlica. En concordancia, observamos que la
pérdida de NUAK1 reduce los niveles de ATP e induce una acumulacion marcada de AICAR,
metabolito practicamente indetectable en condiciones basales. Este fendmeno podria reflejar una
alteracién en el flujo metabdlico de purinas o, alternativamente, una respuesta compensatoria

destinada a activar NUAK1.

El andlisis de metabolitos rio abajo revelé un aumento de IMP y de acido urico, sin cambios en
xantina, lo que sugiere una activacién del catabolismo de purinas. Sin embargo, este aumento no
explica por si solo la acumulacidn de AICAR e IMP, lo que indica que la biosintesis de novo de purinas
también se encuentra activada. En apoyo a esta idea, detectamos un aumento de guanosina y una
redistribucion de nucledsidos hacia el medio extracelular, consistente con mecanismos de excrecion

activa frente a estrés metabdlico.

Estos efectos pueden integrarse en un modelo donde la pérdida de NUAK1 incrementa el flujo por

la rama no oxidativa de la PPP, aumentando la disponibilidad de PRPP y AICAR, favoreciendo la
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sintesis de purinas. Sin embargo, la disfuncién mitocondrial asociada a la inhibicion de NUAK1
limitaria la conversion eficiente de AMP a ATP, generando una acumulacién de intermediarios que

son desviados hacia degradacién y excrecidn para evitar toxicidad metabdlica.

En conjunto, nuestros resultados posicionan a NUAK1 como un regulador clave de la homeostasis
de purinas, integrando el metabolismo de la PPP con la funcidn mitocondrial. Aunque la relevancia
funcional de la excrecién de nucledsidos en cancer requiere mayor exploracién, estos hallazgos
abren una hipdtesis terapéutica atractiva: la inhibicion de NUAK1 genera una dependencia critica
de los transportadores de nucledsidos, lo que permitiria explotar combinaciones terapéuticas

dirigidas a ambos ejes metabdlicos.

Dado el rol de NUAK1 en la mantencién de los niveles de ATP, evaluamos qué rutas metabdlicas
podrian contribuir a la marcada disminucidén energética observada tras su pérdida. Al analizar el ciclo
de Krebs, no detectamos alteraciones relevantes en la mayoria de sus intermediarios. Las Unicas
excepciones fueron el citrato y el a-cetoglutarato, cuyos niveles disminuyeron y aumentaron,
respectivamente (Anexo 5), en concordancia con reportes previos (Liu et al., 2012). En conjunto,
estos resultados indican que la caida de ATP no puede explicarse exclusivamente por una disfuncién

global del ciclo de Krebs, lo que sugiere el compromiso de otras vias energéticas.

Considerando que la B-oxidacién de acidos grasos constituye una fuente eficiente de acetil-CoA y
energia, evaluamos su posible regulacion por NUAK1. Observamos que la pérdida de NUAK1 reduce
significativamente los niveles de carnitina, molécula clave para el transporte mitocondrial de acidos
grasos, asi como de acil-carnitinas, reflejando una disminucidn en la activacion y entrada de lipidos
a la mitocondria. Estos datos sugieren que la B-oxidacion se encuentra comprometida en ausencia

de NUAKI.

A su vez, la disminucién en la degradacion de acidos grasos podria ademas contribuir a la
acumulacidn lipidica intracelular observada bajo esta condicidn, indicando que NUAK1 no solo
sostiene la produccién de ATP, sino que también regula el balance entre oxidacién y almacenamiento
de lipidos. En conjunto, estos resultados revelan que NUAK1 coordina multiples rutas metabdlicas
para mantener la homeostasis energética, ampliando su rol mas alla de funciones previamente

descritas y posicionandola como un regulador central del metabolismo en cancer colorrectal.

