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Marco Polo descriu un pont pedra per pedra.

- Pero, quina és la pedra que sosté el pont? — pregunta

Khubilai Khan.

- El pont no és sostingut per aquesta o aquella pedra —

respon en Marco Polo-, siné per la linia de [arc que elles
formen.

Khubilai Khan roman silencids, reflexionant. Després afegeix;

- Per que em parles de les pedres? Només m importa [arc.

Marco Polo respon:

- Sense pedres no hi ha arc.
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RESUM

Amb la finalitat d aprofundir en les bases moleculars de la citotoxicitat de les
ribonucleases pancreatiques, es van construir variants derivades de I’HP-RNasa
seguint dues estrategies. En la primera, es van generar variants de |’ enzim resistents a
I"accio de I'inhibidor proteic de les ribonucleases (hRI), substituint residus implicats
en la interficie de contacte entre la ribonucleasa i I'hRI. En la segona, es va
addicionar el motiu RGD en regions de superficie de la proteina implicades en la
formacié del complex amb I'’hRI, a fi de promoure la seva interacci6 amb la
membrana plasmatica de les cél-lulesi ala vegada disminuir |’ afinitat de les variants
per I'hRI. Es va comprovar que nomeés les variants portadores de substitucions
multiples adquirien la capacitat de resistenciaal’ hRI.

L’ estudi del percentatge d’inhibicié de la sintesi proteica en cdl-lules incubades
amb cadascuna de les variants va mostrar que només dues de les variants construides
havien adquirit propietats citotoxiques. La citotoxicitat més elevada la va presentar
una variant que no era resistent a I’hRI, amb valors que eren només entre 5 i 15
vegades inferiors as de I’onconasa. Aquest resultat demostra que la sensibilitat a
I’hRI no és necessariament un parametre limitant per a la citotoxicitat de les
ribonucleases. Cap de les variants que incorporava un motiu RGD presenta
citotoxicitat, evidenciant que aguest motiu no és efectiu a fi de dotar les
ribonucl eases pancreati ques de propietats citotoxiques.

Es van estudiar les bases moleculars de la citotoxicitat de la variant meés
citotoxica. En primer lloc, I'andlisi de la internalitzacié per marcatge radioactiu
d aquesta variant en relacio amb I’onconasa i amb altres variants de I’'HP-RNasa no
citotoxiques, va posar en evidencia que només I’onconasa era internalitzada
eficientment. Es descartava aixi la possibilitat que I'accio citotoxica de I'enzim
estudiat fos consegiiencia d'una major eficiencia d'endocitosi. També es va
comprovar que I’addicié del motiu RGD no era capag de promoure la internalitzacio
de les proteines amb més eficacia. Per microscopia confocal de fluorescencia, les
variants humanes nomeés es van comencar a detectar al’interior de la cel-lula a partir
de les 24 h d'incubacio.

Totes les variants generades van presentar una eficiencia catalitica superior a 50
% de I'activitat de la seva proteina parental, PM5, indicant que probablement
I’estructura del centre actiu no havia estat afectada de manera drastica per les
substitucions introduides. No obstant, en tots els casos es va produir una disminucié
en la termoestabilitat respecte a PM5. Aquest resultat indica que la correlacio
descrita a la bibliografia entre I'increment de termoestabilitat i |'increment de
citotoxicitat per les ribonucleases no sempre es compleix.

Per microscopia confocal es va comprovar que tant la proteina més citotoxica,
com una variant no citotoxicaresistent al’ hRI, aixi com la proteina parental, seguien
la via de degradacié lisosomal. Aquesta ruta de transit no va ser afectada per
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I”addicio de drogues que alteren les vies de transit retrograd (monensina i brefeldina
A), pero si per I'addicié de la bafilomicina Ai, una droga que neutralitza e pH
endosomal i que va actuar alentint el transit de les proteines als lisosomes. D’ acord
amb aguests resultats, els valors de citotoxicitat de les variants es van incrementar de
manera significativa només en presencia de bafilomicina A;, suggerint que les
ribonucleases transloguen al citoplasma a partir d'algun punt de la via de transit
endosomal.

Es va comprovar que I'accié de la variant més citotoxica era deguda a que
I"addicio d’un segon motiu de tres Arg en PES dota a aquesta proteina amb un senyal
de transport nuclear. La fraccié d enzim que aconsegueix translocar a citoplasma a
partir d’algun punt de la via endosomal previ a's lisosomes, és conduit rapidament al
nucli de la cél-lula per mitja del mecanisme classic de transport actiu. Per la seva
afinitat amb I'rRNA, I’enzim es concentra en e nucleol, on probablement duu a
terme la seva activitat catalitica. La interaccié d’ aguesta variant amb els receptors
nucleocitoplasmatics, les importines, impediria per atra banda e blogueig de
I”enzim per part de |’ hRI.

