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ABSTRACT

Balanced nucleotide pools are essential to maintain cell integrity. Intracellular purine and
pyrimidine availability rely on de novo nucleotide synthesis pathways and salvage
reactions. These processes are finely regulated to meet cellular demands. Concentrative
nucleoside transporters (hCNTs) are responsible for the uptake of nucleosides and play
an important role in nucleoside salvage pathways. Among hCNTs, hCNT1 and hCNT3
are high affinity pyrimidine transporters, although hCNT3 can also translocate purines.
Regulation of their expression depending on nucleoside availability has been poorly
studied. Therefore, our aim was to study the effect of metabolic changes linked to purines
and pyrimidine availability upon hCNTs regulation. Transcriptional studies demonstrated
that hCNT1 modulation in response to nucleotide metabolic stress stimulus might be
related to its transceptor function. However, hCNT3 expression is determined by the
presence of hCNT1. Furthermore, nucleotide metabolism relies on the formation of
protein complexes and on protein interactions with enzymes from different metabolic
pathways. Therefore, we studied hCNT3 interaction with quinoid dihydropteridine
reductase (QDPR), previously identified in our laboratory as a hCNT3 partner. Since
QDPR prevents tetrahydrofolate (THF) degradation, we hypothesized that the functional
relationship between these two proteins could connect hCNT3 to folate metabolism and
nucleotide metabolism regulation. Our results showing upregulation of hCNT3 by QDPR
pointed toward that direction. In addition, interaction studies using a NanoBRET
approach determined that QDPR and hCNT3 interaction can be modulated by the
imbalance of intracellular nucleoside and not by extracellular nucleoside availability.
QDPR deficiency is characterized by hyperphenylalaninemia and causes neurological
disorders. We studied two cases of QDPR deficiency, caused by different QDPR
variants. The first one, with the ¢.44T>C (p.V15A) variant, presented QDPR low activity
and unaltered urinary pyrimidine levels. The second one c.295+2_ 295+3delTG /
c.68G>A (p.G23D) variant, presented undetectable activity and altered urinary
pyrimidine levels. These alterations suggest a functional link between hCNT3 and QDPR
deficiency. We demonstrated that QDPR activity protecting THF from degradation
conditions hCNT3 and QDPR interaction. These results suggest that hCNT3 plays a role
in the etiology of QDPR deficiency. Our data suggests that the functional link between

hCNT3 and QDPR is related to nucleoside and folate intracellular pools.

Key words: hCNT3, Nucleotides, QDPR, Concentrative Nucleoside Transporters (CNT),
hCNT3, QDPR deficiency, Folate metabolism.
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INTRODUCCION

1. Nucleétidos y su metabolismo

Los nucledsidos son moléculas esenciales para numerosos procesos celulares como la
replicacién del ADN, la sintesis de ARN, la sefalizacién celular y como fuentes de
energia metabdlica. Ellos son compuestos organicos cuya estructura esta formada por
una base heterociclica que contiene nitrégeno y una pentosa, que puede ser una ribosa
para el ARN o una desoxirribosa para el ADN. Ademas de poder ser agrupados segun
la pentosa que posean en su estructura, los nucleésidos pueden clasificarse segun el
tipo de nucleobase. Estas nucleobases pueden ser purinas (adenina o guanina) o
pirimidinas (citosina, timina o uracilo) (Tabla 1). La base estructural de los acidos
nucleicos son los nucledtidos, que no son mas que nucledsidos con por lo menos un
grupo fosfato unido. Segun el grado de fosforilacién pueden existir nucleétidos mono-

di- o tri- fosfato.

Nucleétido mono-fosfato

Nucleésido
(NMP)

Adenina Adenosina Adenosina monofosfato (AMP)
Purinas

Guanina Guanosina Guanosina monofosfato (GMP)

Citosina Citidina Citidina monofosfato (CMP)
Pirimidinas Timina Timidina Timidina monofosfato (dTMP)

Uracilo Uridina Uridina monofosfato (URD)

Tabla 1.- Nomenclatura de nucleobases, nucledsidos y nucleétidos. dTMP: desoxi-nucleétido timidina

monofosfato.

Las funciones de los nucleétidos van mucho mas alla que solo formar parte del ARN o
del ADN. Como energia, los nucledtidos trifosfatos (NTPs) participan en multiples vias
metabdlicas aportando su grupo fosfato como fuente de energia quimica, principalmente
el ATP, la principal molécula portadora de energia de la célula, y GTP. La CTP participa
en la biosintesis de fosfolipidos como la fosfatidilcolina y la UTP es participe del
metabolismo de la glucosa ayudando, entre otras funciones, a la formacion del precursor
de glucosaminoglicanos (Egger y col., 2011), implicado en el mantenimiento de
electrolitos y el balance de los fluidos en la matriz extracelular. También participa en la
glicosilacion de proteinas. La adenosina forma parte de cofactores enzimaticos como el
NAD, FAD o la coenzima A y también, junto a GTP, puede ser segundo mensajero en

forma de cAMP y cGMP, respectivamente. Ademas, la adenosina por si sola esta
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implicada en la regulacion de la neurotransmision, la funcion cardiovascular, la funcion
renal y la respuesta inmunoldgica, gracias a su interaccidn con receptores purinérgicos

(P1) de membrana plasmatica (Burnstock 2017).

Para mantener las reservas de nucleétidos intracelulares, la célula puede obtener
nucleétidos de dos formas distintas: las vias de sintesis de novo de purinas y pirimidinas
o las reacciones de salvamento. Estas ultimas reaprovechan nucledsidos o nucleobases
recuperados del entorno extracelular o producidos en el catabolismo de los acidos
nucleicos (Villa y col.,, 2019; Buj y Aird 2018). En estas vias los nucledsidos y
nucleobases son rescatados por la accion de diferentes reacciones enzimaticas
sencillas para generar ribonucleétidos y desoxiribunocleétidos. En cambio, la sintesis
de novo es un proceso energéticamente costoso que para cubrir su demanda de
carbono y nitrégeno utiliza glutamina, aspartato y diferentes metabolitos generados en
las vias metabdlicas de la pentosa fosfato, serina-glicina y el metabolismo de un
carbono. A través de la via de las pentosas fosfato, mediante la generacién de ribosa 5-
fosfato, se produce la 5-fosforibosa-1-pirofosfato (PRPP), la forma activa de la ribosa,
esencial no solo para la sintesis de novo sino también para las reacciones de
recuperacion de nucleobases. Del metabolismo de un carbono se obtienen los
cofactores 10-formil-tetrahidrofolato y 5,10-metil-tetrahidrofolato (THF), utilizados para
la sintesis de las purinas y de timidina monofosfato (dTMP), respectivamente.
Generalmente, las reacciones de salvamento son la principal fuente de nucledétidos para
células completamente diferenciadas o en reposo (Fairbanks y col., 1995), mientras que
las células con alta tasa de proliferacion, como las células cancerigenas o células del
sistema inmunoldgico, deben apoyarse en la sintesis de novo para cubrir la demanda
metabdlica (Villa y col., 2019; Lane y Fan 2015; Tong y col., 2009).

La alteracion del metabolismo de nucledsidos esta vinculado a patologias como el
cancer, pero también a un gran numero de enfermedades raras producidas por errores
innatos del metabolismo que alteran la actividad de diferentes enzimas de las vias de
biosintesis (Villa y col., 2019; Garcia-Gil y col., 2018; Vander Heiden y DeBerardinis
2017; Balasubramaniam y col., 2014; Camici y col., 2010; Jurecka 2009; Jinnah 2009).
Estas enfermedades raras pueden generar problemas renales, neuropatologias y

defectos inmunolégicos.
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1.1 Metabolismo de pirimidinas

La sintesis de novo de nucleétidos de pirimidinas es una via de 6 pasos catalizada por
tres enzimas, dos de ellas con mas de una funcion catalitica (Figura 1). La primera
enzima, CAD forma un hexamero de dos trimeros (Moreno-Morcillo y col., 2017). Ella
realiza las tres primeras reacciones de la via gracias a sus cuatro dominios funcionales:
glutamina amidotransferasa /carbamoil-fosfato sintasa (CPS-Il), aspartato carbamoil-
transferasa (ATC) y dihidroorotasa (DHO). La formacién del anillo de pirimidina inicia en
el citoplasma a partir de glutamina, bicarbonato y ATP, que después de tres reacciones
secuenciales catalizadas por cada uno de los dominios de CAD, y habiendo gastado
también un aspartato, genera el dihidroorotato (Rabinovich y col., 2015; Grande-Garcia
y col., 2014). Este dihidroorotato luego es convertido en acido orético por la segunda
enzima de la via, la dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH), una enzima ubicada en la
membrana interna de la mitocondria. En esta reaccion DHODH transfiere dos electrones
a la coenzima Q a través de la ubiquinona en la cadena transportadora de electrones,
asociando la via de sintesis de novo de pirimidinas directamente con la cadena
respiratoria (Mailloux 2015). Por ultimo, el acido orético es transformado en dos
reacciones a uridina monofosfato (UMP) por la enzima bifuncional uridina monofosfato
sintasa (UMPS). El anillo de pirimidina es unido a un PRPP en la primera reaccion de la
UMPS. Estas dos ultimas reacciones de la via ocurren nuevamente en el citoplasma y
es a partir del UMP que pueden formarse los nucleétidos CMP y dTMP. Como no existe
un precursor ribonucledtido para el dTMP, este es sintetizado a partir de metilacién del
dUMP, catalizado por la timidina sintasa (TYMS), en una reaccion que necesita del folato
5,10-metil-THF como cofactor. dUMP se forma a partir del dUTP o por desaminacion del
dCMP producto de la hidrdlisis del ADN (Cory y Sato 1983).

Recientemente, fue demostrado que las tres enzimas de la via de sintesis de novo de
pirimidinas junto a la productora de aspartato, la glutamato oxalacetato transaminasa 1
(GOT1) y VDACS3 (voltaje-dependent anion-selective channel protein 3) pueden formar
un complejo multienzimatico al que denominaron pirimidinosoma (Yang y col., 2023).
Gracias a este complejo, las enzimas citoplasmaticas pueden conectarse con la DHODH
en la membrana interna de la mitocondria, a través del canal VDAC3 ubicado en la
membrana externa del organelo. La formacion de esta estructura esta modulada por
AMPK, que puede unirse directamente al pirimidinosoma y evitar su ensamblaje (Yang
y col., 2023).
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Figura 1.- Representacion esquematica del metabolismo de las pirimidinas. Se representa en amarillo
la sintesis de novo de las pirimidinas, hasta la formacién de UMP. Las vias de salvamento estan sefialadas
con fondo verde, mientras que las vias de degradacion se muestran en morado. Acrénimos explicados en

el texto. Tomado de Perez-Torras y col., 2019.

En células de mamifero, las nucleobases uracilo, citosina y timina no pueden ser
recuperadas por enzimas fosforibosil transferasas (Li y col., 2007) ni pueden ser
convertidas a orotato para entrar de nuevo a la via de sintesis de novo y por eso las
nucleobases de pirimidinas no son recuperadas de forma eficiente (Pérignon y col.,
1987). La recuperacion de las pirimidinas se logra por la fosforilacion de los
(d)nucledsidos para formar (d)NMPs en reacciones sencillas dependientes de ATP.
Estas reacciones son catalizadas por las enzimas uridina-citidina quinasa 1 y 2 (UCK1
y UCK2), desoxicitidina quinasa (dCK) y timidina quinasa 1 y 2 (TK1 Y TK2). La

desoxicitidina y la citidina pueden ser convertidas en desoxiuridina y uridina por la
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citidina desaminasa (CDA) respectivamente. Luego, la uridina puede ser fosforilada a
UMP por la UCK. Este cambio de bases de C a U también puede ocurrir a partir de las

formas monofosfato (Evans y Guy 2004).

La degradacion del anillo de pirimidina genera metabolitos que pueden alimentar otras
vias metabdlicas. Las vias de degradacién de las pirimidinas utilizan las mismas
enzimas para todas las moléculas. dTMP y dUMP son desfosforilados hasta volver a
generar sus nucleobases timina y uracilo. La citidina es desaminada a uridina y luego
todas las bases son degradadas a (-alanina o 3-aminoisobutirato (B-AlIB). La B-alanina
luego es convertida a malonil-CoA y es utilizada para la sintesis de acidos grasos y la
B-AIB es convertida en metilmalonil-CoA 'y luego a succinil-CoAy utilizada en el ciclo del

acido tricarboxilico.

1.2 Metabolismo de purinas

A diferencia de las pirimidinas, toda la sintesis de las purinas ocurre en el citoplasma.
La sintesis de novo de las purinas es una via de 10 reacciones enzimaticas secuenciales
catalizadas por 6 enzimas diferentes (Figura 2). El objetivo de la via es la formacién de
un anillo de purina directamente sobre la estructura de un fosforibosil pirofosfato (PRPP)
y asi generar una inosina 5’-monofosfato (IMP). En estos 10 pasos secuenciales de la
via, el anillo de purina es sintetizado a partir de varios sustratos tales como la glutamina,
glicina, aspartato, bicarbonato y el 10-formil-THF. Después de su formacion, el
intermediario IMP puede ser convertido a guanosina 5-monofosfato (GMP) o a
adenosina 5’-monofosfato (AMP). La primera reaccion de la via convierte al PRPP, un
producto de la via de la pentosa fosfato, a 5-fosforibosilamina (PRA), en una reaccién
catalizada por la PRPP aminotransferasa (PPAT). Las dos reacciones siguientes son
realizadas de forma secuencial por dos de los tres dominios funcionales de la enzima
GART: la fosforibosil-glicinamida sintasa (GARS) y la glicinamida-ribonucleétido
transformilasa (GARTfasa), que generan un ribonucleétido N-formilglicinamida (FGAR).
Luego, en el cuarto paso se genera ribonucleétido N-formilglicinamida (FGAM) por la
fosforibosil formilglicinamida sintasa (FGAMS). En este punto, el tercer dominio de
GART, la fosforibosil-aminoimidazol sintasa (AIRS) genera un ribonucleétido
aminoimidazol (AIR). Los siguientes pasos, seis y siete, son catalizados por otra enzima
multifuncional, PAICS (fosforibosil-aminoimidazol carboxilasa (CAIRS) / fosforibosil-
aminoimidazol succino-carboxamida sintasa (SAICARS), generando ribonucle6tido N-

succinocarboxamida-5-aminoimidasol (SAICAR). SAICAR luego es transformado a
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ribonucledtido aminoimidazol-4-carboxamida (AICAR) por la enzima adenosuccinato
liasa (ADSL). En los dos ultimos pasos por la via, catalizados ambos por acciones
secuenciales de la 5-aminoimidazol-4-carboxiamida formiltransferasa AICART / IMP
ciclohidrolasa (ATIC), generan 5-formamido-4-imidazol-carboxamida ribonucleétido

(FAICAR) y luego inosina monofosfato (IMP).

Las purinas también pueden ser obtenidas a través de las reacciones de recuperacion,
que ocurren principalmente a partir de la adenina, guanina e hipoxantina. Estas
nucleobases pueden ser fosforibosiladas a sus nucleétidos correspondientes en
reacciones catalizadas por dos enzimas, la hipoxantina fosforibosiltransferasa 1
(HPRT1), que cataliza la conversion de las nucleobases hipoxantina y guanina a IMP o
GMP, respectivamente, y la enzima adenina fosforibosiltransferasa (APRT), que cataliza
la conversion de adenina a AMP. Estas dos enzimas transfieren un PRPP a cada una
de las nucleobases, por lo que la disponibilidad de esta molécula regula y vincula la

sintesis de novo y la via de salvamento.

La actividad de las enzimas de las vias de sintesis de novo de las purinas puede ser
regulada por su estado de oligomerizacion. Por ejemplo, GART forma dimeros, PAICS
octameros, ADSL tetrameros y ATIC esta en equilibrio monémero-dimero, en funcién de
la cantidad de sustrato presente en el medio (Vergis y col., 2001). Ademas, para que la
sintesis de novo de las purinas pueda ocurrir, las enzimas de la via deben formar en el
citoplasma un complejo multienzimatico transitorio y ordenado denominado purinosoma,
capaz de formarse cuando hay un aumento en la demanda de purinas intracelulares
(Frenchy col., 2016; Chan y col., 2015; An y col., 2008). Esta estructura se ubica cerca
de la mitocondria para aprovechar el ATP y los sustratos generados por el organelo para
asegurar un correcto flujo metabdlico por proximidad y por estabilizacion de productos

intermediarios (De Vitto y col., 2021).

A diferencia de las pirimidinas, el anillo de las purinas no puede ser degradado, por lo
que el catabolismo de las purinas lleva a la produccion de acido urico que luego es
excretado en la orina. El AMP debe ser convertido a IMP o adenosina para generar
inosina y posteriormente hipoxantina. A partir de la guanina y de la hipoxantina pueden
generarse xantina. El ultimo paso, catalizado por la xantina oxidasa (XO), produce &cido

urico con produccion en paralelo de peroxido de hidrogeno.
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Figura 2.- Representacion esquematica del metabolismo de las purinas. La glicolisis y la via de las
pentosas fosfato generan PRPP, indicado en color rojo. Se representa en verde la sintesis de novo de las
purinas, hasta la formacién de nucledsidos monofosfato. El salvamento de las purinas se da a partir de
guanina, hipoxantina y adenina, siendo necesario también un PRPP, y estan sefialadas en color amarillo.

Acrénimos explicados en el texto. Tomado de Pedley y Benkovic 2017.

1.3 Regulacion

de los niveles de nucleétidos

El mantenimiento de los niveles de nucleétidos y la rapida respuesta a los cambios en

sus niveles son procesos a los que la célula debe responder rapidamente para mantener
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su viabilidad y proliferacion. Esto implica que los niveles de nucleds(t)idos
citoplasmaticos deben ir variando en funcion de las necesidades celulares y en funcién
del ciclo celular. Ademas, asi como estas moléculas pueden ser necesarias para
diferentes procesos metabdlicos, las cantidades intracelulares de purinas y pirimidinas
no son iguales. Existen diferencias en las concentraciones fisioldégicas de cada uno de
los cuatro tipos de NTPs y dNTPs y sus cantidades son finamente reguladas en funcion
al ciclo celular y a las necesidades celulares (Traut 1994) para asegurar la proliferacién

y el crecimiento, y evitar el estrés metabdlico.

El trabajo coordinado de dos enzimas permite a la célula mantener los niveles éptimos
de dNTPs, en una regulacion basada en sintesis y degradacion y dependiente del ciclo
celular. Cuando se sintetizan los nucledtidos trifosfatos (NTP), estos pueden ser
utilizados para la sintesis de ARN. Sin embargo, para poder ser incorporados a las
cadenas nacientes de ADN son necesarios dNTPs. Los dNDPs se obtienen en el
citoplasma a partir de la reduccién del grupo 2’-OH del anillo de ribosa de los NDPs por
la enzima ribonucledtido reductasa (RNR) (Nordlund y Reichard 2006). RNR es una
enzima hetero-tetramérica que consta de dos subunidades a que forman la proteina R1
y dos pequenas subunidades 3 que forman la proteina R2. Estas proteinas pueden tener
una regulacién alostérica que responde a los niveles de ATP, dATP, dGTP y dTTP y que
permite que se haga un ajuste en la especificidad de la enzima para los cuatro sustratos
NDPs, en funcion de la necesidad metabdlica (Hofer y col., 2012). Una vez reducidos
los dNDPs, la enzima nucledsido difosfato quinasa (NDPK) puede convertirlos en
dNTPs. Como ya se comentd, la sintesis de dTMP (un nucleétido unico del ADN) se da
por metilacion del dUMP por la timidilato sintasa (TYMS) en una reaccion dependiente
de una unidad de un carbono. La sintesis de dTMP es regulada por la asociacion y
desplazamiento al nucleo de las enzimas que lo sintetizan al inicio de la fase S del ciclo
celular. TYMS también es regulada a nivel transcripcional y a nivel de proteina en funcion
del ciclo celular (Lan y col., 2018). Cuando la sintesis de ADN finaliza, los niveles de
dNTPs deben ser regulados nuevamente, esta vez para remover el excedente y evitar
dafos celulares provocados por el desbalance en los reservorios. La enzima SAMHD1
es la encargada de degradar los dNTPs a su respectivo (d)nucledsido y a sus fosfatos
(Powell y col., 2011; Goldstone y col., 2011), sobre todo en la fase G1 del ciclo celular,

donde su expresion se ve aumentada (Franzolin y col., 2013).

Mas alla de la accion de la RNR y de SAMHD1, existe una regulacion a nivel de vias
metabdlicas de nucledsidos. Como ya se ha explicado anteriormente, las vias de
sintesis de purinas y pirimidinas estan activas durante los procesos de alta proliferacion.

Varias de las enzimas que participan en la via de sintesis de las pirimidinas, pueden ser
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reguladas de forma alostérica por diferentes productos de sus vias, como es el caso de
las enzimas CAD y PPAT (Evans y Guy 2004; Graves, Guy, Kozlowski, Huang,
Lazarowski, Pope, Collins, Dahlstrand, Earp, y col., 2000). EI dominio funcional CPS de
CAD puede ser inhibido por el producto final de la via, el UTP, pero también puede ser
activado alostéricamente por PRPP (Evans y Guy 2004). Los nucledtidos de adenina y
de guanina también pueden controlar la via de sintesis de las purinas en diferentes
puntos. Algunas de las enzimas inhibidas alostéricamente por ellos son las enzimas
PRPP sintetasa, y la PPAT, primera enzima de la sintesis de novo. AMP y GMP también
pueden regular su sintesis a partir de IMP por inhibicion de las enzimas ADSS y a
IMPDH, respectivamente (Lane y Fan 2015). La PRPP sintetasa también puede ser
activada por fosforilacién durante la progresién del ciclo celular, a través de la actividad
de CDK1 (Jing y col., 2019).

Un elemento importante en el mantenimiento de la homeostasis celular es mTORCA1.
Esta proteina quinasa puede controlar procesos de biosintesis de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos, respondiendo rapidamente a cambios en los niveles de nutrientes y
sefales de crecimiento. La via PI3K/AKT/mTORC1 es activada por factores de
crecimiento y senales hormonales (Ali y Ben-Sahra 2023; Pareek y col., 2021). La p70
S6 quinasa, activada por mTORC1, puede activar por fosforilacion a CAD (Ben-Sahra y
col., 2013; Robitaille y col., 2013) y promover el metabolismo de un carbono para la
produccion de cofactores folatos necesarios para la sintesis de purinas y dTMP (Ben-
Sahra y col., 2016). La GTPasa activadora de mTORC1, Rheb, también interactia con
CAD y aumenta su actividad (Sato y col., 2015). La actividad de mTORC1 al mismo
tiempo puede ser regulada por los niveles de purinas (Hoxhaj y col., 2017; Emmanuel y
col., 2017). Otras vias que regulan la expresion de genes de las enzimas del
metabolismo de los nucledtidos son las vias de sefalizacion MAPK, mas
especificamente a través de ERK, una via que estimula la actividad de Myc (Ali y Ben-
Sahra 2023). ERK puede fosforilar directamente a la enzima PFAS y asi aumentar la

via de sintesis de las purinas.

Ademas de la regulacion postraduccional, la biosintesis de nucledsidos esta regulada
por diferentes factores de transcripcion, entre los que destaca c-Myc, quien no solo
controla los genes que codifican para las enzimas de las vias de sintesis de novo de los
nucleotidos, sino también de las vias metabdlicas que los alimentan (Satoh y col., 2017;
Liu y col., 2008; Mannava y col., 2008).

En la sintesis de novo de las purinas, c-Myc puede regular transcripcionalmente a PPAT

y a PAICS (Mannava y col., 2008), y también puede aumentar la expresion de CAD,
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UMPS y CTPS (CTP sintetasa) en la sintesis de novo de pirimidinas (Wangy col., 2021).
Su mutacién o sobreexpresion se asocia a una proliferacion celular descontrolada y al
desarrollo del cancer como consecuencia de una reprogramacion metabdlica. En
cancer, la expresion de MYC esta frecuentemente alterada. Estudios multi-6micos en
cancer colorectal demostraron que MYC regula la reprogramacion metabdlica global en
tumores colorrectales, controlando la expresion de gran nimero de genes, sobre todo
en etapas tempranas de la progresion tumoral (Satoh y col., 2017). Los genes afectados
son participes de las vias de sintesis de purinas y pirimidinas, de la via de las pentosas
fosfato, las vias de oxidacién de acidos grasos, el metabolismo de 1C, entre otras, asi

como los transportadores de estas vias (Satoh y col., 2017).

Recientemente se demostré que el desbalance en los niveles de nucleétidos puede
inhibir la proliferacién celular, sin alterar el crecimiento celular, pero este desbalance no
es detectado por las vias de regulacion metabdlica clasicas como mTORC1, AKT o
AMPK (Diehl y col., 2022). A pesar de que la deplecion de nucledsidos puede inhibir el
crecimiento celular y la proliferacién, aun es incierto como las células son capaces de

detectar los cambios en los niveles de nucledsidos.

2. Transportadores de nucleésidos

Para que la célula pueda reutilizar los nucleésidos y las nucleobases producto de la
degradacion de nucleétidos en otros tejidos o provenientes de la dieta, estos primeros
deben ser internaizados por transportadores especializados. Los transportadores de
nucleésidos (Nucleoside transporters - NTs) son los encargados del movimiento de
nucledsidos y nucleobases a través de la membrana plasmatica o de algunos
compartimientos intracelulares. Los transportadores juegan un papel importante en las
vias de salvamento de nucledsidos naturales, pero también tienen relevancia en la
terapia antineoplasica y antiviral ya que a través de ellos pueden ser transportados

farmacos derivados de nucledsidos.

Los transportadores de nucledsidos humanos estan agrupados en dos grandes familias
génicas, pertenecientes a la superfamilia de los Solute Carriers (SLC) y no relacionadas
evolutivamente entre ellas: SLC28 y SLC29. En estas dos familias se clasifican los
transportadores concentrativos (CNTs) y equilibrativos (ENTs) de nucledsidos,
respectivamente. Evolutivamente los CNTs se expresan en muchas eubacterias y

eucariotas, mientras que los ENTs estan presentes Unicamente en eucariotas. Los CNTs
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son transportadores Na-dependientes de gran afinidad (Tabla1), que mueven

nucledsidos en contra de su gradiente de concentracion, mientras que los ENTs son

proteinas que permiten el transporte bidireccional y facilitado de nucledsidos vy

nucleobases, con una afinidad inferior a la que tienen los CNTs (Young y col., 2013; Yao
y col.,, 2011; Baldwin y col.,, 2004) (Tabla 1). En el caso de ENT4, ademas de

nucledsidos, puede transportar monoaminas.
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(SLC29A3) Timidina ND
Guanosina ND
Adenosina 1900
Inosina ND
Uridina 2000

Tabla 1.- Selectividad de sustrato de los transportadores concentrativos y egqilibrativos de
nucleésidos. Constantes de afinidad aparente (Km) expresadas en yM. Adaptado de Pastor-Anglada y
Perez-Torras 2018).

2.1 Transportadores concentrativos de nucleésidos

La familia génica SLC28 comprende tres proteinas transportadoras: hCNT1, hCNT2 y
hCNT3 (Ritzel y col., 2001; Ritzel y col., 1998; Ritzel y col., 1997), codificadas por los
genes SLC28A1, SLC28A2 y SLC28A3, respectivamente. Los hCNTs pueden ser
diferenciados en funciéon a su afinidad: hCNT1 es un transportador especifico de
pirimidinas, hCNT2 de purinas y hCNT3 es el Unico capaz de transportar ambos tipos
de nucledsidos (Figura 3). Sin embargo, todos pueden transportar uridina, aunque con

diferentes afinidades.

Citidina

Timidina
Guanosina Guanosina
Citidina Adenosina Adenosina
Timidina Inosina @ Inosina
@ 1 Uridina @ 11 Uridina @ 91 Uridina
Citoplasma
hCNT1 hCNT2 hCNT3
(SLC28AT) (SLC28A2) (SLC28A3)

Figura 3.- Esquema representativo de los transportadores concentrativos de nucleésidos humanos
(hCNTSs).

Los CNTs acoplan el transporte de nucledsidos al transporte de iones de Na con una
estequiometria Na*/nucledsido de 1:1 para hCNT1 y hCNT2, mientras que para hCNT3
es 2:1. hCNT3 también puede utilizar protones, pero en ese caso la estequiometria se

modifica a 1:1. La localizacion de los hCNTs se ha descrito sobre todo en membrana
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plasmatica, pero para hCNT3 fue descrita una variante de splicing que es retenida en la

membrana del reticulo endoplasmatico (Errasti-Murugarren y col., 2009).

Hasta el momento, hCNT3 ha sido el unico transportador concentrativo humano en ser
cristalizado y su elucidacién permiti6 demostrar que su estructura cuaternaria
corresponde a un homo-trimero (Zhou y col., 2020), confirmando asi estudios previos
de crosslinking (Stecula y col., 2017). La elucidacién previa de las estructuras de CNTs
de Vibrio cholerae (vcCNT) (Johnson y col., 2012) y de Neisseria wadsworthi (\wCNT)
(Yao y Young 2018), asi como diferentes estudios de homologia, permitieron plantear
una posible estructura y disposicion de los monémeros de hCNTs. Los CNTs procariotas
cuentan con 8 dominios transmembrana (Johnson y col., 2012; Hirschi y col., 2017). A
partir de esta informacion, la prediccion de la estructura de los hCNTs mostré tres
dominios adicionales que no se encuentran en procariotas por lo que se pudo establecer
que la estructura monomérica de los hCNTs cuenta de 11 dominios transmembrana
(TM1-11) y sus extremos quedan ubicados en lados contrarios de la membrana celular
(Figura 4) (Mulinta y col., 2017). En la cara extracelular de la membrana citoplasmatica
queda expuesto el extremo C-terminal que cuenta con multiples sitios de glicosilacion
(Mulinta y col., 2017; Hamilton y col., 2001), mientras que la region N-terminal es
citoplasmatica y especifica de organismos eucariotas (Johnson y col., 2012; Hamilton y
col., 2001). Las colas N-terminal son especificas para cada tipo de transportador y tienen
longitudes de 83, 80 y 103 aminoacidos para los transportadores hCNT1, hCNT2 y
hCNT3, respectivamente. Este N-terminal no esta vinculado a la capacidad del
transporte de ninguna de las isoformas (Hamilton y col., 2001). Por su ubicacién
citoplasmatica, esta region ha sido postulada como un sitio de uniéon probable de
proteinas de interaccion. En el caso de hCNT3, galectina 4 (Gal-4) fue identificada como
una proteina de interaccién en colon utilizando la regién N-terminal completa como cebo

en un ensayo de GST-pull down y proteémica (Fernandez-Calotti y col., 2016).

cytoplasm

Figura 4.- Topologia predicha para los hCNTs. La topologia de hCNT3 fue predicha a partir de
homologias con su contraparte en V. cholerae. Tomado de Mulinta y col., 2017.
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2.2 Transportadores equilibrativos de nucleésidos

Los hENTs se dividen en cuatro subtipos: hENT1, hENT2, hENT3 y hENT4,
correspondientes a los genes SLC29A1, SLC29A2, SLC29A3 y SLC29A4 de la familia
geénica SLC29, respectivamente. Ellos median el transporte facilitado de nucledsidos y
nucleobases, con distintos grados de afinidad (Tabla 1). Todos ellos, a excepcién de
ENT4, tienen una amplia permeabilidad y pueden transportar tanto purinas como
pirimidinas (Young y col., 2013; Pastor-Anglada y col., 2018). Evolutivamente, los ENTs
no tienen homologia estructural con los CNTs, e incluso carecen de proteinas
homologas en organismos procariotas (Young y col., 2013). Otra diferencia con los
hCNTs es que su transporte, al ser facilitado, no depende de un co-transporte de Na*
sino de un gradiente de concentracién del sustrato. hENT1 y hENT2 son los
transportadores equilibrativos mas estudiados (Figura 5) y pueden ser diferenciados
entre ellos porque hENT1 es mas sensible al inhibidor nitrobenziltioinosina (NBTI) que
hENT2, con Kis en el rango nM y uM respectivamente. Sin embargo, ambos pueden ser

inhibidos por dipiridamol.

Citidina Citidina
Timidina Timidina
Guanosina Guanosina
Adenosina Adenosina
Inosina Inosina
Uridina Uridina

Citoplasma

hENT1 hENT2
(SLC29AT) (SLC29A2)

Figura 5.- Esquema representativo de los transportadores equilibrativos de nucleésidos (hRENT1 y
hENT2) humanos.

La estructura cristalografica de hENT1 fue elucidada en complejo con S-4-nitrobenzil-6-
tioinosina (NBMPR/NBTI) y dilazep, dos inhibidores de recaptaciéon de adenosina
(Wright y Lee 2019), y este trabajo permitié determinar que hENT1 tiene 11 dominios
transmembrana, con un extremo N-terminal citosdlico y un C-terminal extracelular
(Figura 6). La estructura es asimétrica, con 6 hélices formando el dominio N y 5 hélices

formando el dominio C. Aunque en principio funcionan como mondémeros, se sabe que
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este transportador puede formar también estructuras oligoméricas (Grané-Boladeras y
col., 2016).

+ & structural topology

./ Extracellular loop

JM8 T™M10

LA TM2 M4 N TM6 )/XW
Out

In
TM3 ™7 TM9
™1 TM5 TM11

Figura 6.- Topologia de hENT1. Los dominios N-y C- terminal estan representados de color azul y naranja,
respectivamente. Modificado de Wright y Lee 2019.

Los hENTs estan ampliamente distribuidos y pueden ser encontrados en la mayoria de
las células del organismo (Boswell-Casteel y Hays 2017). hENT1 y hENT2 estan
ubicados en la membrana plasmatica y se distribuyen en muchos tipos de tejidos
mediando el transporte de un amplio rango de nucledsidos de purinas y de pirimidinas,
aunque también pueden transportar nucleobases (ENT2 mejor que ENT1) (Yao y col.,
2011; Baldwin y col., 2004). hENT3 también estd ampliamente distribuido y tiene amplia
selectividad de sustrato, pero, a diferencia de hENT1 y hENTZ2, se ubica principalmente
en membranas internas de lisosomas y mitocondria (Baldwin y col., 2005; Govindarajan
y col., 2009). hENT1 también ha podido ser detectado en la mitocondria, y en la
envoltura nuclear (Lee y col., 2006;Lai y col., 2004; Mani y col., 1998). En envoltura
nuclear también fueron detectadas dos isoformas de hENT2, producto de splicing
(Grafié-Boladeras y col., 2016). hENT4 se diferencia del resto de los hENTs por ser
evolutivamente divergente. hENT4 se localiza en la membrana plasmatica y puede
transportar adenosina con baja afinidad a pH extracelular bajo (Barnes y col., 2006) pero
también puede transportar monoaminas por lo que primero fue clasificado como un
transportador de cationes organicos (Engel y col., 2004). En hENT1 y hENT2 el
transporte de adenosina puede ser regulado por pH en células HUVECs (Celis y col.,
2017). Ademas, esta descrito que hENT3 puede transportar acidos biliares en lisosoma
y que este transporte es dependiente de un pH acidico (Persaud y col., 2021). Los

hENTs tienen relevancia clinica ya que pueden mediar el transporte de diferentes
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farmacos basados en nucledsidos utilizados en tratamientos antineoplasicos o

antivirales (Pastor-Anglada y col., 2018; Yao y col., 2011; Zhang y col., 2007).

2.3 Ubicacion tisular y celular de los transportadores de nucleésidos

La distribucion en los tejidos, asi como los niveles de expresién, pueden variar segun
los diferentes transportadores. La expresion de ARNm de los hCNTs esta ampliamente
distribuida en muchos tejidos especializados, principalmente en epitelio intestinal y renal
(Elwi y col., 2006; Ritzel y col., 2001), siendo hCNT3 el que tiene la distribucion mas
amplia. Se han encontrado niveles altos de ARNm de hCNT3 en pancreas, medula ésea
y glandula mamaria, y en niveles mas bajos en intestino, pulmon, prostata, testiculos y
rindn (Ritzel y col., 2001). También se ha detectado en cerebro, en macréfagos y
monocitos y traquea. hCNT2 se expresa abundantemente en el sistema nervioso
central, asi como también en el corazén, musculo esquelético, higado, rifidn, intestino,
pancreas y placenta. Por su parte, hCNT1 se expresa en cerebro, rindn, intestino
delgado e higado. Los tres hCNTs pueden ser detectados en 6rganos con caracteristicas
(re)-absortivas como el intestino, higado o rifién, lo cual también les otorga un papel
relevante en la farmacocinética de sus derivados de uso terapéutico. En estos tipos de
epitelios polarizados, los transportadores pueden conseguirse distribuidos en distintos

dominios de la membrana.

Los hENTs son mucho mas ubicuos que los hCNTs. Sin embargo, sus niveles de
expresion pueden ser variables entre diferentes tejidos. Para el transportador
equilibrativo hENT1 se ha descrito una expresién alta en, entre otros, placenta,
eritrocitos, sistema nervioso central, corazon, higado, pulmén y colon (Pennycooke y
col., 2001; Jennings y col., 2000), mientras que hENTZ2 abunda en endotelio vascular,
corazoén, sistema nervioso central, placenta, timo, pancreas, préstata, rindén, y muasculo
esquelético. hENT3, si bien en membrana lisosomal, esta muy expresado en placenta.
Si se analiza la distribucién de los diferentes transportadores, se hace notoria su
redundancia en los diferentes tejidos. Al estudiar la localizacién de estos transportadores
en epitelios polarizados se ha podido observar que, los hCNTs se ubican
preferentemente en la membrana apical, a diferencia de los hENTs, preferentemente
ubicados en la membrana basolateral (Figura 7) (Mangravite y col., 2001; Mangravite y
col., 2003; Lai y col., 2002 Errasti-Murugarren y col., 2007). Este tipo de distribucién
favorece el flujo transepitelial de nucledsidos, sobre todo en epitelios absortivos y re-

absortivos como en el tracto gastrointestinal, en epitelio renal o en el higado. El
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movimiento de nucledsidos en una direccién se conseguiria gracias a la capacidad de
concentrar de los CNTs y de su ubicacion en la cara apical de las células que conforman
estos tejidos. Los CNTs permitirian la entrada de nucledsidos a la célula, mas no la
salida. EI movimiento bidireccional de nucleésidos estaria a cargo de los hENTSs, en las
membranas basolaterales. Segun el modelo celular, esta distribucion asimétrica de
transportadores puede ser variada. En rifidn, por ejemplo, hENT1 puede ubicarse
también en la cara apical (Damaraju y col., 2007). El modelo explicado previamente se
corresponderia a la distribucion en enterocitos y células renales (Errasti-Murugarren y
col., 2007; Lai y col., 2002) donde la fuente principal de obtencién de nucledsidos es de

los alimentos o de vias excretoras.

El higado es el érgano con la mayor tasa de sintesis de nucledsidos de purinas y
pirimidinas en el organismo. Por lo tanto, la distribucion de transportadores de
nucledsidos en sus membranas se ajusta a esta caracteristica. En este 6rgano, hCNT1
y hCNT2 estan expresados en mayor abundancia que hCNT3 (Govindarajan y col.,
2009) y pueden detectarse en la membrana sinusoidal, en contacto con el sistema
circulatorio, y también en la membrana canalicular, en contacto con el canaliculo biliar.
En ambas membranas los hCNTs estan acompafados por hENT1 ya que hENT2 solo

esta ubicado en la membrana sinusoidal.

Intestino Rifién

®
o =

BM AM

4= hCNT1 —

boe

BM

Higado
<~ hCNT1 —

— hCNT1 = ‘./
- -
MS

Figura 7.- Representacion esquematica de la distribucién de los transportadores de nucledsidos en
la membrana plasmatica de células de epitelio absortivo. Se muestra la distribucién en enterocito
(intestino), célula del tubulo renal (rifidn) y hepatocito (higado). MB: membrana basal; MA: membrana
apical; MS: membrana sinusoidal; MC: membrana canalicular. Adaptado de; Young y col., 2013 Errasti-
Murugarren y Pastor-Anglada, 2010
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2.4 Regulacién de los transportadores de nucleésidos

La expresion de los transportadores de nucledsidos cambia en funcion del estado de
diferenciacion de las células y su expresion se ha visto disminuida en diferentes tipos
de cancer (Boces-Pascual y col.,, 2021; Urtasun y col., 2017; Farre y col., 2004;
Pennycooke y col., 2001; Dragan y col., 2000). Los analisis de expresiéon de hCNT1,
hENT1 y hENT2 en diferentes tipos de tumores ginecoldgicos, mostraron que la
expresion de hCNT1 es la que se pierde mas frecuentemente en ellos (Farre y col.,
2004). En hepatocarcinoma, los cambios en la expresion de hENT1, hENT2, hCNT1 y
hCNT3 han sido vinculados a un aumento en la quimio-resistencia a los tratamientos
(Carter y col., 2021; Pastor-Anglada y Perez-Torras 2015). Ademas en muchas de las
lineas celulares disponibles la expresion de los hCNTs esta disminuida o es incluso

ausente (Pastor-Anglada y col., 2018).

La relevancia de la ubicacion tisular y celular de los transportadores fue comentada
previamente. Para lograr la distribucién que tienen los trasportadores en el epitelio
absortivo el trafico hacia la membrana debe estar muy bien regulado, aspecto que ha
sido abordado por nuestro grupo de investigacion. Los transportadores CNT1, CNT2 y
CNT3 son regulados de forma coordinada por la proteina RS1 (Errasti-Murugarren y
col., 2012). RS1 puede modular el trafico de los CNTs desde la red trans-Golgi hasta la
membrana plasmatica, lo que regula a su vez la actividad de los transportadores. hCNT3
también puede ser modulado por sus proteinas de interaccidon. Gal-4 es una proteina
que juega un papel importante en las células epiteliales, regulando la ubicacién apical
de diferentes glicoproteinas. Esta lectina forma parte del interactoma de hCNT3,
promoviendo su localizacion y retencion en la membrana apical en células de cancer de
colon (Fernandez-Calotti y col., 2016). En células de leucemia linfocitica crénica (LLC)
el acido trans-retindico puede promover el trafico a la membrana plasmatica de hCNT3
por induccién de la transcripcion y secrecién de TGF-f1 y mediante un mecanismo de
sefializacion a través de RhoA y ERK1/2 (Fernandez-Calotti y Pastor-Anglada 2010).
Para hCNT1, se demostré que el transportador es glicosilado y que el estado de
glicosilaciéon puede modular su actividad y ubicacién en la membrana plasmatica (Perez-
Torras y col., 2019), por lo que la regulacion de los transportadores también puede venir

dada por modificaciones postraduccionales.

Existen otros elementos que pueden regular la actividad de los CNTs mas alla de su
localizacién en la membrana. En células epiteliales de intestino de rata, la actividad y

expresion de rCNT2 es regulada por el glucocorticoide dexametasona, un agente de
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diferenciacion de células intestinales, afectando también la expresion de rCNT1 pero no
su actividad (Aymerich y col., 2004). Ademas, rCNT2 puede estar bajo control
purinérgico y se ha planteado una interaccion entre el transportador y el receptor de
adenosina A en higado (Duflot y col., 2004), pero también con los receptores A1 y Aza
en neuronas (Medina-Pulido y col., 2013). La actividad de rCNT3 también puede ser
modulada por ATP y adenosina a través de los receptores P2Y y A2a, respectivamente,
en una modulaciéon dependiente de si el estimulo se encuentra en la cara apical o
basolateral del colangiocito y dependiente de cAMP/PKA/ERK/CREB vy de fosforilacién
de AMPK (Godoy y col., 2014).