Finalmente, considerando la estrecha relacion de NUAK1 con la regulacién del metabolismo celular

y el hecho de que la reprogramacién metabdlica constituye un mecanismo central de adaptacion al
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estrés, evaluamos si esta quinasa podria contribuir a la resistencia a quimioterapéuticos en cancer
colorrectal. En distintos modelos tumorales se ha demostrado que la activacién de la via de las
pentosas fosfato favorece la tolerancia a quimioterapia, particularmente a través del aumento de
NADPH y del mantenimiento del balance redox. En concordancia, enzimas como transketolasa,
transaldolasa (Fu et al., 2025) y G6PD (Ju et al., 2017) han sido implicadas en la resistencia a
temozolomida y oxaliplatino, respectivamente. En este contexto, trabajos previos en cancer
colorrectal sugirieron que el silenciamiento de NUAK1 re-sensibiliza células resistentes a
oxaliplatino; sin embargo, dichos estudios atribuyeron este efecto a la regulaciéon de la
translocacion de Nrf2 (Yang et al., 2021), una hipdtesis que presenta inconsistencias conceptuales

y experimentales.

En nuestras condiciones, NUAK1 no modificd los niveles ni la localizacion subcelular de Nrf2, lo que
cuestiona su rol como mediador central de este fendmeno. Ademas, la utilizacidon de activadores de
Nrf2 basados en la inhibicién de KEAP1 resulta problematica en cancer colorrectal, dado que KEAP1
se encuentra frecuentemente silenciado por hipermetilacién de su promotor (Hanada et al., 2012),
explicando la localizacién nuclear constitutiva de Nrf2 descrita en multiples estudios. No obstante, y
mas alla de estas limitaciones, la posibilidad de que NUAK1 contribuya a la resistencia a oxaliplatino
a través de mecanismos metabdlicos alternativos, particularmente mediante la regulacién de G6PD,

sigue siendo altamente plausible.

Consistente con esta hipodtesis, observamos que los niveles de NUAK1 aumentan tras el tratamiento
con oxaliplatino. De manera inesperada, este incremento no se explicd por un aumento
transcripcional, ya que tanto la actividad del promotor de NUAK1 como sus niveles de ARNm
disminuyeron tras el tratamiento. Estos resultados apuntan a un control postranscripcional de
NUAK1 bajo estrés quimioterapéutico. En este contexto, resulta relevante que el oxaliplatino induzca
la activacion de la via mTORC1, un regulador clave de la traduccidn proteica. Por lo tanto, es plausible
que el aumento de NUAK1 responda a una mayor eficiencia traduccional o a cambios en su

estabilidad proteica, aunque estos mecanismos requieren validacidn experimental adicional.

Dado que en esta tesis proponemos que NUAK1 ejerce funciones metabdlicas criticas desde el
nucleo, evaluamos si el aumento inducido por oxaliplatino se concentraba en este compartimiento
subcelular. En efecto, el incremento de NUAK1 se detecté predominantemente en la fraccion
nuclear. Este hallazgo es particularmente relevante, ya que el estrés oxidativo ha sido asociado

previamente a una relocalizacion citoplasmatica de NUAK1 (Palma et al.,, 2019), y el modelo
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propuesto para su interaccion con Nrf2 depende de un mecanismo citoplasmatico (Port et al., 2018).
En conjunto, estos datos sugieren que, bajo tratamiento con oxaliplatino, NUAK1 podria mediar
mecanismos adaptativos a través de sus funciones nucleares, incluyendo la regulaciéon de la

expresiéon de G6PD, cuyo aumento inducido por oxaliplatino fue atenuado al inhibir a NUAK1.