Els resultats obtinguts presenten una nova estratégia de disseny de ribonucleases
citotoxiques, basada en I’addicio de segments NLS a fi de promoure € transport
nuclear dels enzims. Aquesta estratégia podria permetre superar limitacions que fins
al moment han estat descrites com a limitants de la citotoxicitat de les ribonucleases
pancredtiques, com la sensibilitat al’hRI o la baixa eficienciad’ internalitzacio.
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RESUMEN

Con la finalidad de estudiar las bases moleculares de la citotoxicitad de las
ribonucleasas pancredticas, se construyeron diversas variantes de la HP-RNasa
utilizando dos estrategias distintas. En la primera, se generaron variantes del enzima
resistentes a la accion del inhibidor proteico de ribonucleasas (hRI), mediante la
sustitucion de residuos implicados en lainterficie de contacto entre laribonucleasay
el hRI. En la segunda, se afiadio e motivo RGD en regiones de superficie de la
proteina implicadas también en la formacion del complejo con el hRI. De estaforma
se pretendia promover simultaneamente la interaccion del enzima con la membrana
celular y la reduccién de su interaccion con € inhibidor. Se comprobé que sblo las
variantes portadoras de multiples sustituciones eran capaces de evitar la interaccion
con €l inhibidor.

El estudio del porcentaje de inhibicidn de la sintesis proteica en células incubadas
con cada una de las variantes mostré gque sblo dos de ellas adquirian propiedades
citotoxicas. Sorprendentemente, la variante més citotoxica de entre estas resulto ser
sensible a hRI. Se trata de PE5, y presenta un valor de ICsp solamente entre 5y 15
veces inferior a los presentados por la onconasa. Este resultado demuestra que la
sensibilidad a hRI no es un factor imprescindible para la toxicidad de las
ribonucleasas. Asi mismo, ninguna de las variantes portadoras del motivo RGD
adquirio capacidades citotoxicas.

Los andisis de internalizacion de las variantes marcadas radiactivamente
demostraron gque sdlo la onconasa es internalizada eficazmente durante las primeras 7
h de incubacion. Se descarta de esta manera la posibilidad de que las propiedades
citotdxicas de PE5 sean €l resultado de una mayor eficiencia de endocitosis. También
se comprob6 que la adicion del motivo RGD no es capaz de promover la
internalizacion de las proteinas que lo contienen. Mediante microscopia confocal de
fluorescencia se empezaron a detectar las variantes humanas en €l interior de las
células silo después de 24 h de incubacion.

Todas las variantes generadas presentaron una eficiencia catalitica superior a 50
% de la actividad de su proteina de origen, PM5. Este resultado indica que
probablemente la estructura del centro activo de las variantes no ha sido afectada
drésticamente por las sustituciones introducidas. No obstante, en todos los casos se
produjo una disminucion de la termoestabilidad con relacion a PM5.

El estudio de las vias de transito intracelular de tres de las variantes de la HP-
RNasa (PE5, PM5 y una variante no citotoxica aunque si resistente al hRIl) mostro
gue todas ellas siguen la misma ruta de transporte, que las conduce desde la
superficie celular hacia los lisosomas. Esta ruta no fué afectada por la adicion de
drogas que alteran las vias de transito retrogrado, como la monensinay la brefeldina
A. Pero si por la bafilomicina A1, que actia neutralizando el gradiente de pH
endosomal y frenando € transito endosomal hacia los lisosomas. De acuerdo con
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estos datos, |os valores de citotoxicidad de las variantes se incrementaron de manera
significativa solo en presencia de esta droga, sugiriendo que las ribonucleasas llegan
al citoplasma después de cruzar las membranas del sistema endosomal en algun
punto anterior alos lisosomas.

La caracterizacion del mecanismo de citotoxicidad de la variante PE5 sugirio que
la presencia de un segundo motivo de tres Arg en ésta proteina le proporcionaba una
sefid de transporte nuclear, €l cual seria e responsable de su localizacion en este
compartimento. Asi pues, la porcidn de enzima que consigue llegar a citosol desde
los endosomas es conducida rapidamente hacia € nucleo de la célula, mediante €l
mecanismo de transporte activo clasico. Por su afinidad con €l rRNA, € enzima se
concentra a continuacion en el nucleolo, donde probablemente realiza su actividad
catalitica. Asi mismo, lainteraccién de la variante PE5 con |os receptores encargados
del transporte a nucleo (las importinas), que se produce a nivel del NLS, impediriala
formacion del complejo enzima-hRI, evitando asi el blogueo del enzima por parte de
su inhibidor.