Existe poca informacion sobre la regulacion transcripcional de los hCNTs. En
hepatocitos se sabe que hCNT1 es modulado por el factor nuclear 4a (HNF4a), quien
puede unirse al dominio DR-1 del promotor del gen (Klein y col., 2009; Fernandez-
Veledo y col., 2007). En adenocarcinoma pancreatico y cancer colorrectal hCNT1 esta
regulado por los miRNAs miR-106a y miR-17 (Boces-Pascual y col., 2021). El gen de
CNT2 puede ser activado por el factor nuclear de hepatocitos 3y (HNF3y), por C/EBPs
(CCAAT enhancer-binding protein-a) y por el factor de crecimiento- (TGF- B) (Yee y
col., 2009; Fernandez-Veledo y col., 2007; Valdes y col., 2006). En células de hepatoma
de rata se propuso a las citoquinas IL-6 y TNF-a como las principales reguladoras de
rCNT1 (Fernandez-Veledo y col., 2004). El aumento de la expresién se da por vias
independientes: la regulacion por IL-6 es dependiente de MAPK pero la via PI3K
quinasa/Akt es quien media la regulacion por TNF-a (Fernandez-Veledo y col., 2004).
En intestino de ratas se estudio la expresion de estos dos transportadores en funcion
del estado nutricional. Estos experimentos mostraron que la carencia de nucledsidos en
la dieta de estos animales podia incrementar de forma especifica la expresion de CNT1
en intestino delgado y en el corazén (Valdes y col., 2000), permitiendo relacionar la
expresion de los transportadores a una respuesta de regulacion transcripcional en
funcion del desbalance de metabolitos en el medio extracelular. Sin embargo, los

mecanismos moleculares que llevan a estar regulacion aun estan por determinarse.

La regulacion de los ENTs ha sido mucho mas estudiada y la regulacion por
modificaciones postraduccionales esta bien descrita. hENT1 y hENT2 pueden ser
glicosilados en el loop entre los dominios transmembrana 1 y 2 y esta glicosilacion
determina la localizacién de los transportadores en la membrana plasmatica (Bicket y
Coe 2016; Ward y col., 2003). Para hENT1 la importancia de esta glicosilacién van mas
alld ya que puede regular su actividad y la capacidad de interaccion entre sus
monomeros (Bicket y Coe 2016). De la misma forma, muchas quinasas han sido

relacionadas con la regulacion de los ENTs y su ubicacion en la membrana plasmatica
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en diversos modelos de mamiferos. hENT1 puede ser fosforilado por las proteinas
quinasas A (PKA) y C (PKC) (Grané-Boladeras y col., 2019; Reyes y col., 2011; Coe y
col., 2002) en el loop de unién de los dominios transmembrana 6 y 7. Posteriormente se
demostré que hENT2 también puede ser fosforilada por CKIl (Grafé-Boladeras y col.,
2019). La fosforilacion de los transportadores y su posterior ubicacion en membrana
estaria aumentando la posibilidad de formacién de oligémeros, que segun el tipo (homo-
oligbmeros o hetero-oligémeros) podrian modular las afinidades del transporte (Grané-

Boladeras y col., 2019).

La regulacion de ENT1 y ENT2 ha sido ampliamente estudiada en diferentes
condiciones fisiopatologicas como la vasoconstriccion, modelos de diabetes o en
hipoxia. Esta ultima puede llevar a cambios en la expresion de hENT1 y hENT2, y por
tanto a cambios en la captacion de adenosina. En modelos de hipoxia, la expresion de
hENT1 esta alterada a nivel de ARN y de proteina, pero los niveles relativos de proteina
en membrana de hENT2 se mantienen iguales (Aguayo y col., 2005; Casanello y col.,
2005). En estos modelos, la captacién de adenosina or hENT1 esta disminuida. En
modelos de ratdn los resultados han sido similares, y se determind que la expresion de
MENT1 y de mENT2 es reprimida por el factor de transcripcion HIF-1 (hypoxia inducible
factor 1) (Morote-Garcia y col., 2013; Morote-Garcia y col., 2009; Eltzschig y col., 2005).
Una disminucion en la expresion de ENT2 favoreceria la acumulacion de adenosina
extracelular, disminuyendo la inflamacion asociada a la hipoxia en la mucosa (Morote-
Garcia y col., 2009).

Los cambios en los niveles de glucosa también alteran la expresion de los hENTSs, El
aumento de la sintesis y liberacion de 6xido nitrico (NO) y de TGF-31 estan asociados
a la diabetes gestacional y a la hiperglicemia. En células HUVEC, la expresion y el
transporte de adenosina de hENT1 esta regulado por TGF-B1 (Vega y col., 2009) a
través de la activacion del factor de transcripcion hCHOP-C/EBPa (Farias y col., 2010).
Hasta ahora, han sido descritos muchos factores de transcripcion que pueden controlar
al promotor de los hENTs, y para hENT1 esto esta bien caracterizado. Segun las
secuencias consenso identificadas al promotor de hENT1 pueden unirse factores de
transcripcion como GATA, ERE, SP-1, IRF-2, y CREB, entre otros (Abdulla y Coe 2007;
Choi y col., 2000). En células de leucemia murina, la activaciéon de la via c-JNK
disminuye la expresion de ENT1 por la fosforilacion del factor de transcripciéon c-Jun,
que luego puede unirse al promotor del gen (Leisewitz y col., 2011). JNK es una via de
estrés que puede ser activada por drogas anticancerigenas, por lo que este mecanismo

podria producir resistencia a los farmacos en pacientes con cancer.
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3. Metabolismo de la tetrahidrobiopterina

Las pteridinas constituyen un grupo estructuralmente variado de compuestos naturales
involucrados en las vias biosintéticas de cofactores y vitaminas. Son compuestos
heterociclicos que tienen un motivo pteridina como base de su estructura. Los derivados
que forman la estructura 2-amino-4-hidroxi- reciben el nombre de pterinas (Kaufman
1967) y pueden ser divididas en dos grupos: las pterinas conjugadas que contienen un
acido para-aminobenzoico (PABA), y un glutamato (en este grupo se encuentran los
folatos), y las pterinas no conjugadas que no cuentan con ninguno de esos dos grupos
y, en cambio, las sustituciones ocurren principalmente en la posicion 6 del anillo (Blau
2001; Kaufman 1967). Las pterinas pueden existir en su forma oxidada y reducida, pero

solo la forma 5,6,7,8-tetrahidro es activa.

La 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) es un cofactor enzimatico no proteico necesario
para la funcion de hidroxilasas de aminoacidos aromaticos: la fenilalanina hidroxilasa
(PH) (Kaufman, 1963 ), la tirosina hidroxilasa (TH) (Nagatsu y col., 1964) y la triptéfano
hidroxilasa (TPH) (Lovenberg y col., 1967), asi como también para todas las isoformas
de la sintasa de acido nitrico (NOS) (Kwon y col., 1989; Tayeh y Marletta 1989) y la
alquilglicerol monooxigenasa (AGMOS) (Werner 2013, Tietz y col., 1964). La sintesis de
este cofactor es una via metabdlica que involucra muchos metabolitos vinculados a otros
procesos como al metabolismo energético, funciones antioxidantes y proteccion a la

inflamacion.

La BH4 puede ser obtenida por sintesis de novo a partir de GTP, o a través de las vias
de salvamento o de reciclaje (Figura 8). La via de biosintesis forma, a partir de GTP,
dos intermediarios, 7,8-dihidroneopterina trifosfato y 6-piruvoil-BHs, en reacciones
dependientes de Mg?*, Zn?* y NADH. Estas reacciones son catalizadas por las enzimas
GTP ciclohidrolasa | (GTPCH), 6-piruvoil-tetrahidropterina sintasa (PTPS) y sepiapterina
reductasa (SPR), respectivamente. En ausencia de la SRP, dos reductasas no
especificas, la aldosa reductasa (AR) y la carbonil-reductasa (CR) también pueden llevar
a cabo la misma reaccion ya que comparten el mismo sustrato que la SPR. Aparte de la
sintesis de novo, SPR, AR y CR pueden participar en la via de salvamento de las
pteridinas catalizando la conversion de la sepiapterina a 7,8-dihidrobiopterina (BH.), la
que luego es transformada a BH4 por la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), una
enzima que también es participe del metabolismo de los folatos. La sepiapterina es

generada en una reaccién no enzimatica a partir de la 6-lactoil-tetrahidropterina.
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Como se mencioné anteriormente, BHs es necesaria para la hidroxilacion de la
fenilalanina, la tirosina y el triptéfano. En estas reacciones la BH, es oxidada a BH4-4a-
carbinolamina. Esta forma oxidada puede ser regenerada gracias a dos enzimas: la
pterina-4a-carbinolamina deshidratasa (PCD) que genera BH: quinoide (qBH>),
molécula que luego es reducida por la dihidropteridina reductasa (DHPR/QDPR) para
regenerar a BH4. Esta regeneracién enzimatica es esencial para el metabolismo de la
fenilalanina ya que asegura la disponibilidad del cofactor en su forma reducida y evita la
acumulacion de antimetabolitos producidos a partir de BHs-4a-carbinolamina (Werner y
col., 2011).

de novo pathway

[ Guanosine triphosphate ]

IFN-y, TNF-0, |.cceoonanens » GTPCH l
IL-1B, LPS

[ 6-Pyruvoil tetrahydropterin J

AR/CR / \ SPR

{ 6-Lactoyl ] [ 1'-Hydroxy-2'-oxopropyl ]

tetrahydropterin tetrahydropterin
v
-

Non-enzymatic reaction

{d

7

U,

o5 Phe Tyr Try Arg Alkyl-glycerol
&
P
DHER cofactor
Tyr L-DOPA ™5-HT NO Fatty aldehyde
[Tetrahydrobiopterin 4a-
SPR/AR/CR DHPR carbolamine
salvage pathway PCD
qBH2

Figura 8.- Metabolismo de la BH4. La via de sintesis de novo se indica con un fondo color verde, la via de
salvamento con un fondo de color rojo y la via de reciclaje con uno color amarillo. Los acrénimos estan
explicados en el texto. Tomado de Eichwald y col., 2023.

Mas alla de su importancia para el funcionamiento de las hidroxilasas de aminoacidos,
esta via metabdlica ha sido vinculada a funciones anti-inflamatorias y anti-oxidantes
inhibiendo el ensamblaje del inflamasoma, ademas de ser activador mitocondrial y de
mejorar la memoria (Eichwald y col., 2023). Ademas, la activacién exacerbada de su
sintesis es patogénica, ya que puede causar disfuncion mitocondrial, aumento en la
agresividad del sistema inmunoldgico, inducir hipersensibilidad al dolor y progresién de
sintomas en diferentes condiciones crénicas (Staats Pires y col., 2020; Fujita y col.,
2020; Cronin y col., 2018).
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3.1 Deficiencia de QDPR

La hiperfenilalaninemia (HPA) resulta de la imposibilidad de convertir fenilalanina a
tirosina. Los problemas en el metabolismo de la fenilalanina generan un incremento de
este aminoacido en sangre y conlleva una deficiencia de monoaminas, como la
dopamina o la serotonina, que son sintetizadas a partir de los aminoacidos aromaticos
tirosina y triptéfano, respectivamente. La mayoria de las HPA estan ocasionadas por
defectos en la enzima fenilalanina hidroxilasa, un desorden genético conocido como
fenilcetonuria (PKU), pero existe un grupo de estas HPAs donde los defectos no son en
la PHA sino en las enzimas que participan de la sintesis o en el reciclaje de su cofactor,
la BHi. Las deficiencias de BHs4 son un grupo heterogéneo de desérdenes
neurometabdlicos hereditarios causados por mutaciones en las enzimas que participan
del metabolismo de BHs4. En general los pacientes con HPA responden bien al
tratamiento dietético, restringiendo la ingesta de fenilalanina de una forma muy estricta,
0 a la administracion de BH4 sintética. Sin embargo, este tratamiento no es efectivo en
algunos casos de deficiencia de la enzima QDPR (Ponzone y col., 2004), la enzima

encargada de reciclar la BH4 a partir de qBH..

La deficiencia de QDPR (OMIM: 261630) es la segunda forma mas severa de deficiencia
de BH4 (Blau 2016), llegando a ser la responsable del 33% de los casos (Opladen y col.,
2012). Al ser extremadamente poco frecuente, se desconoce la prevalencia en la
poblacion. En la clinica se puede presentar de forma muy variable pero sus formas mas
severas estan entre las mas agresivas de las deficiencias de BH4. Entre sus sintomas
se encuentra el deterioro neuroloégico progresivo producido por una perdida neuronal
extensa, proliferacién vascular anormal en el cerebro, calcificacion de los ganglios
basales y, si no se da un tratamiento oportuno, la muerte subita (Schmidt y col., 1988
;Woody y col., 1989; Gudinchet y col., 1992). Ademas, en el liquido cerebroespinal se
pueden observar niveles alterados de folatos (Ponzone y col., 2004). Esta deficiencia
puede ser diagnosticada rapidamente mediante los cribajes neonatales, donde se miden
los niveles de fenilalanina y la actividad de la enzima en sangre (Muntau y col., 2018).
La deteccion temprana ayuda a que los pacientes tengan una mejor prognosis evitando
defectos neuroldgicos a largo plazo. La patologia puede ser considerada severa o leve
en funcion de la respuesta al tratamiento y si este incluye o no el uso de precursores de

neurotransmisores (Blau 1993).

En los afios mas recientes, el uso de tecnologias como la secuenciacién de nueva

generacion (NGS) ha permitido clasificar las deficiencias de QDPR segun su genotipo
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(Tendi y col., 2022, Yubero y col., 2016) aunque no parece haber suficiente informacion
para correlacionar éste con el fenotipo de la patologia (Opladen y col., 2020). La
deficiencia de QDPR fue considerada por mucho tiempo como una hiperfenilalaninemia
atipica ya que la dieta baja en fenilalanina no era suficiente para su tratamiento 6ptimo
(Smith y Lloyd 1974).

Actualmente el tratamiento utilizado en casos de severidad cuenta con una dieta baja
en fenilalanina acompafiada de Ila administracibn de los precursores de
neurotransmisores L-Dopa y 5-hidroxitriptofano acompafiados del inhibidor de
descarboxilasas periféricas (carbidopa) y de acido folinico (Pope y col., 2019, Blau 2016,
Ponzone y col., 2004). Quienes sufren de formas leves de la deficiencia pueden
responder a la monoterapia con BH4, 0 pueden incluso no necesitar de tratamiento (Blau
y col., 1992).

4. Metabolismo de un carbono

El metabolismo de un carbono (1C) es una via metabdlica universal encargada de
generar unidades intermediarias transferibles de 1C (en forma de formil, metileno y
metil), indispensables para muchos procesos fisioldgicos que mantienen la integridad
celular. Esta via es relevante para la estabilidad de los acidos nucleicos a través del
metabolismo de los nucledtidos, asi como también lo es para el control epigenético del
ADN y de las histonas. El metabolismo de 1C es una red metabdlica integrada por los
ciclos del folato y de la metionina, y estd mediado por intermediarios de folatos para la
transferencia de unidades de 1C. Estos dos ciclos se vinculan también con la via de
transulfuracion, la cual través de la produccion de glutation tiene un rol importante para
la regulacion del estado redox. Entre las vias biosintéticas que utilizan unidades de 1C
derivadas de los folatos estan las que originan purinas, timidina, metionina y glicina, y
estas vias soportan la proliferacion celular, el desarrollo embrionario, y la homeostasis
de los tejidos. Debido a su estrecho vinculo con la sintesis de acidos nucleicos, la
inhibicion del metabolismo de los folatos afecta la proliferacion celular y es por esto que

los antifolatos son ampliamente usados como agentes antitumorales.

A diferencia de otros organismos, los animales no pueden sintetizar folatos. El término
genérico “folato” hace referencia a una gran familia de compuestos formados, como se
menciond anteriormente, por una pterina unida a un acido para-aminobenzoico (PABA),

que a su vez esta unido al grupo a-amino de un monoglutamato o poli-y-glutamato. La
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forma reducida del folato, el tetrahidrofolato (THF), es el aceptor universal de unidades
1C y es sintetizado a partir del acido félico ingerido en la dieta. Los folatos son
distribuidos por la circulacion en su forma THF-monoglutamato, principalmente en la
forma reducida 5-MTHF, en el humano (Wright y col., 2007), y son transportados
activamente a través de la membrana plasmatica por el transportador de folatos
reducidos (RFC - SLC19A1).

Una vez que las unidades de 1C se unen al THF, estas pueden ser interconvertidas
entre diferentes estados de oxidacion. En las células eucariotas el metabolismo de un
carbono esta compartimentado entre citoplasma, mitocondria y nucleo, siendo los dos
primeros los compartimientos con el mayor reservorio de donadores de 1C. Se ha
sugerido que los folatos monoglutamato pueden ser transportados a la mitocondria por
el antiportador SLC5A32, miembro de la familia de transportadores mitocondriales
(Zheng y Cantley 2019). La via mitocondrial de 1C también genera glicina, un
aminoacido necesario para la sintesis de novo de las purinas (Ducker y Rabinowitz
2017; Tibbetts y Appling 2010; Christensen y MacKenzie 2006).

En el citoplasma, las unidades de un carbono pueden generarse directamente por la
conversion de THF y serina a glicina y 5,10-metilen-THF, catalizado por la enzima serina
hidroximetil transferasa en citoplasma o en nucleo (SHMT1 o SHMT2aq,
respectivamente) (Figura 9). De manera alternativa, el 10-formil-THF puede formarse a
partir de THF, ATP y el formato mitocondrial, en una reaccién catalizada por la
metilentetrahidrofolato deshidrogenasa 1 (MTHFDL1), en el citoplasma y en el nlcleo.

Son multiples las fuentes de carbonos con las que cuenta la célula eucariota para suplir
el metabolismo de 1C, donde las principales son la serina y el formato. El formato es la
mayor fuente de unidades 1C y se deriva del catabolismo de la serina y glicina en la
mitocondria. Otras fuentes de 1C provienen de la degradacion de la histidina en el citosol
y de la degradacién de especies metil-glicina derivadas de la colina (betaina,

dimetilglicina y sarcosina) en la mitocondria (Ducker y Rabinowitz 2017).
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Figura 9. Metabolismo de los folatos. Compartimentacién del metabolismo de los folatos en el citoplasma
y la mitocondria. Modificado de Zheng y Cantley 2019.

La sintesis de dTMP por TYMS es una reaccion dependiente de 5,10-metilen-THF. La
metilen-THF reductasa (MTHFR) también requiere de 5,10-metilen-THF para la sintesis
de la forma mas reducida de unidad de 1C unido a folato, el 5-metil-THF (5-MTHF), en
una reaccién dependiente de NADPH. El 5-MTHF es necesario para la re-metilacion de
la homocisteina para formar metionina. La re-metilacién de la homocisteina tiene
relevancia fisiol6gica ya que a partir de este aminoacido se sintetiza la S-
adenosilmetionina (SAM), un portador reactivo de grupos metilo importante en
reacciones de metilacion. El 10-formil-THF es la forma de folato 1C mas oxidada y es
necesaria para la sintesis de purinas, especificamente en las reacciones catalizadas por
las enzimas GART (segunda reaccién) y ATIC (primera reaccion). En los procesos
proliferativos de células de mamifero, es la sintesis de novo de las purinas el proceso

metabdlico con la mayor demanda de unidades de 1C.

La activacion del metabolismo de 1C en el nlcleo se da durante las fases S y G»/M del
ciclo celular, o después de haber un dafio en el ADN. En estos casos, las enzimas
vinculadas a la sintesis de dTMP son SUMOiladas y translocadas al nucleo para la
replicacion o reparacion del ADN (Anderson y col., 2012). En el nucleo se forma un
complejo multienzimatico asociado a la lamina nuclear y con otras enzimas participes
de la replicacion de ADN (Anderson y col., 2012; Anderson y col., 2007; Woeller y col.,
2007).
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Las reacciones centrales que se dan en el citoplasma y en la mitocondria son paralelas
(Appling 1991; Barlowe y Appling 1988) y ambas vias estan metabdlicamente
conectadas por el transporte unidireccional a través de la membrana mitocondrial de
unidades de un carbono en la forma de aminoacidos como la serina o la glicina y el
formato. La separacion de las vias predice que el flujo ha de ser unidireccional, con un
flujo neto de formato hacia afuera de la mitocondria, ya que las altas ratios de
NAD(P):NAD(P)H mitocondriales favorecen la oxidacién de la serina, mientras que las
altas ratios de NADPH:NADP favorecen la reduccién del formato (Ducker y Rabinowitz
2017; Meiser y col., 2016; Tibbetts y Appling 2010; Christensen y MacKenzie 2006). Por
lo tanto, en principio, los cofactores generados en la via citoplasmatica para la sintesis
de purinas, timidilato y metionina provienen del formato generado en la via de 1C

mitocondrial.

32



33



Objetivos



OBIJETIVOS

Aun queda mucho por conocer sobre la regulacion de la funcion de los transportadores
concentrativos de nucledsidos hCNTs. A pesar de que se expresan en muchos tipos de
tejidos, su localizacion no es ubicua y varia segun el tipo de transportador. Ademas, su
distribucion en la membrana celular tampoco es homogénea y pueden conseguirse
principalmente en la membrana apical de los epitelios polarizados, desde donde
favorecen el movimiento vectorial de nucledsidos. Esta expresion y ubicacién de los
hCNTs debe ser finamente regulada en funcidon a los factores ambientales y las
necesidades celulares para asegurar la disponibilidad de nutrientes y mantener la

homeostasis.

Los distintos hCNTs comparten importantes caracteristicas estructurales y de
localizacién. Sin embargo, que cada uno de ellos tenga diferencias en la especificidad
de sustrato abre la posibilidad a que cumplan diferentes papeles en la regulacién de los
niveles de nucleds(t)idos y que ademas puedan regularse entre ellos. Por sus
caracteristicas y por estar estrechamente vinculados al salvamento de nucledsidos,
como hipoétesis de esta tesis se plantea que la expresion de los hCNTs podria responder
a cambios metabdlicos producto de alteraciones extra- e intracelulares en los niveles de

estas moléculas, tal como se ha observado en otros transportadores de nutrientes.

Para entender mejor la participacion de los hCNTs en la regulacién de la disponibilidad
nucleésidos es importante conocer las diferentes proteinas con las que podrian
establecer interacciones. En nuestro grupo se han identificado proteinas del interactoma
de hCNT3 vinculadas al metabolismo de nucleétidos o a alguna de las vias metabdlicas
que lo alimentan. Con base en estas observaciones se planteé como objetivo principal
estudiar el papel de hCNT3 en la regulacion del metabolismo de purinas y de pirimidinas,

evaluandolo a través de su interaccion con otras proteinas vinculadas a estas vias.

Para lograrlo, los siguientes objetivos especificos fueron planteados:

Estudiar la regulacién de los transportadores concentrativos de pirimidinas
hCNT1 y hCNT3 en respuesta a la modulaciéon del metabolismo de los
nucleotidos.

Il. Estudiar los factores que afectan la interaccidon y regulacion entre hCNT3 y
QDPR.

Il. Estudiar las posibles implicaciones de la patologia asociada a la deficiencia

de QDPR en el metabolismo de nucleétidos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo celular

Todos los medios de cultivo fueron suplementados con suero fetal bovino inactivado
(FBSi - Gibco) a diferentes porcentajes, 2 mM de L-Glutamina (GIn - Gibco) y una mezcla
de antibidticos penicilina/estreptomicina (p/s: 20 U/mL y 20 yg/mL, respectivamente).
Los suplementos adicionales y especificos para cada linea celular se detallan en el

apartado de cada una.

Para evitar contaminaciones, las células fueron trabajadas en campana de flujo laminar
con filtro HEPA, previamente esterilizada con 15-20 minutos de luz UV y luego limpiada
con etanol al 70%. Ademas, se utilizé material estéril, puntas y liquidos (Agua miliQ,
PBS 1X) autoclavados, y todo fue limpiado con etanol al 70% antes de introducirlo en la
campana. En aquellos casos donde el liquido no pudiera ser autoclavado, se filtré con

filtros de 0,22 um, adentro de la campana.

Todas las células fueron mantenidas en condiciones estables de temperatura a 37°C en
una atmosfera humeda relativa del 95% y al 5% de CO.. Se hicieron controles de

micoplasma en todos los cultivos cada dos semanas.

1.1. Lineas celulares

1.1.1. HEK293 (ATCC/CRL-1573)

Son células epiteliales, provenientes de rifidn embrionario humano. Estas células fueron
cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de FBSi, GIn y una mezcla de p/s,

a las concentraciones indicadas anteriormente.

1.1.2. HEK293-CNT3

Son células HEK293 que expresan de forma estable la proteina hCNT3. Esta linea
celular fue establecida en nuestro laboratorio mediante el sistema Flp-In™. Este sistema
permite la insercion y posterior expresion de un gen de interés dentro del genoma de
células de mamifero. Las condiciones de cultivo fueron iguales a las utilizadas para las
HEK293.
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1.1.3. HeLa (ATCC/CCL-2)

Son células epiteliales, provenientes de adenocarcinoma de cérvix. Estas células crecen
en monocapa y fueron cultivadas en medio DMEM-F12 suplementado con 10% de FBSi,

GIn y una mezcla de p/s, a las concentraciones indicadas anteriormente.

1.1.4. Células linfoblastoides B (B-LCLs)

Son células en suspensién y se generan al inmortalizar linfocitos B de sangre periférica
por transformacién con el virus de Epstein-Barr (EBV). Para esta tesis, las B-LCLs
fueron obtenidas de pacientes pediatricos diagnosticados con deficiencia de QDPR.
Aparte, se obtuvieron B-LCLs de personas sin la deficiencia de QDPR, las cuales fueron
usados como control. Para su cultivo, fue utilizado el medio RPMI 1640 suplementado
con FBSi al 15%, GIn, p/s (estas dos ultimas a las concentraciones indicadas

anteriormente) y adicionalmente 10 mM de HEPES y 50 pg/mL de gentamicina.

1.2. Pasaje de células

1.2.1. Células adherentes — crecimiento en monocapa

Estas células fueron mantenidas en placas de Petri plasticas de 10 centimetros de
didmetro y con 10 mL de medio de cultivo a 37°C. El pasaje de las células se realizd
cuando la monocapa alcanzaba un 80-90% de confluencia, lo que representé realizar el

mantenimiento cada 3-4 dias, con cambios de medio cada 2 dias.

Para su pasaje, el medio de cultivo fue retirado para luego hacer un lavado con PBS 1X
autoclavado (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,4 mM y Na,HPO4 4,3 mM, pH 7,4)
y a temperatura ambiente. Al retirar el PBS se afiadid tripsina-EDTA (Acido
etilendiaminoacético — 0,05%) a 37°C, hasta cubrir toda la monocapa. La tripsina es una
proteasa mientras que el EDTA es un quelante de Ca?* y juntos son utilizados para la
disgregacion celular. Para facilitar esta disgregacion, las células con la tripsina se
incubaron a 37°C el tiempo necesario para que estas se desprendan del fondo de la
placa. Llegado este punto, la protedlisis de la tripsina se inhibié con por lo menos un
volumen igual de medio suplementado con FBSI, siendo este dependiente de la dilucion
que se le deseara realizar a las células en mantenimiento. Por ultimo, 1 mL de estas

células diluidas se pasaron a una nueva placa de Petri con 9 mL de medio fresco + FBSi.
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1.2.2. Células en suspension

Estas células fueron mantenidas en frascos de cultivo (75cm?) para células en
suspension, es decir, sin tratamiento adherente en el fondo, y con 30 mL de medio. El
mantenimiento se hizo cuando el cultivo alcanzaba una densidad celular de 1x10°
cél/mL, cada 3-4 dias aproximadamente, pudiendo refrescar el medio afiadiendo 5 mL

de medio fresco cada 2 dias (solo si se veia el medio muy amarillo).

Estas células crecen formando agregados macroscopicos que pueden ser vistos a
simple vista. Para disgregarlos, se pipeted con una pipeta de 10 mL contra las paredes
del frasco hasta ver que el medio se ponia turbio y los agregados ya no estaban. Todo
el medio se recogié en un tubo de 15 mL y se centrifugd 4 minutos a 1200 rpm. Pasado
ese tiempo, el medio fue aspirado y el pellet resuspendido en 6 mL de medio fresco.
Luego se pasaron 2mL a un frasco nuevo, ajustando el volumen final del cultivo a 30 mL
(con medio fresco + FBSI). La dilucion del pasaje fue 1/3, correspondiente a una
densidad de 3,3x10°% cél/mL.

1.3.Descongelado y criopreservacion

Las células utilizadas en esta tesis se mantuvieron en cultivo por no mas de 4 meses
continuos. Pasado ese tiempo, las células fueron renovadas con células en pases mas

jévenes, provenientes del stock criopreservado del laboratorio.

El descongelado de células se realiz6 de forma rapida a 37°C, y de inmediato la alicuota
se transfirié a un tubo con medio de cultivo fresco. Ya que los agentes criopreservantes
producen toxicidad celular a temperatura ambiente, este pasoé debe ser rapido, evitando
que la alicuota esté descongelada en contacto con el medio de congelacién durante mas
del tiempo necesario. Seguidamente, las células en el medio fresco fueron centrifugadas
durante 4 minutos a 1200 rpm y luego el medio con DMSO fue retirado. Por ultimo, el
pellet de células se resuspendié en medio fresco suplementado al 20% de FBSi y se

sembré en placas para su mantenimiento.

Para asegurar el mantenimiento del stock, cada vez que un vial de células fue
descongelado se reemplaz6 con nuevas células provenientes del siguiente pasaje de la
linea. Para congelar, las monocapas se dejaron crecer en placas de Petri de 10 cm. Al
llegar a la confluencia deseada fueron tripsinizadas, desprendidas con medio de cultivo
y centrifugadas de la misma forma que al descongelarlas (4 minutos x 1200 rpm). El
medio de cultivo fue aspirado y se resuspendid el pellet en 1 mL de medio de

congelacion (FBSi + 10% DMSO). Rapidamente, el vial se pasé al contenedor de
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congelacion, que contiene isopropanol y ayuda a la congelacion gradual (-1°C/minuto).
El contenedor se guardd a -80°C durante minimo 4 horas y hasta un mes. Luego, los
crioviales se almacenaron en un tanque de nitrégeno liquido. Cada criovial se identifico
con la linea celular, el pase, fecha de congelacion y responsable de hacerlo. También

se indico que la linea estaba libre de micoplasma.

1.4. Test de micoplasma

Esta prueba se hizo de forma rutinaria cada 15 dias para comprobar que las lineas
celulares activas no tuvieran contaminacién con micoplasma. La comprobacion se hizo

por PCR utilizando los primers:

Fw: 5'- GGCGAATGGGTGAGTAACACG
Rv: 5" - CGGATAACGCTTGCGACTATG

Se tomaron alicuotas del medio de cultivo (en contacto con las células 72 horas) y se
hirvieron 100 uL durante 5 minutos a 95°C. Se hizo un spin y de alli se tomd el volumen

necesario para usarlo de muestra en la PCR. El mix de PCR se describe en la tabla 2.

Volumen (L)

1X
DreamTaq Green PCR 2X (Thermo 12,5
Scientific)
Primer fw [25 uM] 0,5
Primer rv [25 uM] 0,5
Medio previamente hervido 2,5
H20 9

Vf: 20 L

Tabla 2.- Mezcla de PCR utilizada para la detecciéon de micoplasma en las lineas celulares.

1.5. Inactivacién del suero fetal bovino
Para lograr la inactivacién del sistema de complemento, que podria dafiar a las células

en cultivo, todas las lineas celulares utilizadas en esta tesis fueron mantenidas con

suero inactivado por calor. La inactivacion se realizé calentando el suero a 56°C durante
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30 minutos. Pasado el tiempo, el suero se enfrié en hielo y luego fue alicuotado y

almacenado a -20°C hasta su uso.

1.6. Dialisis del suero fetal bovino

Segun los requerimientos de cada experimento, era necesario mantener condiciones
extracelulares enriquecidas o libres de nucledsidos. Esto se consiguié suplementando
el medio de cultivo con FBSi o con FBSi dializado (dFBSi), respectivamente. Para
obtener el medio libre de nucledsidos, se dializdé un volumen de 50 mL de FBSi contra
una membrana de 3500 molecular weight cutoff (MWCO) (Spectrum — Thermo Fisher
Scientific). La dialisis se realizé en agua destilada, permitiendo que la membrana de
didlisis girara en el agua durante 24 horas. y a 4°C. El volumen de agua utilizado fue 1
L/10 mL de FBSi. Pasado ese tiempo, se recogio el suero y se suplementoé con 9 g/L de
NaCL. Por ultimo, el suero fue filtrado en campana, alicuotado y almacenado a -20°C

hasta su uso (Musmanno y col., 1992).

1.7. Transfeccién de ADN

Para lograr la modulacion de genes, se utilizé la lipotransfeccion como técnica para
incorporar material genético externo a las células. Esta técnica utiliza liposomas
cationicos artificiales que forman complejos con el ADN (el cual tiene una carga
negativa), permitiendo asi el transporte del material genético externo de manera
eficiente a través de la membrana plasmatica. En esta tesis se utilizd la técnica para
lograr la expresion de proteinas que no se expresan de forma enddgena en las lineas
celulares utilizadas, o bien para potenciar la expresion de proteinas que de forma

endogena estan en muy baja cantidad.

Se utilizaron dos reactivos diferentes, segun el rendimiento de cada uno con las
diferentes lineas celulares que fueron utilizadas. Para la transfeccion de las HEK293 se
utilizé Lipotransfectina (Niborlab), mientras que para las HelLa se utilizd la
Lipotransfectina 3000 (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific). En todos los casos se
trabajé con incubaciones de 48 horas despues de la transfeccion. Como control
experimental, se transfecto el vector pcDNA3.1 vacio. En esta tesis, la sobreexpresion
de genes en HEK293 fue analizada principalmente por expresion de ARN (RT-qPCR) o
expresion de proteinas (Western blot). En cualquiera de los casos, previo al analisis y
después de haberse cumplido el tiempo de incubacion, las células en monocapa fueron

lavadas con PBS 1X y congeladas con nitrogeno liquido. Luego, las células fueron
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guardadas a -80°C hasta su analisis. En el caso de las células HelLa, cuyo andlisis fue
por inmunofluorescencia, las células fueron lavadas con PBS 1X durante 5 minutos y
luego se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 15 min y a temperatura

ambiente. Luego, se mantuvieron en PBS 1X a 4°C hasta el marcaje con anticuerpos.

1.7.1. Transfeccién con lipotransfectina

La lipotransfectina se utilizd para la expresion heteréloga de genes en células HEK293.
Todas las transfecciones se realizaron pasadas unas 24 horas post-siembra. Las células
se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad células de 3,5x10° cél/pocillo,
asegurando una confluencia de 50-60% (6ptimo 50-70%) para el momento de la
transfeccion. La mezcla de transfeccién se hace en ausencia de FBSi y se preparan dos
mezclas por separado: una de OptiMEM + ADN a transfectar (Mezcla A) y otra de
OptiMEM + Lipotransfectina (a temperatura ambiente) (Mezcla B) (Tabla 2). Luego, las
mezclas A y B se unieron y se incubaron durante 15 min. Pasado este tiempo, cada

mezcla de transfeccion se anadio gota a gota al pocillo correspondiente, sobre medio

fresco.
Mezcla A Mezcla B ‘
OptiMEM 125 uL OptiMEM 125 uL
ADN 1,5 ug Lipotransfectina 5 L

Volumen final en el pocillo 2.5 mL

(mezcla de transfeccion + medio)

Tabla 3.- Condiciones de transfeccion con lipotransfectina en placas de 6 pocillos.

En el caso de co-transfecciones, la cantidad de ADN de cada gen seria la mitad de la
cantidad total indicada en la tabla anterior (Tabla 3), es decir 750 ng cada uno. La mezcla
de transfeccién se incubd con las células durante 5 horas. Pasado el tiempo, se realizdé
un cambio de medio, anadiendo DMEM fresco. Las monocapas transfectadas fueron
incubadas durante 48 horas, hasta su analisis.

En los ensayos donde se suplementdé con acido félico, el medio de cultivo afnadido
después de las 5 horas de transfeccion fue diferente a DMEM. En este caso se utilizd
medio RPMI-1640 que puede ser adquirido sin acido félico en su formulacion. Este
RPMI-1640 fue suplementado con 10% dFBSi con o sin 9 uM &cido félico (Thermo
Fisher Scientific). El medio se mantuvo durante las 48 horas de incubacién hasta su

analisis.
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Las transfecciones para los ensayos NanoBRET también fueron realizadas con
lipotransfectina, pero las especificaciones estan explicadas en el apartado de la técnica

apartado.

1.7.2. Transfeccion con lipofectamina 3000

La lipofectamina 3000 se utilizé para transfectar las células HelLa ya que permite un
rendimiento de transfeccidn superior al que se obtiene en estas células con la
lipotransfectina. Este tipo de transfeccion se utilizé principalmente para estudios
posteriores de ubicacion subcelular de proteinas por inmunofluorescencia, por lo que
siempre se transfectd en placas de 24 pocillos. Previo a la siembra de las células, se
colocaron cubreobjetos redondos dentro de cada pocillo a ser sembrado. Las células
Hela fueron sembradas a 1,5x10° cél/pocillo y se permitié la adhesion al cubreobjetos
durante 4-6 horas. La mezcla de transfeccién se hace en ausencia de FBSi y, al igual
que en la transfeccién con lipotransfectina, se preparan dos mezclas por separado: una
de OptiMEM + ADN a transfectar + p3000 (Mezcla A) y otra de OptiMEM + Lipofectamina
3000 (Mezcla B) (Tabla 4). Tanto la Lipofectamina 3000 y el reactivo p3000 se
mantuvieron en frio hasta la preparacién de las mezclas. Luego, las mezclas Ay B se
unieron y se incubaron durante 15 min. Pasado este tiempo, cada mezcla de
transfeccion se afnadié gota a gota al pocillo correspondiente, sobre medio fresco. La

mezcla de transfeccion se incubd durante 48 horas mas.

Mezcla A ‘ Mezcla B

OptiMEM 25 uL OptiMEM 25 uL
ADN 500 ng Lipofectamina 3000 1,5 pL
p3000 1L

Vol final I ill
olumen final en el pocillo 500 pL

(mezcla de transfeccién + medio)

Tabla 4.- Condiciones de transfeccion con Lipofectamina 3000 en placa de 24 pocillos.

1.8. Transfeccion de ARN-Silenciamiento

Otra forma de regulacion de la expresion de genes utilizada en esta tesis fue a través
del silenciamiento génico. En este caso, en vez de ADN, se introducen a las células
moléculas de ARN interferente (siRNA — Small interfering ARN) para suprimir la
expresion de genes especificos. En esta tesis, en todos los casos, los siRNA fueron co-

transfectados con ADN de genes que se querian sobre-expresar y se trabajo con células
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HEK293 utilizando el reactivo lipotransfectina. Al ser co-transfeccion, se aumento el
numero de células para placas de 6 pocillos, sembrando en este caso 5x10° cél/pocillo.
La preparacion de la mezcla de transfeccion y los tiempos de incubacion fueron iguales
a los explicados anteriormente, los cambios de las cantidades de las mezclas de

transfeccion estan explicadas en la tabla 5.

Mezcla A Mezcla B

OptiMEM 125 L OptiMEM 125 L
ADN 1,5 ug Lipotransfectina 8 L
siRNA 100 nM

Vol final I ill
olumen final en el pocillo 2.5mL

(mezcla de transfeccion + medio)

Tabla 5.- Condiciones de co-transfeccion con lipotransfectina en placa de 6 pocillos.

Como control se silenciamiento se utilizé un siRNA irrelevante (siControl) a la misma

concentracion del siRNA especifico. Los diferentes siRNAs utilizados estan indicados

en la tabla 6.
siRNA ID Casa comercial
siControl Silencer Select 4390843 Thermo Fisher Scientific
siDHFR (Silencer Select) S4080 Thermo Fisher Scientific
siDHODH (Silencer ) o
Select) S4083 Thermo Fisher Scientific
siPAICS (Silencer) AM51333 Thermo Fisher Scientific

Tabla 6.- Listado de siRNAs utilizados en esta tesis. Las concentraciones de uso estan especificadas en

el apartado de resultados.

1.9. Tratamientos

Ademas de la modulacion de genes diana con las técnicas antes mencionadas, en
algunos casos se quiso analizar la expresion de los transportadores como respuesta a
incubaciones con diferentes sustratos o a tratamientos que bloqueaban en distintos
puntos el metabolismo de nucleétidos (Tabla 7). El primer inhibidor utilizado fue el
Brequinar (BQR), un inhibidor especifico de la DHODH mitocondrial de mamiferos (via

de sintesis de novo de las pirimidinas), a una concentracion de 10 uM. El segundo
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inhibidor utilizado fue el inhibidor especifico de ATIC, el Cpd14 (Spurr y col., 2012),
capaz de bloquear la homodimerizacion de esta enzima (de sintesis de novo de las
purinas). Este se utilizo a las concentraciones 10, 100 y 200 uM. Por ultimo, se utilizé el
inhibidor Nitrobenziltioinosina (NBTI), especifico del transportador ENT1, participe de la
recaptacion de nucledsidos y por tanto de las vias de salvamento. NBTI también se
utilizé a 10 yM, una concentracién que inhibe también a hENT2. Las constantes de
inhibicion de todos los inhibidores se encuentran en el orden de nM, con lo que se
eligieron concentraciones un orden de magnitud por arriba para asegurar una inhibicién

alta.

En los casos donde se quiso estudiar el efecto de un tratamiento sobre la regulacién,
los inhibidores fueron anadidos después de la transfeccion. Las células HEK293
transfectadas fueron tratadas con BQR, Cpd14 y/o NBTI durante las 6 horas previas al
analisis. El tiempo de tratamiento se eligié en funcion a datos previos generados en el
laboratorio. La evaluacién del efecto de diferentes concentraciones de Cpd14 se hizo de
forma indirecta, evaluando el estado de fosforilacion de la AMPK. Se trabajo con células
HEK293 sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 5X10° cél/pocillo.
Después de 24 horas, se incubaron las células durante 18 horas con Cpd14 a 100 o 200

MM. El andlisis de la fosforilacion de AMPK se hizo por western blot.

IC50
Inhibidor Diana Referencia Casa comercial
(nM)
Brequinar
DHODH 20 HY-108325 MedChemExpress
(BQR)
691
Cpd14 ATIC i 118490 Merck
i
S-(4-
Nitrobenzil)-
6-tioinosina ENT1 3,6 N2255 Sigma-Aldrich
(NBTI -
NBMPR)
Metabolito
BH. - ((6R)-5,6,7,8-
T4425 Merck
Tetrahydrobiopterin dihydrochloride)
BH: (7,8-Dihydro-L-biopterin) 37272 Merck

Tabla 7.- Listado de inhibidores y sustratos utilizados en esta tesis. Las concentraciones de uso estan

especificadas en el texto.
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Ademas del tratamiento con inhibidores, las células fueron tratadas con los metabolitos
BH. o BH4. Brevemente, las células HEK293 fueron sembradas en placas de 6 pocillos
a una densidad de 3,5x10° cél/pocillo. Después de 24 horas se incubaron con medio de
cultivo suplementado con BH; o BH4 a una concentracion de 50 uM, con base en
bibliografia consultada (Ohashi y col., 2017; Ohashi y col., 2011). La incubacién se
mantuvo durante 24 o 48 horas.

Al finalizar todos los tratamientos con inhibidores o metabolitos, las células fueron
congeladas y guardadas para su posterior analisis por RT-gPCR, como se detalla en el

apartado 1.7.

2. Biologia molecular

Se utilizaron estrategias de biologia molecular para incorporar la secuencia codificante
de los genes de interés en el vector de expresion pcDNA3.1 o en los vectores del
sistema NanoBRET (pNLF1-N, pNLF1-C, pHTN y pHTC), asi como para luego amplificar
y purificar el ADN plasmidico. A menos que se especifique lo contrario, todas las
secuencias fueron amplificadas utilizando la enzima Phusion High-Fidelity DNA

Polymerase (Thermo Fisher Scientific).