Desde un punto de vista funcional, validamos que la inhibicion de NUAK1 potencia el efecto
citotdxico de oxaliplatino. En lineas celulares de cancer colorrectal, la combinacién de oxaliplatino
con el inhibidor HTH-01-015 produjo un efecto sinérgico sobre la muerte celular. En contraste, HTH-
01-015 por si solo generé un efecto limitado sobre la viabilidad, consistente con un rol
principalmente citostatico, previamente descrito en otros modelos tumorales (Port et al., 2018) (Liu
et al., 2012) (Palma et al., 2023). Dado que oxaliplatino ejerce su efecto citotdxico principalmente a
través de la induccién de dafio genotdxico, evaluamos directamente este parametro y observamos
gue la inhibiciéon de NUAK1 incrementa de manera significativa la fragmentacion del ADN inducida
por el farmaco, lo que sugiere una menor capacidad celular para tolerar o reparar el dafio genético

bajo estas condiciones.

Finalmente, evidenciamos que, al igual que en lineas celulares, en organoides derivados de
pacientes con cancer colorrectal, la combinacidn de oxaliplatino con la inhibicion de NUAK1 aumentd
la muerte celular de forma mas pronunciada que cualquiera de los tratamientos por separado.
Resulta particularmente interesante que este efecto fuera dependiente del estadio tumoral: los
organoides derivados de tumores avanzados mostraron una marcada sensibilidad a la combinacién,
mientras que aquellos provenientes de estadios tempranos presentaron una respuesta limitada. Esto
sugiere que la dependencia de NUAK1 podria incrementarse durante la progresidon tumoral,

reforzando su valor como blanco terapéutico en enfermedad avanzada.

En conjunto, estos resultados indican que NUAK1 contribuye a la tolerancia al oxaliplatino en
cancer colorrectal, probablemente a través de mecanismos metabdlicos nucleares que incluyen la
regulacion de G6PD y la adaptacion al estrés genotdxico. Esta dependencia metabdlica podria ser
explotada terapéuticamente para potenciar la eficacia de oxaliplatino o reducir las dosis
requeridas, con el potencial beneficio de disminuir sus efectos adversos, particularmente la
neurotoxicidad. Ademas, la asociacidn entre altos niveles de NUAK1 y resistencia a oxaliplatino
observada en analisis bioinformaticos refuerza la relevancia clinica de este eje, posicionando a

NUAK1 como un blanco prometedor para estrategias combinadas en cancer colorrectal.
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Conclusiones generales

En conjunto, este trabajo identifica a NUAK1 como una quinasa nuclear clave en la reprogramacion
metabdlica del cancer colorrectal, integrando sefiales metabdlicas con el control del
procesamiento del RNA y la respuesta al estrés genotoxico. Nuestros resultados demuestran que
NUAK1 regula la expresidon de G6PD a nivel postranscripcional, promoviendo la activacién de la
via de las pentosas fosfato y sosteniendo procesos esenciales para la proliferacion, la homeostasis
redox y la supervivencia tumoral. Ademas, evidenciamos que esta dependencia metabdlica
contribuye a la tolerancia al oxaliplatino y que su inhibicidn potencia el daiio al ADN y la muerte
celular, particularmente en modelos de enfermedad avanzada. En conjunto, estos hallazgos
posicionan a NUAK1 como un nodo central entre metabolismo y quimiorresistencia, abriendo
nuevas oportunidades para el desarrollo de estrategias terapéuticas combinadas en cancer

colorrectal. A continuacidn, se enumeran las principales conclusiones para cada objetivo:

Objetivo 1.

1. NUAK1 presenta una localizacion nuclear en cdncer colorrectal.
2. NUAK1 interacciona con hnRNPK en el ntcleo de células de cancer colorrectal.

3. NUAK1 promueve el estado de fosforilacion de hnRNPK.
Objetivo 2.

NUAK1 promueve la expresion de G6PD a través de la regulacion de su empalme.
NUAK1 promueve la actividad de la via Pentosas fosfato.

NUAK1 promueve la generacién de NADPH y la disminucidn del estrés oxidativo.
NUAK1 promueve la sintesis lipidica.

NUAK1 se asocia a la homeostasis de purinas.