L os resultados obtenidos en ésta tesis ofrecen una nueva estrategia para € disefio
de ribonucleasas citotdxicas, basada en la adicion de segmentos NLS con el objetivo
de promover el transporte nuclear de los enzimas. Esta capacidad podria permitir
superar factores que hasta el momento se habian considerado como claramente
restrictivos de la citotoxicidad de las ribonucleasas pancredticas, como son la
sensibilidad de los enzimas al hRI o su baja eficiencia de internalizacion.
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SUMMARY

The main objective of this thesis is to study the molecular bases of the
cytotoxicity of certain ribonucleases. With the final aim to obtain cytotoxic variants
derived from human pancreatic ribonuclease. For this purpose, we created variants
derived from HP-RNase by using two different strategies. In the first, variants of the
enzyme that were resistant to the action of the protein inhibitor of the ribonuclease
(RI) were generated, replacing residues involved in the contact interfase between the
ribonuclease and RI. In the second, RGD motifs were added to the surface of the
proteinsinvolved in the formation of the RI complex, with the aim of promoting their
interaction with the cell plasmatic membrane, whilst at the same time decreasing the
variant’ s affinity for RI. We showed that only variants carrying multiple substitutions
acquired the capacity to resist the RI.

The study of the percentage of inhibition of protein synthesis in incubated cells
using each of the variants showed that only two variants had acquired cytotoxic
properties. The highest level of cytotoxicity found in anon-resistant variant to Rl had
avalue that was only 5 and 25 times lower than those registered by Onconase®. This
result shows that RI sensitivity is not a limiting factor for the cytotoxicity of the
ribonuclease. None of the variants which contained RGD motifs showed any sign of
toxicity, suggesting that for this reason it is not effective in giving pancreatic
ribonuclease cytotoxic properties.

The cytotoxic molecular bases of the most cytotoxic variant were studied. Firstly
by the analysis of the internalisation of this particular variant by radioactive marking
in relation to Onconase and other non-cytotoxic variants of HP-RNase, which
showed that only Onconase was effectively internalised. Thus the possibility that the
cytotoxic action of the enzyme under observation was a result of a more efficient
endocytosis was ruled out. It was also shown that the addition of the RGD motif was
unable to encourage the internalisation of the proteins more effectively. Using
confocal microscopy, the human variants only began to be noted inside the cell after
24 hours incubation.

All the variants that were created retained a catalytic efficiency that was never
less than 50 % of the catalytic activity achieved by the parent protein PM5. This
suggests that the structure within the active centre had not been affected in any
serious way by the introduction of the substitutions. However a decrease in
thermostabilty was noted across the board with regards to PM5. This result indicates
that the correlation mentioned in the bibliography between the increase of
thermostability and the increase of cytotoxicity of the ribonuclease does not always
exist.

Using a confocal microscope, we confirmed that both the most cytotoxic protein,
such as a non-cytotoxic variant resistant to RI, and the parent protein, followed the
same lysosomal pathway of degradation. This outcome was unaffected by the
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addition of drugs which can change retrograde transit pathways (monensine and
brefeldine A), but was effected by the addition of bafilomicine A; a drug which
neutralises endosomal pH and which in this case acted by sowing down the
movement of proteins to lysosomes. In accordance with these results, the cytotoxicity
values of the variants were significantly increased only by the presence bafilomicine
A; suggesting that the ribonuclease translocate into the cytoplasm starting from a
point somewhere along the endosomal transit pathway.

We confirmed that the behaviour of the most cytotoxic variant was due to the fact
that the addition of a second motif of 3 Arg in PE5 endowed the protein with a
nuclear transport signal. The division of the enzyme that translocates into the
cytoplasm (from somewhere along the endosomal transit path before the lysosomes)
is rapidly moved towards the core of the cell via the conventional mechanism for
nucleus transport. Due to its affinity for rRNA, the enzyme gathers in the nucleolus,
where it probably carries out its catalytic activity. On the other hand, the interaction
of this variant with nucleocytoplasmatic receptors will prevent the RI from inhibiting
the enzyme.