2.1. Diseiio de primers y clonamiento

Se disenaron primers para clonar los genes QDPR, hCNT1 y hCNT3 en cada uno de los
4 vectores del sistema NanoBRET. Estos vectores tienen una regién Multi Cloning Site
(MCS) de donde fueron elegidas diferentes dianas de restriccién para cada uno de los
genes. Estas dianas fueron incluidas en la secuencia de todos los primers disefiados.
Se muestra en la tabla 8 los primers utilizados para el clonamiento en el sistema
NanoBRET y la diana de restriccion elegida en cada caso. Este sistema esta disefiado
para generar proteinas fusion y por ello sus vectores incorporan a la secuencia del gen
de interés la secuencia de uno de los dos tags del sistema. Los vectores pNLF1-N y
pNLF1-C incorporan a la proteina un NanoLuc (NL) en el extremo N o C terminal,
respectivamente, mientras de los vectores pHTN y pHTC incorporan un HaloTag (HT)
en el extremo N o C terminal, respectivamente. Para asegurar la expresion del NL o HT
en la region C-ter de las proteinas fusion, en los primers Rv disefiados para clonar en
los vectores de expresion con el tag en el C-ter (pNLF1-C y pHTC), el codén STOP del

gen fue eliminado.
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Diana de
Vector Secuencia 5 -3’

restriccion

Fw- 5'-
ATTCGATCGATATGGCGGCGGCGGCG
Rv: 5'-
TTACCGCGGTTAAAAATATGCTGGGGT  Sacll
GAGTTCCG
Fw- 5’-
ATTCGATCGATGGCGGCGGCGGCG
Rv: 5’-
TAACCGCGGAAAATATGCTGGGGTGA  Sacll
GTTC
Fw:
5'- TAACCGCGGATGGAGCTGAGGAG  Sacll
pNLF1-N TACAG
pHTN Rv: 5'-
GGCCCTGCAGGTTAAAATGTATTAGA  Sbfl
GATCCC
Fw: 5'-
CTAGCTAGCATGGAGCTGAGGAGTAC Nhel
pNLF1-C AG
pHTC Rv: 5’-
TCCCCGCGGAAATGTATTAGAGATCC  Sacll
CATTGC
Fw 5’-
CGGAATTCATGGAGAACGACCCCTCG EcoRl
pNLF1-N AGAC
pHTN Rv: 5’-
TCTCTAGATCACTGTGCACAGATCGT  Xbal
GTGGTTG

Pvul
pNLF1-N
pHTN

QDPR

Pvul
pNLF1-C
pHTC

hCNT3

hCNT1

pNLF1-C Fw: 5'-
pHTC CGGAATTCATGGAGAACGACCCCTCG
AGAC

EcoRlI
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Rv: 5’ —
CGTCTAGACTGTGCACAGATCGTGTG Xbal
G

Tabla 8.- Primers disefiados para la clonacion de los CDS de los genes QDPR, hCNT3 y hCNT1. Se
indican las secuencias de las dianas de restriccion en negrita y subrayado.

2.2. Mutagénesis sitio-dirigida

La sustitucion V15A fue introducida a la secuencia de QDPR pcDNA3.1(+) o QDPR
pHTN utilizando la enzima ADN polimerasa Phusion y con pares de primers disefiados
para introducir la sustitucién T>C en la posicion 44 de la secuencia. El detalle de los
primers utilizados se muestran en la tabla 9. Previo a la PCR, cada primer tuvo que ser
fosforilado para que la secuencia luego pudiera auto-ligarse. Para ello, se utilizo la
enzima T4 Polinucleétido Quinasa (PNK, Thermo Fisher Scientific — 10 U por reaccion),
incubando cada primer por separado a 37°C durante 20 minutos, en presencia de ATP
a concentracion final de 1 mM. La enzima luego se inactivé a 75°C durante 10 minutos.
La PNK tiene un limite maximo de fosforilacion de 50 pmol de extremo 5’. El calculo de

la cantidad de moles de primer correspondiente se calculd de la siguiente forma:

Si se considera que: 1ug 20mer = 150 pmol de extremo 5’ (siendo mer el numero de
bases del primer), se puedo calcular la equivalencia de pmol extremo 5’ segun la longitud
de cada primer que se iba a fosforilar. Luego, se calcularon los ng correspondientes a
los 50 pmol de extremo 5’ y luego se transforman a pmol (porque los stocks de primers

estan en unidades de molaridad), utilizando la siguiente formula:

1 ssDNA = 1pg ssDNA 103ng 3030
pmol ss = ND g

Mutacion Secuencia 5’-3’

Fwl: GGGCGCTCTGGGTTCTCGATG
Rvl: CTGCCGCCGTACGCC

QDPR 44 T>C

Tabla 9.- Primers disefiados para la generacion del mutante V15A de QDPR. La base sustituida se indica

en negrita y subrayada.
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La PCR de mutagénesis se realiz6 utilizando 10 pmol de cada primer y una mezcla de
dNTPs (dTTP, dCTP, dGTP) sin dATP, ya que este estaba incluido en el volumen de los
primers utilizados (de la mezcla de fosforilacidn). Ya que la sustitucion se hizo en la
secuencia de QDPR WT previamente clonada en los vectores pcDNA3.1 o pHTN, la
secuencia mutante fue subclonada a nuevos vectores utilizando las mismas secuencias
de restriccion que habian sido previamente incorporadas a la secuencia WT (pcDNA3.1:
Kpnl + Xhol; pHTN: Pvul + Sacll).

2.3. Vectores de clonamiento

o pcDNA3.1 (+) (Clontech): Este es un vector de expresion mamifero de 5,4 kb y
permite la seleccion por ampicilina. Cuenta con el promotor de citomegalovirus
(CMV) que permite una gran eficiencia en la expresion del plasmido. Se muestra
un esquema representativo del vector donde se detalla su multicloning site
(MCS) (Figura 10). En esta tesis se utilizd pata clonar el mutante QDPR V15A
(Kpnl + Xhol).

pcDNA™3.1 (+)
5428 bp

?~
Q
pMB1 s>

Figura 10. Esquema representativo del vector pcDNA3.1(+). Imagen obtenida de Invitrogen.

o Vectores del sistema NanoBRET (Promega): El sistema NanoBRET esta
formado por cuatro vectores de expresion que permiten la creacion de proteinas fusiéon
con NanoLuc (NL) o HaloTag® (HT). Estos son pHTC HaloTag® CMV-Neo (6,1 kb),
pHTN HaloTag CMV-neo (6,1 kb), pNLF1-C [CMV-Hygro] (5,9 kb) y pNLF1-N [CMV-
Hygro] (5,9 kb). Cada uno de los cuatro vectores del sistema cuentan con un promotor
CMV antes del MCS y cada uno de los MCS son especificos para cada vector. Todos

ellos permiten la selecciéon por ampicilina.
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Los diferentes tags estan ubicados después del promotor y antes del MCS, en el caso

de pHTN y pNLF1-N. Esto permite que las proteinas fusion generadas a partir de estos

vectores presenten el tag en el extremo N-terminal. En cambio, pHTC y pNLF-C

presentan el tag después del MCS para asegurar que este quede en el extremo C-

terminal de la proteina fusion. El esquema representativo de los vectores, asi como el

detalle de sus MCS se detallan en la figura 11. En esta tesis, los vectores del sistema
NanoBRET se utilizaron para clonar a QDPR hCNT1 y hCNT3. La variante V15A de

QDPR se clond solo en pHTN.
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Figura 11. Esquema representativo de los vectores del sistema NanoBRET. Imagen obtenida de

Promega.

2.4. Digestion y ligacion

Para clonar un inserto de ADN en un vector especifico, se digirieron ambos con las

mismas enzimas utilizadas para el disefio del primer, cuidando de utilizar un tampén 10X

compatible para ambas enzimas utilizadas, asegurando condiciones éptimas para la

reaccion, y 5-10 U de enzima por reaccion. Todas las enzimas de restriccién utilizadas
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en esta tesis fueron de la casa comercial Thermo Fisher Scientific. En el caso de que no
existiera un tampén 6ptimo para hacer una digestion doble (como fue el caso con Sacll
+ Sbfl), se hicieron digestiones sencillas con una sola enzima, se purificé con el kit DNA
Clean & Concentrator (Zymo Research) y se hizo una segunda digestion con la segunda
enzima, tanto para el inserto como para el vector. Las digestiones de 1,5 ug de ADN se

realizaron a durante 1 hora a 37°C (Tabla 10).

ADN plasmidico 1 g
Tampoén de la enzima 10x  1X

10U total
Enzima de restriccién (5U cada una,

si es doble digestion)
H.0 Hasta 20 uL

Tabla 10. Mezcla general de digestion, sencilla y doble.

Para evitar que el vector una vez digerido volviera a circularizarse se traté con fosfatasa
alcalina (FastAP, - ThermoScientific - 1U/1 ug de vector linealizado) para eliminar el
fosfato 5. En general, la fosfatasa fue afiadida después de haberse completado el
tiempo de digestion, sobre la misma mezcla, ya que es activa en los tampones de las
enzimas de la misma casa comercial. Otra opcién menos frecuente fue la de la

preparacion de la mezcla de digestion directamente con la FastAP (Tabla 11).

ADN plasmidico 1 Mg
Tampon de la enzima
10x x

10U total
Enzima de restriccion (5U cada una,

si es doble digestion)
FastAP* 1U
H20 Hasta 20 uL

Tabla 11. Mezcla de digestion con tratamiento con fosfatasa alcalina en simultaneo.

Después de las digestiones y el tratamiento con fosfatasa alcalina (en el caso de los
vectores), todo el ADN digerido fue purificado utilizando nuevamente el kit DNA Clean &

Concentrator (Zymo Research). Segun el tamafio del vector fue necesario calcular la
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cantidad de inserto que podia ser ligado. Esto fue calculado a partir de la siguiente
férmula:

) . . Kb inserto
ng inserto = ng vector ——
& g Kb vector

Para ligar, se utilizaron 1U de la enzima Ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific), el tampdn
de la ligasa 10X, el vector y los ng previamente calculados de inserto (Tabla 12). Esta
mezcla fue incubada a 22 °C durante 1 hora. Las ligaciones fueron hechas con 50 ng de
vector y se realizaron dos ratios vector:inserto; 1:1 y 1:3, para mejorar la eficiencia de la

ligacion, y ademas un control sin inserto como control de autoligacion.

Inserto ng calculados por vector
Vector 50 ng

Tampoén T4 Ligasa 10X 1X

Ligasa T4 1U

H20 Hasta 10 uL

Tabla 12. Mezcla de ligacion.

2.5. Preparacion de bacterias competentes

Todos los plasmidos utilizados en esta tesis se amplificaron en bacterias Escherichia
coli cepa XL1-blue previamente tratadas con CaCl, y almacenadas en el stock del
laboratorio. Todo el procedimiento se realizdé en esterilidad. Para su preparacion, se
inoculé 3 mL de medio LB (Luria-Broth - autoclavado: triptona 1% (p/v), extracto de
levadura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v)) con una pequefia cantidad del stock de E. coliy se
incubo en agitacion a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se tomo6 1 mL de este
crecimiento y se inoculé 75 mL de medio SOB (triptona 2% (p/v); extracto de levadura
0,5% (p/v); NaCI10 mM; KCI 2,5 mM - Se autoclava y luego se suplementa con 2,5 mL
de cada una de las soluciones filtradas de: MgCl2-6H20 10 mM y MgSO4-7H20 10 mM).
El crecimiento se incubd a 37°C hasta alcanzar la densidad éptica que corresponde a la
fase de crecimiento exponencial (DO= 0,375-0,4). Para verificar la densidad 6ptima se
tomaron alicuotas del crecimiento, en esterilidad, cada 15-20 minutos y la absorbancia
fue determinada a 550 nm. Cuando se alcanzo6 la DO deseada, se llevo el crecimiento
al hielo durante 15 minutos. Luego, fue centrifugado a 4500G a 4°C y durante 15 minutos
y luego el sobrenadante se descarté por decantacion. El pellet de bacterias fue
resuspendido en 25 mL de medio RF1 (Filtrado: RbCI 100 mM, MnClz-4H,O 50 mM,
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CaClz-2H20 10 mM, acetato de potasio 30 mM, glicerol-87% 15% (v/v), acido acético 10
mM) y se incubé en hielo durante 20 minutos. Pasado el tiempo, se volvié a centrifugar
a 4500G a 4°C y durante 15 minutos y luego el sobrenadante se descarté por
decantaciéon de nuevo. El pellet se resuspendié en 6 mL de medio RF2 (Filtrado: RbCl
10 mM, CaClz-2H,0 75 mM, MOPS 10 mM, glicerol-87% 15% (v/v), NaOH 100 mM).
Las bacterias fueron incubadas 15 minutos mas en hielo y luego se hicieron alicuotas
de 50-100 pL, que fueron congeladas de inmediato en nitrégeno liquido y guardadas a
-80°C.

2.6. Transformacion y amplificacion de plasmidos

Para amplificar los plasmidos es necesario introducir la secuencia de ADN en bacterias
competentes, en este caso por choque térmico. El stock de bacterias competentes se
almacena a -80°C y su preparacion esta detalla en el apartado 2.5. Para transformar las
ligaciones se mezclaron 50 L de las bacterias (en frio) con 5 uL de la mezcla de ligacion.
Luego esta mezcla se incubd durante 15 minutos en hielo y posteriormente se realizé el
choque térmico incubando la mezcla durante 1 minuto 45 segundos a 42°C y luego 1-2
minutos en hielo. Para permitir que las bacterias se recuperasen después del choque
térmico, se le afadi® 1 mL de medio LB autoclavado: 1% (p/v) triptona, 0,5% (p/v)
extracto de levadura, 1% (p/v) NaCl) y se llevd a 37°C en agitacion. En el caso de la
transformacion de un plasmido circular, se utilizd el mismo volumen de bacterias
competentes, pero se le afiadieron 50-200 ng del ADN. Luego se incubd en hielo por 5
minutos y se realizé el choque térmico y la recuperacién igual a como se explicd

anteriormente.

Pasado el tiempo de incubacién, las bacterias se centrifugaron durante 5 min a 3500
rpm. Se descartaron 700 pL del sobrenadante y se resuspendio el pellet en el volumen
restante. Las bacterias fueron sembradas en placas de agar con ampicilina y se
incubaron a 37°C durante 16-18 horas aproximadamente. Las colonias bacterianas
obtenidas son bacterias que han podido incorporar correctamente el ADN después de

la transformacion.

2.7. Obtencion del ADN plasmidico de bacterias competentes

Para la amplificacion de los plasmidos generados se hicieron crecimientos bacterianos

en medio LB a partir de las colonias obtenidas después de la transformacion. La colonia
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aislada seleccionada se pas6 a 3 mL de medio LB suplementado con ampicilina
(100pg/mL) y se dejé crecer durante 16-18 horas a 37°C, en agitacion. EI ADN se purifico
de este crecimiento mini-prep utilizando el kit comercial E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit
(OmegaBiotek). Este ADN en general fue utilizado para verificar la ligacion y
posteriormente la secuencia insertada en el plasmido por secuenciacion.

También se hicieron crecimientos midi-prep para purificar mas cantidad de ADN que
luego fue el utilizado para las diferentes transfecciones. Este se hizo afiadiendo 150 pL
del crecimiento mini-prep a 50 mL de medio LB suplementado con ampicilina
(100pg/mL) y se dejo crecer durante 16-18 horas a 37°C, en agitacion. EI ADN luego

fue purificado utilizando el kit comercial NucleoBond Xtra Midi/Maxi (Macherey-Nagel).

2.8. Verificacion del inserto

Para la verificacion de la correcta insercion del inserto de interés en el plasmido, se
utilizaron dos estrategias: la verificacion por digestién o la verificacion por PCR. En
ambos casos, los resultados de la digestion o de la PCR fueron visualizados por
electroforesis en gel de agarosa. Para esta, se utilizaron geles de agarosa de 1%
preparados en tampdon TBE 0,5X (dilucion 1/10 de TBE 5X: Tris-base 0,5M, acido bérico
0,45M, EDTA 5 mM), tampédn que también fue utilizado para la corrida de electroforesis.
A la mezcla del gel también le fue afiadido SYBR Safe (Invitrogen), un tinte que permite

visualizar el material genético utilizando luz azul o UV.

Por ultimo, a todas las muestras (digestiones o productos de PCR) se les afadié un
tampdn de carga. Las muestras se corrieron en paralelo al marcador de peso molecular
ADN 1Kb Plus (Thermo Fisher Scientific).

e Verificacion por digestion:

Se realiz6 aprovechando el ADN extraido del crecimiento mini (apartado 2.6). Se
digirieron 500-600 ng de ADN con las mismas enzimas de restriccion utilizadas para
clonar el gen a verificar, siguiendo el protocolo previamente explicado (Tabla 10). La
visualizacién del inserto se hizo por electroforesis en gel de agarosa, donde el inserto
liberado del plasmido después de la digestion de verificacion pudo ser identificado por
su peso molecular. Se consideré una buena ligacion cuando el producto de la digestion
permitié visualizar bandas de ADN en los pesos moleculares esperados para el inserto

de interés.
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¢ Verificacién por PCR:

Se realizaron crecimientos mini-prep tal y como fue explicado anteriormente, habiendo
hecho previamente una estria con la misma colonia en una placa de agar con el
antibiético correspondiente. Del cultivo mini-prep se tomaron 250 yL y se centrifugaron
durante 5 min a 6000 rpm. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido
en el mismo volumen de agua (250 pL). Posteriormente, se hirvio durante 10 minutos a
95°C. Pasado el tiempo, la muestra volvi6 a ser centrifugada durante 5 min a 6000 rpm.
El sobrenadante fue utilizado como muestra para la PCR de verificacion (Tabla13). Esta
PCR se realizé con los mismos primers utilizados para la incorporacion de las dianas de
restriccion a la secuencia (Tabla 8) y se utilizé la mezcla de ADN polimerasa DreamTaq
Green PCR 2X (Thermo Fisher Scientific).

Volumen (L)

1X
Primer fw [25 uM] 1L
Primer rv [25 pM] 1pL
Medio previamente hervido 5uL

Tabla 13. Mezcla de PCR de verificacion de inserto.

2.9. Secuenciacion

Las secuencias de los genes clonados y la correcta sustitucion de bases por
mutagénesis sitio-dirigida fueron verificadas mediante secuenciacion por el método
Sanger. Se utilizé el kit de secuenciacion Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction
Kit v3.1 (Applied Biosystems). Se utilizaron pares de primers especificos para
secuenciar cada vector del sistema NanoBRET y en los casos de hCNT1 y hCNT3 se

utilizaron ademas primers internos a la secuencia (Tabla 14).

Vector Secuencia (5’-3’)

CMV fw (pcDNA3.1) CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
BGH rv (pcDNA3.1) TAGAAGGCACAGTCGAGG
PNLF1-N fw GCGCCTGATCAACCCCGACG
PNLF1-N rv GGTTTGTCCAAACTCATCAATG
pPNLF1-C fw GGTCTTACTGACATCCACTT
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pPNLF1-N rv CACACCTCCCTGTTCAAGGAC
pHTN fw GAAGACAACCCGGACCTGAT
pHTN rv GTGGTTTGTCCAAACTCATC
pHTC fw GGCACCTATTGGTCTTACTG
pHTC rv TGCATGCGCTCGCCCAGGAC
hCNT1 - Internos

hCNT1 seq fw ACAGAACCAGGATTCATTGC
hCNT1 seq rv GCAATCAGGTTGGCAGCGAT
hCNT1 seq final fw TGGTGAACGCCTGTATGGCA
hCNT1 seq principio rv CGAAACAGCTGCATGTGCTC
AdhCNT1 seq int fw GAGCACATGCAGCTGTTTCG
AdhCNT1 seq int rv GCAATGAATCCTGGTTCTGT
CNT3 int1 Fw ACAGGTCACAGTTGAGCAGG
CNT3 int 3 Rv GTATGCACCTAGCACGCTTC
CNT3 int 4 fw GACCTGTCTTATGGGGAATCG
CNT3int5rv GGTGCTCATAAGCCACAAATTC

Tabla 14.- Primers disefiados para la secuenciacion de los diferentes clones generados en esta

tesis.

Las PCR se hicieron en el laboratorio y el producto de PCR se proceso6 en la Unidad de
Gendmica de los Centros Cientificos y Tecnoldgicos (CCiTUB) de la Universitat de
Barcelona. Se utilizé la herramienta de bioinformatica Emboss Needle Pairwise
Sequence Alignment (European Bioinformatics Institute -

https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/) para comparar la secuencia obtenida

con la secuencia de referencia para cada gen.

3. Anadlisis de la expresion de ARN

La expresion de ARN se analizé por PCR en tiempo real (RT-qPCR), utilizando SYBR
green o sondas TagMan. Para evitar la degradacion del ARN por RNasas, la extraccion
fue realizada en frio y con material autoclavado o libre de RNasas. Para evitar
contaminaciones, la sintesis de cDNA y la preparacion de la reaccion de RT-gPCR se

hizo en campana de flujo vertical y utilizando puntas con filtro, libres de RNasas.


https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/
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3.1. Extraccion de ARN y cuantificacion

El ARN analizado en esta tesis se obtuvo a partir de células en monocapa, previamente
transfectadas o tratadas con farmacos y congeladas como fue explicado en los
apartados 1.7, 1.8, 1.9, o células en suspension sin tratamiento previo. En el caso de
las células en suspension, el medio de cultivo mas las células fueron recogidas en tubos
de 15 mL después de 24, 48 o 72 horas de cultivo y se centrifugaron a 5000 rpm durante
5 minutos. Se retird el sobrenadante y el pellet fue congelado en nitrégeno liquido hasta
el momento de la extraccion. La extraccion del ARN de las células en monocapa y de
las células en suspension se hizo utilizando el kit de extraccion de ARN E.Z.N.A Total
RNA Kit | (Omega BIO-TEK), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para conseguir
buenas concentraciones de ARN, la elucion se hizo con 50 yL de agua libre de

nucleasas.

Para cuantificar, se utilizé el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 a una longitud de
onda de 260 nm para medir acidos nucleicos y a 280 nm para medir los posibles
remanentes de proteina. La ratio entre las dos densidades opticas 260/280 debe estar

entre 1,8-2, indicando un material genémico libre de contaminacion por proteinas.

3.2. Sintesis de cDNA

La retrotranscripcion del ARN a cDNA es necesaria para el posterior analisis por RT-
gPCR. La sintesis de cDNA se realizé a partir de 1 pg del ARN extraido en 10 L de
agua libre de nucleasas y utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV RT
(Invitrogen) y el inhibidor de ARNasas Ribolock (Thermo Scientific). EI ARN se
desnaturalizé a 65 °C durante 5 minutos. Aparte, se preparé cDNAmix (preparado con
el tampon 5X first strand de la retrotranscriptasa suplementado con 0,1 M DTT, 10 mM
dNTPs y 240 ng de random primers) y, una vez finalizada la incubacién de 5 minutos se
afnadio a cada muestra de ARN el mismo volumen de la mezcla de cDNAmix (10 pL),
para un volumen final de 20 uL. Esta nueva mezcla se incubd a 37°C durante 50 minutos

y luego la enzima fue desnaturalizada a 70°C durante 10 minutos.

3.3. RT-gPCR - TagMan

El analisis de los transcritos de ARN se realizé utilizando el sistema TagMan Gene
Expression Assays (Apply Biosystems), en la mayoria de los experimentos. Las
determinaciones relativas se hicieron comparando los niveles de expresién en cada

condicion con respecto a un control y, en el caso de las determinaciones absolutas, la
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comparacion se hizo con respecto a una recta patron del gen de interés. Para la
reaccion, se preparod, para cada gen y por duplicado, una mezcla con 10 uyL TagMan
Universal PCR MasterMix 2X (Applied Biosystems), 1 uL de la mezcla de sonda 20X
mas primer (Tablas 15y 16) y 9 uL (50 ng) de cDNA, en placas 6pticas de 96 pocillos.
El sistema TagMan utiliza sondas fluorogénicas, con un reportero fluorescente en el
extremo 5’y un quencher en el extremo 3'. Al reconocer la secuencia diana, los primers
permiten su amplificacion y asi la sonda puede unirse a la nueva cadena de ADN. La
actividad 3’ exonucleasa de la polimerasa degrada la sonda y separa la sonda reportera
del quencher, permitiendo la emision de fluorescencia de la sonda. Esta fluorescencia
es detectada y va aumentando a medida que avanzan los ciclos. Se determinan asi dos
limites: un limite basal donde se considera que existe amplificacion del producto de PCR
por encima de esta linea y, por arriba de esta, un limite umbral ( Threshold). Cuando la
fluorescencia supera este umbral se determina el ciclo limite, o C+. Las reacciones se

realizaron en el termociclador 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystems).

Gen Referencia Reportero Quencher
DHFR Hs07291712_m1 FAM MGB
DHODH Hs00361406_m1 FAM MGB
GAPDH 4310859 VIC TAMRA
MTHFD1 Hs01068263_m1 FAM TAMRA
MTHFD2 Hs00741165_m1 FAM MGB
PAICS Hs00935017_gH FAM MGB
QDPR Hs01077088_m1 FAM MGB
SHMT1 Hs00541038 _m1 FAM MGB
SHMT2 Hs00193658_m1 FAM MGB

Tabla 15.-Sondas comerciales TagMan utilizadas.

Gen Primers Sonda Quencher
Fw: TGATTTCTTGGAAAGCCTGGA
SLC28A1 FAM TAMRA
Rv: CTGCTCCTGATCTCTGCGG
Fw:
SLC28A2 AAGTAGAGCCTGAGGGAAGCAA FAM TAMRA

Rv: GCCCAGTCCATCCCCC

Fw: GAGCTGTGCAAAGCAGGGA
SLC28A3 Rv: FAM TAMRA
TGGAGAATCCTGCTCAACTGTG
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Fw: GCAAAGGAGAGGAGCCAAGA
SLC29A1 FAM TAMRA
Rv: TTCATTGGTGGGCTGAGAGTT

Fw: CCCTGGATCTTGACCTGGAG
SLC29A2 FAM TAMRA
Rv: GGTTTTCCTGGCTTCTGGG

Tabla 16.- Sondas TagMan disefadas en el laboratorio. (Molina-Arcas y col., 2003).

Al ser una RT-gPCR relativa, se utiliz6 como control el gen endégeno GAPDH. Con la
media de los Ct duplicados por gen de interés y del gen enddgeno se calculd la ACr,
restandole al Ct de la muestra el Ct del control endégeno. También se calcula el error
estandar de este ACt (V¥ SE muestra - SE enddégeno). Luego, el AACtse determina
restando el ACrdel endégeno al ACrde cada condicion. El resultado final se expresa en
2-AACT como unidades arbitrarias y corresponde a la cantidad de veces que cada
condicién aumenta con respecto al control experimental. Para calcularlo se le aplica una

potencia en base 2 a -AACr.

3.3.1. RT-gPCR absoluta - Recta patréon

En esta tesis la RT-qPCR absoluta se utilizé para determinar la presencia de mensajeros
correspondientes a los transportadores de nucledsidos en las células B-LCLs. Para
analizar los resultados obtenidos, fue necesario tener una recta patron a diferentes
concentraciones del gen a analizar clonado en un vector y previamente linealizado.
Después de calcular el nUumero de copias por L, se prepard una recta patron diluyendo
hasta 102 — 10% — 10* — 10° — 108 - 107 (nUmero de copias).

Los resultados de la RT-gPCR de las muestras fueron comparados a los Cts obtenidos

a partir de la recta patron para la determinacion de la cantidad de ARN.

3.3.2. RT-gPCR - SYBR

En los casos donde se quiso hacer un screening rapido para determinar si un gen en
particular era modulado bajo cierta condicidon experimental se opté por la RT-gPCR con
SYBR green. Esta también fue utilizada para verificar el silenciamiento de la DHFR en

los ensayos de NanoBRET.

En primer lugar, se hizo una mezcla de primers (stock 100uM) (Tabla 17) de tal forma
que la concentracién final de cada uno (Fw y Rv) fuera de 2uM. Los primers fueron
disefiados de tal forma que cada uno de ellos se ubicara en exones diferentes de la
secuencia del gen de interés, evitando asi la deteccion de ADN gendémico. Para la

reaccion de SYBR, se prepar6é una mezcla con 10uL SYBR 2X (Applied Biosystems) y
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2uL de primers 2uM. De esta se colocaron 12uL por pocillo en placa de 96 pocillos.
Después se afnadieron 8L de cDNA diluido (10 ng) por pocillo. Cada muestra se coloco

por duplicado. El gen enddgeno utilizado como control también fue GAPDH.

El SYBR green es un agente intercalante de ADN de doble cadena, no especifico.
Permite la cuantificacion de la cantidad de ADN que esta siendo amplificado en cada
ciclo de PCR ya que al unirse a la doble cadena la fluorescencia que tiene la molécula
se incrementa. Al igual que la RT-gPCR con TagMan, a medida que aumenta el producto
de PCR va aumentando la fluorescencia en cada ciclo hasta sobrepasar un umbral para
el calculo de las Cr. Las RT-gPCR SYBR green fueron utilizadas para screenings rapidos
necesarios en experimentos como el NanoBRET para confirmar el silenciamiento de un
gen. Todas fueron cualitativas, por lo que el analisis de los datos se hizo igual al analisis
de datos de la RT-gPCR TagMan.

Gen Secuencia
DHFR SYBR Fw TCACCCAGGCCATCTTAAAC
DHFR SYBR Rv CCTCCTGGACATCAGAGAGA

GAPDH 2 SYBR Fw GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH 2 SYBR Rv GAAGATGGTGATGGGATTTC

Tabla 17.- Primers disefiados para la reacciéon de RT-qPCR con SYBR green.

4. Analisis de la expresion de proteina

4.1. Extraccion de proteina a partir de cultivos celulares

Se obtuvieron extractos de proteina de células en monocapa previamente transfectadas
y/o tratadas con diferentes farmacos (apartados 1.7, 1.8, 1.9). En el caso de las células
en suspension, que no tuvieron tratamiento, después de 48 horas de sembradas se
recogieron en tubos de 15 mL el medio de cultivo mas las células y luego se centrifugé
a 5000 rpm durante 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante y el pellet fue congelado en
nitrdgeno liquido hasta el momento de la extraccion. Todo el procedimiento se hizo en
hielo para evitar la degradacion de las proteinas. Para la lisis y extraccion se utilizo el
tampon NP40 (50 mM Tris pH 7.4, 250 mM NacCl, 1% NP-40, 5 mM pirofosfato sddico y
50 mM NaF), suplementado con coctel de inhibidores de proteasas 1X cOmplete Mini
(Roche) y ortovanadato sddico 1 mM. Para la deteccion de proteinas fosforiladas, se

utilizé un tampodn diferente, que asegura la preservacion de las fosforilaciones (20 mM

61



MATERIALES Y METODOS

Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 10 mM EDTA, 10 mM pirofosfato sédico, 2 mM
ortovanadato 100 mM NaF y 1 mM B-glicerofosfat), suplementado con inhibidores de
fosfatasas 1X PhoSTOP (Roche) e inhibidores de proteasas 1X. Usualmente se
afiadieron 60-80 uL de tampdén suplementado a cada condicion. Las células en
monocapa se recogieron con ayuda de un scraper y luego se homogenizaron con una
jeringa 25G. Los extractos proteicos fueron centrifugados en frio (4°C) durante 15 min y
a 13200 rpm. Se recogieron los sobrenadantes en un nuevo tubo y se almacenaron a -
20°C.

4.2. Cuantificaciéon de proteinas por el método de Bradford

La cuantificacion de proteinas se realizé usando el reactivo comercial Protein Assay Kit
BioRad) en proporcion 1:5 en agua destilada. Esta solucién comercial esta basada en
la técnica colorimétrica Bradford. La recta patrén se prepard a partir de albumina sérica
bovina (BSA) 2 mg/mL, teniendo un rango de concentraciones de 0-500 mg/mL.

En general se hicieron diluciones 1:20 y 1:40, tanto para las HEK293 como para las B-
LCLs. La cuantificacion por dilucion de cada muestra se hizo por duplicado, cargando
10 uL de cada una por pocillo de placas de 96 pocillos. La recta patron se cargod al mismo
volumen, por triplicado. Por pocillo se afadieron 200 uL del reactivo Bradford diluido y

luego la absorbancia fue medida a 595 nM.

4.3. SDS-PAGE

Segun su peso, las proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) en condiciones desnaturalizantes por la presencia de

dodecilsulfato sddico (SDS) y luego fueron analizadas por western blot.

Los geles de poliacrilamida constan de dos partes: la primera es el gel concentrador o
stacking, donde se cargan las muestras y permite el alineamiento de las proteinas antes
de entrar al segundo gel, el resolutivo, que puede ser de diferentes concentraciones de
acrilamida y donde se hace la separacion de las proteinas por peso molecular. La
eleccion de la concentracion de acrilamida se hace en funcién de la proteina que se
desee detectar, proteinas grandes requeriran un tamano de poro mayor y por tanto una
concentracién de acrilamida menor a la necesitada por una proteina pequena. En esta
tesis, los geles resolutivos fueron hechos al 10 0 12% de acrilamida. Se especifican las

cantidades para un gel del 10% de acrilamida:
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e Gel concentrador o stacking: 2,7 mL de agua destilada; 670 yL de mezcla
comercial de acrilamidas (Bio-Rad); 500 pL Tris 1 M pH 6,8; 40 uL SDS al 10%;
40 pL de persulfato de amonio (APS, Bio-Rad) al 10% y 4 puL de
tetrametiletilendiamina (TEMED, Bio-Rad).

o Gel resolutivo o resolving: 1,9 mL de agua destilada; 3,3 mL de mezcla de
acrilamidas; 2,5 mL Tris 1,5 M pH 8,8; 100 uL SDS al 10%; 100 uL APS al 10%
y 4 uL de TEMED.

Se prepard el gel resolutivo y, una vez polimerizado, se le afiadié arriba el gel
concentrador con el peine elegido (10 o 15 pocillos) segun el numero de muestras que

se desearan cargar.

Las muestras fueron preparadas calculando 10 o 20 ug de proteina (variable segun
experimento) a volumen final de 20 pL, con tampoén de carga 1x (5X — 50 % glicerol, 5%
SDS, 0.5 % azul de bromofenol, 312 mM Tris pH 6,8) suplementado con [3-
mercaptoetanol 5% al momento del uso. Después, las muestras preparadas se
calentaron durante 5 minutos a 95°C o 30 minutos a 37°C en el caso de hCNT1y hCNTS3.
Para la electroforesis se cargd en el gel el volumen completo de muestra y 4 L del
marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standards Dual Color (BioRad) y se
llené la cubeta con tampodn de electroforesis 1X (10X: Tris-Base 250 mM, Glicina 1,9M,
1% SDS). La separacion se hizo a 40 mA o 80 mA, dependiendo de si se montaba uno

o0 mas de un gel en paralelo, respectivamente.

4.4. Western Blot

Al finalizar la electroforesis en gel de acrilamida, se paso6 a transferir las proteinas
separadas a una membrana que permite la incubacién con anticuerpos especificos para
detectar una proteina de interés. Se utilizaron membranas de polivinilo difluoruro (PVDF)
(Inmobilon-P, Millipore) que antes de ser utilizadas fueron activadas durante 15
segundos con metanol, lavadas con agua mili-Q durante 2 minutos y equilibradas en el
tampon de transferencia 1X (10X: Tris-Base 250 mM, Glicina 1,9M).

El montaje para a transferencia se hizo dentro de un cassette, colocando esponjas y
papel Whatman empapados del tampdn de transferencia a cada lado, y asegurando de
que el gel de acrilamida y la membrana activada quedaran en el medio. Una vez que el
cassette estuvo dentro de la cubeta, esta se llend con tampdn de transferencia y un

blogue de hielo. La transferencia se realizé a 180 mA durante 70 minutos.
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Para verificar que las proteinas se hubieran transferido de forma correcta a la
membrana, se hizo una incubacion con una solucién de rojo Ponceau (en agua
destilada:5% &cido acético, 0,1% Ponceau) y luego se lavé con agua destilada. La
membrana luego fue bloqueada con leche al 5% (p/v) preparada en tampén TBS-
Tween20 al 0,1% (TBS 10X: Tris-Base 200 mM, NaCl 1,5M), durante 1 hora y a

temperatura ambiente.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron preparados segun las especificaciones de
cada casa comercial (Tabla 18). En general, los anticuerpos fueron preparados en 5%
de leche en TBS-T 1X, a excepcion de aquellos en que la casa comercial indicara que
tenian que prepararse en una solucion de 5% de BSA en TBS-T (como es el caso de
aquellos que detectan residuos de fosforilacion). Los anticuerpos que no pueden ser
congelados se prepararon en 5% de leche en TBS-T 1X con 0,1% de azida de sodio.

Todos los anticuerpos primarios fueron recuperados después de cada incubacion para

reutilizarlos mas adelante.

Peso
Anticuerpos Casa
Origen Dilucién molecular Referencia
primarios comercial
(kDA)
Actina Conejo 1:2000 42 A2066 Sigma
Cell
AMPKa Conejo 1:1000 62 5831s _ _
Signalling
Santa Cruz
hCNT1 Ratdn 1:1000 60 sc-515874 _
Biotechnology
hCNT3 Conejo 1:1000 75 HPA024729  Sigma
c-Rel Conejo 1:1000 69 ab31413 Abcam
33 tei
HaloTag Conejo  1:1000 (+proteina 39081 Promega
fusion)
NFkB p65 Conejo 1:400 64 ab7970 Abcam
NFkBp105/  Conejo  1:400 50 ab7971 Abcam
p50
. 19 (+ proteina
NanolLuc Ratén 1:500 N700A Promega
fusién)
Phospho-
Cell
AMPKa Conejo 1:1000 62 2531S
Signalling
(Thr172)
QDPR Conejo 1:1000 26 ab174310 Abcam
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RelB Conejo 1:5000 62 ab33907 Abcam

Tubulina Ratén 1:1000 50 T6074 Sigma
Anticuerpos secundarios

a-Rabbit Conejo 1:5000 - sc-2027 BioRad

a-Mouse Raton 1:5000 - sc-2025 BioRad

Tabla 18.- Anticuerpos utilizados para deteccién de proteinas por Western Blot.

Después del bloqueo, la membrana fue pasada a una bolsa de plastico en donde se le
afiadi6 el anticuerpo seleccionado antes de sellarla. La incubacion se hizo durante toda
la noche, a 4°C y en un agitador orbital. Pasado el tiempo, el anticuerpo primario se
retir6 y la membrana fue lavada con TBS-T 1X 3 veces durante 10 minutos (cada
lavado). Los anticuerpos secundarios fueron preparados en 5% de leche en TBS-T 1X
y la incubacion se realizé en una bolsa plastica cerrada, a temperatura ambiente en un

orbital y durante 1 hora.

Antes del revelado, la membrana fue lavada nuevamente 3 veces con TBS-T 1X. Todos
los anticuerpos secundarios utilizados estan conjugados a una peroxidasa, con lo que
la deteccidon de las proteinas se hizo por quimioluminiscencia. Para ello, se utilizo el
reactivo ECL (Thermo Fisher Scientific) y el revelado se hizo en el equipo iBright FL 1500

(Thermo Fisher Scientific).

5. Ensayo nanobret

Es un ensayo basado en bioluminiscencia de transferencia de energia de resonancia
(BRET) y la proximidad entre proteinas. Permite detectar interacciones entre proteinas
proximas entre si al medir la transferencia de energia entre una proteina donadora
bioluminiscente a una proteina fluorescente aceptora. En el caso del NanoBRET la
molécula donadora es un NanoLuc luciferasa (NL) y la aceptora es un HaloTag (HT)
unido a un ligando fluorescente. Todos los ensayos NanoBRET realizados en esta tesis

fueron del tipo endpoint, es decir, una unica lectura a “tiempo final”.

Los NanoBRET se realizaron en células HEK293, sembradas en placas de 6 pocillos a
una densidad celular de 8x10° células/pocillo. Después de 4-6 horas, las células se co-
transfectaron con los diferentes pares QDPR y hCNT3. En el caso del silenciamiento,
en la mezcla de transfeccion se incluy6 el siRNA a 100 nM. En ningun caso hubo cambio
de medio. Después de 20 horas postransfeccion, las células transfectadas fueron

lavadas con PBS 1Xy tripsinizadas. Estas células se recogieron y se ajusté la densidad
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a 2x10° cél/mL con el medio en el que se fuera a hacer en ensayo (OptiMEM o DMEM
sin rojo fenol). Después, las células fueron separadas en dos pools, uno “experimental’
al que se anadié el HaloTag NanoBRET Ligand 618 (Promega) y otro “control sin
aceptor” al que se le anadio el vehiculo DMSO, ambos en dilucién 1:1000. De estos dos
pools separados se sembraron 100 pL por pocillo en placas de 96 pocillos blancos (para
cultivo celular), por triplicado. Las células luego fueron incubadas nuevamente durante
16-18 horas, hasta la lectura. Como referencia positiva, en algunos ensayos fue incluido
el par optimizado p53-HT:MDM2-NL.

En el caso de realizar tratamientos con farmacos, el protocolo seguido fue el mismo,
solo que la densidad celular a la que se ajusté fue de 2,2x10° células/mL. Después de
separar los pools y afiadir a las células el ligando 618 o DMSOQO, fueron sembradas 90
ML por pocillo en placas de 96 pocillos blancos, por triplicado. Los tratamientos fueron
preparados en el medio en el que se fuera a hacer el ensayo, a una concentracién 10
veces mayor que la deseada para la concentracion final (10X). Luego, de este
tratamiento 10X fueron afiadidos 10 uL en cada pocillo y se incubé durante 16-18 horas,
hasta la lectura.

Se utilizaron los inhibidores BQR y NBTI a una concentracion final de 10 uM cada uno,
mientras que los nucledsidos (Citidina y Uridina) se agregaron a una concentracién final
de 5 yM o 1 mM. En el caso de los experimentos que incluyeron tratamientos con
siRNAs, se realizaron controles de silenciamiento. Las células remanentes después del
replaqueado fueron sembradas en placas de 12 pocillos y se incubaron en paralelo al
experimento NanoBRET. Después de la lectura de la placa de 96 pocillos (NanoBRET),
las células fueron congeladas. EI ARN fue extraido utilizando el kit E.Z.N.A. MicroElute
Total RNA Kit (Omega BIO-TEK), y el silenciamiento fue verificado por RT-gPCR - SYBR

green.

5.1. Optimizacién de la transfeccion

Esta optimizacion se hizo para la pareja o parejas de aceptor-donador elegidas en
funcion del par con mejor mBU (BRET ratio) de todas las combinaciones posibles. El

célculo del mBU esta detallado en el apartado 5.4.

Las células HEK293 fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 8x10°
cél/pocillo. 4-6 horas después fueron transfectadas con diferentes ratios de donador-
aceptor (1:1, 1:10, 1:100, o 1:1000). Se siguidé el mismo protocolo estandar de

transfeccion explicado anteriormente. Brevemente, se mezclé 125 yl de OptiMEM + 5 pl
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de Lipotransfectina. En otro eppendorf se mezcld 125 ul de OptiMEM + la cantidad de

ADN de aceptor y de donador, resumida en la tabla 19.

Ratio deseada
Cantidad usada
(NanoLuc a HaloTag)

1:10 2 ug pHTN + 0,2 pg pNL1-N
1:100 2 ug pHTN + 0,02 pg pNL1-N
1:1000 2 ug pHTN + 0,002 pg pNL1-N

Tabla 19. — Esquema de ratios NL — HT utilizada para la optimizacion de las condiciones de transfeccion
del par QDPR pHTN:hCNT3 pNLF1-N. Fuente:Promega.

Luego se incubaron juntas las mezclas de lipotransfectina y la de ADN, durante 15 min
a temperatura ambiente y luego se afiadié cada una al pocillo correspondiente en placas
de 12 pocillos. Pasadas aproximadamente 20 horas, se siguid el protocolo de

tripsinizacion y replaqueo explicado anteriormente para el NanoBRET estandar.

5.2. Ensayo de saturacion del donador (DSA)

Como es el caso de la interaccién estudiada en esta tesis (hCNT3:QDPR), para una
interaccion que no tenga descritos moduladores (inhibidor o potenciador), es necesario
realizar un ensayo de especificidad para la validacion del par. En este ensayo, llamado
ensayo de saturacién del donador (DSA), la cantidad del donador se mantiene constante
(NL) mientras que la cantidad de aceptor (HT) se incrementa gradualmente. De esta
forma, si la interaccion de proteinas esta forzada por la proximidad, se genera un BRET
inespecifico y la sefial aumentara a medida que se aumenta la cantidad de donador. Sin
embargo, en una interaccién especifica, el incremento del aceptor lograra una
saturacion total de todas las moléculas aceptoras y donadoras, observandose una
grafica en forma de hipérbole donde el BRET ira aumentando hasta llegar a un platé.