La pérdida de NUAK1 disminuye la generacién de energia y la B-oxidacidn.
NUAK1 incrementa su expresidn y localizacidn nuclear frente a oxaliplatino.

NUAK1 es necesario para el aumento en los niveles de G6PD dependientes de oxaliplatino.

L ® N O U R W NPR

La inhibicién de NUAK1, sensibiliza a células de CCR contra oxaliplatino al incrementar el
estrés genotodxico.
10. La inhibicién de NUAK1 sensibiliza organoides derivados de pacientes de CCR contra

oxaliplatino.
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Figura 49. Modelo final propuesto para esta tesis. NUAK1 interacciona en el nucleo de células de
cancer colorrectal con hnRNPK, modulando negativamente su funcién y promoviendo la expresion
de G6PD. Este eje favorece la activacidon de la via de las pentosas fosfato, contribuyendo a la
detoxificacion de ROS, la biosintesis lipidica y la resistencia a oxaliplatino. En contraste, la inhibicién

de NUAK1 sensibiliza a las células de cancer colorrectal a oxaliplatino, incrementando el estrés
genotoxico y la muerte celular.
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Anexo 1. La inhibicion de NUAK1, incrementa el flujo de glucosa a través de la glicélisis. Las células
SW480 fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 durante 24h. Luego, los metabolitos fueron
extraidos y analizados segun lo descrito en la seccion de materiales y métodos. Las barras
representan el promedio y la desviacion estandar. Se realizé un analisis estadistico t-student. NS=no

significativo, **P<0.01, ***P<0.001.
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Anexo 2. La inhibicion de NUAK1 disminuye el flujo a través de la rama oxidativa, pero incrementa
la rama no oxidativa de la PPP. Las células SW480 fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 durante
24h. Luego, los metabolitos fueron extraidos y analizados segln lo descrito en la seccién de
materiales y métodos. Las barras representan el promedio y la desviacién estandar. Se realizé un

analisis estadistico t-student. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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TKT Transketolase 877 - LAE:? :ES[: .ﬂ::gsslunm
B Kinase Gene Name Kinase Family Log:(Score) Score Rank Site Percentile Percentile Rank
v CK1D CSNK1D CK1 . 1 - 1
v CK1G1 CSNK1G1 CK1 - 2 - 2
v CK1A CSNK1A1 CK1 - 3 - 3
v CK1G2 CSNK1G2 CK1 - - - -
v YANK2 STK32B AGC - 13 - 5
v CK1G3 CSNK1G3 CK1 - 7 - 6
v CK1A2 CSNK1A1L CK1 - 10 - 7
v GRK3 GRK3 AGC - 6 - 8
v PLK2 PLK2 Other - 5 - 9
v GRK2 GRK2 AGC - 14 - 10

Anexo 3. NUAK1 regula la fosforilacion de TKT. A) Andlisis obtenido de experimentos de
fosfoprotedmica de células U20S tratadas con un silenciador especifico para NUAK1. B) Andlisis de
potenciales quinasas responsables de fosforilar el residuo determinado para TKT regulado por

NUAK1 a través de The Kinome atlas.
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Anexo 4. La inhibicion de NUAK1 disminuye los niveles de acido palmitico. Las células SW480
fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 durante 24h. Luego, los metabolitos fueron extraidos y
analizados segln lo descrito en la secciéon de materiales y métodos. Las barras representan el
promedio y la desviacién estandar para los niveles de acido palmitico. Se realizé un analisis

estadistico t-student. *P<0.05.
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Anexo 5. Efecto de NUAK1 sobre los niveles de metabolitos del ciclo de Krebs. Las células SW480

fueron tratadas con el inhibidor de NUAK1 durante 24h. Luego, los metabolitos fueron extraidos y

analizados segln lo descrito en la seccién de materiales y métodos. Las barras representan el

promedio y la desviacidn estandar. Se realizé un analisis estadistico t-student. NS=no significativo,

*P<0.05, ***P<0.001.
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