These results offer a new strategy for the design of cytotoxic ribonuclease, based
on the addition of NLS motifs, with the aim of encouraging the nuclear transport of
enzymes. This strategy could allow one to overcome limitations that up until now
have been the down-side to the cytotoxicity of pancreatic ribonuclease, such as a
sensitivity for RI or the l[imited efficiency of internalisation.
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1. Introduccid

1.1. LesRibonucleases

1.1.1. Definicidi classificacio

Les ribonucleases son un grup d enzims extremadament heterogeni, tant pel que
fa a la seva estructura com per la funcié biologica que realitzen, present en tots els
éssers vius. Aquests enzims es caracteritzen per presentar activitat ribonucleolitica,
catalitzant el trencament d’ enllacos fosfodiester en I’ RNA.

Tot i que € terme ribonucleasa s utilitza generalment per a designar proteines
amb activitat ribonucleolitica, existeixen acids nucleics que presenten funcions
similars, com és el cas dels ribozims i de les ribonucleoproteines, com I’'RNasa P
(Deutscher, 1988; Deutscher, 1993).

L’ establiment d’ un sistema de classificacié adient per a aguest grup tant ampli de
molécules no és una tasca senzilla. A fi d organitzar agrupacions més o menys
homogénies es poden utilitzar criteris bioguimics, funcionals o evolutius. La
dificultat en I’ establiment d’ una classificacié general rau en e fet que una mateixa
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ribonucleasa pot varis dels criteris utilitzats per a I'establiment de les diverses
agrupacions. Aixi doncs, les ribonucleases es poden classificar:

e Segons |'actuacié de I'enzim sobre e seu substrat. Es poden diferenciar en
exoribonucleases 0 en endoribonucleases, en funcié de si actuen sobre un enllag
fosfodiéster extern o intern, respectivament.

e Segons la seva especificitat de substrat. Per una banda distingim les ribonucleases
inespecifiques, que catalitzen la degradaci6 de tot tipus de molécules d' RNA, com és
e cas de la nucleasa de Serratia i la nucleasa estafilococcica. Per I'adtra, les que
presenten especificitat de base, com I’'RNasa A, que hidrolitza les cadenes d RNA a
I’extrem 3' de residus de pirimidina. | per ultim, les ribonucleases especifiques, que
reconeixen caracteristiques concretes (de segiiéncia o d’ estructura) en € seu substrat,
i que estan implicades normalment en processos de maduracié de I'RNA, com ara
I’RNasalll.

e En funcié de lloc on els enzims duen a terme la seva accio. Les ribonucleases es
poden classificar com a extracel -lulars si actuen forade la cél-lulaque |’ ha sintetitzat,
0 com a intracel-lulars s actuen en e seu interior i estan implicades en e
metabolisme de I’'RNA. Les ribonucleases extracel -lulars solen ser inespecifiquesi de
massa molecular molt baixa. Ben a contrari que les intracel lulars, que son molt més
especifiquesi estructuralment compl exes.

De manera més concreta, |es ribonucleases de mamifer i d’ altres vertebrats s’ han
classificat en dos grans grups (Sierakowska i Shugar, 1977), les ribonucleases de
tipus secretori i les de tipus no secretori. La nomenclatura no fa referéncia a la
capacitat d’ aguests enzims a ser 0 no secretats, sind que té relacio amb els organs a
partir de les quals es van caracteritzar i purificar les primeres ribonucleases. Com a
tipus secretori es van definir les que eren similars a la ribonucleasa produida pel
pancrees, i com atipus no secretori les que eren semblants a la purificada a partir del
fetge o lamelsa. Actualment pero, aquesta classificacio sovint no és apropiada, donat
que es donen casos en qué una ribonucleasa classificada en una d’ aguestes categories
S hatrobat a posteriori en altres teixits que no es corresponen a aguells que descriu €l
seu nivell de classificacio.

Arran de la confusié que genera I’ ordenacié precedent, Sorrentino i Libonati
(1997) van proposar utilitzar €l terme tipus pancreatic en Iloc del secretori, per
classificar les ribonucleases amb identitat de sequéncia, d’ estructura i de propietats
catalitiqgues amb les de I’'RNasa A, malgrat que es trobin en teixits i fluids diferents
als pancreatics. La designacio tipus no pancreatic en lloc de no secretoria fa
referencia a una categoria de ribonucleases (expressades en diversos fluids i en
teixits diferents a pancrees) caracteritzada per presentar identitat de sequéncia i
propietats catalitiques similars ales de I’ RNasa K2 de rony6 bovi o I’'EDN humana.
L es ribonucleases estructuralment pertanyents al tipus pancredtic, pero que presenten
caracteristiques catalitiques similars al's dos grups, S engloben en un tipus mixt.
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Per ultim, en funci6 del nivell de conservacié de sequéncia i estructura, sobretot
en elsresidus que intervenen en el procés de catalisi, S ha establert una sistematicade
les ribonucleases que engloba grups evolutivament relacionats. En base a aguesta
darrera classificacid, els enzims dels quals es parla en aquest treball formen part de
I’anomenada superfamilia de I’'RNasa A (Beintema et al., 1988), categoria que
compren endoribonucleases pirimidina especifiques, tant de tipus pancreatic com no
pancreatic, amb ponts disulfur en la seva estructura, la triada catalitica HKH (veure
APARTAT 1.2.1), i una distribucio6 filogenética restringida als vertebrats (Beintema i
Kleineidam, 1998).