El ensayo DSA se llevo a cabo sembrando células HEK293 en placas de 12 pocillos, a
una densidad celular de 4x10° cél/pocillo. Pasadas 4-6 horas, las células se
transfectaron con una cantidad constante de donador NL (hCNT3 NL, 10 ng) y diluciones
seriadas del aceptor HT (QDPR HT). La ratio donador/aceptor utilizada para el DSA
entre QDPR WT y hCNT3 fue de 1:100, mientras que para QDPR V15A y hCNT3 fue
1:1000. Se mezclaron 500 pyl de OptiMEM mas 10 yl de hCNT3 NL previamente diluido
a 0,01 pg/ul. Asi se obtuvo un master mix del donador con una concentracién de hCNT3

NL de 0,2 ng/pl. Luego se hicieron ocho diluciones seriadas 1:3 de QDPR HT, partiendo
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de 1000ng/pl hasta 0,46 ng/ul. Se muestra a continuacion una tabla con el esquema de

diluciones vy las diferentes ratios aceptor-donador (tabla 20):

Cantidad de Cantidad de
Ratio
donador aceptor
aceptor-donador
hCNT3 NL-N (ng) QDPR HT-N (ng)

1 10 1000 100
2 10 333 33,3
3 10 111 11,1
4 10 37 3,7
5 10 12,3 1,2
6 10 4.1 0,41
7 10 1,4 0,14
8 10 0,46 0,046
9 10 0 -

Tabla. 20.- Esquema de diluciones del ensayo DSA. Se toma como referencia un ensayo a ratio 1:100.

Fuente: Promega.

Cada una de las 9 mezclas de transfeccion de hizo de la siguiente forma: 1 pl de la
dilucién de QDPR HT-N correspondiente + 50 ul del master mix de hCNT3 NL+ 2,5 pl
de lipotransfectina. Se incubd cada mezcla durante 15 minutos, a temperatura ambiente,
y luego se afadid a las células, en el pocillo correspondiente. Pasadas
aproximadamente 20 horas, se siguié el protocolo de tripsinizacion y replaqueo
explicado anteriormente para el NanoBRET estandar. Los valores mBU se graficaron

contra los valores de la ratio aceptor-donador para determinar la forma de la curva.

Para determinar la cantidad de proteina en el DSA despues de ajustar la cantidad
relativa de proteina entre QDPR-WT pHTN y QDPR V15A pHTN, las células
transfectadas fueron incubadas con un ligando permeable de HT marcado con el
fluoréforo Janelia Fluor 549 (Promega). La incubacion con Janelia 546 se realizo a 37°C,
durante 1 hora - 30 minutos antes del analisis. Luego, las células fueron lisadas y el
extracto celular completo fue cargado en un gel SDS-PAGE. Las cantidades de proteina

fueron detectadas por fluorescencia.

5.3. Lectura

Se prepard una solucion 5X del sustrato afiadiendo NanoBRET NanoGlo substrate

(Promega) en el medio de cultivo del ensayo (OptiMEM o DMEM) en dilucién 1:100. De
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esta solucion 5X se anadieron 25 L por pocillo. Para la lectura del NanoBRET se utilizé
el lector de placas PHERAstar FS (BMG LABTECH) con el médulo de luminiscencia
NanoBRET (Emision 1: LP-610 - Emision 2: 450-80). Se midié la emisién dual 450
nm/610 nm para cada pocillo, en simultaneo. La deteccién se realizé durante los

primeros 10 minutos después de afiadir el sustrato.

5.4. Calculos / Analisis de datos

En NanoBRET, la unidad utilizada para expresar los resultados es el NanoBRET ratio (o
BRET ratio — mBU). Para calcularlo, los valores crudos de la emision del aceptor
(Valores 618nm) fueron divididos por los valores de la emision del donador (Valores
460nm), para cada pocillo. Asi se obtuvo la ratio NanoBRET cruda (BU), que suele estar
en valores decimales. Luego, este BU fue convertido a unidades miliBRET (mBU -
NanoBRET ratio) multiplicando BU x 1000.

Em618nm

Después, para determinar la media del NanoBRET ratio para cada set de muestras se
restd la media de las muestras sin aceptor (Control — DMSO) de la media de las
muestras experimentales (con ligando 618 HaloTag). Este paso elimina el background

residual del donador.

Media mBU experimental - Media mBU control sin ligando = mBU corregido

Los resultados de esta tesis fueron expresados en BRET Ratio (mBU) o en unidades

arbitrarias al normalizar con respecto al control experimental.

Aparte, como control interno para cada experimento, se calcularon los factores Z’y Z,
que indican la consistencia del ensayo. Se consideré como un ensayo correcto con poca
variabilidad aquellos en donde los valores de Z’' 0 Z estuvieran entre 0,5 -1.

El factor Z’ compara los valores de medias y desviacién estdndar de las muestras

experimentales y el control.

(3X STDV experimental +3XSTDV control sin ligando)

FactorZ' =1 —
[(Media mBU experimental +Media mBu control sin ligando)
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En el caso del factor Z, se utilizo al realizar tratamientos con un modulador (farmacos) y
toma en cuenta tanto la variabilidad del ensayo como la diferencia entre las muestras
tratadas y el control sin tratamiento. * NOTA: los valores se revierten si es un enhancer,

la formula es ejemplo para un ihnibidor*

(3X STDV sintratamiento + 3XSTDV con tratamiento)
(Media mBU sin tratamiento + Media mBu con tratamiento)

FactorZ=1—|

]

6. Ensayos de transporte de nucledsidos

6.1. Medios de transporte y reactivos

Para determinar la actividad de los transportadores equilibrativos y concentrativos de
nucleésidos, es necesario disponer de dos medios de cultivo diferentes. El primer medio
contiene sodio (137 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1,8 mM CaCl,-2H,0, 1,2 mM MgSO4-7H.0,
10 mM Hepes y 0,1 mg/L rojo fenol. pH = 7,4). En este consideramos que tanto ENTs
como CNTs tienen actividad transportadora. El segundo medio utilizado, el medio colina,
es libre de sodio (137 mM ChoCl, 54 mM KCI, 1,8 mM CaCl,-:2H.0O, 1,2 mM
MgSQO4-7H20, 10 mM Hepes y 15 mg/L rojo fenol. pH = 7,4). Al ser sodio dependiente,
los transportadores concentrativos no pueden transportar nucledsidos en este medio,
con lo que se asume que todo el transporte corresponde a la actividad de los
transportadores equilibrativos. Por tanto, la diferencia entre el transporte en el medio
colina y el transporte en el medio sodio daria como resultado la medida de transporte
dependiente de sodio y correspondiente a la actividad de los CNTSs, en el caso de esta
tesis, de hCNT3. Ademas, para parar el transporte de todos los transportadores se utiliza
el medio stop frio (NaCl 137mMy 10mM HEPES, a pH 7,4 — ajustado con Tris base 1M).
Los nucledsidos utilizados como sustrato estuvieron marcados con tritio (Moravek Inc.).
Se utilizaron [5-H(N)] citidina y [5,6-H] uridina. Para el transporte se suplementaron los
medios sodio y colina con nucledsido frio a concentracion final de 1 yM (Sigma — 1 mM
el stock), y el mismo nucledsido marcado radioactivamente a una cantidad que

permitiera tener 1uCi de concentracion final.

Para los ensayos de competencia se utilizoé el sustrato 7,8-Dihydro-L-biopterin (BH> -
Merck). Estos ensayos se hicieron con el fin de determinar si BHz podia ser transportado
por hCNT3. A los medios sodio y colina ya suplementados con citidina 1 pM se le

afnadieron concentraciones saturantes de BH, (100 yM, 500 uM o 1 mM).

70



MATERIALES Y METODOS

Las concentraciones seleccionadas fueron mucho mas altas que la Km del transportador

por citidina, intentando que la cantidad de sustrato compitiera por la entrada a la célula.

6.2. Transporte en células en monocapa

En esta tesis se midio la actividad del transportador hCNT3 sobreexpresado en células
HEK293. Las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos considerando cada
condiciéon por triplicado. Después de 24 horas, se sobreexpresé hCNT3 clonado en
diferentes vectores. Los ensayos de transporte se hicieron a 24 y 48 horas
postransfeccién. En una misma placa de realizé el ensayo en ambos medios de

transporte, es decir que para cada condicidn se hizo la medicion con o sin sodio.

Brevemente, las células fueron lavadas con el medio correspondiente (sodio o colina),
eliminando bien el exceso de medio en cada pocillo. Luego, se afadieron 240 uL de
cada medio ya preparado con los nucledsidos y se permitid el transporte durante 1
minuto. Pasado el tiempo, el transporte se detuvo con dos lavados con medio stop frio.
Se retird bien el medio stop y las placas fueron guardadas a -20°C hasta su analisis y

cuantificacion de proteina.

Para preparar las muestras para la cuantificacion por centelleo liquido, se afadié en
cada pocillo 100 pyL de tampédn de lisis (Tritdn X-100 0,5%, 100mM NaOH) y se agitoé
durante 1 hora. Las muestras fueron homogenizadas con pipeta. Luego, se recogieron
10 pL de cada pocillo para la cuantificaciéon de proteina por el método de BCA (apartado
6.3). Los 90 L restantes del homogenizado se recogieron en viales que previamente
habian sido llenados con liquido de centelleo (Ecoscintrm H, National Diagnostics). Para
poder determinar la actividad especifica, se recogieron 5 pL de cada medio de transporte
en viales que contenian liquido de centelleo (por triplicado). Los datos de
desintegraciones por minuto (dpm) de isétopo radioactivo se obtuvieron con un contador
beta (Tri-Carb 2100TR — Packard) ubicado en las instalaciones radioactivas (IRA) de la

facultad de Biologia

6.3. Cuantificacion de proteina

La correccién de los valores de la actividad se hizo con la cantidad de proteina de cada
pocillo. Se utilizé el kit comercial BCATM Protein assay kit (Pierce). Para la
cuantificacion se colocaron 10 pyL de cada muestra homogenizada en una placa de 96
pocillos. También se cargd una recta patrén de BSA, en un rango de 0-2 mg/mL. Por

ultimo, se colocaron 200 pyL de una mezcla de los reactivos Ay B y se incub6 a 37°C
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por 30 minutos seguido de una segunda incubaciéon de 10 minutos a temperatura

ambiente. La lectura de la absorbancia se hizo a 550 nm.

6.4. Calculo de la actividad especifica

Los resultados del contador de centelleo vienen dados como desintegraciones por
minuto (dpm) de tritio. Para determinar la captacién de sustrato (pmol) por mg de
proteina, por minuto, primero es necesario calcular la actividad especifica (AE) del

medio de transporte radioactivo. Esto se hizo con la siguiente formula:

dpm dpm estandar

AE(

pmol” ~ Volumen estandar . [sustrato]

Una vez obtenida la AE, y teniendo previamente la concentracién de proteina, se puede

entonces calcular la actividad que hay en la muestra con la siguiente féormula:

o pmol _ dpm de la muestra .10 3 )
Actividad(—————.min) = gy min
mg proteina AE .volumen de la muestra . [proteinam

7. Inmunofluorescencia

El estudio de la ubicacién intracelular de QDPR y de hCNT3 se hizo por
inmunofluorescencia y microscopia confocal, aprovechando la disponibilidad de estas
proteinas fusionadas a diferentes tags. Todos los ensayos de inmunofluorescencia
fueron hechos en células HelLa crecidas sobre cubreobjetos. Las especificaciones de
sembrado, transfeccion y fijado fueron explicadas previamente (apartado 1.7). Se
utilizaron anticuerpos primarios dirigidos contra los tags (Tabla 21). Después de la
fijacion con PFA 4%, las células fueron lavadas tres veces con PBS 1Xy luego se afiadio
la solucion de bloqueo (PBS 1X, 5% BSA 'y 1% Triton X-100) durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, los cubreobjetos con las células fueron
puestos en contacto e incubados con los anticuerpos primarios seleccionados
preparados en una solucion con 1% BSA y 0,5% Triton X-100, en PBS 1X, a 4°C y
durante toda la noche. Al dia siguiente los cubreobjetos fueron lavados tres veces con
PBS 1X y luego fueron puestos nuevamente en contacto e incubados con los
anticuerpos secundarios correspondientes, segun el origen del anticuerpo primario
utilizado. Esta incubacién se hizo en oscuridad y durante 1 hora a temperatura ambiente.
Pasado el tiempo y luego de otros tres lavados con PBS 1X, los nucleos de tifieron

incubando por 5 minutos con Hoechst en dilucion 1:1000. Después de hacer

72



MATERIALES Y METODOS

nuevamente tres lavados con PBS 1X, se realizé el montaje de los cubreobjetos sobre
el portaobjetos utilizando la solucion de montaje ProLong Gold antifade reagent
(Invitrogen) de tal manera que la cara del cubreobjetos donde estaban las células
estuviera en contacto con la solucién de montaje. Las muestras se dejaron secar a

oscuras y a temperatura ambiente durante 24 horas.

La visualizacion del marcaje se hizo por microscopia confocal, utilizando el microscopio
confocal Zeiss 880 del Servicio de Microscopia de la facultad de biologia. Se ultilizo el
objetivo de inmersion x63 y las imagenes fueron procesadas con el software de

procesamiento de imagenes Image J (desarrollado por la Agencia Estadounidense de

Institutos Nacionales de Salud).

Anticuerpos Casa
Origen Dilucion Referencia
primarios comercial
Conejo
HaloTag 1:100 G9281 Promega
(Rb)
Raton
NanoLuc 1:100 MAB10026 R&D
(m)
Anticuerpos
Secundarios
a-Rb Alexa 488 Cabra 1:500 A11008 Invitrogen
a-Rb Alexa 546 Burro 1:500 A10040 Invitrogen
o-m Alexa 488 Cabra 1:500 A11001 Invitrogen

Tabla 21.- Anticuerpos utilizados para los ensayos de inmunofluorescencia.

Para el estudio de la localizacién de las proteinas de fusion con HT-C, el marcaje se
hizo in vivo con un ligando de HT no permeable, en células HEK293. Las células fueron
sembradas y transfectadas tal como se especifica en la seccién 1.7 de los resultados.
Después de 18 horas postransfeccion, las células transfectadas se incubaron con el
ligando de HT Alexa Fluor 488 (Promega) durante 15 minutos y a 37°C. La fijacién de la
monocapa se hizo durante 10 minutos con metanol frio, a 4°C. El marcaje nuclear con

Hoechst y el montaje se realizé tal y como fue explicado anteriormente.

8. Anadlisis de metabolitos (folatos — aminoacidos)

Los ensayos bioquimicos para medir los cambios metabdlicos asociados a la

sobreexpresion de CNT3 y QDPR fueron realizados en el Hospital Sant Joan de Déu,
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por el grupo del Dr. Rafael Artuch. Los folatos fueron cuantificados por HPLC
(Ormazabal y col., 2011;0rmazabal y col., 2006) mientras que los aminoacidos fueron
analizados por cromatografia liquida de alta resolucidon acolada a espectrometro de
masas en tandem (UPLC-MS/MS) (Casado y col., 2018). Las células fueron recogidas

en PBS 1X 'y congeladas hasta su analisis.

8.1. Analisis de folatos totales y de 5-MTHF

Las concentraciones de folato total fueron analizadas por inmunoensayos de
quimioluminiscencia automatizados. Para el analisis de las cantidades de 5-MTHF, las
muestras fueron diluidas 1:2 con acido ascérbico 5 mg/mL preparado en tampdn fosfato
5 mM (pH=2,3). Luego se centrifugaron durante 10 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante
se filtré con un filtro de 0,45 ym (Millipore). La calibracion se hizo con 5-MTHF (Sigma)
previamente diluido a una concentracion final de 22 nmol/L. Se inyectaron 20 L de la
muestra al HPLC. El analisis de 5-MTHF se hizo por HPLC de fase reversa con

deteccioén de fluorescencia (excitacion: 295 nm; emisién: 355 nm).

8.2. Analisis de aminoacidos por UPLC-MS/MS

Para la preparacion de las muestras, alicuotas de 25 pL de la muestra fueron mezclados
con vortex con igual volumen de la soluciéon del estandar interno y 150 pL de
metanol/0,1% acido férmico. Después, las muestras fueron centrifugadas a 6000g por
10 minutos. Con el fin de aumentar su volatibilidad, se realizd la reaccion de
derivatizacion se tomaron 5 uL del sobrenadante y se mezclaron con 35 pL de tampén
borato (pH 8.8) y 10 pL de la solucion AQC 3 mg/mL en acetonitrilo (AccQ.Tag Ultra
Derivatization Kit — Waters). Por ultimo, las mezclas se calentaron a 55°C por 10 min.

La separacion cromatografica de las muestras se hizo con columnas CORTECS C18
(Waters) de fase reversa a 55°C. Se utiliz6 agua y acetonitrilo con 0,1% de &cido formico
como fase movil A y B, respectivamente. La deteccién se hizo con el espectrémetro de

masas Water Xevo TQD triple-cuadrupolo.

9. Analisis estadistico

Todo el analisis estadistico de los datos mostrados en este trabajo se realiz6 utilizando
el programa GraphPad Prism 8. Cada resultado corresponde a la media de
experimentos independientes y se expresan como la media + el error estdndar de la
media (SEM).
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La prueba t-Student se utilizé para comparar un tratamiento o condicién con un control.
Por otra parte, la prueba de multivarianza ANOVA se utilizé para hacer comparaciones
entre tres 0 mas condiciones. En todos los casos, se consideré que los grupos eran
estadisticamente significativos cuando el valor de p fue igual a p<0.05(*), p<0.01(*),

p<0.005(***), p<0.001(****),

Todos los esquemas generados en esta tesis fueron realizados con BioRender.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bloque I: Regulaciéon funcional de los transportadores

concentrativos de pirimidinas hCNT1 y hCNT3.

En los mamiferos, la principal fuente de pirimidinas en células totalmente diferenciadas
0 en reposo proviene de las vias de recuperacion, mientras que las células altamente
proliferativas también requieren de la sintesis de novo para cubrir la demanda. Las
pirimidinas, al contrario que las purinas, son mayoritariamente absorbidas y recicladas
de la dieta como nucledsidos y no como nucleobases (Harley y col., 1986). De hecho,
el reciclaje de las purinas se realiza uniendo las nucleobases a PRPP en las reacciones
catalizadas por APRT y HGPRT, mientras que, en el caso de las pirimidinas, estas son
recicladas a partir de la fosforilacion de los nucledsidos con el consiguiente uso de ATP
(Duley y col., 2011). El reciclaje de pirimidinas utiliza los nucledsidos extracelulares
presentes en la sangre, asi como los intracelulares que provienen de la degradacién del
RNA y el DNA. Asi, en el proceso de reciclaje de las pirimidinas es donde cobran
importancia los transportadores de nucleésidos, permitiendo su captaciéon al interior
celular. A pesar de la importancia que tienen los transportadores concentrativos de
nucleodsidos en la fisiologia celular, hasta el momento los mecanismos y elementos que
los regulan en funcién de los requerimientos celulares, tanto a nivel transcripcional como
postraduccional, no han sido estudiados en profundidad. Para iniciar el estudio de estos
elementos, es importante primero determinar las variables que podrian afectar la

actividad de los hCNTs, mas alla de las interacciones con otras proteinas.

Para comprender mejor la dinamica de cualquier interaccidn proteina-proteina, se hace
importante estudiar sus elementos reguladores. Y si en la interaccion participan
proteinas oligoméricas, no se puede descartar que parte de la regulacion de estas
interacciones venga dada por el estado de oligomerizacion de las mismas. La estructura
trimérica de hCNT3 permite predecir una estructura cuaternaria similar para el resto de
los hCNTs. hCNT1 y hCNT3 estan ubicados principalmente en la membrana plasmatica
donde se encargan del transporte de nucledsidos de purinas y/o pirimidinas acoplado a
un gradiente de Na* o de protones (en el caso de hCNT3). Si bien hCNT1 no ha sido
descrito en membranas intracelulares, hCNT3 si puede ser encontrado en la membrana
del reticulo endoplasmatico. Existirian entonces tres puntos en los que la regulacién de
los hCNTs podria ser evaluada: primero el ensamblaje de la estructura cuaternaria de la
proteina, es decir la formacién del trimero, segundo la localizacién de este trimero en la
membrana donde realizaran su funcién, y por ultimo la regulacion transcripcional de sus

genes.
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Por tanto, en esta tesis se decidié estudiar la regulacion de los dos transportadores
concentrativos que participan en la regulacién de los niveles de pirimidinas
intracelulares, estudiando primero la dinamica de ensamblaje de oligémeros de hCNT1
y hCNT3. Se utilizaron varias estrategias experimentales para generar diferentes
condiciones metabdlicas y asi evaluar la estabilidad de formacion de estas estructuras
oligméricas. De esta forma, los cambios estructurales podrian ser vinculados a cambios
metabdlicos en el entorno celular. Ademas, la posibilidad de una regulacién producida
por los mismos cambios metabdlicos o incluso una co-regulacion entre los

transportadores sento la idea del estudio de la regulacion también a nivel transcripcional.

1.  Interaccién entre oligoémeros de hCNT1 y hCNT3.

La estructura de los transportadores concentrativos de nucledsidos pudo ser esclarecida
por estudios de homologia, estudios que se vieron reforzados y validados por la
elucidacion de la estructura cristalografica de hCNT3, la unica disponible para hCNTs
hasta el momento. En este trabajo, se pudo determinar que hCNT3 forma un homo-
trimero (Zhou y col., 2020), y se confirmé lo que habia sido descrito anteriormente por
estudios de cross-linking y estudios estructurales del CNT de Vibrio cholerae (vcCNT)
(Stecula y col., 2017; Johnson y col., 2012). Los monémeros de hCNTs estan formados
por 11 dominios transmembrana, donde destaca el extremo N-terminal citosdlico y
especifico para cada isoforma (Pastor-Anglada y col., 2008). La oligomerizacion es una
caracteristica de muchos transportadores de membrana, una peculiaridad que en
alguno de ellos puede estar vinculada al trafico a membrana, regulacion y recambio de
la proteina. Tal es el caso de la familia de simportadores neurotransmisor:sodio (NSS),
pertenecientes a la familia génica SLC6, donde se encuentran los transportadores de
monoaminas serotonina (SERT), dopamina (DAT), norepinefrina (NET) o glicina (GlyT),
entre otros. Se mostrd por co-inmunoprecipitacion que hSERT, hDAT y hNET pueden
dimerizar (Kilic y Rudnick 2000; Torres y col., 2003, Kocabas y col., 2003), y ademas se
demostrd que el homélogo rDAT puede formar tetrameros (Plenge y col., 1990). En el
caso de los transportadores GlyT2 y el transportador de GABA (GAT-1), se ha
demostrado que la oligomerizacion de ambos es importante para el trafico efectivo de
estos dos transportadores a la membrana (Bartholomaus y col., 2008, Torres y col.,
2003).

En el grupo se han utilizado estrategias de bioquimica clasica para el estudio y

validacion de las interacciones proteina-proteina. Sin embargo, dada la naturaleza de
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las interacciones que interesaban estudiar y el interés de entender cuales son los
elementos o factores que participan en su modulacion, se hizo atractivo utilizar una
técnica que permitiera hacer un seguimiento de las interacciones en tiempo real. El
NanoBRET es un sistema que permite realizar estudios de interaccion entre proteinas
en células vivas. Debido a esta caracteristica, los cambios en cualquier interaccion
generados por la inclusion de moduladores al sistema pueden ser estudiados y permite
seguir la dinamica de la interaccién de interés. Para este fin, se planted generar
proteinas de fusién de los transportadores concentrativos incorporando a su secuencia
cada uno de los tags del sistema NanoBRET: NanoLuc (pNLF1 - NL) o HaloTag (pHT -
HT), y medir la interaccion al co-transfectar juntas estas proteinas. Como se coment6
anteriormente, la estructura cuaternaria de los hCNTs corresponde a un trimero. Si se
considera que con el NanoBRET solo haria falta la interaccion entre dos monémeros
fusionados con las proteinas tag para tener una sefial de BRET, se consideraria que
una sefial es equivalente a la interaccion de por lo menos dos monémeros. Asi, cualquier
elemento modulador de la dinamica de formacion de los trimeros de hCNTs podria ser
estudiado por su efecto sobre la deteccion de la estructura dimérica. Con esto se plante6
el estudio de la formacion de oligoémeros de hCNT3, considerando posibles factores que,
al generar estrés metabdlico por cambio en los niveles de nucledsidos extracelulares,

modularan el ensamblaje de la estructura cuaternaria.

En primer lugar, las secuencias codificantes de los transportadores hCNT1 y hCNT3
fueron clonados en cada uno de los diferentes vectores del sistema NanoBRET. La
expresion de cada una de las proteinas de fusion generadas fue comprobada por
western blot, revelando con un anticuerpo especifico contra hCNT1 y hCNT3. Como
control, se hicieron western blots en paralelo, pero revelando con anticuerpos dirigidos
contra cada uno de los tags y asegurando que los pesos moleculares para cada proteina
de fusién coincidian en ambos revelados. Como controles de expresion se utilizaron a
hCNT1 y hCNT3 previamente clonados en el vector de expresion pcDNA3.1. El peso
aproximado para hCNT1 es de 60 kDa, mientras que el mondmero de hCNT3 suele
tener un peso un poco superior a 75 kDa. Sin embargo, en trabajos previos del grupo
se determiné que hCNT1 esta glicosilada (Perez-Torras y col., 2019), con lo que la
proteina se puede detectar a 60 kDa y también se puede observar bandas de peso
superior mas cercanas a los 75 kDa. Considerando las glicosilaciones, el patron de
bandas obtenido con las proteinas fusién hCNT1 pNLF1 fueron cercanos a 100 kDa y
los hCNT1 pHT entre 100 y 150 kDa (Figura 12A). En el caso de hCNT3, su
sobreexpresion con el vector pcDNA3.1 permite detectarlo a unos 75 kDa (Figura 12B).

En el laboratorio de demostré que, al igual que hCNT1, hCNT3 es glicosilado (resultados
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no publicados del grupo) y, por lo tanto, ademas de la banda de 75 kD pueden
observarse bandas de menor peso molecular, correspondientes a las formas no
glicosiladas. Al sobreexpresar las proteinas de fusion NanoBRET, los tamanos
obtenidos de hCNT3 pNLF1 fueron de aproximadamente 100 kDa, mientras que para
los hCNT3 pHT se observaron pesos cercanos a los 110 kDa (Figura 12B), todos
correspondientes a los tamafios esperados. Para los dos transportadores, pero mas
para hCNT1, entre las proteinas de fusion con los mismos vectores, hubo diferencias de
expresion y tamafio segun el extremo en el que estuviera ubicado el tag. Esto tiene
sentido si se toma en cuenta que los sitios de glicosilacion de los hCNTs se encuentran
en el extremo C-terminal del transportador y, por tanto, un tag unido a esta region

dificultaria esta modificacion postraduccional.
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Figura 12. Andlisis de la expresion de las proteinas fusion de hCNT3 y hCNT1 del sistema NanoBRET.
Se analizé la expresion de las proteinas fusion de hCNT1 (A) y hCNT3 (B) del sistema NanoBRET por
western blot. Se muestra una imagen representativa de tres experimentos independientes

También se estudio la ubicacion subcelular de cada una de ellas. hCNT1 y hCNT3 son
transportadores que estan ubicados principalmente en la membrana plasmatica, y la
presencia de un tag podria modificar su distribucion. Una de las ventajas del sistema es
que la presencia de los tags NL- o HT- permiti6 marcar las proteinas fusién con
anticuerpos especificos para ellos, para asi determinar su ubicacién subcelular por
inmunofluorescencia (Figura 13). El marcaje de los NL fue hecho con un anticuerpo
secundario Alexa488, con lo que hCNT3 pNLF1 se pudo ver de color verde, mientras
que el marcaje de los HT fue hecho con un anticuerpo secundario Alexa549, mostrando
a hCNT3 pHT de color rojo. En lineas generales, el marcaje de las proteinas fusion
hCNT3 pNLF1 mostro un patron definido en la membrana plasmatica, acompanado de
un patrén punteado interno, sobre todo con el hCNT3 pNLF1-N (tag en el extremo N-
terminal de la proteina). En el caso de los hCNT3 pHT, fue poco el marcaje que pudo

verse en la membrana plasmatica, ya que la mayoria se encontré en lo que parecian
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ser membranas intracelulares. Ademas de las ubicaciones que ya se han mencionado
se ha descrito a hCNT3 retenido en membranas intracelulares en células de leucemia
linfocitica crénica (LLC), desde donde su trafico a membrana plasmatica puede ser
promovido por la accion del acido trans-retinoico (ATRA) (Fernandez-Calotti y Pastor-
Anglada 2010; Mackey y col., 2005). La insercion de tags grandes, como es el caso de
HT, que ronda los 30 kDa de peso, a la secuencia de hCNT3 podria estar modificando
su localizacién intracelular, promoviendo la acumulacién de la proteina en

compartimientos internos.
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Figura 13. Ubicacion subcelular de las proteinas fusion de hCNT3, sobreexpresadas en células
HELA. Se utilizaron anticuerpos a-HT o a-NL y luego se marcé en color rojo (HT) o verde (NL) con a-Rb
Alexa 549 o a-m Alexa 488, respectivamente. Se muestran imagenes representativas de 2-3 experimentos
independientes. Imagenes tomadas a 40x.
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Una vez caracterizadas las proteinas de fusion, se propuso validar la interaccién entre
monomeros de hCNT1 y hCNT3 en vivo. Dada las caracteristicas de los transportadores
y la finalidad de los ensayos, no fue necesario hacer prueba cruzando diferentes pares
para optimizar el NanoBRET. Como se explicé en la introduccion, los extremos amino y
carboxilo terminal de los transportadores concentrativos se ubican en lados contrarios
de la membrana plasmatica. Considerando esta caracteristica, para los estudios de
interaccion se trabajo con dos tipos de pares que aseguraran la transferencia de energia
del BRET: uno combinando las proteinas fusion NL y HT en los N-terminal y el otro
combinando las proteinas fusién NL y HT en los C-terminal. Para establecer un punto
de comparacion se incluyo el par control positivo del sistema NanoBRET. Este par
optimizado esta formado por las proteinas de fusion p53-HT y MDM2-NL, cuya

interaccion esta bien descrita y caracterizada.

Se ensayaron en paralelo los pares con los tags en N- y en C- terminal para determinar
cual de las dos combinaciones permitia la deteccion de una mejor sefal de
luminiscencia. En casi todos los casos los mBU obtenidos por los pares hCNTs fueron
superiores a los mBU del par control positivo p53:MDM2, a excepcion de hCNT3:hCNT3
N-terminal (Figura 14A-B). Analizando las interacciones de ambos transportadores en
funcién de la ubicacion del tag, se vio claramente que, tanto los pares de hCNT3 (Figura
14A) como los de hCNT1 (Figura 14B) marcados en el extremo C-terminal tuvieron
mayores mBU que aquellos pares marcados en el extremo N-terminal. Esto podria ser
explicado por el hecho de que, a pesar de disponer de la estructura cristalografica de
hCNT3, se desconoce cual es la disposicion real del N-terminal. Ademas, de toda la
proteina esta es la region donde mas probabilidad existe de que haya interaccién con
otras proteinas, con lo que los tags podrian no estar en suficiente cercania como para
generar una buena sefal de BRET. Caso contrario en el extremo C-terminal, que al ser
mucho mas rigido los tags tendrian una ubicacion cercana y estable. En base a estos
primeros resultados se decidid trabajar con las proteinas marcadas en el extremo C-
terminal para no tener una subestimacion de la senal. Aparte de la formacién de homo-
oligdbmeros, se evalué también si la formacion de hetero-oligomeros hCNT1:hCNT3 era
posible. A pesar de ser descritos como homo-trimeros no se puede descartar la
posibilidad de que mondmeros de diferentes isoformas de hCNTs puedan oligomerizar.
Para los transportadores equilibrativos hENT1 y hENT2 fue descrita una regulacién por
oligomerizacion de heterébmeros (Grafié-Boladeras y col., 2019). Estos dos
transportadores equilibrativos son capaces de formar hetero-oligdbmeros en la
membrana plasmatica de forma rapida después de la activacion por fosforilacién de

hENT2 y, ademas esta oligomerizacion modifica su capacidad de transporte.
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Figura 14. Formacion de homo-oligomeros de hCNT3 y hCNT1. Las células HEK293 fueron
transfectadas con 0,2 uyg NLy 2 ug HT (ratio NL — HT 1:10) de los pares (A) de hCNT3, (B) de hCNT1 o (C)
de hCNT1:hCNT3, replaqueadas y mantenidas en medio OptiMEM durante 16-18 h. La interaccion esta
expresada en BRET ratio (mBU). Se muestra la media + SEM de 2-6 experimentos independientes.
Significancia estadistica por T-Student no pareado.

Se compararon los valores de los pares hCNT1 y hCNT3 con mayor mBU (aquellos con
tag en el extremo C-terminal) con el mBU obtenido al sobreexpresar en simultaneo
hCNT1 pHTC y hCNT3 pNLF1C. Al comparar los valores de mBU de hCNT3:hCNT1
con los del control se pudo observar que los valores fueron similares a los obtenidos por
este y por el par hCNT1:hCNT1 (Figura 14C), con lo que se podria interpretar que los
monomeros de hCNT1 y hCNT3 pueden interactuar entre ellos en condiciones de co-
transfeccion. Cuando se compararon las sefales de los pares de hCNT1 y hCNT3 con
los tags en el C-terminal, hCNT3:hCNT3 fue significativamente superior al resto de los
pares estudiados (Figura 14C). Esto podria estar ocurriendo por dos motivos: que en el
sistema celular y las condiciones establecidas estuviera siendo favorecida la interaccion
entre los monémeros de hCNT3 por encima de los otros dos tipos de oligémeros o
simplemente que las diferencias vengan dadas por los diferentes niveles de expresion
que parecen tener las proteinas. En ese caso, la diferencia de mBU que se observa
estaria vinculada directamente a la cantidad de proteina. La importancia fisiolégica de
una observacion de este tipo tendria que ser mas estudiada ya que esta hetero-
oligomerizacion podria ser un artefacto producto de la sobreexpresion. En érganos como
el rindn, donde hay expresion de hCNT1 y hCNT3 en los tubulos proximales y en los
glomérulos (Rodriguez-Mulero y col., 2005) una observacién como esta podria ser de
gran interés, sobre todo considerando que estructuras hetero-oligoméricas podrian
tener nuevas caracteristicas de transporte o de distribucion en membrana. Los
transportadores de alta afinidad de glutamato en neuronas y células gliales de

mamiferos, los EAATs (Excitatory amino acid transporters), pueden ensamblarse en
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trimeros y se ha descrito que las isoformas EAAT3 y EAAT4 pueden hetero-oligomerizar
sin que se vea afectada su afinidad por el sustrato, pero si su ubicacién en células
polarizadas (MDCK) (Nothmann y col., 2011). Sin embargo, estas interacciones en
modelo fisioldgicos aun estan por demostrarse.

En funcion de los mBU obtenidos en los ensayos de interaccién anteriormente
explicados, se decidié continuar con los estudios Unicamente con las proteinas de fusion
con el tag ubicado en el extremo C-terminal. Para verificar la correcta ubicacion en la
membrana plasmatica de hCNT1-pHTC, se aprovechd la disponibilidad de un ligando
no permeable para HT marcado con un Alexa 488, que permiti6 marcar los
transportadores en color verde. El marcaje permitié confirmar la presencia de hCNT1
pHTC en la membrana plasmatica (Figura 15), asi como también la presencia de hCNT3
corroborando las observaciones anteriores después del marcaje con anticuerpos

especificos para los tags NL y HT (Figura 13).

hCNT1 pHTC hCNT3 pHTC

Figura 15.- Localizacion en membrana plasmatica de las proteinas hCNT1 y hCNT3 pHTC en células
HEK293. Para el marcaje del HT se utilizé un ligando de HaloTag marcado con Alexa 488 (n=1). Imagenes

tomadas a 63x.

Habiendo establecido que el NanoBRET permite la visualizacién de la interaccion entre
monoémeros de hCNTs en células vivas, surgi6 la pregunta de si la estabilidad de estas
interacciones entre mondémeros podria ser modificada por la disponibilidad de los
mismos elementos que translocan estos transportadores. La célula puede obtener
nucleosidos a través de dos procesos: las reacciones de recuperacion donde participan
activamente los transportadores hENTs y hCNTs, translocando nucledsidos o
nucleobases del medio extracelular al citoplasma, y las vias de sintesis de novo de
purinas y de pirimidinas. Como estrategia para el estudio de la importancia de los niveles
extracelulares se pueden utilizar dos tipos de medios: un medio rico en nucledsidos y
otro sin nucledsidos. En este ultimo, no habria purinas ni pirimidinas disponibles en el
medio de cultivo para ser rescatadas a través de los transportadores y este desbalance
promoveria un aumento en el flujo de las vias de sintesis de novo. Debido al alto coste

energético, en condiciones basales la sintesis de novo de nucledsidos estaria menos
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activa y se priorizarian las vias de salvamento. Para conseguir estas condiciones, los
medios de cultivo fueron suplementados con FBSi o FBSi dializado (dFBSi). La dialisis
se hizo contra una membrana con exclusién de menos de 3,5 kDa, y de esta forma se
eliminé cualquier metabolito que estuviera por debajo de ese tamano, lo que incluye
nucledsidos y nucleobases, pero también otros elementos como aminoacidos. EIl mBU
obtenido en medio suplementado con FBSi fue considerado en todos los casos como el

nivel basal de interaccion y a partir del cual se analizarian los cambios.

Teniendo en consideracion lo antes mencionado, se planteé el estudio de la importancia
de la disponibilidad de nucleésidos extracelulares en la formacion y estabilidad de la
estructura cuaternaria de hCNT1 y hCNT3, se analizé la interaccién de los pares
hCNT1:hCNT1, hCNT3:hCNT3 y hCNT1:hCNT3 en medio suplementado con FBSi o
dFBSi. Al retirar los nucledsidos del medio extracelular el mBU de ninguna de las
interacciones estudiadas se vio alterado (Figura 16A), por lo que se intuye que las
estructuras oligoméricas se mantienen estables en condiciones de cultivo con carencia
de nucledsidos en el medio. Pensando en que quizas estas interacciones fueran
dependientes de la presencia de un nucleodsido en particular, se planted suplementar el
medio con citidina, una pirimidina cuya especificidad de transporte es compartida por
ambos transportadores. Ademas, las Km para este nucledsido son parecidas en ambos
transportadores y son las mas bajas entre las pirimidinas que transportan cada uno (Cyt:
hCNT1 = 3,1 uM y hCNT3 = 3,5 uM) (Pastor-Anglada y Perez-Torras 2018). Para una
primera prueba se eligié una concentracion de 5 uM, una concentracion cercana a la
Km de citidina de ambos. Esta nueva aproximacion experimental tampoco tuvo efecto
sobre la estabilidad de la interaccion de hCNT1 ni de hCNT3 (Figura 16B), por lo que
se decidid incrementar las concentraciones hasta hacerlas saturantes, tratando de
forzar lo mas posible cualquier cambio. Ademas, en paralelo se incluyé el nucleésido
uridina, otra pirimidina que puede ser transportada por ambos transportadores, teniendo
una Km cerca a la de la citidina para hCNT3, pero mucho mas alta para hCNT1 (Urd:
hCNT1= 38 uM y hCNT3 = 5,3 uM). Al elegir concentraciones de 1 mM en principio
ambos transportadores podrian translocar los dos tipos de nucledsidos. En general, la
presencia de citidina o uridina en el medio extracelular a concentraciones saturantes
generd variaciones muy sutiles y no significativas sobre todo en la interaccién entre
monomeros de hCNT3 (Figura 16C). En cuanto a la interaccién entre monémeros de
distintas isoformas (hCNT1:hCNT3), es dificil sacar cualquier conclusioén, ya que se trata

de una unica réplica.
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Figura 16.- Impacto de la disponibilidad de nucledsidos extracelulares en la oligomerizacién de
hCNT1 y hCNT3. Las células HEK293 fueron transfectadas con 0,2 uyg NLy 2 ug HT (ratio NL— HT 1:10) y
mantenidas en medio OptiMEM. Los diferentes tratamientos con (B) citidina (Cyt) 5 uM o (C) citidina (Cyt)
o uridina (Urd) 1 mM se realizaron 20 h post transfeccion, y durante 16-18 h. La interaccion esta expresada
en BRET ratio (mBU). Se muestra la media + SEM de 2— 4 experimentos independientes a excepcion de
Cyty Urd 1mM hCNT1:hCNT3 (C) (n=1). Significancia estadistica por T-Student no pareado.

Con estos resultados, correspondientes a un primer analisis preliminar, se puede decir
que la disponibilidad extracelular de nucledsidos no parece condicionar la formacion de
homo- ni hetero-oligdbmeros de ninguno de los transportadores estudiados. Esto podria
indicar una interaccidn muy estable una vez en la membrana plasmatica y que la
formacion de la estructura trimérica de estos transportadores se establece desde el
reticulo endoplasmatico. Al ser proteinas de membrana, la traducciéon de los hCNTs se
da en ribosomas asociados al reticulo endoplasmatico donde su incorporacién a la
bicapa lipidica se hace en paralelo al crecimiento de la cadena polipeptidica. Ademas
de su sintesis e insercion a membrana, en el reticulo endoplasmatico se daria el
ensamblaje final de los transportadores y en principio, este mismo estado de
oligomerizacion podria funcionar como una “sefial” de exportacion desde el reticulo
endoplasmatico, sin necesidad de la interaccion proteina-proteina con los componentes
de COPII (Springery col., 2014).

Aunque los resultados obtenidos y lo que se sabe de otros transportadores apuntan a

que la formacion de los trimeros no parece estar regulada, otro punto importante a tener
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en consideracion para continuar con el estudio de interaccion entre monémeros de
hCNT1 y hCNT3 involucra el medio de cultivo utilizado para estos ensayos. El sistema
NanoBRET esta optimizado en medio de cultivo OptiMEM, el cual esta enriquecido,
entre otros elementos, con timidina, una pirimidina que puede ser transportada por
hCNT1 y hCNT3. Al ser una formulacién protegida, la concentracién de timidina y del
resto de elementos que contiene es desconocida, pero sin duda su presencia haria que,
a pesar de suplementar con suero dializado, no se esté trabajando con un medio
realmente libre de nucledsidos. Como opcion esta trabajar con un medio de cultivo mas
sencillo en composicion y del que se conoce toda su formulacion, como lo es el DMEM,
que puede ser adquirido sin rojo fenol para evitar una interferencia en la lectura. Trabajar
con DMEM supondria una forma de controlar todos los elementos que pudieran estar

afectando los resultados.

Estas primeras aproximaciones en el estudio de formacion de oligdmeros serviran de
base para plantear futuras estrategias experimentales que permitan controlar en su
totalidad las cantidades de nucledsidos en el medio. También serviran para

complementar posteriores estudios de localizacidn en membrana plasmatica.

2. Regulacion transcripcional entre elementos del metabolismo de

nucledsidos y los transportadores hCNT1 y hCNT3.

Otra hipdtesis con relacion a la posible regulacién de la funcién de los transportadores
de pirimidinas hCNT1 y hCNT3 es si la disponibilidad de las mismas moléculas que ellos
transportan podria estar regulandolos transcripcionalmente. Ademas, para tener un
panorama general del efecto de la disponibilidad de nucleésidos sobre la compensacion
que pueda existir entre los transportadores implicados en las vias de salvamento, se
incluyé el analisis de la expresion de hCNT2, el transportador de alta afinidad de las
purinas, y de los transportadores equilibrativos hENT1 y hENTZ2, que transportan tanto

pirimidinas como purinas.

En este caso se realizaron dos aproximaciones. Para estudiar el impacto de la ausencia
de nucledsidos extracelulares se llevé a cabo una metodologia similar a la explicada
previamente, manteniendo las células en medio DMEM libre de nucledsidos. Ademas
de esto, se incluyé la inhibicion del transportador hENT1 para evitar el intercambio de
nucledsidos a través de la membrana plasmatica (Figura 17A). Por otro lado, para el
estudio del impacto de los niveles internos relativos de purinas y pirimidinas se decidio

bloquear sus vias de sintesis de novo, ya fuera por el uso de inhibidores especificos o
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por silenciamiento de alguna de las proteinas que participan en estas vias (Figuras
17B). La via de sintesis de las pirimidinas fue bloqueada en un unico punto, a la altura
de la enzima DHODH, la cual fue silenciada y también inhibida con BQR. Por otro lado,
la via de sintesis de novo de las purinas fue bloqueada en dos puntos diferentes, primero

por silenciamiento de la enzima PAICS y luego por la inhibicién de la dimerizacion de la

enzima ATIC.
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Figura 17. Alteracion del metabolismo de nucledsidos por inhibicion farmacolégica o por
silenciamiento génico. (A) El salvamento de nucledsidos fue bloqueado por inhibicién de hENT1 con el
inhibidor NBTI o por deplecion de nucledsidos y nucleobases en el medio extracelular utilizando FBSi
dializado. (B) Las vias de sintesis de novo de pirimidinas y de purinas fueron bloqueadas utilizando los
inhibidores BQR o Cpd14, o por silenciamiento de DHODH o PAICS, respectivamente. Los puntos de
bloqueo de las vias estan indicados en color rojo.

Se inici6 analizando el efecto de la deplecion de nucledsidos en el medio extracelular
sobre la regulacion de los transportadores concentrativos y equilibrativos. De forma
similar a los ensayos NanoBRET, para lograr un medio carente de nucledsidos se utilizd

FBSi dializado. Las células HEK293 fueron sembradas y mantenidas con medio de
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cultivo DMEM suplementado con dFBSi durante 24 horas y luego se analizo la expresion
de los mensajeros de hCNTs y hENTs. La linea celular HEK293 tiene buena expresion
en membrana de hENT1 y, aunque también expresa el ARN mensajero de los
trasportadores concentrativos, la proteina no puede ser detectada por las técnicas
convencionales. Otra caracteristica de las células HEK293 es que son facilmente
transfectables y, cuando en ellas se sobreexpresan los hCNTs, estos se ubican
correctamente en la membrana plasmatica. Ademas, en el laboratorio se cuenta con
lineas HEK293 con transfeccion estable de todos los hCNTs que también podrian ser
utilizadas segun el tipo de experimento. A partir de alli, en las condiciones donde se
observen cambios relevantes, se podra estudiar la necesidad de utilizar otro modelo

celular.

De todos los transportadores analizados, el mas sensible a la ausencia de nucledsidos
en el medio fue hCNT1 (Figura 18) ya que se observd una regulacion positiva de su
mensajero que, aunque no fue significativa, fue constante en todas las réplicas. La
expresion del resto de los transportadores concentrativos y equilibrativos no presenté
cambios con respecto al control, aunque la variabilidad observada en hCNT2 y hCNT3
parecio ser superior a la observada en los hENTs, observandose una disminucion de la

expresion en algunos ensayos.
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Figura 18. Efecto de la disponibilidad extracelular de nucleésidos sobre la regulacién transcripcional
de hCNTs y hENTs. Las células HEK293 fueron mantenidas en medio libre de nucledsidos durante 24 h.
La expresion de hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1 y hENT2 fue analizada por RT-gPCR. Se muestra la media
+ SEM de 3-4 experimentos independientes. Significancia estadistica por ANOVA de una via al control
(representado con una linea). Experimento realizado por la Dra. Aida Mata-Ventosa.

Una segunda manera de evaluar la importancia de los niveles de nucledsidos externos
sobre la regulaciéon de los transportadores fue inhibiendo al transportador hENT1 con
nitrobenziltioinosina (NBTI) 10 pM, un transportador que puede translocar

bidireccionalmente nucledsidos a través de la membrana. La actividad basal de hENT2
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en células HEK293 es muy baja con respecto a la actividad de hENT1 (Grané-Boladeras
y col., 2016), por lo que la recaptacion a través de este transportador seria despreciable
en este modelo celular. Ademas, a pesar de que NBTI es un inhibidor de alta afinidad
de hENT1 (IC50 en el rango nM) la concentracion utilizada de 10 uM supera la Ki para
inhibir hENT2 (Ki: 2,8 uM), asegurando asi que el transporte a través de la membrana

mediado por hENTSs esté bloqueado.

Las células HEK293 fueron tratadas con NBTI 10uM durante 6 horas y luego se analiz6
la expresién de los mensajeros de hCNTs y hENTs. Aunque son resultados preliminares,
se observo una clara tendencia de hCNT1 a ser regulado positivamente (Figura 19),
mientras que el resto de los mensajeros evaluados, incluidos hENT1 y hENTZ2, no fueron
regulados. Aunque la expresién de hCNT1 inducida por NBTI fue muy superior, este
resultado fue similar al observado con dFBSI, y se podria decir que hCNT1 es el
transportador mas sensible a la disponibilidad de nucledsidos en el medio, siendo su
regulaciéon mayor cuando las vias de salvamento estan bloqueadas, mas que cuando

no hay nucledsidos extracelulares.
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Figura 19. Efecto de la inhibicion de la recaptacion de nucleésidos por hENT1 sobre la regulacion
transcripcional de hCNTs y hENTs. Las células HEK293 fueron tratadas con NBTI 100uM durante las 6 h
previas a su analisis. La expresion de hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1y hENT2 fue analizada por RT-gPCR.
Se muestra la media + SEM de 2 experimentos independientes.

La induccion de hCNT1 al tratar las células con NBTI muestra la importancia, no solo de
la disponibilidad de nucledsidos en el medio, sino de la capacidad que tiene el sistema
de regular el desbalance de estas moléculas. La caracteristica de transporte
bidireccional de los hENTs, moviendo nucledsidos a favor de un gradiente de
concentracion, permite el mantenimiento de esta homeostasis. A pesar de que los hENTs
estan vinculados al salvamento de purinas y pirimidinas, se podria pensar que su
bloqueo implica que no haya intercambio en ambos sentidos entre el citoplasma y el

medio extracelular, y es justamente la interrupcion de este intercambio lo que pareceria
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estar favoreciendo aun mas la expresion de hCNT1, sin alterar los otros transportadores.
Sin embargo, las Km descritas para los diferentes sustratos de los hENTs son bastante
altas por lo que en modelos mas fisiolégicos in vivo se tendria que estudiar si tiene
sentido este tipo de regulacién.Después de evaluar la importancia de los niveles
extracelulares de nucledsidos y del intercambio de nucledsidos entre el medio extra e
intracelular a través de hENT1 sobre la expresion de los hCNTs y hENTS, se pas6 al
estudio del bloqueo del metabolismo de purinas y pirimidinas, y su impacto sobre la
regulacién de los transportadores de nucledsidos. Para esto se utilizaron dos
estrategias: la inhibicion enzimatica y el silenciamiento. Para inhibir la sintesis de novo
de las pirimidinas, se utilizd6 Brequinar (BQR) 10uM, un inhibidor reversible de la
dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) y, para inhibir la sintesis de novo de las purinas
se utilizé Cpd14 100uM, un inhibidor de la dimerizacion de ATIC. La DHODH esta
ubicada en la membrana mitocondrial interna y cataliza la cuarta reaccion de la via de
sintesis de novo de las pirimidinas. Por su parte, ATIC es una enzima multifuncional que
cataliza las dos ultimas reacciones de la via de sintesis de las purinas y existe en el

citoplasma en un equilibrio monémero-dimero.

Las concentraciones de los inhibidores fueron elegidas para ser saturantes ya que todas
ellas pueden inhibir en el rango del nM. BQR tiene un IC50 de 20 nM, mientras que
Cpd14 tiene una Ki de 691 nM. Los tiempos cortos de tratamiento, junto a las altas dosis
fueron elegidos con base en la bibliografia y de resultados previos del grupo. Con estas
concentraciones se tuvo la intencidon de causar una gran inhibicién de la via, a partir de
donde se podria asumir un desbalance en los niveles relativos de nucledsidos
intracelulares. Ademas de las inhibiciones, el silenciamiento de genes vinculados a las
vias de sintesis se aprovecho para evaluar si solo el bloqueo de la actividad tenia efecto
sobre la regulacion de los transportadores o si esta regulacion se veia mas acentuada

por disminucion de la expresién de la proteina.

En primer lugar, se estudio el impacto de alterar la sintesis de novo de pirimidinas sobre
la expresion de hCNTs y hENTs. Las células HEK293 fueron tratadas con BQR 10uM o
transfectadas con siDHODH 50 nM. Al evaluar el efecto del BQR, no se observaron
cambios significativos en la expresion de los transportadores, aunque de todos fueron
los hCNTs, y particularmente hCNT1, los que tuvieron mayor grado de variabilidad en
su expresion (Figura 20A). Cuando se bloqueé la via de sintesis por una disminucion
de la DHODH, hCNT1 fue regulada positivamente de forma significativa y, por el
contrario, hCNT3 tuvo una tendencia a ser regulado negativamente con respecto al
control (Figura 20B). Al ser hCNT1 el transportador de alta afinidad exclusivo de

pirimidinas, es posible que este transportador sea regulado positivamente tratando de
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compensar el desbalance producido al bloquear la sintesis de novo de las pirimidinas.
La compensacién con hCNT1 seria suficiente por lo que el mensajero del transportador

de alta afinidad de pirimidinas y purinas, hCNT3, no estaria alterado.
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Figura 20. Efecto del bloqueo del metabolismo de las pirimidinas sobre la regulacién transcripcional
de hCNTs y hENTSs. (A) Las células HEK293 fueron tratadas con BQR 10uM durante las 6 h previas a su
analisis, o (B) fueron transfectadas con siDHODH 50nM durante 48 h. La expresién de hCNT1, hCNT2,
hCNT3, hENT1 y hENT2 fue analizada por RT-gPCR. Se muestra la media + SEM de 3-4 experimentos
independientes. Significancia estadistica por ANOVA de una via al control sin tratamiento (representado con
una linea).

Al inhibir ATIC con Cpd14 y bloquear el metabolismo de las purinas, se observé también
una variabilidad en la regulacién de los transportadores concentrativos, siendo mas
notoria de nuevo en hCNT1 (Figura 21A). Bajo estas condiciones, el resto de los
transportadores no fue modulado. Este resultado fue interesante porque en estas
condiciones donde se alteran los niveles de purinas no se esperaria una compensacion
por parte de un transportador de pirimidinas, sino mas bien de uno de purinas, sea
hCNT2 o hCNT3, de los cuales ninguno de los dos se vio alterado. El silenciamiento de
PAICS tuvo un efecto similar sobre los transportadores al observado al silenciar la
DHODH. Se observé una tendencia de regulacion positiva de hCNT1 acompafada de
una regulacion negativa de hCNT3 (Figura 21B). hCNT2 y hENT2 también podria
decirse que tuvieron una tendencia de regulacion negativa, pero mucho menos clara
que la de hCNTS3.

Ya que la inhibicion de la DHODH con BQR y de ATIC con Cpd14 no genero resultados
conclusivos, se decidio utilizar los tratamientos en conjunto con el fin de evaluar el efecto
combinado de inhibir las dos vias de sintesis y ver si de alguna forma se potenciaban
los efectos de los tratamientos individuales. En general, el doble tratamiento no tuvo

impacto sobre la regulaciéon de los transportadores, aunque la variabilidad de hCNT2
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pareciera indicar lo contrario (Figura 22). Ademas, los tratamientos individuales

siguieron las mismas tendencias mostradas en experimentos anteriores.
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Figura 21. Efecto del bloqueo del metabolismo de las purinas sobre la regulacién transcripcional de
hCNTs y hENTs. (A) Las células HEK293 fueron tratadas con Cpd14 100uM durante las 6 h previas a su
analisis, o (B) fueron transfectadas con siPAICS 100nM durante 48 h. La expresion de hCNT1, hCNT2,
hCNT3, hENT1 y hENT2 fue analizada por RT-gPCR. Se muestra la media £+ SEM de 2-4 experimentos
independientes. Significancia estadistica determinada por ANOVA de una via al control sin tratamiento
(representado con una linea).
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Figura 22. Efecto de la inhibicion de las vias de sintesis de purinas y pirimidinas sobre la regulacion
de los transportadores concentrativos y equilibrativos de nucledsidos. Las células HEK293 fueron
tratadas con BQR 10uM y/o Cpd14 100uM durante las 6 h previas a su analisis. La expresion de hCNT1,
hCNT2, hCNT3, hENT1 y hENT2 fue analizada por RT-gPCR. Se muestra la media + SEM de 3
experimentos independientes. Significancia estadistica por ANOVA de dos vias entre grupos (control-
tratamientos). Control sin tratamiento representado con una linea.

La respuesta de los transportadores concentrativos es muy similar al bloquear vias de
sintesis de purinas o de pirimidinas de forma independiente, con lo que se podria decir
que, parece ser hCNT1 el transportador mas sensible a cambios en los niveles de

nucledsidos ya que fue modulado bajo todos los tratamientos analizados. Aparte de su

94



RESULTADOS Y DISCUSION

actividad candnica de transporte de pirimidinas, para hCNT1 han sido descritas
caracteristicas de transceptor: la restitucion de su expresion altera la progresién del ciclo
celular, la migracion y el estado de fosforilacion de algunas quinasas en células de
cancer de pancreas, asi como también disminuye el crecimiento tumoral en modelos

murinos de adenocarcinoma pancreatico (Perez-Torras y col., 2013).

hCNT1 y hCNT3 son ambos transportadores de pirimidinas, con lo que podria existir
una co-regulacién entre ellos. Para estudiar si la sobreexpresion de hCNT1 o hCNT3
puede modular la presencia del otro subtipo, se plante6 estudiar la expresion de cada
uno de ellos en condiciones de sobreexpresion del otro subtipo y en presencia de un
medio rico en nucledsidos. Al sobreexpresar hCNT3 se observo gran variabilidad en la
expresion de hCNT1 (Figura 23A). En el caso contrario, al sobreexpresar hCNT1 se
observo el mismo grado de variabilidad en la expresién de hCNT3 (Figura 23B). A partir
de este resultado se puede decir que la sobreexpresién de un transportador concreto
aumenta la variabilidad en el sistema, variabilidad que podria estar vinculada a cambios
en los niveles de nucledsidos producto de la sobreexpresion de transportadores de alta
afinidad en condiciones donde hay disponibilidad de nucledsidos extracelulares que
pueden ser transportados. La regulacion, en este caso, no pareceria estan vinculada a
una compensacion de un transportador por otro.
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Figura 23. — Regulaciéon transcripcional entre hCNT1 y hCNT3. Las células HEK293 fueron
transfectadas con (A) hCNT3 o (B) hCNT1 durante 48 h. La expresién de ARNm de hCNT1 y hCNT3 fue
analizada por RT-gPCR. Se muestra a media + SEM de 4 experimentos independientes. Significancia
estadistica por T-Student no pareado al control pcDNA3.1 (representado con una linea).

A pesar de la variabilidad de la respuesta, se quiso estudiar si algun factor metabdlico
inducia una regulacion mas especifica de hCNT1 o de hCNT3, y si estos factores de
posible estrés metabdlico podian generar cambios en la expresion que pudieran estar

vinculados a una compensacion metabdlica. Para esto se planteé la modulacion de los
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niveles internos de nucledsidos utilizando las mismas estrategias explicadas
anteriormente: utilizando inhibidores o silenciando enzimas de las vias biosintéticas de

purinas o de pirimidinas durante un estado de sobreexpresion de otro transportador.

En primer lugar, se evalué la regulacién de hCNT1 en una condicion de sobreexpresion
de hCNT3. Después de sobreexpresar el transportador hCNT3 en células HEK293, las
vias de sintesis de novo de purinas o de pirimidinas fueron bloqueadas por el tratamiento
con el inhibidor de DHODH (BQR 10uM) o con el inhibidor de ATIC (Cpd14 100uM)
durante 6 horas, o por el silenciamiento de las enzimas DHODH o PAICS. En general,
la combinacion de los tratamientos con la expresién de hCNT3 no permitié reducir la
variabilidad e identificar modulaciones de la expresién de hCNT1 significativas (Figura
24). De todos los tratamientos realizados solo se observé una regulacion negativa (con
respecto al control) de hCNT1 bajo el efecto del silenciamiento de DHODH o de PAICS,
sin ser en ninguno de los dos casos significativo (Figura 24B-D). A pesar de que el
mensajero de hCNT1 tuvo una leve tendencia a aumentar como respuesta a los
tratamientos con inhibidores (Figura 24A-C), de nuevo la variabilidad imposibilitd sacar

alguna conclusion clara.
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Figura 24. Implicaciéon de los niveles internos de nucleésidos en la regulacion de hCNT1 por
sobreexpresion hCNT3. Las células HEK293 fueron transfectadas con hCNT3 durante 48 h y el
tratamiento con (A) BQR 10uM o (C) Cpd14 100uM se realizd durante las 6 h previas a su analisis. Las
células HEK293 fueron transfectadas con (B) sibDHODH 50nM o (D) siPAICS 100nM durante 48 h. La
expresion de ARNm de hCNT1 fue analizada por RT-qPCR. Se muestra la media * SEM de 34
experimentos independientes. Significancia estadistica determinada por T-Student para datos no pareados.

Para estudiar los factores moduladores de la expresion de hCNT3 al sobreexpresar
hCNT1 se utilizd la misma estrategia experimental pero esta vez sobreexpresando
hCNT1 en células HEK293 y luego analizando la expresién del mensajero de hCNT3
después de haber aplicado los diferentes tratamientos. En este caso, el efecto segun la
via de sintesis afectada fue mas especifico, indistintamente de si se trataba de un

bloqueo por una inhibicién o por un silenciamiento. En condiciones donde hCNT1 esta
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sobreexpresado, el disminuir la sintesis de pirimidinas revirti6 la regulacién de hCNT3
si se compara al control sin tratamiento (Figura 25A-B). Esto tendria sentido si se asume
que, al bloquear la sintesis de novo de pirimidinas y teniendo un medio extracelular rico
en nucleodsidos, se verian favorecidas las vias se salvamento para compensar el
desbalance de nucledsidos intracelulares. Teniendo las vias de recuperacién
favorecidas (por presencia de nucledsidos en el medio extracelular), una sobreexpresién
del transportador de alta afinidad de pirimidinas hCNT1 podria ser suficiente para
translocar las pirimidinas necesarias hacia el interior de la célula, con lo que hCNT3 no
tendria la necesidad de ser regulado para compensar. Por otra parte, la inhibicién de la
sintesis de purinas en condiciones de sobreexpresién de hCNT1 favorecié la regulacion
positiva de hCNT3, aunque de forma no significativa (Figura 25C-D). Al no ser un
transportador de purinas, hCNT1 no tiene manera de compensar el desbalance de estos
nucleésidos producido por una disminucién de su sintesis, y puede ser por esto que
haya un aumento en la expresion de hCNT3.
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Figura 25. Implicaciéon de los niveles internos de nucledsidos en la regulacion de hCNT3 por
sobreexpresion hCNT1. Las células HEK293 fueron transfectadas con hCNT1 durante 48 h y el
tratamiento con (A) BQR 10uM o (C) Cpd14 100uM se realizd durante las 6 h previas a su analisis. Las
células HEK293 fueron transfectadas con (B) siDHODH 50nM o (D) siPAICS 100nM durante 48 h. La
expresion de ARNm de hCNT3 fue analizada por RT-qPCR. Se muestra la media * SEM de 34
experimentos independientes. Significancia estadistica determinada por T-Student para datos no pareados.

Luego, para ver si los cambios observados eran especificos de una disminucion de la
sintesis de novo de nucledsidos intracelulares, o si por el contrario respondian a la
capacidad del sistema para regulase a través de hENT1, se bloqued la via de
recuperacion de nucledsidos tratando las células con el inhibidor especifico de hENT1,
NBTI 10 uM, y se evalud la expresion de los transportadores de pirimidinas hCNT1 y
hCNT3. En este caso, al sobreexpresar hCNT3, la expresién de hCNT1 se vio muy
disminuida al comparar con el control (Figura 26A), incluso llegando a estar por debajo

del control sin sobreexpresion. Diferente fue el caso de hCNT3, cuyo mensajero fue
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aumentado en presencia de hCNT1 y al inhibir el intercambio de nucleésidos con el

medio extracelular a través de hENT1 (Figura 26B).
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Figura 26. Efecto de la inhibicion de la via de salvamento de nucleésidos sobre la co-regulacion de
hCNT1 y hCNT3. Las células HEK293 fueron transfectadas con (A) hCNT3 o (B) hCNT1 durante 48 hy el
tratamiento con NBTI 10uM se realizé durante las 6 h previas a su analisis. La expresiéon de ARNm de
hCNT1 y hCNT3 fue analizada por RT-gPCR. Se muestra la media + SEM de 2 experimentos
independientes (transfeccion con pcDNA3.1 representado con una linea).

En conjunto, estos resultados sugieren que la regulacién de los transportadores hCNT1
y hCNT3 responde al presumible desbalance de nucledsidos intra- y extracelulares por
inhibicidn de las vias de sintesis de novo de nucledsidos o por inhibicion de la captacion
de nucledsidos extracelulares. También parece haber un efecto compensatorio si alguno
de ellos esta expresado, siendo esto mas claro para hCNT3. En presencia de hCNT1,
la regulacién de hCNT3 parece responder a desbalances de grupos de nucledsidos
especificos. Es decir, si no hay sintesis de pirimidinas, pero esta expresado hCNT1, se
disminuye la expresion de hCNT3, pero, si es la sintesis de purinas la afectada, la
expresion de hCNT3 aumenta porque hCNT1 es incapaz de compensar el sistema. Este
efecto no se ve con tanta claridad al analizar la expresién de hCNT1 estando expresado
hCNT3, ya que su regulacion no parece responder a una compensacion, sino mas bien
a la presencia de las enzimas de las vias de sintesis de novo. Sin embargo, lo que si
fue llamativo es que bajo la misma condicidon de sobreexpresion de hCNT3, el bloqueo
de la translocacion de nucledsidos a través de hENT1 revertié por completo la expresion
de hCNT1.

En este bloque de resultados se analizé la regulacion de los transportadores de
pirimidinas de alta afinidad hCNT1 y hCNT3, tanto a nivel estructural como a nivel
transcripcional. Los estudios de interaccion entre mondmeros de estos transportadores

parecieron indicar que los oligdmeros de hCNT1 y hCNT3 son muy estables en la
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membrana y no parecen estar afectados por la presencia de nucleésidos en el medio de
cultivo. Ademas, se sugirio la idea de que los monédmeros de hCNT1 y hCNT3 puede
oligomerizar entre ellos. Los resultados obtenidos parecen indicar una co-regulacién
transcripcional entre hCNT1 y hCNT3 que, en presencia de estrés metabdlico producto
del desbalance en los niveles de nucleosidos, lleva a una compensacién entre los
transportadores. Ademas, la regulacion de hCNT1 parece ser mas sensible a los niveles

de nucledsidos en el ambiente, no solo de pirimidinas, sino también de purinas.
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Bloque II: Papel de QDPR en la regulacién de hCNT3.

La enzima dihidropteridina reductasa (QDPR/DHPR) participa del reciclaje del cofactor
no proteico tetrahidrobiopterina (BH.). QDPR es una enzima homo-dimeérica que cataliza
la reduccién de la dihidrobiopterina quinoide (qBH2) para la restitucidon de la biopterina
activa BHs (Kaufman 1964), y a partir de la oxidacion de NADH (Firgaira y col., 1981).
La BH4 es un cofactor importante para la hidroxilacién de los aminoacidos fenilalanina,
tirosina y triptéfano, necesarios para la sintesis de catecolaminas. BH4 también es
cofactor de la sintasa de acido nitrico. La QDPR esta ampliamente distribuida en los
diferentes tejidos de mamiferos, aunque principalmente en tejidos con altos niveles de
de BH4 como lo son el tejido adrenal y el nervioso, el higado y el riidn. La disponibilidad
de BH. depende principalmente de su sintesis, su uso enzimatico y su regeneracion.
Sin embargo, al suministrar BH4 radiomarcado a ratones, el estudio su la distribucion
mostré una gran acumulacion en higado y rindn (Hoshiga y col., 1993) sugiriendo que
en estos 6rganos, a pesar de tener una alta tasa de sintesis de BH4, sus reservas de
biopterinas también podrian alimentarse de la captacion de BH4 exdgeno. La mayor
cantidad de sintesis en estos tejidos se vincula a la presencia en ellos de las enzimas
que utilizan la BH4 como cofactor. La fenilalanina hidroxilasa se encuentra en el higado
y el rinédn donde puede degradar la fenilalanina ingerida en la dieta y convertirla en
tirosina (McGee 1972) mientras que la tirosina hidroxilasa se ubica en el cerebro y

medula adrenal para la sintesis de catecolaminas (Nagatsu y col., 1964).

Como se comentd anteriormente, la deficiencia de QDPR se caracteriza por una
depleciéon de monoaminas generada por un mal funcionamiento de las hidroxilasas de
aminoacidos aromaticos producto de la deficiencia o ausencia de su cofactor BH4. De
no ser diagnosticada y tratada rapidamente después del nacimiento, quienes la padecen
desarrollan serios problemas neuroldgicos (Thony y Blau 2006; Ichinose y col., 2008).
Ademas de su papel central en el reciclaje de la BH4, QDPR también ha sido vinculada
al metabolismo del folato. La deficiencia de QDPR altera los niveles de folatos en liquido
cerebroespinal humano (Ponzone y col., 2004) y también se han visto alteraciones de
esta via metabodlica en modelos murinos QDPR) (Xu y col., 2014). En la actualidad, el
esquema de tratamiento de estos pacientes incluye la administraciéon de una forma
reducida del acido félico, el acido folinico, para contrarrestar este desbalance (Opladen
y col., 2020).

Diferentes estudios postulaban que QDPR podria prevenir la oxidacion del THF en el

cerebro (Pollock y Kaufman 1978; Leeming y Hall 2010). Estas observaciones fueron
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confirmadas al estudiar el vinculo entre el metabolismo de folatos mitocondrial y el
citoplasmatico. El metabolismo de los folatos se encuentra compartimentado en el
citoplasma y en la mitocondria, donde las reacciones centrales de cada via son iguales
entre ellas. A pesar de estar separadas, existe una comunicacién entre las vias dada
por el intercambio unidireccional de formato, desde la mitocondria al citoplasma. El
formato es el producto del metabolismo de los folatos en mitocondria y se produce a
partir del THF, quien tiene que ser activamente transportada desde el citoplasma. Ya en
el citoplasma, el formato puede ser metabolizado para servir de fuente de un carbono
para las rutas metabdlicas de sintesis de nucledtidos y de donadores de grupos metilo
(Tibbetts y Appling 2010). Cuando la via mitocondrial se encuentra alterada, y hay una
disminucion de la produccion de formato, en el citoplasma se da una acumulacién de
THF que deriva en su degradacién por dafio oxidativo. Esta degradacién genera qDHF,
una molécula inestable que es rapidamente convertida en 7,8-dihidropterina,
formaldehido y p-aminobenzoilglutamato (Burgos-Barragan y col., 2017; Reed y Archer
1980). Aparte de su funcién recuperando a BH4 a partir de qBH>, QDPR es capaz de
reducir el intermediario gDHF de nuevo a THF después de un dafo oxidativo (Zheng y
col., 2018) (Figura 27). Existe otra via de reparacion enzimatica vinculada al
metabolismo de los folatos en células de mamiferos y esta involucra a las enzimas
DHFR y ATIC, ya que ambas pueden recuperar al producto de oxidacion 10-formil-DHF.
DHFR puede mediar su reduccion a 10-formil-THF, o a THF, en una reaccién secuencial
que involucra a ATIC, una enzima de la via de biosintesis de las purinas (Baggott y
Johanning 1999).

THF 10-formyl-THF
1) 4
O] | | aDPR [O] | | DHFR
qDHF 10-formyl-DHF
spontaneous ATIC
DHFR
Cleavage products DHF ~ THF

Figura 27.- Vias que permiten reparar el THF después de la degradacion por oxidaciéon. QDPR puede
reparar el dafo oxidativo [O] de THF, rescatandola a partir del intermediario gDHF. Ademas, a partir del 10-
formil-THF, la DHFR puede reducirla a 10-formil-THF o a THF. Modificado de Zheng y Cantley 2019.

A partir de una colaboracién con el Dr. Igor Stagljar, de la Universidad de Toronto

(Canada), en el grupo se identifico la QDPR como una proteina de interaccién con el
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transportador concentrativo hCNT3 mediante la técnica de Membrane Yeast Two Hybrid
(MYTH). Esta aproximacién permite identificar en un sistema eucariota proteinas de
interaccion asociadas a proteinas de membrana, utilizando como cebo la proteina de
interés completa (Snider y col., 2010). Se aprovecha que la ubiquitina puede ser dividida
en dos dominios (N- y C-terminal), y uno de estos dominios es fusionado con la proteina
de interés. Por su parte, las posibles proteinas de interaccion son fusionadas con el
segundo dominio de la ubiquitina. De esta forma, al interactuar la proteina de interés
con las posibles proteinas de interaccién completarian una pseudoubiquitina. Al dominio
unido a la region cebo de la proteina de interés se le incorpora una mutaciéon puntual
con la finalidad de debilitar la unién entre los dominios de la ubiquitina, lo que asegura
que, sillega a darse la interaccién, esta sea especifica. Ademas, el dominio de ubiquitina
unido a la proteina cebo tiene también unido un factor de transcripcion. Cuando se da
la interaccién y se forma la pseudoubiquitina, esta es reconocida por las enzimas de
desubiquitinizacion citosolicas que al cortar liberan el factor de transcripcidn. Este factor
de transcripcion puede activar un sistema reportero en el nucleo. En el caso de hCNT3,
para el estudio de interaccidon las posibles proteinas de interaccion provinieron de
librerias de rifdn y de sistema nervioso central. Ademas, el dominio de ubiquitina fue
incorporado en el extremo N-terminal del transportador, ya que es la regién que encara
al citoplasma. QDPR fue identificada a partir del estudio de la libreria del sistema

nervioso central.

Segun sus interacciones, una proteina puede tener mas de un papel bioldgico. Por su
participacién en el mantenimiento de la integridad del THF, la identificacion de QDPR
como proteina de interaccién con hCNT3 abrid la posibilidad de que el transportador
estuviese vinculado funcionalmente a enzimas de otras rutas metabdlicas.
Concretamente con esta interaccion, hCNT3 podria vincularse a la via metabdlica de los
folatos o0 alguna que se alimente de ellas, como el metabolismo de los nucleétidos. Por
el estrecho vinculo entre el metabolismo de los folatos y la sintesis de novo de las
purinas y pirimidinas, la interaccién de hCNT3 con proteinas dentro de esa red
enzimatica podria permitir identificar para él funciones diferentes a las clasicamente
descritas como transportador y mas bien vinculadas a la regulacion de los niveles
intracelulares de nucledsidos ejerciendo un papel de detector e incluso modulador.
Considerando esto, en este bloque de resultados se estudia el papel fisioloégico de la
interaccion entre las proteinas hCNT3 y QDPR, abordando tanto su interaccion fisica

como su regulacion transcripcional.

Una primera aproximacion sobre este tema se hizo en el marco de la tesis de la Dra.

Catalina Perell6. En ella, la interaccién bioquimica entre hCNT3 y QDPR fue validada
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mediante ensayos de co-inmunoprecipitacién en diferentes modelos celulares (Figura
28A), y ademas se generaron datos que parecian indicar la existencia de una regulacion
transcripcional de hCNT3 por QDPR. Estos experimentos preliminares
sobreexpresando QDPR fueron hechos en medio con y sin nucledsidos, en paralelo vy,
a pesar de la variabilidad observada al utilizar dFBSi, no hubo diferencias en los
resultados obtenidos en los medios con diferente suplementacion. Ademas, debido a la
variabilidad mencionada, se tomé la decision de continuar los ensayos en medio
suplementado con FBSi sin dializar. Tomando todos estos datos en consideracion, se
plantearon los ensayos para profundizar en la relacién entre hCNT3 y QDPR, mas alla

de la interaccion fisica.

El proyecto se inicié estudiando la regulaciéon transcripcional entre QDPR y hCNT3.
QDPR fue transfectado en células HEK293 y se analizé el efecto de su sobreexpresion
sobre la transcripcion de todos los transportadores concentrativos y equilibrativos de
nucledsidos. Se analizaron los ARN mensajeros de todos los transportadores con la
finalidad de determinar si el efecto de la sobreexpresion de QDPR era sobre la
regulacion de un grupo de transportadores o si por el contrario el efecto era sobre uno
en concreto. El analisis de la expresién de ARNm evidencié una regulacion positiva de
hCNT3 al sobreexpresar QDPR en células en cultivo (Figura 28B), confirmando los
resultados obtenidos anteriormente en el laboratorio que vinculaban a estas dos
proteinas a nivel transcripcional. De la misma manera, pero sin ser significativo, el
transportador hCNT1 tuvo una tendencia a ser regulado negativamente por QDPR. Esto
llamo la atencidn siendo hCNT1 un transportador especifico de pirimidinas mientras que
hCNT3 puede translocar ambos tipos de nucledsidos. Por su parte el transportador de
purinas hCNT2 no se vio afectado, al igual que los dos transportadores equilibrativos
hENT1 y hENT2.

Que la sobreexpresion de QDPR generara una regulacién inversa de los
transportadores de pirimidinas, hCNT1 y hCNT3, permitié hipotetizar que las pirimidinas
participan de alguna manera en la modulacion de la interaccion hCNT3:QDPR. Por esto,
con el fin de saber si la regulacion de QDPR sobre hCNT1 y hCNT3 también podia
ocurrir en el sentido contrario, es decir, si un hipotético aumento de pirimidinas por
aumento de los transportadores pudiera regular la expresion de QDPR, analizamos
entonces el efecto de la sobreexpresion de ambos transportadores sobre la expresion
de la enzima (Figura 28C-D). En este caso, la magnitud del cambio de expresiéon de
QDPR inducida por hCNT3 fue pequefia. Es por esto que, aun siendo significativa,
podria ser considerada como irrelevante (Figura 28C). Parecido fue el caso de la

expresion de QDPR inducida por hCNT1, donde no se vieron cambios en su expresién
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(Figura 28D). Es por esto que, considerando ambos resultados, se puede decir que los
cambios en la expresién de la enzima no parecen estar vinculados a cambios fisioldgicos

vinculados a una mayor cantidad de transportadores concentrativos de pirimidinas.
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Figura 28. Regulacion de los transportadores de nucledsidos por QDPR. (A) Validacion de la
interaccion de QDPR y hCNT3 por co-inmunoprecipitacion (Analisis realizado durante la tesis de la Dra.
Catalina Perelld). (B-D) Las células HEK293 fueron transfectadas con (B) QDPR, (C) hCNT3 o (D) hCNT1.
La expresion de ARNm de hCNTs, hENTs y QDPR se analiz6 por RT-gPCR. Se muestra la media £+ SEM
de 3-4 experimentos independientes. Los resultados son referenciados al control pcDNA3.1 (representado
con una linea) y estan expresados en unidades arbitrarias (UA). Significancia estadistica por ANOVA de
una via (**** p < 0,001) o T-Student no pareado a control pcDNA3.1 (** p < 0,01).

1. Estudio de la regulaciéon entre hCNT3 y QDPR

Como se comentd anteriormente, los resultados de la Dra. Perelld6 no mostraron
diferencias en la expresion de los hCNTs si la sobreexpresion de QDPR se realizaba en
medio de cultivo suplementado con FBSi o dFBSI, dejando a un lado la idea de que la
regulacion dependia de los niveles externos y por tanto del salvamento de nucleosidos.
Aunque QDPR no fue regulada al sobreexpresar hCNT3 ni hCNT1, la regulacion de
estos por QDPR sugiri6é que quizas los niveles internos de nucledsidos, y principalmente

de pirimidinas, tuvieran una participacion en su regulacion.
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Para profundizar mas en este tema, se planteé bloquear las vias de sintesis de novo
tanto de pirimidinas como de purinas, asi como también la via de recaptacion de
nucledsidos a través de hENTSs, todo con la finalidad de generar estrés metabdlico y ver
el efecto de estas inhibiciones farmacoldgicas sobre la expresion de QDPR, pero
también sobre los transportadores concentrativos que ella regula. Para ello, se trabajé
con diferentes inhibidores especificos de las vias de sintesis de nucledsidos o
directamente silenciando ciertos genes involucrados en ellas, bajo un esquema
experimental similar al utilizado en el bloque de resultados anterior (Figura 17). Las
células HEK293 fueron tratadas con el inhibidor de hENT1 NBTI 10uM, el inhibidor de
la DHODH Brequinar 10uM, o con el inhibidor de ATIC Cpd14 100uM o transfectadas
con los siRNAs siDHODH o siPAICS. En el caso de la inhibicion farmacoldgica de las
vias de biosintesis, los tratamientos se realizaron por separado o en conjunto (BQR +

Cpd14), durante las 6 horas previas al analisis.

Ya que estos tratamientos afectan vias metabdlicas de vital importancia para la célula y
sabiendo que QDPR modula elementos de estas vias, se comenzé evaluando el efecto
de los inhibidores sobre la regulacion de QDPR, mas que todo para saber si las
alteraciones en los niveles de nucledsidos podian alterarla. En conjunto, los resultados
obtenidos al bloquear la via de sintesis de novo de pirimidinas, ya sea por inhibicién o
por el silenciamiento de la DHODH, llevé a una regulacion positiva de QDPR, que en
ambos casos fue significativa (Figura 29A-B). El efecto del silenciamiento de DHODH
sobre QDPR fue acorde a lo observado con BQR, a pesar de que el silenciamiento de
la enzima fue de un 35%, aproximadamente. Este aumento de la expresiéon de QDPR
no pudo ser observado cuando se bloqueé la sintesis de novo de las purinas con
ninguna de las aproximaciones experimentales (Figura 29A-C). La inhibicion en
simultaneo de cada via tuvo el efecto contrario sobre QDPR, ya que parecid disminuirla
(Figura 29A). En estos resultados, a pesar de que QDPR pareceria verse modulado en
funcion de los niveles relativos de pirimidinas, como la diana experimental es DHODH
no se podria desestimar la posibilidad de que el efecto sobre QDPR esté vinculado a

alteraciones mitocondriales, principalmente de la cadena respiratoria.
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Figura 29. Regulaciéon de QDPR por la disponibilidad intracelular de nucleésidos. Las células HEK293
fueron tratadas con (A) NBTI 10uM, BQR 10uM y/o Cpd14 100uM durante 6 h previas al andlisis o con (B)
siDHODH 50nM o (C) siPAICS 100n. La expresién de ARNm de QDPR y DHODH se analiz6 por RT-gPCR.
Se muestra la media + SEM de 2-3 experimentos independientes. Los resultados son referenciados al
control pcDNA3.1 (representado con una linea) y estan expresados en unidades arbitrarias (UA).
Significancia estadistica por (A) ANOVA de una via o (B) T-Student para datos no pareados, a control
pcDNA3.1 (* p < 0,05; *** p < 0,005; **** p < 0,001).

Con base en estos resultados, donde pareceria que la transcripcion de QDPR es
sensible a alteraciones en la via de sintesis de las pirimidinas, se decidié buscar un
método que permitiera estudiar la interaccion hCNT3:QDPR y ver entonces si esta se
podia modular segun la bioasequibilidad de nucleésidos. Como se comentd
anteriormente, después de identificar a QDPR como proteina de interaccién de hCNT3
la validacion de la interaccidn se hizo por co-inmunoprecipitacion, una técnica que tiene
sus limitaciones al carecer de la posibilidad de medir en tiempo real los cambios en una
interaccion en una célula viva. Para ir mas alla en el estudio de la interaccion bioquimica
entre QDPR y hCNT3, esta fue estudiada por ensayos NanoBRET modificando las
condiciones fisiolégicas intra o extra-celulares. Ademas, se aprovechd que es una
estrategia sensible con la que se pueden visualizar cambios pequefios, pensando en
que quizas el tipo de interaccidn que se quiere estudiar no es necesariamente una
interaccion estable en el tiempo, como las interacciones que se dan en entre los
monoémeros de hCNTs, por ejemplo. De esta forma, partiendo de que ya se habian
generado las proteinas fusion de hCNT3 para el sistema NanoBRET, se cloné el gen de
QDPR en los cuatro vectores del sistema y se generaron las cuatro proteinas de fusién
de QDPR con el tag donador NL o el tag aceptor HT en los extremos amino o carboxilo
de la proteina. El primer paso, una vez obtenidos los constructos, fue validar la expresion
de las proteinas de fusién en HEK293 por western blot, utilizando el anticuerpo
especifico para QDPR. Para tener una doble verificacién y como control, en paralelo se
hicieron duplicados revelando con los anticuerpos especificos para cada tag y se verifico

que los tamanos esperados coincidieran en cada caso. El monédmero de QDPR tiene un
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peso de 25 kDa, mientras que, considerando los tamafios de Nanoluc (-NL) y HaloTag
(-HT), QDPR-NLs y QDPR-HTs se esperaria que tuviesen un peso de 44 kDa y 58 kDa,
respectivamente. Como se muestra en la figura (Figura 30A), para los cuatro
constructos se obtuvieron los pesos esperados, pudiéndose observar las bandas
correspondientes a los dos QDPR-NL alrededor de los 40 kDa, mientras que los QDPR-
HT se observan sobre los 60 kDa. De esta forma, después de comprobar la correcta
expresion de todas las proteinas fusién, se pas6 entonces a la validacion de los pares
hCNT3:QDPR. A diferencia de la validacion realizada para los constructos de hCNT1 y
hCNT3 utilizados en el bloque de resultados anterior, donde por el tipo de ensayo
planteado solo se podia trabajar con una combinacién posible para cada isoforma de
hCNT estudiada (ambos tags en N-terminal o ambos en C-terminal), en el caso de
hCNT3:QDPR fue necesario realizar una validacion y optimizacién mas completa. Como
de cada proteina de interés (hCNT3 o QDPR) se generaron cuatro proteinas de fusion,
existian 8 posibles combinaciones donador:aceptor (Figura 30B). Todas las
combinaciones fueron formadas por una de las proteinas fusién unida al donador (NL)
con la otra proteina del par unida al aceptor (HT), es decir, que si se tenia a QDPR-NL
(en N o C-ter) como donador, su par seria con hCNT3-HT (en N o C-ter) como aceptor.
Con el fin de identificar cual de estas combinaciones tenia la mejor transferencia de
energia, se realizé una lectura preliminar comparando las 8 combinaciones posibles
entre QDPR y hCNT3. Al ser una proteina de membrana y contar con el extremo N-
terminal citoplasmatico, tenia mas sentido probar los pares que incluyeran a hCNT3 con
los tags en el extremo amino, ya que es la region en donde hipotetizamos que se
producen mas probablemente las interacciones con otras proteinas. Sin embargo,
tomando en cuenta que QDPR es una proteina de interaccion identificada por la técnica
MYTH donde se considera la proteina completa, no se quiso descartar cualquier
interaccion con el extremo C-ter de hCNT3. Por su ubicacion, la interaccion de QDPR
con este extremo del transportados es improbable y, de darse, deberia producirse en un
hCNT3 intracelular, localizado en la membrana de algun compartimento interno. De esta
forma, se co-transfectaron en células HEK293 las proteinas de fusion QDPR y hCNT3,
en las combinaciones anteriormente descritas, y se analizé el BRET ratio (mBU) para
cada condicién. Acorde al razonamiento sobre el extremo N-terminal de hCNT3 y que
este podia ser el involucrado en las interacciones establecidas por hCNT3 con otras
proteinas, se observé que los pares con valores mBU mas elevados correspondian a
aquellos en los cuales hCNT3 tenia el tag en el extremo N-terminal (Figura 30C),
especificamente los hCNT3-NL. Para la optimizacion de la técnica, la eleccién del mejor

par se realiza en primer lugar, en funcién del mBU y en segundo lugar de los valores
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crudos del donador (emision NL- 460nm). Asi, con estas consideraciones se eligio el par
formado por hCNT3 pNLF1-N y QDPR pHTN.
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Figura 30. Validacion de las proteinas fusion de QDPR en el sistema NanoBRET para el estudio de
Interaccion entre QDPR y hCNT3. (A) Expresion de las proteinas fusion de QDPR con los diferentes tags
NL o HT en células HEK293, analizadas por western blot. Se muestra una imagen representativa de 4
experimentos independientes. (B) Esquema de las diferentes combinaciones posible entre las proteinas de
fusién de QDPR y hCNT3. (C) Prueba de pares entre las proteinas fusion de QDPR y hCNT3. Las células
HEK293 fueron co-transfectadas con 0,2 ug NL y 2 pg HT (ratio NL — HT 1:10) con los diferentes pares
QDPR:hCNT3 establecidos, y se analizo la interaccion por NanoBRET. El par con mejor mBU y mejores
valores crudos esta sefialado con una flecha. Se muestra la media + SEM de dos experimentos
independientes. (D) hCNT3-pcDNA3.1 y hCNT3-pNLF1-N fueron sobreexpresados en células HEK293 y se
midid el transporte de uridina durante 1 minuto. El transporte especifico de hCNT3 corresponde a la
diferencia entre los valores obtenidos en medio con sodio y en medio con colina. Se muestra la media +
SEM de 3 experimentos independientes. Significancia estadistica determinada por T-Student no pareado (*
p <0,05). (E) Ubicacién subcelular de la proteina QDPR pHTN, sobreexpresada en células Hela. El marcaje
se hizo con a-HT (Rb) y luego se marcé en verde con un a-Rb Alexa 488. Se muestra una imagen
representativa de 3 experimentos independientes.

QDPR WT pHTN
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Continuando con la validacidon de las proteinas seleccionadas, se evalué la capacidad
de transporte del hCNT3 seleccionado, para poder vincular los resultados al uso de un
hCNT3 funcional. hCNT3 pNLF1-N fue transfectado en células HEK293 y se midi6 el
transporte de uridina a las 24 y a las 48 horas, ya que son los tiempos en los que estan
hechos la mayoria de los experimentos. Al comparar el transporte de uridina de hCNT3
pPNLF1-N con respecto a hCNT3 pcDNA3.1 (control) se observd poca diferencia en el
transporte, llegando a ser cerca de 40 pmol por minuto de uridina con respecto a 50
pmol por minuto de uridina, respectivamente (Figura 30D). A las 48 horas el transporte
de uridina estuvo muy disminuido con respecto al control (un poco menos de 20 pmol
de uridina por minuto), pero seguia existiendo, con lo que se considero suficiente como
para considerarlo funcional. Otra verificacion que se hizo fue la determinacién de la
ubicacién subcelular de QDPR pHTN y se confirmd que la distribucién correspondia a
lo esperado para QDPR, es decir un marcaje citoplasmatico (Figura 30E). En el caso
de hCNT3 pNLF1-N, su ubicacién subcelular ya habia sido evaluada previamente,

observandose correctamente localizado en la membrana celular (Figura 13).

Determinar la ubicacion intracelular de cada una de estas proteinas se hizo relevante
ya que se debia asegurar que, aun teniendo los tags, las proteinas seleccionadas
mantuvieran una distribucion acorde a lo que ha sido descrito para ellas. En cuanto a la
funcion, se utilizé la misma premisa: tratar de utilizar proteinas fusion que conservaran
algo de su actividad innata. Sin embargo, en el caso de QDPR determinar la actividad
de la enzima estaba fuera de las posibilidades, por lo que recurrimos a un analisis de su
estructura. Para llevar a cabo su funcién enzimatica, QDPR trabaja como un
homodimero. Analizando su estructura cuaternaria se puede observar cémo los
extremos C-terminal de cada mondmero se disponen hacia adentro de la estructura
(Figura 31A), casi enfrentandose uno al otro, mientras que los extremos N-terminal
quedan hacia afuera del dimero (Figura 31B). Para una proteina como QDPR, cuyo
mondémero es de 25 kDa, tiene mas sentido pensar que para poder formar el dimero
funcional, la mejor ubicacion para un tag (que es casi del tamano de la proteina misma),
seria hacia afuera de la estructura, es decir en el N-terminal. Si el tag se ubica hacia

adentro seria logico pensar que este podria ser un factor que impidiera la dimerizacion.
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Figura 31. Estructura del dimero de QDPR. Se muestra la estructura cristalografica del complejo QDPR-
NADH expresado en Escherichia coli a partir del cDNA de su homdlogo de rata, obtenida del Protein Data
Base (PDB: #P09417). Se muestran en circulos (A) los extremos carboxi-terminal y (B) amino-terminal de

los monémeros de QDPR.

Una vez elegido el par, las condiciones de transfeccion en funcién a la ratio donador-
aceptor fueron optimizadas y se decidié trabajar con una ratio 1:10, basandonos
nuevamente en los valores mBU y en los valores crudos del donador. Esta optimizacion

se realiza para asegurar un buen rango dinamico en la lectura.

Al realizar este tipo de ensayos, es importante determinar si la sefial que se detecta
corresponde a una sefial especifica o no. Al no contar con moduladores de la interaccién
entre hCNT3-NL y QDPR-HT, se hace necesario otro tipo de aproximacion para asegurar
que la interaccion que se esta estudiando es una interaccion especifica. Es por esto
que, para nuestro par de proteinas llevamos a cabo el ensayo de saturacion del donador
(DSA), que de manera resumida se basa en que, al mantener la cantidad de donador
estable e ir aumentado de manera gradual la cantidad de aceptor, la ratio mBU ira
aumentando gradualmente hasta llegar a un platé que representa la saturacion de todo
el donador que se tenia fijado desde un principio. De esta forma, la grafica resultante
seria una hipérbola, contraria a la grafica lineal que se obtendria en una interacciéon no
especifica. Para esta prueba se utilizé6 como par control negativo de interacciéon a QDPR-
HT:MDM2-NL. MDM2 es una de las dos proteinas que conforman al par control del
ensayo de NanoBRET y que, en principio, no esta vinculada a QDPR. En el ensayo DSA
se observé claramente como al tener la cantidad de hCNT3-NL fija e ir aumentando la
cantidad de QDPR-HT la grafica resultante fue una hipérbola, a diferencia del control

negativo donde se vio una linea aplanada (Figura 32). Este resultado confirmé que la
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interaccion entre los pares seleccionados corresponde a una interaccion especifica
entre QDPR y hCNT3.
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Figura 32.- Prueba de saturacion del donador del par hCNT3 pNLF1-N:QDPR HT-N. Las células
HEK293 fueron co-transfectadas con hCNT3 pNLF1-N a cantidad constante y diluciones seriadas de QDPR
pHTN (a partir de una ratio NL— HT 1:100) con los diferentes pares hCNT3:QDPR establecidos, y se analizé
la interaccion por NanoBRET. Grafica representativa de 2 experimentos independientes.

2. Papel de las biopterinas en la regulacion de hCNT3 por QDPR

La BH4 es la forma activa de la biopterina y su administracion como tratamiento a
pacientes con deficiencia de BH4 es ampliamente utilizada. En 6rganos como el higado,
donde es necesario un buen contenido de BH4 que asegure su disponibilidad para las
reacciones de hidroxilacion de la fenilalanina, el transporte del cofactor no puede
realizarse en su forma reducida. Estudios en tejido renal se ha visto que es BH- la forma
transportable de BH4. Después de su administracion, BHs es oxidada y transportada al
interior de la célula donde luego la BH; puede ser reducida a BH. de nuevo por la via de
salvamento (Sawabe y col.,, 2008; Hasegawa y col.,, 2005; Sawabe 2004). La
acumulacion de BH4 es sensible al metrotexato (MTX) por tanto depende de la reduccion
de BH; por la enzima DHFR (Sawabe, 2014). Para la captacién rapida de BH> o BHa, y
luego su posterior excrecion a través de la orina, ha sido descrito un proceso mediado
por transportadores. Estudios en tejido de riidbn y cerebro demostraron que ambas
biopterinas pueden ser transportadas a través de la membrana por transportadores de
aniones organicos (OATs) (Ohashi y col., 2017, Sweet 2021). Ademas, el transporte
también puede ser mediado por los transportadores de nucledsidos hENT1 y hENT2,
siendo el segundo mas eficaz (Ohashi y col., 2011). Con base en estos precedentes y

dada la interaccion establecida con QDPR, se propuso estudiar si hCNT3 era capaz de
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transportar biopterinas y especificamente el sustrato BH,. Para ello, se midié la
captaciéon de citidina (la pirimidina a la que tiene mas afinidad el transportador) en
células HEK293 con expresion estable del transportador hCNT3, durante un minuto y
en presencia de diferentes concentraciones saturantes de BH.. En principio, una
disminucion del transporte Na-dependiente de citidina acorde a un aumento en la
concentracién BHz podria ser indicativo de que ambos sustratos compiten por el sitio de
union al transportador. Sin embargo, incluso a 1 mM de BH, el transporte del nucledsido
citidina por hCNT3 no se vio modificado (Figura 33A). A continuacién, se propuso
estudiar si esta molécula vinculada indirectamente a la actividad de QDPR podian actuar
por si sola sobre la regulacién de hCNT3. Si la regulacion del transportador por QDPR
estuviese vinculado a cambios en las cantidades intracelulares del producto BHs, la
administracion de BH2 o incluso de la misma BH4 podria inducir cambios en hCNT3
similares a los observados por sobreexpresion de QDPR. En células Caco-2, a
diferencia de en hepatocitos, la acumulacion de BH4 es insensible al tratamiento con
MTX, sugiriendo que BH. podria ser transportada sin tener que ser oxidada previamente
(Sawabe y col., 2005). Sin embargo, se ha observado que la acumulacién de biopterinas
en células en cultivo es superior y mas rapida si se administra BH. y no BH4 (Hasegawa
y col., 2005) por lo que quizas podrian existir respuestas celulares diferentes entre la
administracion de una u otra, sobre todo en interaccion. Por ello, las células HEK293,
fueron tratadas con BH; a 50 yM durante 24 o 48 horas. Al analizar la expresion de
QDPR y hCNT3 se vio que en ninguno de los tiempos estudiados hubo cambios
relevantes en la expresion de los mensajeros, a excepcion de la expresion de hCNT3
despues de 48 horas de tratamiento, que se vio reducida (Figura 33B). Lo siguiente
fue estudiar si la presencia de BH; tenia un impacto directo sobre la interaccion
QDPR:hCNT3 y se establecieron dos panoramas: estudiar el efecto de BH» en presencia
0 ausencia de nucledsidos utilizando FBSi completo o dializado. En ambas condiciones,
se observo una leve disminucion de la interacciéon a 1 hora post - tratamiento, cambio
que llega a ser estadisticamente significativo en ausencia de nucledsidos en el medio
extracelular (Figura 33C). Pensando en que quizas el cambio en la interaccion podria
ser mas notorio en tiempos de tratamiento mas largos, se decidié incluir un punto mas
y se analizé la interaccién a 2 horas post - tratamiento. Sin embargo, en este ultimo

tiempo no parecié que hubiese diferencia con respecto al control.
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Figura 33. Papel de BHz en la interaccion entre hCNT3 y QDPR. (A) Se cuantificé el transporte de citidina
durante 1 minuto en HEK293-CNT3, en presencia de diferentes concentraciones de BHz (n=1). (B) Células
HEK293 fueron tratadas con BH2 50 uM durante 24 0 48 h y la expresion de ARNm de QDPR y hCNT3 se
analizé6 por RT-gPCR (n=1). (C) Analisis NanoBRET de interaccién entre hCNT3 y QDPR luego del
tratamiento con BH2 50uM durante 15 min, 30 min, 1 h y 2 h, en medio con FBSi o en medio con FBSi
dializado. Se muestra la media + SEM de 4 experimentos independientes, excepto 2 h (n=1). Significancia
estadistica por ANOVA de una via a control pcDNA3.1 (representado con una linea) (*p < 0,05).

La expresion de QDPR y hCNT3 también se evalué bajo el tratamiento con BH., pero
dada la variabilidad de los experimentos no parecié existir una modulacion evidente a
ninguno de los tiempos estudiados (Figura 34A). En cuanto al estudio de la interaccion,
con el tratamiento con BH4 se obtuvieron resultados muy similares a los obtenidos con
BH.: hubo una pequefia disminucién de la interaccién una hora después del tratamiento,
que no llego a ser significativa con FBSi ni con dFBSi (Figura 34B). Hasta cierto punto
era de esperar la similitud de las respuestas después de los tratamientos con BH, y BH4
ya que, al final, BHs habra tenido que ser oxidada para poder ser transportada
correctamente.
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Figura 34. Papel de BH4 en la interaccion entre hCNT3 y QDPR. (A) Células HEK293 fueron tratadas
con BH4 50 uM durante 24 0 48 h y la expresion de ARNm de QDPR y hCNT3 se analizé por RT-qgPCR. (B)
Andlisis NanoBRET de interaccion entre hCNT3 y QDPR luego del tratamiento con BH4 50uM durante 15
min, 30 min, 1 h'y 2 h, en medio con FBSi o en medio con FBSi dializado. Se muestra la media + SEM de
2-4 experimentos independientes, excepto 2 h (n=1). Significancia estadistica por ANOVA de una via a
control pcDNA3.1 (representado con una linea) (*p < 0,05).

Los resultados obtenidos con las biopterinas podrian sugerir alguna modulacion, sobre
todo en interaccion, pero los resultados no llegan a ser del todo concluyentes analizando
la regulacion del transportador hCNT3. Las bajas cantidades de hENT2 en el modelo
celular HEK293 y la baja eficiencia de transporte de estas moléculas por hENT1 puede
ser una limitante a la hora de estudiar efectos fisiolégicos vinculados a la administracion
de biopterinas, sobre todo si el transporte de estas depende de ENTs en este modelo
celular.

En la bibliografia, los estudios de captacién de biopterinas en células en cultivo se
plantean en tiempos cortos (Ohashi y col., 2009; Sawabe y col., 2008; Yamamoto y col.,
1996), ya que solo se compara la capacidad de cada una de ellas de acumular BH4
dentro de la célula. Si bien estos trabajos coinciden con los tiempos elegidos en esta
tesis para los ensayos de interaccién, estos antecedentes no permiten tener una base
para poder tener un estimado de los niveles intracelulares de biopterinas a los tiempos
estudiados para la regulaciéon de QDPR y hCNT3. Es por ello que, entre esto, y el

numero de réplicas, las conclusiones no son claras.

3. Papel de los nucleésidos en la regulacion de hCNT3 por QDPR

Como se coment6 anteriormente, hCNT1 y hCNT3 estan vinculados por los nucledsidos
de pirimidinas, ya que ambos transportadores son capaces de translocarlos a través de

la membrana celular, siendo hCNT1 un transportador especifico de ellas. Pensando que
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los cambios en el transcrito de hCNT3 por sobreexpresion de QDPR podian deberse a
cambios en los niveles de pirimidinas intracelulares, se propuso estudiar su regulacién
en un contexto donde el reservorio de este nucledsido estuviera alterado. Nuevamente,
la forma de hacerlo fue bloqueando la via de sintesis de novo, con lo que se podria
presuponer un cambio en las cantidades relativas de pirimidinas intracelulares. Se
sobreexpresé QDPR en células HEK293 y se realizé un tratamiento con BQR 10 uyM
durante las 6 horas previas al analisis. Bajo el esquema experimental planteado, el
tratamiento con BQR no parecié modificar la regulacién de hCNT3 por QDPR (Figura
35A). En el caso de hCNT1, BQR pareciera tener un efecto aumentandolo, pero al haber
tanta variabilidad en estos resultados se hace dificil llegar a conclusiones claras. Para
hCNT2 también existio mucha variabilidad, sobre todo en el control, pero en lineas
generales no pareciera haber ninguna variacién entre las condiciones control y la tratada
con BQR. Por ultimo, los transportadores equilibrativos no sufrieron ningin cambio. Al
analizar el efecto del BQR, esta vez sobre la regulacién de hCNT1 o hCNT3 sobre
QDPR, se observé que el tratamiento tampoco tuvo efecto sobre el mensajero (Figura
35B). Este resultado parece indicar que la sola expresion de alguno de los
transportadores de pirimidinas puede prevenir el aumento de la transcripcion de QDPR
que habia sido observado previamente al bloquear la via de sintesis de pirimidinas
(Figura 29A-B).

Para confirmar los resultados anteriores y asi ver con mayor claridad el impacto de la
inhibicién de la via de sintesis de novo de pirimidinas, decidimos utilizar una estrategia
experimental distinta, el silenciamiento dirigido contra alguna de las enzimas de la via
para disminuir su expresion. En este caso, el blanco fue nuevamente la DHODH, pero
silenciandola con siDHODH 50nM, en simultaneo a la sobreexpresion de QDPR, hCNT1
0 hCNT3 y luego, segun fuera el caso, los transcritos de hCNTs, hENTs y QDPR fueron
analizados por RT-gPCR. En este caso, la sobreexpresion de QDPR en paralelo al
silenciamiento de DHODH tuvo el mismo efecto que el tratamiento con BQR sobre la
regulacion de hCNT3 (Figura 35C), pudiéndose ver una leve tendencia a la baja que
sigue siendo no significativa. Caso contrario ocurri6 con hCNT1, el cual puede
observarse regulado negativamente al compararlo con el control, siendo este un
resultado marcadamente diferente con respecto al tratamiento con el inhibidor. Al ser
DHODH una proteina insertada en la membrana mitocondrial interna, directamente
acoplada al sistema OXPHOS, cabe pensar que el impacto biolégico de su
silenciamiento sobre algunas proteinas pueda divergir significativamente con lo

observado tras su inhibiciéon farmacoldgica. Por ultimo, al igual que con el tratamiento
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con BQR, el silenciamiento de DHODH no tuvo efecto sobre la no regulacion de QDPR

en condiciones de sobreexpresion de hCNT3 o hCNT1.
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Figura 35. Papel de las pirimidinas en la regulacion de hCNT3 por QDPR. (A) Las células HEK293
fueron transfectadas con (A) QDPR, (B) hCNT3 o hCNT1 y se realizé el tratamiento con BQR 10uM 6 h
antes del andlisis. (B) Las células HEK293 fueron transfectadas con (C) QDPR, (D) hCNT3 o hCNT1 y
siDHODH 50nM vy la expresion de ARNm de los hCNTs y hENTs fue analizada por RT-qPCR. Se muestra
la media + SEM de 3-4 experimentos independientes. Significancia estadistica por ANOVA de una via al

control pcDNA3.1 (representado con una linea) (****p < 0,001), y T-Student para datos no pareados entre
grupos (Control-Tratamiento).

Aunque los primeros analisis sugerian una participacion de las pirimidinas en los
cambios transcripcionales observados en QDPR, hCNT3 y hCNT1, la inhibiciéon de su
sintesis no logro aclarar su papel. Analizando el comportamiento de hCNT1 en el primer
bloque de resultados se vio que, a pesar de ser un transportador especifico de
pirimidinas, el bloqueo de la biosintesis de las purinas alteré su expresion (Figura 21).
Esto podria llevar a pensar que la regulacién de los transportadores podria ser un poco
mas compleja y no estaria vinculada a un solo grupo de nucleésidos, mas que todo,

siendo hCNT3 transportador también de purinas.

Tomando esto en cuenta, se plante6 igualmente inhibir la sintesis de novo de purinas
para estudiar su efecto sobre la regulaciéon, con una aproximacion semejante a la
utilizada con las pirimidinas. Después de transfectar QDPR, las células HEK293 fueron
tratadas durante 6 horas antes del analisis con el inhibidor de ATIC Cpd14 100uM. Al
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analizar la expresién de mensajeros se pudo observar que, al bloquear el metabolismo
de purinas hCNT3 tuvo una leve tendencia a aumentar con respecto al control sin
tratamiento, sin ser este un efecto significativo (Figura 36A). También hCNT2, sin ser
significativo, mostré una tendencia a aumentar en algunos ensayos, lo que podria
explicarse como un mecanismo de compensacion al ser este transportador especifico
de purinas. En el caso de hCNT1, la tendencia a aumentar después del bloqueo de la
sintesis de purinas si fue significativa y pareceria una compensacion similar a la
observada con hCNT2. Analizando los transportadores equilibrativos, se observa de
nuevo que la regulacion de hENT1 y hENT2 no fue modificada por el tratamiento. En
cuanto a la sobreexpresion de los transportadores, ni el efecto de la sobreexpresion de
hCNT3, ni de hCNT1 sumado al efecto de Cpd14 modificé los niveles de mensajero de
QDPR (Figura 36B). Se utiliz6 ademas la estrategia del silenciamiento, esta vez de la
enzima de la sintesis de purinas PAICS, para contrastar de forma preliminar el ultimo
resultado descrito. Se transfectaron las células HEK293 con hCNT1 o hCNT3 y siPAICS
100nM durante 48 horas y luego los transcritos de QDPR fueron analizados por RT-
gPCR. Los resultados obtenidos fueron similares a los observados con Cpd14, donde la
sobreexpresion de hCNT1 o hCNT3 en paralelo al silenciamiento de PAICS tampoco
alter6 la expresion de QDPR (Figura 36C).
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Figura 36. Papel de las purinas en la regulacion de hCNT3 por QDPR. Las células HEK293 fueron
transfectadas con (A) QDPR, (B) hCNT3 o hCNT1 durante 48 h y se realizé el tratamiento con Cpd14 100uM
6 h antes del analisis. (C) Las células HEK293 fueron transfectadas con hCNT3 o hCNT1 y siPAICS 100nM
durante 48 h. La expresion de ARNm de los hCNTs y hENTs fue analizada por RT-gPCR. Se muestra a
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media + SEM de 2-4 experimentos independientes. Significancia estadistica determinada por ANOVA de
una via al control pcDNA3.1 (Representado con una linea) (#### p < 0,001), y T-Student no pareado entre
grupos (Control-Tratamiento) (*** p < 0,005).

Los resultados descritos hasta el momento permitieron hipotetizar que quizas la
regulacion de hCNT3 estuviera mas vinculada a un desbalance en los niveles relativos
de nucledsidos totales y no tanto a desbalances individuales. Con base en ello se
decidi6 analizar el efecto de la combinacién de la inhibicion de la sintesis de novo de
purinas y de pirimidinas. Asi, del mismo modo que se habia realizado anteriormente, los
tratamientos con los inhibidores Cpd14 y BQR, de forma individual o conjuntamente, se
realizaron en células HEK293 transfectadas con QDPR. El aumento de hCNT3 no tuvo
cambios ante la sobreexpresion de QDPR en combinacion con los inhibidores (Figura
37), volviendo a observar los mismos resultados con los inhibidores de forma
independiente y sumando el resultado del efecto combinado entre ambos, sin cambios.
Se hizo llamativo que, si bien el tratamiento combinado con BQR y Cpd14 no varié el
resultado con respecto al control, hCNT1 no tuvo cambios con el tratamiento de Cpd14
solo, como se habia visto en resultados anteriores. Para el resto de los transportadores,
solo hCNT2 parecié tener un poco mas de variacion entre tratamientos, pero ninguno

de los cambios que se ven resultaron tampoco estadisticamente significativos.
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Figura 37. La modulacién de la expresion de hCNT3 por QDPR no es modificado por el bloqueo del
metabolismo de purinas y pirimidinas. Las células HEK293 fueron transfectadas con QDPR vy el
tratamiento con BQR 10uM y/o Cpd14 100uM se realiz6 6 h antes del andlisis. La expresion de ARNm de
los hCNTs y hENTs fue analizada por RT-gPCR. Se muestra la media + SEM de 3 experimentos
independientes. Significancia estadistica determinada por ANOVA de dos vias entre grupos (Control-
Tratamientos).

De las diferentes formas de modulacion de los niveles de nucledsidos intracelulares que
se habian planteado desde un inicio para los estudios de regulacién, ninguna permitié

ver cambios en el efecto basal de hCNT3 sobre la expresién de QDPR. Por esto, se
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decidié impedir el intercambio de nucledsidos entre los medios extra- e intracelulares a
través del transportador hENT1, como otra estrategia para estudiar si QDPR podia ser
modulado por una alteracion en el metabolismo de nucledsidos en presencia de hCNT3.
Después de la sobreexpresion en HEK293 de hCNT1 o de hCNT3, se realizé un
tratamiento con NBTI 10 uM durante las 6 horas previas al analisis. En estos resultados
preliminares, tanto en sobreexpresion de hCNT3 como en sobreexpresion de hCNT1
acompanado del tratamiento con NBTI, QDPR tuvo una leve tendencia a ser regulado
negativamente (Figura 38). A pesar de la presencia de los transportadores, el bloqueo
de hENT1 pareceria provocar una disminucion de QDPR por, probablemente, una

alteracion en los niveles relativos de nucledsidos intracelulares.
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Figura 38. Papel de la inhibicion del transporte de nucleésidos a través de hENT1 sobre la regulacion
de QDPR por hCNT3. Las células HEK293 fueron transfectadas con (A) hCNT3 o (B) hCNT1 durante 48 h
y se realiz6 el tratamiento con NBTI 10uM 6 h. antes del analisis. La expresion de ARNm de QDPR fue
analizada por RT-gPCR. Se muestra la media £+ SEM de 2 experimentos independientes. Los resultados
estan expresados en unidades arbitrarias y referenciados al control pcDNA3.1 (representado con una linea).

4. Papel de los nucleésidos en la interaccion entre hCNT3 y QDPR

Continuando con el estudio del papel de los nucledsidos sobre la interaccion entre
QDPR y hCNT3, se evalué el impacto de las alteraciones en las vias de sintesis de
purinas y pirimidinas sobre su interaccion fisica. Aprovechando el sistema NanoBRET,
se planteé de nuevo una estrategia donde se pudiera modificar el contenido de
nucleésidos dentro y fuera de la célula utilizando medios de cultivo suplementados con
FBSi o dFBSi, y de esa forma tener control sobre los parametros experimentales.
Ademas, el tratamiento se acompafid con los inhibidores BQR y Cpd14, a la misma

concentracion utilizada anteriormente (10uM y 100uM, respectivamente). A diferencia
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de los ensayos de regulaciéon transcripcional, donde los tratamientos con inhibidores
solo tuvieron una duracion de 6 horas, para los ensayos de interaccién los tiempos de
incubacién con los farmacos fue superior (18 - 20 horas). Fue por esto que se evalué el
uso de una concentracion inferior de Cpd14, especificamente 10 uM, para minimizar la
probabilidad de una disminucién en la proliferacién celular y que esto afectara los
resultados. Para el resto de los inhibidores, las concentraciones a tiempos largos de
incubacién ya habian sido probadas, descartando un efecto citotoxico. En la bibliografia,
para el uso de Cpd14 estan reportadas concentraciones que van desde 125 a 1000 yM.
Para determinar si una concentracién baja de 10 pyM era suficiente para inhibir el
metabolismo de las purinas, se decidio evaluar la fosforilacion de la AMPK. La AMPK es
activada alostéricamente por AICAR (ZMP -5-aminoimidazol-4-carboxamida), un
metabolito que se produce en la sintesis de novo de purinas y que es sustrato de la
enzima ATIC exclusivamente de su forma dimérica. Al inhibir la dimerizaciéon con Cdp14
se bloquea el noveno paso de la sintesis de purinas y se produce una acumulacion de
AICAR lo que lleva a una activacion de la AMPK. Si se considera que en medio rico en
nucleosidos las vias de salvamento son priorizadas por encima de las vias de sintesis
de novo, se puede esperar que en medio suplementado con FBSi exista una activacion
basal de AMPK por acumulacién de AICAR. En cambio, en medio suplementado con
FBSi dializado, la célula dependeria Unicamente de las vias de sintesis para la obtencion
de nucledsidos. Los resultados que obtuvimos se ajustaron a esta premisa previamente
reportada (Asby y col., 2015). En medio rico en purinas y pirimidinas, no se observaron
diferencias entre la condicion control y los tratamientos con Cpd14 a 10 y 100 uM
(Figura 39A), mientras en FBSi dializado se pudo ver la activacion de AMPK con

tratamiento con Cpd14 a 100 pM.

A pesar de que con 10 uM de Cpd14 no se vieron cambios en la activacion de AMPK
por western blot, se decidié igualmente incluir esta concentracién en los estudios de
interaccion pensando en que, a pesar de que este tratamiento no genera una
acumulacion suficiente de AICAR como para ver la fosforilacion de AMPK, quizas
pudiese generar una inhibicion de ATIC suficiente como para desbalancear la
homeostasis de purinas y que esto se tradujera en cambios en la interaccion. También
para estandarizar los tratamientos farmacoldgicos se decidid separar los resultados en
dos grupos: por un lado, el efecto de los tratamientos en suplementacion con suero
completo y por otro lado el efecto de los tratamientos con suero dializado. Esto se hizo
con la finalidad de poder comparar bien el tipo de respuesta mas que la escala a la que

se daban, ya que los basales podrian ser diferentes en cada uno. Es por esto que cada
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grupo (FBSi o dFBSi) fue referenciado a su control sin tratamiento (). También, al ser

una primera aproximacion se trabajoé unicamente con medio OptiMEM.

En concordancia con los resultados de fosforilacion de la AMPK, la interaccion entre
hCNT3 y QDPR no fue alterada bajo el tratamiento con 10 yM Cpd14, indistintamente
de la ausencia o no de nucledsidos en el medio (Figura 39B-C). El tratamiento con 100
MM de Cpd14 tampoco tuvo efecto sobre la interaccion en medio suplementado con
FBSi a pesar de que, a esta concentracion, ya hay acumulaciéon de AICAR. En cambio,
en medio con FBSi dializado a la misma concentracion la interaccion parecié verse
levemente desfavorecida. Lo que si es interesante destacar es que al inhibir la DHODH
la interaccion se vio favorecida, volviendo a sugerir una implicacion de las pirimidinas

intracelulares sobre la interaccion hCNT3:QDPR.
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Figura 39. Implicacién de las purinas en la interaccion entre QDPR y hCNT3. (A) Las células HEK293
fueron tratadas con Cpd14 [10uM] o [100uM]. La fosforilaciéon de la AMPK fue analizada por western blot,
marcando con anticuerpos primarios a-p-AMPKa (Thr-172) y a-AMPKa. (B) Las células HEK293 fueron
transfectadas con 0,2 uyg NL y 2 ug HT (Ratio NL — HT 1:10) y mantenidas con (B) FBSi o (C) dFBSi. Los
diferentes tratamientos con Cpd14 10 uM, 100 uM o BQR 10 uM se realizaron 20 horas post transfeccion,
y durante 16-18 h. La interaccion hCNT3:QDPR esta expresada en unidades arbitrarias y los datos fueron
normalizados al control sin tratamiento (J - Interaccion basal). Se muestra a media + SEM de 3
experimentos independientes. Significancia estadistica por ANOVA de una via al control pcDNA3.1
(representado con una linea) (***p < 0,005).

Para poder interpretar estos resultados, un elemento a considerar es el conocer la
formulaciéon detallada del medio de cultivo utilizado, como fue en el caso del DMEM
usado hasta ahora en todos los ensayos de co-regulacion a nivel transcripcional. El
sistema NanoBRET esta estandarizado con el uso del medio OptiMEM, que es de
formulacion reservada y solo se conoce que esta suplementado entre otros elementos,
con timidina e hipoxantina, esta ultima una nucleobase que puede ser transportada por
ambos hENTs. Sin embargo, las cantidades de suplementacién son desconocidas. La
comparativa entre los resultados obtenidos con medio OptiMEM y medio DMEM

permitiria dar una idea de si estos elementos diferenciales agregados para promover la
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viabilidad celular a través de las vias de recuperacién participan en la modulacion de la
interaccion. Fue por esto que se decidio trabajar en paralelo con ambos medios de
cultivos, OptiMEM y DMEM, suplementados cada uno con FBSi o dFBSi.

Una primera aproximacion se hizo incubando las células en el medio de cultivo con el
que se estandarizé la interaccion, es decir, en OptiMEM despues de haberlas
transfectado con el par hCNT3 NL-N:QDPR HT-N previamente seleccionado. En este
medio, suplementado con FBSi o dFBSi, se puede observar como la interaccion se ve
muy poco alterada indistintamente del uso del FBSi dializado (Figura 40A). En cambio,
con DMEM la ausencia de nucledsidos extracelulares parecié favorecer la interacciéon
hCNT3:QDPR (Figura 40B). Este resultado muestra que la ausencia completa de
nucledsidos en el medio favorece la interaccién y apunta a que posiblemente los
elementos que hacen al OptiMEM enriquecido tamponan el efecto del suero dializado.
Es decir, que se podria pensar en la timidina o la hipoxantina presente en el OptiMEM
como moduladoras, sin descartar otro tipo de elementos del que se desconozca su
presencia (Ej. aminoacidos esenciales, acido folico, entre otros) y que tambien podrian

estar actuando como moduladores.
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Figura 40. Efecto de la disponibilidad de nucleésidos extracelulares sobre la interacciéon entre QDPR
y hCNT3. Las células HEK293 fueron transfectadas con 0,2 uyg NL y 2 pug HT (ratio NL — HT 1:10) y
mantenidas con (A) FBSi o (B) dFBSi durante 18-20 h. La interaccion hCNT3:QDPR esta expresada en
unidades arbitrarias y los datos fueron normalizados al control FBSi (interaccion basal). Se representan los
resultados de la media + SEM de 2 (DMEM) — 3 (OptiMEM) experimentos independientes. Significancia
estadistica por T-Student para datos no pareados.

Hasta el momento, todos los disefios experimentales planteados buscan dos cosas: la
primera es evitar la recuperacion de nucleésidos eliminandolos del medio extracelular,
y la segunda alterar las vias de sintesis y de esta forma favorecer las vias de
recuperacion para reestablecer la homeostasis. Asi, para los ensayos de interaccion se
propuso trabajar de nuevo con BQR 10 uM, y con Cpd14 incrementando su

concentracién de 100 a 200 uM para buscar un efecto mas marcado sobre la interaccion
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del que fue visto en medio OptiMEM suplementado con dFBSi (Figura 39C). Viendo los
resultados previos (Figura 40), se decidio incluir un tercer tratamiento farmacolégico y
bloguear las vias de recuperacién. Para lograrlo, se utilizé el inhibidor de hENT1, NBTI.
La intencion era ver el impacto de la recuperacion de nucledsidos sobre la interacciéon y
ademas forzar el sistema lo mas posible combinando la inhibicion de la via de

recuperacion en paralelo a la inhibicidon de las vias de sintesis de novo.

Como ya se comentd, en estos ensayos los tiempos de tratamientos con farmacos
fueron mucho mas largos que los realizados para el estudio de expresion de los
mensajeros. Como las células para los ensayos NanoBRET son sembradas en placas
opacas Yy no se pueden visualizar al microscopio, en paralelo se hicieron controles con
células sembradas en placas translucidas, tratadas con los diferentes inhibidores a las
condiciones experimentales establecidas. Durante el tratamiento, las células tuvieron un
seguimiento durante 48 horas para visualizarlas y comprobar su integridad. Como ultimo
factor se incluyé también el mismo esquema, pero en medio DMEM. Al igual que con los
resultados anteriores, los resultados fueron referenciados a su control por grupo (FBSi
- dFBSI).

Lo primero que se observé en los ensayos de interaccién inhibiendo las vias de sintesis
y recuperacion de nucledsidos fue que la presencia o ausencia de nucledsidos en el
medio OptiMEM no alteré el efecto de los diferentes tratamientos sobre la interaccion
(Figura 41A-B). Esto tiene sentido si se piensa que previamente se habia visto que por
si sola la formulaciéon del OptiMEM podia tamponar el efecto de la carencia de
nucledsidos en el suero dializado (Figura 40). Tanto con FBSi como con dFBSI se
observo de nuevo un aumento de la interaccién con BQR similar al aumento que también
se observo bajo tratamiento con NBTI. Sin embargo, no existié una potenciaciéon de este
aumento en los tratamientos combinados. En el caso del ensayo con medio DMEM
(Figura 41C-D), a pesar de ser preliminar, se ve claramente que el efecto de los
tratamientos sobre la interaccidn es menos evidente. En este caso, existen mayor
heterogeneidad entre la respuesta de la interaccion en medio suplementado con FBSi
con respecto al dFBSi, sobre todo en los tratamientos individuales de NBTI y Cpd14.
Las diferencias en los resultados podrian relacionarse a que en DMEM suplementado
con dFBSi se esta trabajando con un medio verdaderamente libre de nucledsidos y no

disminuido de ellos, como en el OptiMEM.

Mirando el resultado global, se observa que las alteraciones en los niveles de
nucledsidos provocados por bloqueos en sus vias metabdlicas alteran de una u otra

forma la interaccién que se establece entre hCNT3 y QDPR. Las diferencias claras entre
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los resultados en OptiMEM y DMEM hablan de que en estos medios los elementos
diferenciales como nucledsidos o nucleobases disponibles, pueden tener un papel
activo en la regulacion, sin dejar atras otros elementos como podrian ser folatos o quizas
aminoacidos vinculados a las vias de sintesis. Ya que al ser el OptiMEM de formulacién

reservada, se dificulta profundizar en este tema.
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Figura 41. Implicacion de los nucleésidos en la interaccion entre QDPR y hCNT3. Las células HEK293
fueron transfectadas con 0,2 uyg NL y 2 ug HT (ratio NL — HT 1:10) y mantenidas en medio OptiMEM (A-B)
o DMEM (C-D). Los diferentes tratamientos con Cpd14 200 uM, BQR 10 yM y/o NBTI 10 pM se realizaron
20 horas post transfeccion, y durante 16-18 h. La interaccion hCNT3:QDPR esta expresada en unidades
arbitrarias y los datos fueron normalizados al control sin tratamiento (& - Interaccidn basal). Se muestra la
media + SEM de 2 (DMEM) — 3 (OptiMEM) experimentos independientes. Significancia estadistica por
ANOVA de una via al control sin tratamiento.

5. Papel de elementos del metabolismo de los folatos en la interaccion
entre hCNT3 y QDPR
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Diferentes aminoacidos y derivados del THF son necesarios para cubrir la demanda de
carbono y nitrégeno de las vias de biosintesis de purinas y de pirimidinas (Figura 42).
Para la sintesis del anillo de las purinas, formado a partir del PRPP, la via necesita de
los aminoacidos glutamina, glicina y aspartato para la formacién del IMP. Ademas, para
completar su demanda de carbono, para cada una de las reacciones catalizadas por las
enzimas GART y PAICS es necesario un 10-formil-THF citosdlico. Para su sintesis
desde el THF, el 10-formil-THF requiere de una serina en una reaccion que produce una
glicina. La glutamina y el aspartato son aminoacidos compartidos por ambas vias
biosintéticas. A diferencia de las purinas, el anillo de pirimidina se va formando a partir
de la glutamina, del bicarbonato y del aspartato hasta formar el UMP. En esta via
también se requiere de 5,10-metilen-THF por la enzima TYMS para sintetizar dTMP a
partir de dUMP. Dada la importancia de estos aminoacidos y derivados del THF para las
vias de sintesis y por tanto de proliferacion celular, sus vias metabdlicas han sido
consideradas por mucho tiempo como blancos terapéuticos clave en los tratamientos

antitumorales.
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Figura 42. Esquemas de las vias de sintesis de novo de purinas y pirimidinas. Enzimas de la via de
sintesis de las purinas: PPAT: fosforibosil pirofosfato amidotransferasa; GART: glicinamida ribonucleétido
transformilasa; PFAS: fosforibos-ilformilglicinamidina sintasa; PAICS: fosforibosil-aminoimidazole
carboxilasa y fosforibosil-aminoimidazol-succinocarboxamida sintasa; ADSL: adenilsuccinato liasa; ATIC:
5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucledtido formiltransferasa; Enzimas de la via sintesis de las
pirimidinas: CAD: carbamoil fosfato sintasa 2, aspartato transcarbamilasa, dihidroorotasa; DHODH:

dihidroorotato deshidrogenasa; UMPS: uridina monofosfato sintasa.
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El buen funcionamiento del metabolismo de los folatos condiciona la formacion de
cofactores donadores de unidades de 1C y por lo tanto, cualquier alteracion de esta via
tendria efecto sobre la sintesis de los acidos nucleicos. Ademas, estas dos vias también
dependen de la disponibilidad de ciertos aminoacidos, por lo que cualquier cambio en
el flujo de sintesis de novo de los nucledsidos podria también ser asociadas a
variaciones en los niveles intracelulares de ellos. Es por esto que se decidié evaluar los
niveles de aminoacidos vinculados a las vias de biosintesis de purinas y de pirimidinas,
asi como también aminoacidos vinculados al metabolismo de un carbono en condiciones
de sobreexpresion de QDPR y/o hCNT3 en células en cultivo. Ademas, se evaluaron los

niveles de folatos en las mismas condiciones experimentales.

En primer lugar, se analizaron cambios en los niveles de los aminoacidos asociados a
las vias de sintesis de novo de nucleésidos. Se transfectaron células HEK293 con
QDPR y/o hCNT3 y los aminoacidos fueron cuantificados después de 48 horas. Se
decidié corregir los valores crudos de cada uno a razén de los valores de fenilalanina
para cada condicion ya que las concentraciones de este aminoacido aromatico son
siempre muy estables independientemente del estatus metabdlico y puede servir de
control. Al analizar los niveles de aspartato, glutamina y glicina se observé que solo los
dos ultimos tuvieron una tendencia a bajar al sobreexpresar hCNT3 (Figura 43). Esta
disminucion podria relacionarse a una disminucion de la tasa de sintesis por el
favorecimiento de la via de salvamento al aumentar la expresién del transportador. De
los tres aminoacidos analizados, solo el aspartato, tuvo una disminucion vinculada a la
co-expresion de QDPR y hCNT3.
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Figura 43. Analisis de aminoacidos implicados en el metabolismo de nucleétidos. Las células HEK293
fueron transfectadas con hCNT3 y/o QDPR durante 48 h. Se analizaron las cantidades de aspartato (Asp),
glutamina (GIn) y glicina (Gly) por espectrometria de masas (UPLC-MS/MS). Cada replica corresponde a la
media de triplicados. Se hizo una correccion de los datos por condicidn con respecto a los valores crudos
de fenilalanina. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA) con respecto al control pcDNA3.1
(representado con una linea). Se muestra la media + SEM de 2 experimentos independientes.

126



RESULTADOS Y DISCUSION

Seguidamente se analizaron los niveles de serina y metionina, dos aminoacidos cuyos
niveles estan relacionados al metabolismo de un carbono. La serina es convertida a
glicina por la SHMT, generando en el proceso 5,10-metilen-THF. La serina es la mayor
donadora de unidades de carbono para la formacion de formato, ademas de ser
precursora de la glicina, mientras que la metionina provee a la célula de grupos metilo
para las reacciones de metilacién. De las dos, solo se observé un leve aumento de la
serina al sobreexpresar QDPR, pero no se vieron cambios asociados a la co-expresion

de QDPR y hCNT3 con ninguno de los dos aminoacidos (Figura 44).
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Figura 44. Analisis de aminoacidos relacionados al metabolismo de un carbono. Las células HEK293
fueron transfectadas con hCNT3 y/o QDPR durante 48 h. Se analizaron las cantidades de serina (Ser) y
metionina (Met) por espectrometria de masas (UPLC-MS/MS). Cada replica corresponde a la media de
triplicados. Se hizo una correccion de los datos por condicion con respecto a los valores crudos de
fenilalanina. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA) con respecto al control pcDNA3.1
(representado con una linea). Se muestra la media + SEM de 2 experimentos independientes.

De todo el analisis de aminoacidos relacionados directamente a las vias que se estudian
en esta tesis, el unico que parecié tener un cambio vinculado a la sobrexpresién de
QDPR y hCNT3 fue el aspartato. Este aminoacido, ademas de ser necesario para la
sintesis de nucledtidos, esta involucrado en la sintesis de arginina a partir de la citrulina
en el ciclo de la urea (Keshet y col., 2018). Existe un tercer aminoacido involucrado en

el ciclo, la ornitina, que también disminuy6 (como el aspartato) al co-expresar QDPR y
hCNTS3.

Como se habia dicho, ademas de los aminoacidos también fueron analizados los folatos,
y se observé un aumento en el contenido de folatos intracelulares al sobreexpresar
hCNT3 y QDPR de forma individual o juntos (Figura 45A). Al analizar los niveles de 5-
MTHF se observé también un aumento en sus niveles (Figura 45B). 5-MTHF es la forma
mas reducida de las unidades de un carbono de folatos y su importancia metabdlica

radica en que es necesaria para la sintesis de SAM a través de la sintesis de metionina,
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importante para las reacciones de metilacién. De todo el analisis de metabolitos, este

fue el resultado mas consistente con datos previos generados en el grupo.
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Figura 45. Expresion de QDPR y hCNT3 se relaciona con un aumento del 5-MTHF. Las células HEK293
fueron transfectadas con hCNT3 y/o QDPR durante 48 h. La cantidad de folato total (n=1) (A) y de 5-MTHF
(B) fue analizada por HPLC. Cada replica corresponde a la media de triplicados. Se hizo una correccion de
los datos con respecto a los valores crudos de fenilalanina por condicién y los resultados se expresan en
nmol/L. Se muestra la media £+ SEM de 2 experimentos independientes (B).

Como se observaron alteraciones en los niveles de folatos, en paralelo se quiso analizar
los mensajeros de diferentes enzimas de su metabolismo, tanto citoplasmaticas como
mitocondriales. MTHFDL sintetiza 10-formil-THF en el citoplasma y, junto MTHFD2, son
responsables de la sintesis de 5,10- metenil-THF y 5,10-metilen-THF en citoplasma y
en mitocondria, respectivamente. Para ambas enzimas esta descrita que su expresion
esta vinculada a una mala prognosis en diferentes tipos de cancer, por aumentar la
agresividad y la progresion tumoral (Lin y col., 2022; Xu y Vakoc 2017; Nilsson y col.,
2014). La SHMT1 y SHMT2 catalizan la conversion reversible de serina y THF a glicina
y 5,10-metilen-THF, necesario para la sintesis de dTMP. Por ultimo, la DHFR, quien
cataliza la reduccién del acido félico y DHF a THF. Las células HEK293 fueron
transfectadas con hCNT3 y QDPR, individualmente o juntas. De los genes analizados
ninguno fue regulado al sobreexpresar o co-expresar hCNT3 y QDPR a excepcién de la
DHFR que, aunque no fue significativa, tuvo una regulacién positiva como resultado de
la co-transfeccién (Figura 46). La via de los folatos es compleja y engloba gran nimero
de reacciones enzimaticas indispensables para la integridad celular, por lo que su
regulacion a nivel transcripcional estara muy controlada para mantener estables los
niveles de mensajeros. Aunque otra posibilidad es que no se observé regulacién en
MTHFD1, MTHFD2, SHMT1 ni SHMT2 porque se encuentran en puntos de la via no

relevantes en la interaccion de hCNT3 y QDPR.
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Las enzimas seleccionadas estan mas vinculadas a las reacciones de la via que
producen los folatos necesarias para la sintesis de purinas -principalmente- y pirimidinas
(10-formil-THF y 5,10-metilen-THF, respectivamente). El 5,10-metilen-THF puede ser
utilizado para la sintesis de dTMP y también de 5-MTHF. Una enzima que también
podria ser evaluada es TYMS, sobre todo si se considera que de los dos tipos de
nucledsidos, probablemente son las pirimidinas las mas vinculadas a la interaccién.
Analizar la expresion de TYMS en co-transfeccion entre QDPR y hCNT3 permitiria saber
si en presencia de las dos proteinas la via se estaria desviando hacia la sintesis de
pirimidinas preferentemente. Observando este punto de la via de los folatos, estaria
también la posibilidad de que el aumento observado en el 5-MTHF se relacionara a que
el flujo metabdlico estuviera enfocado hacia sintesis de metionina y que de alguna forma
estuviese vinculada la expresién de QDPR y hCNT3 con procesos de metiacion.
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Figura 46.- Co-expresion de QDPR y hCNT3 aumentan el mensajero de DHFR. Las células HEK293
fueron transfectadas con QDPR y/o hCNT3. La expresién de ARNm de DHFR, MTHFD1, MTHFD2, SHMT1
y SHMT 2 se analizé por RT-gPCR. Se muestra la media + SEM de 4 experimentos independientes. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA) con respecto al control pcDNA3.1 (representado con
una linea). Significancia estadistica por ANOVA de una via a control pcDNA3.1 (representado con una
linea).

Los cambios relacionados a niveles de folatos intracelulares sumado a la regulaciéon
positiva de la DHFR al sobreexpresar hCNT3 junto a QDPR, hicieron que se considerara
la disponibilidad de folatos, tanto extra- como intracelulares como un factor modulador

de QDPR y hCNT3. Asumiendo la misma premisa que se discutié anteriormente, se
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podria pensar que una variacion en los niveles de folatos disponibles afectaria el
metabolismo y esto podria tener impacto sobre las vias de salvamento a través de los
transportadores de nucleésidos. Para abordar esto, se decidid utilizar dos estrategias
experimentales. La primera fue mantener las células en un medio de cultivo libre de
acido félico para ver si la disponibilidad extracelular podia regular los transportadores
concentrativos y equilibrativos de nucleésidos y QDPR. La segunda fue directamente
disminuir la cantidad de DHFR por silenciamiento génico. La posibilidad de una
inhibicion farmacolégica con el antifolato MTX no fue considerada porque su efecto es
muy amplio y toca varias vias metabodlicas. Ademas de inhibir la DHFR, y asi evitar la
reduccion de DHF a THF en el metabolismo de los folatos y de BH, a BH4 en el
metabolismo de las biopterinas, MTX puede inhibir la enzima del metabolismo de las
purinas ATIC, asi como también activar la via JNK o inhibir de forma directa o indirecta
la activacion de la sefializacion via NFKB y JAK-STAT (Cronstein y Aune 2020).

Los medios de cultivo comerciales generalmente estan suplementados con acido folico,
es decir folato en su forma mas oxidada. Segun su formulacion, el medio de cultivo
DMEM esta suplementado con 4 mg/L de acido félico y el medio OptiMEM con 5 mgl/L,
lo que equivale a concentraciones de 9 uyM y 11 uM, respectivamente. Dada la
disponibilidad comercial de medio RPMI-1640 sin acido folico, se decidid utilizarlo
teniendo como control el mismo medio suplementado con &cido félico a una
concentracion equivalente a la concentracion del DMEM (9 uM). Ademas, como el FBSi
contiene folatos, se decidié suplementar el medio con FBSi dializado, carente de folatos.
Asi, las células fueron mantenidas en medio con acido félico o sin él durante 48 horas y
luego se evalud la expresion de QDPR y de los transportadores concentrativos y
equilibrativos de nucleésidos. En ausencia de acido félico en el medio, QDPR no fue
modulado (Figura 47A). A pesar de ser observaciones preliminares, de nuevo se
observa una clara regulacion de los transportadores concentrativos vinculados al
transporte de pirimidinas. El mensajero de hCNT3 se vio aumentado, asi como el de
hCNT1. Este ultimo resultado se asemeja mucho a la regulaciéon observada para este
transportador después de los diferentes tratamientos bloqueando las vias metabdlicas
de los nucledtidos (sintesis y recuperacion) (Resultados — Apartado 2). hCNT2, hENT1
y hENT2 no tuvieron regulacién alguna. Cuando se analiz6 el efecto de la ausencia de
acido folico acompafiado de la sobreexpresion de los transportadores hCNT3 y hCNT1,
se observé que QDPR no pareci6 ser regulado en ninguna de las condiciones (Figura
47B). La expresion de hCNT1 fue muy disminuida por debajo del control al
sobreexpresar hCNT3 en ausencia de acido félico. En el caso contrario, cuando se

sobreexpres6 hCNT1 la variabilidad fue muy alta y el resultado es dificil de interpretar.
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Figura 47.- Efecto de la deplecion de acido félico extracelular sobre la regulacién de QDPR y de los
transportadores de nucleésidos. Las células HEK293 fueron transfectadas mantenidas en medio sin
acido félico suplementado con dFBSi (A) después de haber sido transfectadas con (B) hCNT3 o0 hCNT1. La
expresion de ARNm de QDPR, hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1 y hENT2 fue analizada por RT-gPCR. Se
muestra la media + SEM de 2 experimentos independientes. Los resultados se expresan en unidades

arbitrarias (UA) con respecto al control con (A) &cido félico o (B) pcDNA3.1 (controles representados con
una linea).

Después, para analizar el posible papel regulador de la DHFR, la enzima fue silenciada
y los mensajeros de QDPR, hCNTs y hENTSs fueron analizados. Se observo que hCNT3
fue regulado positivamente de nuevo, asi como también hCNT1, ambos de forma no
significativa (Figura 48A). QDPR, hCNT2, asi como los dos transportadores
equilibrativos no fueron regulados con el silenciamiento de DHFR. Cuando se mir6 el
efecto del silenciamiento acompafado de la sobreexpresion de los transportadores,
QDPR fue modulado de forma significativa: al sobreexpresar hCNT3 se reguld
positivamente, pero en el caso de sobreexpresar hCNT1 la regulacion fue negativa, con
respecto a los controles sin silenciar (Figura 48B). Por otra parte, el silenciamiento de
DHFR no afectdé la regulacion propia de hCNT3 sobre el transcrito de hCNT1. Sin

embargo, la disminucién de DHFR pareci6 prevenir la regulacion positiva de hCNT3 al
sobreexpresar hCNT1.
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Figura 48.- Efecto del silenciamiento de la DHFR sobre la regulacion de QDPR y de los
transportadores de nucledsidos Las células HEK293 fueron transfectadas con hCNT3, hCNT1 y/o
siDHFR 100 nM durante 48 h y la expresion de ARNm de DHFR, QDPR, hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1
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y hENT2 fue analizada por RT-gPCR. Se muestra la media + SEM de 3 experimentos independientes. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA) con respecto al control (A) siControl o (B) pcDNA3.1
(controles representados con una linea). Significancia estadistica por ANOVA de una via a control
pcDNA3.1 (A) o T-Student para datos no pareados (B) (*p < 0,05; **p < 0,01).

Si se comparan los resultados observados en las dos aproximaciones experimentales,
hay que tener en consideracion que en ambas existird una disminucién del THF. En
ausencia de folatos disponibles en el medio, el THF disminuye por ausencia de sustrato
para la DHFR mientras que en el silenciamiento de DHFR, el THF disminuye por la
disminucion en la cantidad de la enzima. Pero los experimentos de silenciamiento de
DHFR se realizaron con medio de cultivo suplementado con FBSi. En el suero humano,
el 5-MTHF es el folato activo que se encuentra en mayor cantidad (Pfeiffer y col., 2003;
Leeming y col., 1990, Ratanasthien 1974). El 5-MTHF es utilizado Unicamente para la
sintesis de metionina generando en paralelo una molécula de THF, que luego puede
continuar como aceptor de unidades de carbono en los siguientes pasos de la via. Las
diferencias en la regulacién observadas al sobreexpresar los transportadores podrian
vincularse a este hecho. Lo que parece claro es que la regulacién positiva de hCNT3

esta vinculada a cambios en las cantidades de THF.

Ademas de la regulacion transcripcional, se evalu6 el efecto del silenciamiento de la
DHFR sobre la interaccion entre hCNT3 y QDPR. Los ensayos NanoBRET fueron
realizados en medio OptiMEM y DMEM suplementados con FBSi o con dFBSi para tener
un amplio panorama ante cualquier modulacién. Cada resultado de tratamiento con
siDHFR fue referenciado a su control segun el tipo de suero para facilitar el andlisis y
asegurar ver los cambios posibles entre las dos condiciones experimentales. Para cada
medio de cultivo analizado, los resultados en cuanto a interaccién fueron similares En
medio OptiMEM, enriquecido con timidina e hipoxantina, el silenciamiento de la DHFR
en medio disminuido de nucledsidos parecié desfavorecer la interaccion, de forma no
significativa (Figura 49A). Al suplementar con suero completo, una disminucion de
DHFR en general no parecié afectar a la interaccibn. En cambio, en DMEM,
indistintamente de la suplementacion con suero, la interaccion parecio verse afectada al
silenciar la DHFR (Figura 49B). A pesar de ver leves cambios, el conjunto de resultados
y la variabilidad vista en ellos impide relacionar una disminucion de la DHFR con

cambios en la interaccién entre las proteinas hCNT3 y QDPR.
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Figura 49. Implicacién de la disponibilidad intracelular de folatos en la interacciéon entre QDPR y
hCNT3. Las células HEK293 fueron co-transfectadas con 0,2 ug NL, 2 ug HT (Ratio NL — HT 1:10) y siDHFR
0 siControl 100nM y mantenidas en medio OptiMEM (A) o DMEM (B) durante 16-18 h. La interaccion
hCNT3:QDPR esta expresada en unidades arbitrarias y los datos fueron normalizados al control sin
tratamiento (@ - Interaccion basal segun el tipo de FBSi). Se muestra la media £ SEM de 3-4 experimentos
independientes. Significancia estadistica determinada por T-Student no pareado al control.

Otra forma de abordar el papel de los folatos en la interaccién seria poder trabajar con
medio sin acido félico, como en los experimentos de regulacion transcripcional. Hubiese
sido interesante poder evaluar la integridad de la interaccién en condiciones donde los
folatos estuvieran ausentes, pero para ello es necesario contar con un medio de cultivo
libre de &cido fdlico y ademas adecuado para los ensayos NanoBRET. Para continuar
con la modulacién de los folatos y estudiar su papel en la interaccion entre hCNT3 y
QDPR se hace necesario mantener los parametros muy controlados para evitar la
variabilidad observada en las condiciones donde se observaron cambios evidentes,

como en la regulacion de hCNTS3.

En este bloque de resultados se pudo estudiar la interacciéon establecida entre QDPR y
hCNT3, tanto bioquimica como transcripcionalmente. El uso de un sistema que permite
estudiar en células vivas las interacciones proteina-proteina permitié validar la
interaccion y facilité el estudio de sus posibles elementos moduladores. Entre estos
elementos estudiados - niveles de nucledsidos y niveles de folatos-, los cambios en la
interaccion mas llamativos se observaron al modular los primeros, insinuando que los
niveles de nucledsidos, principalmente intracelulares, son capaces de modular la
interaccion en diferentes condiciones fisioldgicas. Ademds, a nivel transcripcional,
QDPR es modulada positivamente al bloquearse la sintesis de novo de las pirimidinas
y ademads, la sobreexpresion de QDPR modula positivamente al transportador
concentrativo de alta afinidad hCNT3, implicado en la translocacion de nucledsidos al
interior de la célula. La regulaciéon de la DHFR por el aumento de la expresién conjunta
de QDPR y hCNT3 sugiere la posible implicacion de vias que alimentan al propio

metabolismo de los nucledsidos en el papel fisioldgico de la interaccion. La relacion
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entre el transportador hCNT3 y QDPR podria tener relevancia fisiolégica en érganos
como el rifidn, donde la tasa de recaptacion de nucleésidos es alta. Evaluando todos los
resultados en conjunto, las tendencias observadas permiten pensar que el vinculo
funcional entre el transportador hCNT3 y las vias metabdlicas en las que patrticipa
QDPR, esta relacionado con la disponibilidad de nucleésidos de purinas y pirimidinas

disponibles en el entorno celular.
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Bloque lll: Implicaciones de la patologia asociada a la deficiencia de

QDPR en el metabolismo de nucleétidos.

De todas las deficiencias que pueden causar una disminucién en los niveles de BHa,
una de las mas severas es la deficiencia de QDPR. Quienes la padecen, ademas de
sufrir hiperfenilalaninemia acompafiada por una deficiencia de neurotransmisores,
tienen alteraciones en los niveles de folatos en liquido cerebroespinal (Ponzone y col.,
2004). Para el tratamiento de las hiperfenilalaninemias “clasicas”, la dieta restringida en
fenilalanina y la suplementacién con BH4 suelen ser eficientes. Sin embargo, no es el
caso para la mayoria de los pacientes con deficiencia de QDPR y esto hizo pensar que
alteraciones de otras rutas metabolicas podrian estar involucradas en la patologia. Dado
el vinculo entre el metabolismo de folatos y el metabolismo de nucledtidos, asi como de
la interaccion demostrada entre hCNT3 y QDPR, se propuso la existencia de un vinculo
entre el funcionamiento de las vias de salvamento de nucleésidos y la gravedad de la

patologia.

Las alteraciones en el reciclaje de purinas y pirimidinas se dan por deficiencias en las
enzimas implicadas en su salvamento o degradacion (Jurecka 2009). Muchas de estas
patologias provocan cambios significativos en la excrecién de purinas y pirimidinas en
la orina y esta caracteristica ha podido ser utilizada en el diagnéstico de patologias
asociadas al mal funcionamiento del reciclaje de nucle6sidos como el sindrome de
Lesch Nyham (Lesch y Nyhan 1964; Seegmiller y col., 1967) o la gota (Watts 1964 Watts
y col., 1964). En colaboracién con el laboratorio del Dr. Rafael Artuch (Institut de Recerca
Sant Joan de Déu - IRSJD) se obtuvieron los parametros clinicos de dos pacientes
pediatricos con deficiencia de QDPR, asociados a diferente grado de actividad
enzimatica. Como primer paso para estudiar este posible vinculo entre una deficiencia
de QDPR con problemas en el salvamento de nucledsidos, se analizé la pirimidinuria en
orina de cada uno de ellos. El primer paciente (Caso 1 - 44T>C en homocigosis
(p.-V15A)) presentaba una sustitucion en la posicion 15 de la secuencia aminoacidica,
de una valina por una alanina. Este cambio de aminoacido viene dado por una mutacién
puntual de una base de timina por una de citosina en la posicion 44 de la secuencia
nucleotidica. Producto de esta mutacion, el paciente presentaba una actividad de QDPR
disminuida (0,3 U/g Hb - Valor de referencia: >1.5 U/g Hb) y una pirimidinuria normal.
Un analisis de la secuencia y estructura de QDPR en el Protein Data Bank (PDB:
P09417), permitié observar que el sitio de unién al cofactor NADH abarca de la posicién

14 ala 38 de la cadena polipeptidica, siendo directamente participes de la unién con el
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cofactor los residuos 16-17 y 19-22. Por lo tanto, la mutacién descrita en este caso esta
ubicada en esta zona. A pesar de que los residuos implicados en la sustitucion son
ambos apolares, la diferencia en la cadena lateral y su ubicacion en una lamina beta
podria derivar en cambios estructurales locales, provocando una desestabilizacion del

sitio de union y eso a su vez a una alteracién en la funcion catalitica de QDPR.

En el caso del segundo paciente (Caso 2 - ¢.295+2_295+3delTG / c.68G>A (p.G23D)),
la deficiencia de la enzima QDPR viene producto de una doble mutacion: la primera es
una delecién de dos nucledtidos en las posiciones +2 y +3 a partir del nucleétido 295,
acompanado de una sustitucion en el nucleotido 68 de una guanina por una adenina, lo
que se traduce en un cambio de residuos aminoacidicos en la estructura primaria, de
una glicina en la posicion 23 por un aspartato. Mas alla de la sustitucién, que supondria
un cambio de un residuo polar sin carga por un residuo acidico cargado, en una zona
fuera de la region vinculada al sitio de unién con el cofactor NADH, una delecién de dos
nucledtidos significa un cambio de marco de lectura de la proteina. En concordancia a
la mutacién severa, este paciente tuvo una actividad de QDPR indetectable con una
pirimidinuria alterada, teniendo valores de timina, pero también de dihidrouracilo y acido
ureidopropionico, metabolitos intermedios en la degradacion del uracilo, aumentados

unas dos veces por encima de los valores normales.

Las diferencias en las cantidades de pirimidinas o de productos de su degradacién
excretadas por orina, asociados ademas a diferentes grados de actividad de QDPR en
estos pacientes, permitié hipotetizar que la carencia de actividad de la enzima podria
estar relacionada a cambios en la regulacién o en la actividad de hCNT3. En los ensayos
mostrados previamente, al sobreexpresar la variante QDPR wild type (WT), se observo
una regulacion transcripcional en los dos transportadores concentrativos de pirimidinas.
Tanto hCNT3 como hCNT1 son expresados en epitelio renal (Govindarajan y col., 2007;
Errasti-Murugarren y col., 2007; Rodriguez-Mulero y col., 2005), y en el caso de hCNT1
se pudo vincular la deficiencia del transportador con niveles elevados de uridina y
citidina en orina (Perez-Torras y col., 2019). Observaciones parecidas se hicieron en un
modelo murino Sic28a1”, donde se detectaron niveles elevados de los mismos
nucledsidos, ademas de deoxypirimidinas, en orina (Persaud y col., 2023). Todos estos
estudios demostraron que hCNT1 tiene un papel importante en la absorcion renal de
pirimidinas. Por otro lado, en un modelo murino con deficiencia de QDPR, las cantidades
de CMP en el higado fueron superiores en ratones QDPR " con respecto a los controles
sin la deficiencia. Ademas de expresarse en los tubulos proximales del rindn, CNT1 y
CNT3 se expresan en células hepaticas (Godoy y col., 2014; Fernandez-Veledo y col.,

2004). Por tanto, en el caso donde no es detectable la actividad de QDPR, podria existir
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una captacion de pirimidinas alterada, vinculada a cambios en la expresion o en la
actividad de hCNT1 o hCNT3 y por eso existirian alteraciones en los niveles de
pirimidina excretadas. Para estudiar esto, se pensé en un modelo bioldgico de
deficiencia de QDPR que contara ademas con expresion endégena de hCNT3. Agrupar
estas dos caracteristicas en una misma linea celular serviria como una buena

herramienta para la mejor comprension del impacto fisiolégico de la interaccion.

Es por ello que una de las opciones a explorar fue el uso de linfocitos B inmortalizados,
o células linfoblastoides B (B-LCLs). Las células sin QDPR o con la enzima disfuncional
provendrian directamente de pacientes y, por tanto, la forma de obtencién tendria
también que ser lo menos invasiva posible. Los B-LCLs se obtienen a partir de sangre
periférica y son inmortalizadas por infeccién con el virus de Epstein-Barr (Nilsson y col.,
1971). Se sabe que las células CLL (Chronic Lymphocytic Leukemia) pueden expresar
los mensajeros de los transportadores hENT1 y hENTZ2, asi como de hCNT2 y hCNT3
(Molina-Arcas y col., 2003) y que, ademas, la poblacion resistente a fludarabina expresa
hCNT3 citosolico, aunque sin actividad en membrana plasmatica (Fernandez-Calotti y
Pastor-Anglada 2010; Mackey y col., 2005).

1. Regulacién de hCNT3 por una variante patolégica de QDPR

A partir de los dos pacientes descritos anteriormente, en SJD pudieron ser establecidas
lineas celulares B- linfoblastoides (B-LCLs), ademas de B-LCLs controles provenientes
de individuos sin la deficiencia de QDPR. Para caracterizar las nuevas células
adquiridas, primero se realizdé un analisis de expresiéon de QDPR, ya que al tener dos
mutaciones diferentes y, en uno de los casos, bastante severa, existia la posibilidad de
que las células provenientes de los pacientes expresaran una menor cantidad de
proteina con respecto a los controles. Para ello, se analizaron 20 pg de proteina
proveniente de un cultivo de 48 horas de cada una de las cuatro lineas B-LCLs. El
analisis por western blot mostré que en el caso 1, correspondiente a las células con la
sustitucién V15A, hubo un nivel de expresion basal de proteina equivalente al de los dos
controles A 'y B (Figura 50A) pero en el caso 2, posiblemente por tener una delecion
que cambia el marco de lectura de la proteina, esta no pudo ser detectada. Este
resultado presenté dos panoramas, trabajar con el caso 1 implicaba tener un sistema

con QDPR disfuncional (actividad reducida), mientras que trabajar con el caso 2 no solo
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era tener un modelo sin actividad de QDPR, sino que también sin la expresion de la
enzima.

Después del analisis de la expresion de proteina basal de QDPR, el siguiente paso fue
analizar si estas células expresaban a nivel de ARN todos los transportadores de
nucleodsidos. Esto se hizo obteniendo ARN a partir del cultivo de las cuatro lineas de B-
LCLs a diferentes tiempos de cultivo — 24, 48 y 72 horas — y analizando la expresion de
mensajeros por RT-qPCR absoluta. Si bien las B-LCLs provenientes de todos los
cultivos expresaron niveles altos de los mensajeros de hCNT2, hENT1 y hENTZ2 a todos
los tiempos estudiados, los niveles de hCNT3 detectados fueron muy bajos a 24 horas
y ausente en el resto de los tiempos analizados (Figura 50B). En el caso de hCNT1, los
niveles de transcritos fueron igualmente bajos para todas las lineas celulares y

condiciones cuantificadas.
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Figura 50. Caracterizacion de las células linfoblastoides B provenientes de pacientes con deficiencia
de QDPR. A) Analisis por western blot de la expresion basal de la proteina QDPR de células linfoblastoides
B provenientes de pacientes con deficiencia de QDPR (caso 1, caso2) o de pacientes control, sin la
deficiencia (n=1). La proteina se obtuvo de cada una de las lineas celulares mantenidas en cultivo durante

48 h, y fueron cargados 20 ug de proteina para cada condicién. B) Andlisis de la expresidon génica de los
hCNTs y hENTs por RT-gPCR absoluta (n=1).

La ausencia de hCNT3 en las B-LCLs descart6 la posibilidad de trabajar con estas
células como un modelo mas fisiolégico para avanzar en el estudio de la interaccion. Sin
la expresion del mensajero, la idea de evaluar en las B-LCLs las modificaciones en
regulacién, expresion y funcion de hCNT3 en un background libre o disminuido de una
QDPR funcional no fue posible. La siguiente opcion que se manejé fue la de obtener

ARN proveniente de células de descamacion de orina donde se viera expresion
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endoégena de hCNT3. De lograrlo, se podria trabajar con muestras de pacientes
obtenidas de forma no invasiva y que permitiria analizar el nivel de expresién del
trasportador en células desechadas a través del sistema urinario. Sin embargo, después
de una primera aproximacion extrayendo material gendmico proveniente de controles
sin deficiencia de QDPR no se pudieron obtener cantidades de ARN suficientes para
llevar a cabo una cuantificacién de transcritos del transportador. Sin embargo, este tipo
de muestras sigue siendo relevante, ya que del sedimento de la orina se ha podido aislar
y cultivar células con caracteristicas epiteliales (Felix y col., 1980; Herz y col., 1979;
Felix y col., 1979). Ademas, estos sedimentos son fuente de células madre (Urine stem
cells-USC) (Pavathuparambil Abdul Manaph y col., 2018) originadas en rifion
(Bharadwaj y col., 2013). La presencia de estas células pluripotentes abriria también la
posibilidad de utilizar las iPSCs (/nducible pluripotent stem cells) y diferenciarlas en

células epiteliales que si expresen hCNT3.

La opcion inmediata fue seguir trabajando en el sistema de HEK293, donde se podrian
sobreexpresar las variantes de QDPR que mencionamos anteriormente. Sin embargo,
al no expresarse QDPR, se descart6 la posibilidad de trabajar con el caso 2. Fue asi
como se plante6 el clonamiento de QDPR con la mutacién V15A en el vector de
expresion pcDNA3.1 para poder llevar a cabo los estudios de regulacién. Se comenzé
intentando clonar QDPR directamente del cDNA proveniente del ARN extraido del
cultivo celular de 48 horas utilizando primers especificos para el CDS, pero no hubo
éxito. De modo que, seguidamente se decidid generar la mutacion por mutagénesis sitio-
dirigida a partir del molde de CDS de QDPR WT, previamente clonado en el vector
pcDNA3.1. Ya generado el mutante QDPR V15A, se evalud la expresion de la proteina
en sobreexpresion y se compard con los niveles de expresion de la variante WT. Para
esto, las células HEK293 fueron transfectadas con QDPR WT o V15A. A pesar de que
la cantidad de ADN utilizada para transfectar tanto el WT como el V15A fue la misma,
se pudo observar como los niveles de proteina de la variante V15A fueron menores a la
de los niveles de proteina del WT (Figura 51A). Incluso, sobreexpresando con mayor
cantidad de vector, V15A no logra ser expresada al mismo nivel que la WT (Figura 51B).
En cuanto a los niveles de hCNT3 en condiciones de sobreexpresion de QDPR V15A,
a diferencia de la variante WT, se observdé que la variante patogénica reguld
negativamente al transportador, al compararlo con el control (Figura 51C). Sin embargo,
hCNT1 no fue modulada, indicando que el impacto de la mutacion es especifico de la
expresion de hCNT3.
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Figura 51. Regulaciéon de hCNT3 por la variante patolégica QDPR V15A. Las células HEK293 fueron
transfectadas con (A) 1,5 ug o (B) 1,5y 2 ug de ADN de QDPR WT o V15A. (A) Analisis de la expresion de
proteina de QDPR WT o V15A por western blot, Se muestran imagenes representativas de 3-5 experimentos
independientes. (C) La expresion de hCNT1 y hCNT3 fue analizada por RT-gPCR. Se muestra la media +
SEM de 3 experimentos independientes. Los resultados son referenciados al control pcDNA3.1
(representado con una linea) y estan expresados en unidades arbitrarias (UA). Significancia estadistica por
ANOVA de dos vias entre grupos (* p < 0,05); T-Student no pareado a control pcDNA3.1 (representado con
una linea) (## p < 0,05).

Con los resultados de western blot explicados anteriormente se comprobo que, a pesar
de transfectar la misma cantidad de ADN, los niveles de proteina alcanzados por las dos
variantes no fue la misma. Como la regulacion de hCNT3 fue estudiada bajo estas
mismas condiciones, existia la posibilidad de que la diferencia en la regulacion de
hCNT3 fuera producto de una diferencia en los niveles de proteina de QDPR. Fue por
esto que, para corroborar el resultado, se decidié transfectar en células HEK293
diferentes cantidades de ADN de las dos variantes de QDPR, a modo de dosis
respuesta. La expresion de QDPR WT y V15A fue analizada a nivel de proteina y de
ARN con la finalidad de identificar las equivalencias de expresion con la de ADN
transfectado. En primer lugar, se observé que ambas variantes alcanzaron niveles de
expresion de ARN mas o menos equivalentes a 1y 1,5 ug de ADN transfectado (Figura
52A), por tanto, no parece que una inestabilidad del mensajero fuera la causa de la
disminucién de expresion de proteina. Sin embargo, las diferencias de expresién si
quedaron claras al analizar por western blot las mismas cantidades de vector
transfectado (Figura 52B) reafirmando que la mutacion V15A condiciona una menor
cantidad de proteina. Pasando al analisis de la expresién del mensajero de hCNT3, se
pudo ver como esta aumentaba a medida que incrementaba la cantidad de QDPR WT

(Figura 52C) pero no lo hacia al sobreexpresar QDPR V15A, que mas bien estuvo
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regulado negativamente de forma significativa. Este resultado corroboré el resultado
obtenido anteriormente. Cuando se analizé la expresién de hCNT1, se observo que 1,5
Mg de ADN de la variante V15A la regulé negativamente y de forma significativa,
resultado que fue diferente a lo observado previamente. Por ultimo, se evalud la
expresion de la DHFR buscando posibles cambios en su expresion que pudieran ser
vinculados a la expresion de la variante V15A. Sin embargo, al igual que ya se habia
visto con la variante WT, con esta variante patoldgica el mensajero de la DHFR tampoco
se vio modulado (Figura 52D).
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Figura 52. Estudio dosis-respuesta de la regulacion de hCNT3 por QDPR. Las células HEK293 fueron
transfectadas con diferentes cantidades de QDPR WT (500 ng, 750 ng, 1 pg o 1,5 ug) y V15A (1 pg, 1,5
Hg). (A) La expresion de QDPR se analizé por RT-gPCR (B) La expresion de proteina fue analizada por
western blot, revelando QDPR. Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos independientes.
La expresion de mensajeros de (C) hCNT3, hCNT1 o (D) DHFR fue analizada por RT-qPCR. Se muestra la
media + SEM de 3 experimentos independientes. Los resultados son referenciados al control pcDNA3.1
(representado con una linea) y estan expresados en unidades arbitrarias (UA). Significancia estadistica por
ANOVA de una via a control pcDNA3.1 (* p < 0,05; ** p < 0,01) o T-Student para datos no pareados a control
pcDNA3.1 (** p < 0,01: *** p < 0,005; **** p < 0,001).

Durante la tesis de la Dra. Catalina Perelld, en el grupo se estudio la posible activacion
del promotor de hCNT3 por una activacion del factor de transcripcion NFkB. El factor
nuclear -kB (NFkB) es un factor de transcripcion que media las respuestas inflamatorias

e inmunes y esta vinculado a las respuestas al estrés, regulacion de la proliferacién
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celular y apoptosis (Oeckinghaus y Ghosh 2009). En mamiferos, la familia esta formada
por cinco tipos de mondmeros (p65/RelA, RelB, cRel, p50 y p52) que, para cumplir con
su funcion de factores de transcripcion, oligomerizan entre ellos pudiendo formar hetero
u homodimeros. Al ser un factor de transcripcién que regula la expresion de gran nimero

de genes, su actividad esta finamente regulada (Mitchell y col., 2016).

Los elementos reguladores de hCNT3 aun no han sido identificados. Sin embargo, se
ha considerado que este transportador puede ser regulado por elementos de NFkB ya
que trabajos previos de la Dra. Estefania Muioz estudiando la regulacién transcripcional
de hCNT3 por la aldosterona en la linea celular de rifidn HK-2, permitieron identificar un
sitio de unién a NFkB a 30 kb del 5’ del promotor de hCNT3 (resultados no publicados
del grupo) y observé que las subunidades RelB y p50 fueron los elementos de NFkB
que interaccionaban con el promotor. En la tesis de la Dra. Perell6 se midieron los
niveles de expresion de los diferentes miembros de la familia NFkB/Rel en muestras
donde se habia observado un aumento en la expresion de la proteina de hCNT3. Esto
fue hecho con la finalidad de correlacionar este ultimo a cambios de expresion en alguna
subunidad de NFkB. Sin embargo, no se pudieron observar cambios claros. Ademas, se
analizé la actividad luciferasa de diferentes regiones del promotor de hCNT3 en
presencia de QDPR. Para esto se trabajé con construcciones de diferentes regiones del
promotor del gen de hCNT3 (SLC28A3) ubicadas a 30 kb del inicio de la transcripcién,
y expresadas en paralelo con QDPR. Entre las regiones estudiadas se incluyé una con
una mutacion en el sitio de unién de NFkB tratando de inducir cambios en la actividad
del promotor en el caso de que NFkB fuera el factor de transcripcion involucrado en la
regulacién de hCNT3. En general, en estos resultados no se observaron cambios en la
activacion del promotor entre los controles y la condicidén de sobreexpresién de QDPR.
De todas las regiones analizadas en células HEK293, la que tuvo mas actividad (25%
mas) con respecto al control no incluyé la region donde se ubica el sitio de unién de los
NFkB, sugiriendo que en estas células la regulacion podria venir dada por la interaccion

con otro factor de transcripcion.

Sin embargo, sabiendo de la presencia del sitio de unién a NFKB en la regiéon promotora
de hCNT3, se aprovechd el hecho de tener dos variantes de QDPR con efectos
contrarios sobre la regulaciéon de hCNT3 para analizar los elementos del factor de
transcripcion por western blot y ver si la expresidon de cada una de las variantes
generaba diferencias en la expresion de las subunidades del factor de transcripcion. Se
analizaron los niveles de proteina de las subunidades RelB y p50, asi como también de
p65 y c-Rel, en las muestras de células HEK293 transfectadas con diferentes cantidades

de ADN de las variantes WT y V15A de QDPR. De forma general, no se observaron
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cambios evidentes en la expresion de ninguna de las subunidades de NFkB asociados
a la expresion de cualquiera de las variantes de QDPR (Figura 53). Por tanto, estos
resultados apoyarian a los resultados previos del grupo. En la linea celular HEK293 los
NFkB no participarian en la regulacion de hCNT3 y se tendria que estudiar entonces
qué otros factores de transcripcion podrian estar uniéndose a la regién. El estudio de
los elementos reguladores de hCNT3 y la confirmacion de las regiones de interaccion
de estos elementos con el promotor podria ampliarse con ensayos de luciferasa
utilizando la construccion que tuvo actividad y comparando la activacién en presencia
de la variante patolégica que ya se conoce que genera una regulacion negativa de
hCNTS3.
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Figura 53. Regulacion de elementos de NFkB al sobreexpresar QDPR. Las células HEK293 fueron
transfectadas con diferentes cantidades de QDPR WT (750 ng, 1 ugo 1,5 ug) y V15A (1 ug o 1,5 ug) durante
48 h. La expresion de proteina fue analizada por western blot, revelando NFkB p65, NFKB p50/p105, c-Rel,
RelB y QDPR. Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos independientes.

2.- Estudio de la interaccion entre hCNT3 y QDPR V15A

La presencia de mutaciones en QDPR y los posibles cambios conformacionales locales
que esta mutacion produce podrian tener un impacto no solo sobre la regulacion de
hCNT3, sino también sobre la interaccidon con él. Estructuralmente, no han sido
estudiadas las regiones de interaccion entre las dos proteinas y se desconoce si el

cambio de residuo en la posicidon 15 de la cadena implicaria un cambio conformacional
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que afectara directa o indirectamente el sitio de unién con hCNT3. Como se comento
previamente, la mutacion que se estudia esta ubicada dentro de la region de union del
monoémero de QDPR al cofactor NADH y esta asociada a una actividad disminuida de
la enzima. Para estudiar si la mutaciéon V15A produce modificaciones en la interaccion
entre QDPR y hCNT3 se clon6 esta variante patoldgica en el vector de NanoBRET
pHTN, el mismo vector en el cual la variante WT tuvo mejor mBU en los ensayos con
hCNT3.

Antes de iniciar el estudio de la interaccion entre hCNT3 y la variante V15A, se propuso
comparar la ubicacién subcelular de esta con respecto a la WT para evaluar si las
diferencias observadas en cuanto a regulacion del transportador estaban acompanadas
de una modificacion en la distribucién subcelular de la proteina. Para esto, se aprovecho
la presencia del tag HT en los constructos generados para los ensayos NanoBRET. El
utilizar un anticuerpo a-HT permitié evitar el marcaje de QDPR endégeno que pudiese
enmascarar la localizacion de la variante V15A. Para estos estudios, las células HelLa
fueron transfectadas con QDPR WT o V15A pHTN y, después de la fijacion, las células
transfectadas fueron marcadas con un anticuerpo contra el HT y un anticuerpo
secundario Alexa 549, marcando asi a las proteinas QDPR sobreexpresadas en rojo.
Tal y como se observo en las imagenes de microscopia confocal, la distribucion de V15A

con respecto al WT fue muy similar, mostrandose un patrén difuso en todo el citoplasma,

correspondiente a la ubicacién citoplasmatica descrita para la proteina (Figura 54).

Hoescht

QDPR WT pHTN

Figura 54. Ubicacion subcelular de QDPR V15A. Las variantes QDPR WT y V15A (pHTN) fueron

sobreexpresadas en células HelLa durante 48 h. Después de la fijacion, el marcaje se hizo con a-HT (Rb) y

QDPR V15A pHTN

luego se marco en rojo con un a-Rb Alexa 549. Se muestra una imagen representativa de 2-3 experimentos

independientes. Imagenes tomadas a 40x.
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Habiendo verificado que la distribucién de WT y V15A no se vio afectada al ser
sobreexpresadas solas, nos propusimos estudiar si esta distribucion se veia alterada de
forma diferencial en una condicion de co-expresién con hCNT3. En este caso, las células
Hela se co-transfectaron con una de las dos variantes de QDPR pHTN y hCNT3 pNLF1-
N. Las células se marcaron con anticuerpos contra HT o NL, utilizando como anticuerpos
secundarios unos conjugados con Alexa 549 o Alexa 488, respectivamente. De esta

forma, QDPR WT o V15A se ve marcado de color rojo y hCNT3 en color verde.

En la co-expresién de QDPR WT y hCNT3 se observa que QDPR mantiene su
distribucion citoplasmatica mientras que hCNT3 se ubica en la membrana plasmatica
(Figura 55A). Ademas, se pudo ver un marcaje perinuclear punteado correspondiente
a hCNT3 que, como se observo también al sobreexpresar solo hCNT3 pNLF1-N, no es
atribuible a la co-expresion de ambas proteinas. También tiene un leve marcaje difuso
en el citoplasma. En el caso de la co-expresion de la variante V15Ay hCNT3, se observo
una distribucion similar de V15A con respecto a la WT (Figura 55B), aunque en algunas
células pudo verse un marcaje nuclear no muy claro. hCNT3 mantuvo su localizacién en
membrana con el mismo marcaje punteado descrito anteriormente. En ambos casos se
observo cierta colocalizacion entre QDPR y hCNT3 en compartimientos intracelulares y
en regiones muy cercanas a la membrana celular. En conjunto, estos resultados de
inmunofluorescencia sugieren que tanto la variante WT como la V15A de QDPR parecen
colocalizar con hCNT3 y que, ademas, la mutacién V15A no induce una redistribucion
de la enzima y tampoco pareciera modificar la distribucién de hCNT3 en membrana

plasmatica.

NL-CNT3 HT — QDPR WT . NL-CNT3 HT — QDPR V15A

QDPR WT HT-N + CNT3 NL-N
QDPR V15A HT-N + CNT3 NL-N

Figura 55. Ubicacion subcelular de QDPR WT o V15A en co-expresion con hCNT3. Las variantes
QDPR WT y V15A (pHTN) y hCNT3 (pNLF1-N) fueron co-expresadas en células HeLa durante 48 h. Se
utilizaron anticuerpos a-HT o a-NL. QDPR (WT y V15A) se marcé en color rojo (HT) y hCNT3 en color
verde (NL) con a-Rb Alexa 549 o a-m Alexa 488, respectivamente. Se muestra una imagen representativa

de 3 experimentos independientes. Imagenes tomadas a 40x.

145



RESULTADOS Y DISCUSION

Habiendo caracterizado la distribucion de las dos variantes de QDPR, asi como la de
hCNT3 en co-expresion con ellas, se paso al estudio de interaccion bioquimica. Se
hicieron ensayos NanoBRET con las proteinas de fusién QDPR WT y hCNT3,
acompanadas de la nueva construccion QDPR V15A pHTN. En primer lugar, y para
determinar si la interaccién de hCNT3 con la variante V15A se daba de forma especifica,
se realizé una prueba de saturacién de donador - DSA. Con ambas variantes de QDPR
se partié de la misma cantidad de ADN para mantener la ratio donador-aceptor igual a
la que fue validada previamente en los ensayos de interaccion de hCNT3:QDPR-WT
(1:100). El ensayo DSA mostré que, de forma similar a la interaccion de hCNT3 con el
WT, la interaccion hCNT3:QDPR V15A fue especifica (Figura 56A). Luego, se quiso
estudiar si la mutacion V15A provocaba cambios en la interaccion de QDPR con hCNT3.
Entre las condiciones establecidas para estos ensayos también se tomo6 en cuenta la
presencia o no de nucleésidos en el medio (suplementando el medio de cultivo con FBSi
o dFBSi, respectivamente) para establecer si la respuesta a la disponibilidad de
nucledsidos se veia alterada. Segun esta primera aproximacion, los mBU obtenidos con
el mutante en medio con y sin nucledsidos fueron inferiores a los obtenidos con el WT

en las mismas condiciones (Figura 56B).
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Figura 56. Interaccion entre QDPR V15A y hCNT3. (A) Prueba de saturacién del donador de los pares
hCNT3 pNLF1-N:QDPR WT HT-N y hCNT3 pNLF1-N:QDPR V15A HT-N, con transfeccién de la misma
cantidad de ADN de partida para ambas variantes de QDPR (ratio donador — aceptor 1:100) (n=1). (B)
Ensayo NanoBRET en células HEK293 transfectando con 0,2 uyg NLy 2 uyg HT (QDPR WT y V15A) (ratio
NL — HT 1:10), mantenidas con medio OptiMEM suplementado con FBSi o dFBSi durante 18-20 h. La
interaccion hCNT3:QDPR esta expresada en BRET ratio (mBU). Se representan los resultados de la media
+ SEM de 2 experimentos independientes. (C) Analisis de la expresion de proteina de QDPR WT o V15A
pHTN, a partir de la transfeccién de 1,5 ug de ADN. Se muestra una imagen representativa de 3
experimentos independientes.

Este resultado permitiria deducir que, aunque existe especificidad de interaccion entre
hCNT3 y QDPR V15A, esta estaria reducida con respecto a la interaccion basal que

puede ser detectada entre hCNT3 y QDPR WT, es decir, la mutacion disminuiria la
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interaccion hCNT3:QDPR. Sin embargo, considerando que tal y como se ha mostrado
anteriormente, la transfeccion de cantidades comparables de DNA de ambas variantes
no da lugar a cantidades equivalentes de proteina, estos resultados debian ser
validados analizando la proteina expresada por cada variante en estos vectores de
expresion del sistema NanoBRET. Como V15A clonado en pcDNA3.1 expresaba niveles
mas bajos de proteina que el WT, se quiso comparar el nivel de proteina de las dos
proteinas de fusion con el tag HT. Para ello, las células HEK293 fueron transfectadas
con la misma cantidad de vector de ambas variantes de QDPR y los niveles de proteina
fueron analizados por western blot. El resultado permitié determinar que, aun cuando
hubo un poco menos de diferencia de expresiéon entre las variantes, la expresion de
QDPR V15A pHTN tuvo una cantidad de proteina disminuida con respecto al WT (Figura
56C), al igual que en la sobreexpresion con el ADN clonado en el vector de expresion
pcDNA3.1 (Figura 51A). Esto hizo que se replanteara la idea de estudiar la interaccion
partiendo de cantidades iguales de ADN de las dos variantes ya que, en las células
HEK293, esto se traduciria a una cantidad de proteina diferente y no se podria saber si
la variacién en la interaccion que se observo en los primeros NanoBRET venia dada o

no por los diferentes niveles de expresion.

Partiendo de esto, se traté de conseguir una cantidad proteina de QDPR WT que fuera
equivalente a la cantidad maxima expresada por QDPR V15A, en co-expresion con
hCNT3. Es decir, se hizo necesario ajustar las cantidades de ADN de transfeccion del
WT para obtener la misma cantidad de proteina que del mutante. A partir de los ensayos
de dosis-respuesta con diferentes pg de vector QDPR se pudieron determinar las
cantidades de ADN necesarias para tener cantidades relativas iguales de proteinas. De
estos ensayos se estim6 que 750 ng del WT parecian ser mas o menos equivalentes a
1,5 ug de QDPR V15A pcDNA3.1 (Figura 52). Habiendo hecho la eleccion de las
cantidades de partida de ADN, se volvidé a evaluar la especificidad de la interaccion
hCNT3:QDPR V15A mediante un DSA con los ajustes antes comentados para QDPR
WT. En este caso la cantidad de donador NL (hCNT3 pNLF1-N) se mantuvo igual, lo que
hizo que las ratios donador-aceptor para los pares -segun la variante de QDPR- fueran
diferentes (ratio maxima de 1:1000 para hCNT3:V15Ay de 1:350 para hCNT3:WT), pero
manteniendo las cantidades de proteina equivalentes. En paralelo al DSA y como
control, se analizé la cantidad de proteina QDPR HT en las ratios 1:1000 y 1:350 de
V15A y WT, respectivamente, utilizando un ligando de HT permeable y fluorescente
(Janelia 546) que permiti marcar in vivo a las proteinas y luego analizar los QDPR
fusién con HT por SDS-PAGE.
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Los resultados del DSA después de igualar las cantidades relativas de aceptor (HT),
mostraron de nuevo ambas curvas como hipérbola, confirmando que hay especificidad
en la interaccion en ambos casos (Figura 57B). También se observé que, al igual que
en el DSA anterior, hCNT3:QDPR WT alcanz6 mBUs mas altos que los de
hCNT3-:QDPR V15A. Sin embargo, a pesar de esta ultima observacion, el disefio
experimental del DSA no permite determinar si existe mas o menos interaccién. Ademas,
en este punto habria que resaltar que, a pesar de haber hecho el ajuste en las
cantidades de QDPR, las cantidades de proteina relativa producida por cada una de las
variantes nunca logré ser exactamente la misma (Figura 57B), con lo que en cada
experimento solo se logré acercar las cantidades lo mas posible, sin que estas llegaran
a ser iguales. Este factor se tom6 en consideracién para analizar los ensayos de

interaccion posteriores.
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Figura 57. Optimizacion de los ensayos de interaccion entre QDPR V15A y hCNT3. (A) Prueba de
saturacion del donador de los pares hCNT3 pNLF1-N:QDPR WT HT-N y hCNT3 pNLF1-N:QDPR V15A HT-
N, con transfeccidon de 1 ug de ADN de la variante V15A y 375 ng de la variante WT. (B) Control de la
expresion de QDPR WT (375 ng) y V15A (1 pg) del DSA a la ratio 1:1000, por triplicado. El tag HT fue

marcado con el ligando fluorescente Janelia 546 (n=1).

Los ensayos de NanoBRET entre hCNT3 y las dos variantes de QDPR, ya habiendo
ajustado las cantidades relativas de proteina, se hicieron en paralelo en los medios de
cultivo OptiMEM y DMEM. Ademas, cada medio fue suplementado con FBSi o dFBSiI
para asi evaluar, aparte de la posible modulacion diferencial generada por el
enriquecimiento del medio, el papel de la presencia o no de nucledsidos. Este ensayo
se realiz6é con el objetivo de identificar en paralelo si algun cambio en la interaccion
hCNT3:QDPR V15A respondia de manera similar a hCNT3:QDPR-WT a los factores

extracelulares.
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Indistintamente de la suplementacion del medio extracelular, en casi todas las
condiciones analizadas hCNT3:QDPR V15A obtuvo mBUs significativamente superiores
alos de hCNT3:QDPR-WT (Figura 58), lo que seria indicativo de una mayor interaccion.
La interaccion de hCNT3 con el mutante no parecié estar condicionada por la presencia
o no de nucleésidos en el medio extracelular en el medio enriquecido OptiMEM pero si
en DMEM, siendo este una respuesta muy parecida a la de hCNT3:QDPR-WT.
Entonces, si se consideran los ajustes que tuvieron que ser hechos en cuanto a la
cantidad de proteina y que, a pesar de esto, no se logro llegar a una equivalencia exacta,
se podria afirmar que la interaccion entre hCNT3 y las dos variantes de QDPR es
condicionada por la cantidad relativa de proteina mas que por cualquier elemento
presente o no en el medio extracelular o por la misma mutacion en si. Si bien en las B-
LCLs la expresion basal de QDPR WT y V15 fue igual, en otros tejidos esto podria no
ser asi. En rindn o higado, donde la expresion de las diferentes variantes de QDPR
podria ser diferente entre ellas, asociar la interaccién al grado de expresién de QDPR

podria ser fisiologicamente relevante.
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Figura 58. Interaccion entre hCNT3 y QDPR V15A. Ensayo NanoBRET en células HEK293 transfectando
con 0,2 ug NLy 2 ug (V15A) o 750 ng (WT) de QDPR HT (ratio NL — HT 1:10 y 1:3,75 respectivamente),
mantenidas con medio OptiMEM o DMEM suplementado con FBSi o dFBSi durante 18-20 h. La interaccion
hCNT3:QDPR esta expresada en BRET ratio (mBU). Se representan los resultados de la media + SEM de
4 experimentos independientes. Significancia estadistica por T- Student no pareado (* p < 0,05; **p < 0,01).

Del experimento anterior se pudieron establecer los valores basales para cada
interaccion, en medio con o sin nucledsidos. Si bien se confirmd que la interaccion de
hCNT3 con QDPR puede ser mantenida a pesar de la presencia de la mutacion V15A,
se quiso determinar si la interaccion respondia del mismo modo que la WT a estrés
metabdlico provocado por un desbalance en los niveles de nucledsidos intracelulares y
que este pudiera alterar la interaccion basal preestablecida. Para ello se retomé la idea
de modular los niveles internos relativos de nucleésidos alterando las vias de sintesis y

recuperacion de purinas y pirimidinas por inhibicién de enzimas de las vias biosintéticas
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o por bloqueo del transportador hENT1, respectivamente. Los estudios de interaccion
se realizaron en ambos medios de cultivo, OptiMEM y DMEM, por NanoBRET. Para
facilitar la comparacion, los resultados de cada tratamiento fueron referenciados a su

control sin tratamiento (@), por grupo (FBSi o dFBSI).

Primero se analiz6 el efecto de cada uno de los tratamientos en el medio enriquecido
OptiMEM (Figura 59A-B). En lineas generales, el bloqueo de las vias de sintesis y/o de
recuperacion de nucledsidos genero respuestas similares indistintamente de si el medio
extracelular estaba o no enriquecido con nucleédsidos, tal y como en el estudio de
interaccion con la variante WT. En el caso de la modulaciéon en medio DMEM (Figura
59C-D), no hubo mayor diferencia en la interaccion segun el tratamiento. indistintamente
de la suplementacion del medio de cultivo. Habria que resaltar solo el hecho de que en
un medio de cultivo DMEM, indistintamente de la presencia de nucledsidos
extracelulares, la interaccion se ve levemente favorecida cuando se inhibe la sintesis de
novo de pirimidinas, en un resultado claramente diferente a lo observado con la
interaccion entre hCNT3 y QDPR WT con el mismo medio (Figura 41). Como resultados
individuales, es complicado sacar conclusiones del efecto de cada tratamiento de forma
aislada. Sin embargo, al observar los resultados en conjunto, una vez mas se hace claro
que la interaccion entre hCNT3 y QDPR es sensible a cambios metabdlicos provocados
por desbalances en los niveles generales de nucledsidos internos y externos, mas que
a los niveles de un nucleésido en particular. Estos experimentos previos sientan las
bases para plantear estrategias experimentales que permitan profundizar en el papel

biologico de la interaccién.

Siguiendo en la linea de posibles elementos reguladores, se paso a evaluar el efecto de
la modulacion de folatos intracelulares sobre la interaccion hCNT3:QDPR V15A,
silenciando la enzima DHFR. Se observé como en medio OptiMEM el silenciamiento de
la DHFR y por consiguiente el desbalance de los niveles de folatos intracelulares, no
modul6 la interacciéon hCNT3:QDPR V15A (Figura 60A), dando un resultado parecido
al observado con la variante WT (Figura 49). Sin embargo, en medio DMEM, el bloqueo
del metabolismo de los folatos por silenciamiento de la DHFR desfavorecio
significativamente la interaccion, tanto en presencia como en ausencia de nucledsidos
extracelulares (Figura 60B). Comparando este resultado con el obtenido con la variante
WT (Figura 49B), se puede pensar que la interaccion de la variante patoldgica V15A

con hCNT3, es mas sensible a los niveles de folatos.
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Figura 59. Implicacién de los nucleésidos en la interaccion entre QDPR V15A y hCNT3. Las células
HEK293 fueron transfectadas con 0,2 uyg NL 'y 2 pug HT (ratio NL — HT 1:10) y mantenidas en medio (A-B)
OptiMEM o (C-D) DMEM. Los diferentes tratamientos con Cpd14 200 uM, BQR 10 uM y/o NBTI 10 uM se
realizaron 20 horas postransfeccion, y durante 16-18 h. La interaccion hCNT3:QDPR esta expresada en
unidades arbitrarias y los datos fueron normalizados al control sin tratamiento (& - Interaccion basal). Se
muestra la media £+ SEM de 2-3 experimentos independientes. Significancia estadistica por ANOVA de una
via al control sin tratamiento.
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Figura 60. Implicacion de la disponibilidad intracelular de folatos en la interaccién entre QDPR V15A
y hCNT3. Las células HEK293 fueron co-transfectadas con 0,2 uyg NL, 2 pg HT (ratio NL — HT 1:10) y
siDHFR o siControl 100nM y mantenidas en medio OptiMEM (A) o DMEM (B) con FBSi o dFBSi durante
16-18 h. La interaccion hCNT3:QDPR estd expresada en unidades arbitrarias y los datos fueron
normalizados al control sin tratamiento (9 - Interaccion basal segun el tipo de FBSi representado con una
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linea). Se muestra la media + SEM de 3-4 experimentos independientes. Significancia estadistica
determinada por T-Student no pareado al control (*** p < 0,005).

Estos resultados podrian explicarse por el hecho de que al tener una QDPR funcional,
esta podria compensar la ausencia de DHFR previniendo la degradacion del THF. Sin
embargo, las bajas cantidades de THF por una disminucion de DHFR, una QDPR
disfuncional no seria capaz de reestablecerlas y este desbalance de folatos generaria

una disminucion de la interaccién con el transportador.

Todos los resultados obtenidos en este bloque sugieren una vinculacién de la regulacién
de hCNT3 con el nivel de actividad de QDPR. En uno de los casos clinicos estudiados,
el aumento de la pirimidinuria se corresponde a una pérdida de la expresion de QDPR.
En el otro caso, a pesar de no haber pirimidinuria alterada, la expresiéon de la variante
patoldgica disminuyo la expresién del transportador hCNT3. Ademas, la sobreexpresion
de esa variante disminuyé la expresién de hCNT1, teniendo un efecto igual que al
sobreexpresar la variante WT, pero estos resultados no fueron constantes entre

experimentos y por tanto fueron poco conclusivos.

La actividad de QDPR parece condicionar al tipo de regulacion transcripcional que ella
tiene sobre hCNT3. Por esto se podria postular que los niveles de folatos son
moduladores de esta interaccidn, y que esto a su vez podria tener un impacto sobre el
flujo de las vias metabdlicas de sintesis de novo de los nucleésidos. De hecho, el
desfavorecimiento de la interaccion entre hCNT3 y la variante patolégica V15A al
silenciar la DHFR en medio DMEM puso en manifiesto la importancia de los niveles de
folatos internos cuando QDPR tiene una actividad alterada. Ademas, en un desbalance
de folatos, la modulacion diferencial de la interaccién que ocurre en un medio sencillo
como es el DMEM con respecto a un medio que tiene suplementacion con una
nucleobase y timidina (OptiMEM), refuerza la idea de que los niveles de nucledsidos

participan de alguna manera en el sistema.
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La biodisponiblidad de nucleétidos depende tanto de la sintesis de novo como de las
reacciones de salvamento que permiten la recuperacion de nucleobases y nucledsidos.
Es en las vias de salvamento donde el transporte de nucledsidos a través de la
membrana celular representa un proceso indispensable para asegurar sus niveles
optimos. A pesar de su importancia en el mantenimiento de la homeostasis celular y de
que su expresion esta alterada en distintas patologias, los mecanismos que regulan la
expresion, localizacion y funcion de los transportadores concentrativos de nucledsidos

todavia no son bien conocidos.

En los organismos eucariotas, la reprogramacion metabdlica segun las necesidades
nutricionales de la célula puede ser estimulada por factores de crecimiento presentes
en el medio extracelular (Graves, Guy, Kozlowski, Huang, Lazarowski, Pope, Collins,
dahlstrand, Shelton Earp lll, y col., 2000; Smith y Buchanan 1979). La disponibilidad de
nutrientes provoca una sefalizacion que puede llevar a la célula por vias catabdlicas de
produccién de energia o a procesos anabdlicos de biosintesis de componentes
celulares. Los niveles de estos nutrientes regulan el metabolismo celular y permite a la
célula adaptarse a un ambiente cambiante. Durante procesos con alta tasa de
proliferacion y crecimiento, la necesidad de nutrientes como aminoacidos, lipidos,
glucosa y nucleétidos esta aumentada. En proliferacién, es necesaria la duplicacion del
ADN por lo que las vias de sintesis de novo aportan una mayor cantidad de nucleétidos
para cubrir la demanda celular. Por el contrario, en las células en reposo son los
procesos de recuperacién y de salvamento los que predominan, siendo suficientes para
cubrir los requerimientos celulares sin un gasto elevado de energia. Para mantener la
integridad del material gendmico y evitar la mala incorporacién de nucleétidos en la
cadena de ADN naciente, es importante el mantenimiento de un balance correcto en las
cantidades de nucleétidos de purinas y de pirimidinas (Mathews 2015). Esto es logrado
gracias al estricto control en la regulacion del catabolismo y biosintesis de estas
moléculas, pero también por el trabajo en conjunto con las vias de recuperacion en
donde los transportadores, y en concreto, los CNTs parecen tener un papel

indispensable.

Los CNTs permiten la internalizacion de los nucledsidos obtenidos de la dieta, los
producidos por la degradacién de los acidos nucleicos o los sintetizados de novo en
otros tejidos. Estos transportadores también median la translocacién de derivados de
nucledsidos ampliamente utilizados en terapias antivirales y antitumorales, por lo que el
estudio de los elementos reguladores que puedan modular su expresion ha sido de gran
interés, sobre todo por el hecho de que la expresidon de estos transportadores,

principalmente hCNT1, esta ampliamente perdida en muchos tipos de cancer (Boces-
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Pascual y col., 2021;Urtasun y col.,, 2017; Mohelnikova-Duchonova y col., 2013;
Martinez-Becerra y col., 2012; Farre y col., 2004; Dragan y col., 2000). En el area del
metabolismo de los nucledsidos, sigue sin estar claro cuales son las senales
ambientales que regulan los transportadores a nivel transcripcional y postraduccional y
tampoco es claro si la deteccion del desbalance de purinas y pirimidinas lleva a una
regulacion de los niveles de nucleotidos mediada por las vias de salvamento. Se ha
podido ver que la disponibilidad de nucleésidos puede alterar el perfil de expresion de
los transportadores en el intestino delgado en ratas (Valdes y col., 2000), por lo que se
pudiera pensar que problemas en la recaptacion o en la sintesis de novo, que alteren
los niveles éptimos de purinas o de pirimidinas, seria suficiente para iniciar una
respuesta que permitiera a la célula compensar de alguna forma el desbalance. Ya en
el grupo (Tesis Dra. Liska Caviedes) se realiz6 una primera aproximacion en el estudio
del efecto de la disponibilidad de nucledsidos extracelulares sobre la expresion de los
transportadores concentrativos y equilibrativos, pero también sobre la proteina PAICS,
una enzima de la via de sintesis de novo de purinas. En ese trabajo se observé que de
los dos tipos de transportadores fueron los concentrativos los que parecieron tener
mayor regulacion al modular los niveles de nucledsidos de forma individual y global. Por
ello en esta tesis se buscé profundizar en los factores que podrian afectar la expresion
y la ubicacioén, y por tanto funcién, de los transportadores, utilizando un planteamiento
experimental que pudiera generar estrés en las distintas vias del metabolismo de los
nucledsidos. Los resultados obtenidos mostraron que las alteraciones generadas en
distintos puntos de las vias basicamente inducian modulaciones en la expresion del ARN
mensajero de los transportadores concentrativos de pirimidinas, hCNT1 y hCNT3. Estos
resultados cobran sentido si consideramos que, en el caso de las pirimidinas, son los
nucledsidos los que se recuperan mayoritariamente, mientras que, para las purinas son

las nucleobases.

Como se comentd anteriormente, para hCNT1 fueron descritas caracteristicas de
transceptor (Perez-Torras y col., 2013), es decir, que aparte de su papel como
transportador, hCNT1 puede sefializar y su restitucion en lineas celulares de cancer y
en tumores solidos genera una reversion de las caracteristicas tumorales (Perez-Torras
y col., 2013). Esta particularidad es de relevancia ya que la regulacién positiva de hCNT1
podria indicar que este transportador se relaciona a la modulacién de respuestas
celulares ante cambios en a la disponibilidad o niveles relativos de nucledsidos. Al ser
un transportador especifico de pirimidinas se podria esperar que su expresion estuviese
vinculada principalmente a la asequibilidad de pirimidinas en el medio y que no

necesariamente tendria que responder a cambios en los niveles de purinas. Sin
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embargo, por electrofisiologia se ha observado que la adenosina a altas
concentraciones puede unirse a hCNT1 e inhibir casi por completo las corrientes
generadas por ella en la captacion de uridina (Larrayoz y col., 2004), sin que exista una
captacioén eficiente de adenosina por el ortélogo de CNT1 en rata (Fang y col., 1996;
Yao y col., 1996). Por lo tanto, que hCNT1 pueda ser modulado por las alteraciones en
los niveles de purinas intracelulares permite sugerir que de alguna forma la interaccion
entre hCNT1 y al menos una purina como la adenosina podria tener relevancia en la
sefalizacion mediada por el transportador. Esta observacion puede ser reforzada por el
hecho de que la regulacion transcripcional del transportador, en presencia de otro
transportador de purinas y pirimidinas (hCNT3), no parecid ir acorde a una
compensacion segun el tipo de nucledsido que estuviera deficiente en el medio, sino

que mas bien su regulacién parecio responder a otro tipo de estimulo.

De los tres transportadores concentrativos, hCNT3 es el que puede translocar tanto
purinas como pirimidinas y estaria en la posicion de poder captar cualquiera de los dos
tipos de nucledsidos en funcion de las necesidades celulares. Si se piensa en una co-
regulacion basada en la compensacion de funciones, hCNT3 seria el mejor candidato
para realizarla. En nuestro modelo, hCNT3 es modulado transcripcionalmente en
funcién del tipo de nucledsido del que haya deficiencia, pero solo en presencia de
hCNT1 sugiriendo que, por su versatilidad, la expresién de hCNT3 seria modulada para
devolver la homeostasis a sistema. Esta particularidad de que sea regulado en co-
expresion con hCNT1 llevaria a que la regulacion de hCNT3 podria responder a cambios
metabdlicos relacionados a alguna de las actividades de hCNT1 como transportador o
como transceptor. La relacién observada en la expresiéon de hCNT1 y hCNT3, ademas
de la capacidad para formar hetero-oligdmeros que se observd entre estos dos
transportadores, abre la posibilidad de que, si ocurre en condiciones fisiologicas, estas
estructuras hetero-oligoméricas generen cambios en la actividad o en la sefalizacion,
en caso de hCNT1. Por esto, viendo los cambios transcripcionales, habria que
profundizar en el impacto funcional de una co-regulacion entre hCNT1y hCNT3 y validar
si el aumento de mensajeros se traduce en un aumento de la proteina en la membrana
plasmatica, ya que al final este sera el factor determinante para validar la co-regulacion
que promueva las vias de salvamento o modificaciones en la actividad. Ademas, para
poder validar completamente el impacto de los niveles de nucledsidos en todos los
cambios observados, habra que medir los niveles de nucleds(t)idos vy

desoxinucleds(t)idos en cada una de las condiciones experimentales.

Una parte importante de la regulacién del metabolismo de los nucledtidos esta

establecida por la capacidad de oligomerizar de algunas de sus enzimas, pero también
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de la formacion de complejos proteicos entre ellas, lo que asegura el control y el correcto
flujo de las vias. Ademas de estas interacciones, la ubicacién de las enzimas dentro de
redes proteicas funcionales permite tener el panorama claro de todas sus posibles
funciones. Diferentes predicciones de interaccion de proteinas de las vias de sintesis de
novo de nucleétidos muestran posibles vinculos, no solo entre enzimas de la misma via
(ej. DHODH y CAD), sino que relacionan a enzimas de la biosintesis de purinas con las
de pirimidinas, e incluso con enzimas vinculadas a otras vias metabdlicas, indicando
que el balance y la interaccién entre ellas seria necesaria para la viabilidad celular
(Wang y col., 2021; Chitrakar y col., 2017). Por ejemplo, la enzima PAICS interactua con
enzimas del metabolismo de 1C (He y col., 2022), y también forma parte del purinosoma,
donde su presencia es necesaria para la formacion de este complejo multiproteico
(Baresova y col., 2016; Kyoung y col., 2015; Deng y col., 2012). Por otra parte, la
DHODH, enzima mitocondrial de la via de sintesis de novo de las pirimidinas, esta
vinculada al sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (Boukalova y col., 2020) y su
inhibicidn compromete la integridad de la membrana mitocondrial y de la cadena
respiratoria (Jiang y col., 2023; Fang y col., 2013). En nuestros resultados, la reducciéon
de la expresion de PAICS y de DHODH disminuy6 la expresion de hCNT3 a nivel
transcripcional, y este efecto fue diferente a cuando las enzimas fueron inhibidas
farmacoldgicamente. Analizando esto podemos suponer que la expresion de este
transportador es sensible al impacto metabdlico que supone que las enzimas de las vias
de sintesis de nucledsidos no establezcan las interacciones que les corresponden y por

tanto se rompan las redes funcionales en donde ellas participan.

Asi como las enzimas del metabolismo de nucledtidos interactuan funcionalmente con
enzimas de otras vias y estas interacciones controlan procesos vitales para la célula, la
vinculacién funcional de los hCNTs con diferentes proteinas podria relacionarlos a
nuevas funciones que permitan el control de los niveles de nucledsidos intracelulares.
El estudio del interactoma de hCNT3 permitié identificar a la enzima QDPR como una
de sus proteinas de interacciéon. QDPR es una enzima encargada del reciclaje de BH4 a
partir de gBH> en el metabolismo de las biopterinas, pero también puede prevenir la
oxidacién y degradacion del THF (Zheng y col., 2018). En primera instancia, se podria
pensar en dos razones funcionales que justifiquen la interaccion entre QDPR y hCNT3.
La primera seria la posibilidad de que hCNT3 estuviese relacionado a los niveles de
biopterinas y a su transporte. La segunda, que esta interaccidn estuviese vinculada de
alguna forma al metabolismo de los nucledtidos, a través de la participacion de QDPR

en el mantenimiento de los niveles de folatos activos.
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La deficiencia de QDPR causa hiperfenilalaninemia y una disminucién en los niveles de
neurotransmisores y folatos (Ponzone y col., 2004) que deriva en serios problemas
neuroldgicos. El producto enzimatico de la QDPR, el BH4, se utiliza para tratar la
fenilcetonuria y otras enfermedades producidas por una deficiencia de BH4, siendo
administrado hoy en dia su analogo sintético, la sapropterina (Opladen y col., 2020; Kure
y col., 1999; Scaub y col., 1978; Bartholomé y col., 1977). En este proyecto se manejo
la posibilidad de que hCNT3 pudiera transportar biopterinas, tal y como ha sido descrito
para los hENTS (Ohashi y col., 2011). Sin embargo, los resultados obtenidos
demostraron que hCNT3 no transporta BHz a pH fisiolégico, aunque queda la posibilidad
de que este transporte fuera condicionado al pH si se considera que hCNT3 puede
acoplar el transporte de nucledsidos a un co-transporte de protones (H*) bajo una
selectividad diferente (Smith y col., 2005).

Después de la administracion de BH4 de forma oral, el cofactor es rapidamente oxidado,
por lo que entra a la célula en forma de BH.. Una vez dentro de la célula es reducido de
nuevo a BH4, en una reaccién dependiente de la DHFR (Sawabe 2004). La sepiapterina
(SP) es la forma dihidro de la 6-lactoil-tetrahidropterina, precursora inmediata de la BH4
en la via de sintesis de novo. En el modelo de ratdon, se da una acumulacion de BH4 en
tejido hepatico y renal 30 minutos después de la administracion intraperitoneal o
endovenosa de SP o de BH4 (Sawabe 2004; Hoshiga y col., 1993). En el caso de la
administracion oral, el pico de acumulacion es alrededor de las 2 horas postratamiento
(Sawabe 2004). Por otro lado, en cultivo celular, la acumulaciéon de BH4 por captacion
de SP puede ser lineal entre 1 hora (Yamamoto y col., 1996) y hasta 3 horas, en un
proceso que parece depender de la dosis y del tiempo de incubacion (Sawabe y col.,
2008). El aumento de los niveles intracelulares de BH4 después de la administracion de
SP se observa de forma general en células de diferentes origenes como células
epiteliales, endoteliales y otras células no epiteliales como de leucemia basofilica de
rata, células B-pancreaticas de hamster y eritrocitos (Sawabe y col., 2008). En nuestro
modelo de HEK293 (Figura 61), cuando se administré BH2> o BHs4 se observé una
disminucion de la interaccion de QDPR y hCNT3 a 1 hora después del tratamiento, pero
ya a 2 horas no se observaron cambios. Pudiendo asumir que a 1 hora no se ha llegado
al maximo de acumulacion de BHs, significaria que en ese tiempo aun esta siendo
reducido el BH> en un proceso dependiente de DHFR. Que esta actividad afecte a la
interaccion entre QDPR y hCNT3 podria significar que la interaccion se modula porque
QDPR tendria que ocuparse en el restablecimiento del THF mientras DHFR esta

secuestrada en otra actividad, lo que la desvincularia de la formacion de THF. Sin
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embargo, la importancia fisiolégica de este cambio de actividad quedaria por ser

determinada.

aBH2 (\ THF [\ BH4

4qDHF BH2
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Figura 61.- Modelo de pteridinas como moduladoras de la interaccion entre hCNT3 y QDPR. (A) En
condiciones basales, la interaccion entre hCNT3 y QDPR se mantiene, haya o no presencia de nucledsidos
extracelulares. (B) Sin embargo, ante la suplementacion con una pteridina, la BHz puede ser translocada a
la célula a través de hENT1, y luego convertida a BH4 por la DHFR. La enzima QDPR entonces, ademas
de reciclar el BH4, tendria que sustituir a la DHFR para evitar la degradacion del THF y esto desfavoreceria

su interaccion con el transportador hCNT3.

Debido a que a QDPR se le atribuy6 la capacidad de prevenir la degradaciéon del THF
(Zheng y col., 2018, Wilquet y col., 2004), el estudio de su interaccion con hCNT3 se
hizo relevante ya que a través de esta relacion quizas se podrian vincular elementos del
salvamento de nucledsidos con elementos relacionados a la sintesis de novo. El estudio
de los cuadros clinicos de los pacientes con deficiencia de QDPR ya habia permitido
plantear un vinculo entre la enzima y el metabolismo de los folatos (Pollock y Kaufman
1978) y en la actualidad el tratamiento estandar incluye una suplementacion con acido
folinico. Ahora bien, los datos sobre la pirimidinuria provenientes de los pacientes con
deficiencia de QDPR permitieron plantear una posible relacién entre la ausencia de la
enzima y cambios en la expresion o en la actividad de los transportadores de
nucledsidos en el rifidn, principalmente en aquellos que transportan pirimidinas. La
importancia de elementos vinculados a las pirimidinas se hizo mayor al hacer un analisis
de los cambios transcripcionales: la expresion de hCNT3 fue la mas alterada por la
sobreexpresion de QDPR, pero también el mensajero de hCNT1 fue modulado en

sentido contrario, disminuyéndolo.

El mantenimiento de la integridad del metabolismo de los folatos es necesario para el
crecimiento celular, el desarrollo embrionario, la activacion inmunologica y la

tumorogénesis. Por su papel esencial en la sintesis de acidos nucleicos, la inhibicién del
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metabolismo de los folatos lleva a un bloqueo de la proliferacion celular. En el cancer,
enzimas como la DHFR, TYMS, SHMT2 y MTHFD2 estan consistentemente
sobreexpresadas (Mehrmohamadi y col., 2014) y en algunos tipos, como en el cancer
de mama, esta ultima se vincula a un aumento de la capacidad de invasién y mala
prognosis (Liu y col., 2014; Lehtinen y col., 2012). Por el interés de inhibir el metabolismo
de un carbono se desarrollaron los primeros farmacos antineoplasicos basados en
analogos de folatos, y son tratamientos que siguen siendo relevantes hoy en dia. Entre
los antimetabolitos mas comunmente utilizados para la inhibicién de esta via esta el
metotrexato (MTX), utilizado para inhibir la DHFR en el tratamiento de las leucemias, y
el 5-fluorouracilo, un analogo de pirimidinas que inhibe la enzima TYMS (Ducker y
Rabinowitz 2017; Longley y col., 2003; Huennekens 1994). Ademas de la DHFR, el MTX
puede inhibir distintas enzimas dependientes de folatos, entre las que se encuentran las
enzimas ATIC y TYMS (Bedoui y col., 2019) y por esto su uso no fue considerado en

esta tesis.

Ademas del ciclo del folato, el metabolismo de un carbono se compone de una serie de
vias metabdlicas interrelacionadas siendo, entre otras, responsable de la produccién de
serina y glicina, pero también de mantener la homeostasis redox. En la mitocondria, la
actividad de la MTHFD2 y ALDH1L2 generan NAD(P)H (Ducker y col., 2016; Fan y col.,
2014), vinculando la via con el estado respiratorio de la célula. En el citoplasma, las
ratios de NADPH/NADP* regulan el flujo de la via hacia la produccién de serina
impulsado por la actividad deshidrogenasa de la MTHFD1 (Pelletier y MacKenzie 1995).
La serina es el principal donador de unidades de un carbono en células en cultivo
(Labuschagne y col., 2014; Fu y col., 2001), incluidas las células HEK293T (Ducker y
col., 2016). En condiciones de cultivo normales, el formato es producido en la
mitocondria a partir de la serina. Por el contrario, en el citoplasma, la direccién de la via
lleva al consumo de glicina y 5,10-metilen-THF para producir serina y THF por la enzima
SHMT1. En condiciones basales, un aumento de la cantidad de serina quizas podria
explicarse por un aumento del flujo metabdlico hacia la produccién de THF. Sin embargo,
segun el tejido, el metabolismo de un carbono también puede funcionar de forma mixta.
Las unidades de un carbono pueden producirse en el citoplasma y en la mitocondria,
como puede ser en el caso de rifidén o del higado, donde MTHFD1 y SHMT1 estan muy
expresadas (Ducker y Rabinowitz 2017). El uso de la via citosdlica podria estar
relacionada a la disponibilidad de acido félico. En células tumorales de diferentes
origenes, cultivadas con concentraciones fisiolégicas de acido félico (en el rango nM en
suero) (Wishart y col., 2018; Fazili y col., 2008), se pudo relacionar la baja expresion del

transportador de folatos RFC (SLC19A1 - reduced folate carrier) con el uso preferencial
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de la via citosodlica sobre la via mitocondrial (Lee y col., 2021). La sobreexpresion de
QDPR aumenté las cantidades de serina en nuestro modelo celular, pero no regul6 a
SHMT1 ni a SHMT2. Ya que la enzima tiene un papel protector sobre el THF, su
sobreexpresion podria tener un impacto sobre la sintesis de los folatos. Para estudiar
esto mejor en el contexto de su interaccion con hCNT3, se podria silenciar SHMT1 y
SHMT2 en ensayos NanoBRET. El bloqueo de estas reacciones determinaria la
relevancia de los productos citosélicos y mitocondriales de estas reacciones sobre la

interaccion.

La sintesis de dTMP a partir de la dUMP la realiza la enzima TYMS, en una reaccién
que requiere de 5,10-metilen-THF como cofactor, pero también para la sintesis de
purinas es requerido un cofactor folato, el 10-formil-THF, en dos de las reacciones de la
via (Ducker y Rabinowitz 2017). La utilizacién de unidades de carbono provenientes del
metabolismo de los folatos implica que la via de produccion de folatos reducidos esté
activa en citoplasma y en mitocondria y que haya un correcto suministro de THF para
poder generar los cofactores enzimaticos. Como estos cofactores son utilizados para la
sintesis de purinas y pirimidinas, la inhibicion de la via de biosintesis de nucledsidos
podria modificar las concentraciones relativas de los cofactores 10-formil-THF y 5,10-
metilen-THF, alterando la via de 1C y regulando las enzimas que participan de ella, como
la QDPR. Esto podria explicar porque en nuestros resultados, ante la inhibicion de la via
de sintesis de las pirimidinas producto de la inhibicién o el silenciamiento de la DHODH,
QDPR fue regulada positivamente. Ya en esta tesis se habia observado que la expresion
de los transportadores concentrativos puede variar segun si se altera la biodisponibilidad
y el metabolismo de nucledsidos y llamé la atencidon que también fuera el caso para
QDPR. Asi mismo, al igual que los niveles de nucledsidos intracelulares deben estar en
el equilibrio correcto, la proliferacion y supervivencia celular también depende del
mantenimiento éptimo de los niveles de folatos intracelulares. La deficiencia de acido
félico disminuye la sintesis de purinas y de dTMP y por tanto la proliferaciéon celular,
llevando a la célula a apoptosis (Huang y col., 1999; James y col., 1997; Pogribny y col.,
1995). Al faltar el cofactor 5,10-metilen-THF para TYMS, la ratio dUTP/dTTP aumenta y
se incrementa la probabilidad de una incorporacion errénea de dUTP al ADN, generando
una inestabilidad de la doble cadena seguida por la fragmentacion del ADN y la muerte
celular por apoptosis. Este bloqueo del metabolismo de 1C por falta de THF, podria ser
suficiente para inducir una respuesta celular que intente reestablecer el balance correcto
de nucledsidos. Esto tendria sentido en nuestro modelo si se considera que, cuando se
elimind el acido folico del medio e incluso cuando se silencié la DHFR, se observo un

aumento de los mensajeros de hCNT1 y hCNT3 en las células HEK293. Esta respuesta
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celular va en concordancia con la idea de que los dos transportadores de pirimidinas, y
principalmente hCNT3, puede ser regulado en funcion de la necesidad de reestablecer
los niveles de nucledsidos, aunque segun nuestros resultados esta regulacion no parece
ser detonada directamente por alteraciones en los niveles de nucledsidos sino mas bien

por la disponibilidad de los cofactores necesarios para su sintesis.

Entre las enzimas del metabolismo del carbono que se analizaron en este trabajo estuvo
la DHFR, la enzima encargada de producir el THF, ya sea a partir del acido félico o de
la reduccion del DHF generado en la produccion de dTMP (Lan y col., 2018). Esta
enzima cobré6 mas relevancia en esta tesis al observarse que la expresion de su
mensajero estaba aumentada al co-expresar hCNT3 y QDPR y esto permitié intuir una
importancia de la via de 1C en la interaccion que se esta estudiando. El THF es el
aceptor de la unidad de 1C proveniente de la serina en la mitocondria. DHFR también
puede generar BH4 por la via de salvamento de las biopterinas. La sintesis de las purinas
requiere de gran cantidad de unidades de un carbono, siendo la demanda de 10-formil-
THF superior a la de 5,10-metilen-THF (Ducker y Rabinowitz 2017). En células en
cultivo, las cantidades de 10-formil-THF y de 5,10-metenil-THF son superiores al de
otras especies de folatos, pero el bloqueo del metabolismo de un carbono mitocondrial
lleva a una disminucién de ambos, acompafiado de un aumento de THF, de 5,10-
metilen-THF y de p-acetamidobenzoyl poliglutamato (pACABG,) (Zheng y col., 2018). Si
la via se altera por la inhibicién o knockout de la DHFR, también se puede observar un
aumento de pAcABG,y de DHF. El pAcABG, es un producto final del metabolismo de
los folatos (Zheng y col., 2018; Murphy y col., 1976). Esto significa que, cuando el
formato mitocondrial no se produce, o cuando no hay actividad de la DHFR en el
citoplasma, los folatos son degradados (Zheng y col., 2018). Tomando esto en cuenta,
se podria asumir que, en nuestros resultados, la generacion de pAcABG; en el sistema
por el silenciamiento de DHFR no afecta la interaccion entre hCNT3 y QDPR. A pesar
de esto, en este trabajo la expresién de la DHFR fue regulada positivamente al co-
expresar QDPR y hCNT3, por lo que se puede suponer que igualmente la presencia de

la enzima esta vinculada de alguna forma a la interaccién.

En el panorama donde no hay DHFR, la sobreexpresiéon de QDPR no previene la
degradacion de los folatos, pero el doble knockout (DHFR-QDPR) lleva a una deplecién
mayor de las reservas de folato activo (Zheng y col., 2018). Es decir, que a pesar de que
el folato se estd degradando, la presencia de QDPR esta de alguna forma previniendo
una disminucién aun mayor de los cofactores que se utilizan en otras vias metabdlicas.
Entonces a partir de los resultados obtenidos en esta tesis se puede intuir que, si ante

una QDPR disfuncional (V15A), y en ausencia de DHFR, se altera la interaccién con
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hCNT3 significaria que ese pequefio porcentaje de folatos que se ve afectado por el mal
funcionamiento de QDPR es capaz de modular la interaccién entre hCNT3 y QDPR,
desfavoreciéndola. Ademas, la variante V15A de QDPR también tuvo un efecto negativo
sobre el mensajero de hCNT3, demostrandose que la funcionalidad de la enzima no
solo afecta la estabilidad de la interaccion, sino que también tiene efecto transcripcional
sobre el transportador. Con base en esto y en que la alteracion de los reservorios de
folatos lleva a un desbalance en los niveles de nucleétidos, se podria asumir una
participacion de los niveles de nucledt(s)idos/folatos en la regulacion de la interaccién
entre hCNT3 y QDPR. En las células, la concentracion de enzimas dependientes de
folatos es parecida a la cantidad de folatos disponibles, por lo que las cantidades de
cofactores folatos libres tendria que ser baja (Schirch y Strong 1989). En las células en
reposo, el mantenimiento de las cantidades de folato activo por QDPR wt permitiria
mantener las vias de biosintesis en un flujo apropiado, asegurando el balance correcto
de purinas y de pirimidinas y una interaccion basal con hCNT3. Aunque se podria
hipotetizar que la asociacion de QDPR con hCNT3 regule hasta cierto punto la
activacion del salvamento de nucledsidos a través del transportador, resultados
obtenidos en la tesis de la Dra. Catalina Perell6 demostraron que la actividad de hCNT3

no se ve alterada por la sobreexpresion de QDPR.

Otro detalle previamente comentado es que los cambios en la interaccion entre hCNT3
y QDPR V15A solo fueron evidentes en medio DMEM, indistintamente de la
suplementacion con nucleésidos. Que se haya observado el mismo efecto en el medio
con nucledsidos o libre de ellos, aleja la idea de que la suplementacion con timidina e
hipoxantina del OptiMEM tuviesen relevancia por si solos en la modulacién de la
interaccion, como minimo a las concentraciones a las que se encuentren. Es por esto
que no se puede descartar que en la formulacién del OptiMEM exista algin aminoacido
- como la serina - a diferente concentracién, y que esta diferencia tenga la capacidad de
tamponar el efecto combinado de la carencia de DHFR y de la poca actividad de QDPR

sobre la interaccion con hCNTS3.

La importancia fisiolégica de la regulacion positiva de hCNT3 por QDPR, asi como de
su interaccion no es del todo clara. Para poder identificar los puntos sensibles de la via
del metabolismo de 1C y profundizar en el impacto de la acumulacion de cofactores
folatos que regularian de forma mas contundente la interaccion hCNT3:QDPR se
podrian bloquear las vias de sintesis de nucledsidos, principalmente en las reacciones
que requieran de los cofactores 5,10-metil-THF y 10-formil-THF (TYMS, ATIC). Otra
opcion seria el bloqueo de la sintesis de serina y glicina en mitocondria y citoplasma,

por silenciamiento de la SHMT1. Todas estas intervenciones permitirian tener un
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panorama mas claro del punto de la via del metabolismo de 1C mayormente implicada

en la interaccion.

De momento, la posibilidad de obtener células a partir de, por ejemplo, iPSs, que
permitan una expresion basal de hCNT3 y de QDPR permitiria profundizar en la
importancia de esta interaccion para hCNT3 en un modelo mas fisiologico. Con las iPSs
se podrian generar células que puedan ser polarizadas y que aseguren la correcta
ubicacién de hCNT3 en la membrana. hCNT3 se caracteriza por estar presente en
epitelios polarizados como intestino o rifdn, por lo que el uso de un modelo celular no
polarizado como las HEK293 implica una limitacion en el estudio. Tanto hCNT3 como
QDPR estan expresadas en los tubulos proximales del riién (Rodriguez-Mulero y col.,
2005; Human Protein Atlas), por lo que la interaccién podria tener un impacto en la
fisiologia del érgano. Si bien el papel bioldgico de la interaccién entre QDPR y hCNT3
aun debe ser mas estudiado, el conjunto de resultados obtenidos en esta tesis permite
establecer que la relacion funcional entre QDPR y hCNT3 esta relacionada a la
disponibilidad y el mantenimiento de los niveles de cofactores folatos que luego seran
usados para las vias de biosintesis de purinas y de pirimidinas, y se presenta un modelo

a modo de resumen (Figura 62).
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Figura 62.- Modelo de los folatos como reguladores de la interaccion entre hCNT3 y QDPR. (A) Al
alterar los niveles de folatos intracelulares por el silenciamiento de la DHFR, pero en presencia de una
enzima QDPR funcional, esta QDPR podria prevenir la degradacion del THF, regenerandolo a partir de la
gDHF. A pesar de que habria degradacién del THF, la accién de QDPR sobre la qDHF aseguraria el
mantenimiento de cierta cantidad relativa de folatos activos. (B) En el caso de disminuir la expresion de
DHFR en presencia de una QDPR disfuncional, no habria ninguna enzima que pudiera prevenir el dafio
oxidativo del THF y la cantidad relativa de folatos activos se veria disminuida, desfavoreciendo asi la
interaccion entre hCNT3 y QDPR.
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La interaccion de monomeros de hCNT1 y hCNT3, ya sea como homo- o hetero-
oligdbmeros, es estable y no se ve alterada por la modulacion de los niveles de

nucledsidos en general ni por cambios en la concentracién de uridina ni citidina.

La expresién de hCNT1 responde a cambios en la disponibilidad de nucleésidos, ya
sea por alteracién en los niveles de nucledsidos intracelulares como también los
extracelulares. Esta regulacion podria estar vinculada a la funcion de hCNT1 como
transceptor. Por su parte, la expresion de hCNT3 como respuesta al estrés metabdlico

esta condicionada a la presencia y posiblemente a la actividad de hCNT1.

hCNT3 es regulado transcripcionalmente por la sobreexpresion de QDPR, y esta
regulacion podria vincularse a alteraciones en el metabolismo de los folatos. La co-
expresion de QDPR y hCNT3 produce un aumento en los niveles de folatos totales,
concretamente de 5-MTHF y regula positivamente a la DHFR, lo que vincula a

elementos del metabolismo de los folatos con la interaccion.

hCNT3 y QDPR interaccionan bioquimicamente y su interaccion no se ve alterada por
la disponibilidad de nucledsidos extracelulares, sino mas bien por un desbalance en
los niveles internos. Asi mismo, la actividad de QDPR y su capacidad de mantener la
disponibilidad intracelular de folatos activos en cierto limite condiciona su interaccion
con hCNT3.

La variante patolégica QDPR V15A, con una actividad reducida, regula negativamente
el mensajero de hCNT3 y esto podria estar vinculado a una severidad en la patologia

asociada a la deficiencia de QDPR.
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