Els enzims pertanyents a aquesta superfamilia es troben ampliament distribuits en
diversos organs i fluids en els vertebrats. Els seus membres presenten diferents
patrons d’'expressié i mostren activitats catalitiques diverses enfront de substrats
RNA especifics. A part de la funcié digestiva dels membres del tipus pancreatic
(RNasa 1), es desconeixen encara moltes de les funcions fisiologiques d’ aquest grup
d enzims (veure APARTAT 1.1.2). Fins @ moment, s'han caracteritzat 8 families
diferents pertanyents a aquesta superfamilia en humans. La nomenclatura proposada
inicialment per Zhou i Strydom (1993) es basa en |’estructura primaria de les
proteines i va incloure inicialment cinc families. Posteriorment |’ agrupacio es va
ampliar per I’addicié de lafamilia RNasa 6 (0 RNasa K6) (Rosenberg i Dyer, 1996)
i, més recentment, per les families RNasa 7 i 8 (Harder i Schroder, 2002; Zhang et
al., 2002). A laTAULA 1.1. es presenten les 8 families conegudes fins al moment.

TAULA 1.1.

Families de ribonucleases humanes pertanyents a la superfamiliadel’RNasa A.

Familia Descripcié Tipus
RNasa 1 ribonucleasa pancreatica (HP-RNasa) Pancreatic
RNasa 2 Neurotoxina derivada d’ eosinofil (EDN) No pancredtic
RNasa 3 Proteina cationica d’ eosinofil (ECP) No pancreatic
RNasa 4 ribonucleasa aillada del plasma seminal Mixt
RNasa 5 Angiogenina (Ang) No pancredtic
RNasa 6 Ribonucleasa K6 No pancreatic
RNasa 7 ribonucleasa antimi (?ropial allada del teixit No pancredtic
epitelial
RNasa 8 ribonucleasa aillada de placenta No pancredtic
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1.1.2. Funcions

Tal i com ja sha comentat, les ribonucleases tenen un paper central en el
metabolisme de I’RNA i és troben en tots els organismes, exercint funcions diversesi
sovint vitals (Deutscher, 1993).

Molts organismes secreten ribonucleases per tal de digerir I'RNA de I’entorn
cel-lular en productes que puguin ser absorbits per les cél-lules. Per a molts
microorganismes i plantes aguesta funcié és essencial, perqué la disponibilitat de
fosfat inorganic representa el factor més limitant pel seu creixement. En altres casos,
les ribonucleases poden estan involucrades en processos de replicacio i transcripcio,
ser responsables de transformacions postranscripcionals de I'RNA, prevenir
I” autopol -linitzaci6 en plantes o participar en mecanismes de resposta cel -lular avirus
0 microorganismes (Schein, 1997). A la TAULA 1.2 es presenta un llistat de les
diferents funcions conegudes de les ribonucleases, aixi com exemples representatius
dins de cada grup.

TAULA 1.2.

Principals funcions de les ribonucleases: selecci6 d’ exemplesrepresentatius.

Funcio Ribonucleasa Organisme
RNasa A Bos taurus
RNasaT ergillus oryzae
Digestié RNA v Asperg vz
Nucleasa de Serratia Serratia marcescens
extracel lular ]
Nucleasa estafilococal Saphylococcus aureus
Nucleasa P1 Penicillum citrinum
RNasalll Escherichia coli
Maduracié RNA ‘Complexe de trencament’ per al processament
; ) . Bos taurus
en |I’extrem 3' de pre-mRNAS eucariotes
y RNasa E Escherichia coli
Degradacio RNA I :
. RNasa HI Escherichia coli
intracel -lular _ . ) :
Exoribonucleasa especifica poli(A) Homo sapiens
, Nucleasa anticodd Escherichia coli
Apoptosi .
RNasa L Homo sapiens
a-Sarcina Aspergillus giganteus
Defensa ECPi EDN Homo sapiens
RNasa 7 Homo sapiens
Aspermatogencia i BS-RNasa Bos taurus
immunotoxica RNasa 4 Homo sapiens
. Angiogenina Homo sapiens
Control de creixement o
S-RNases Nicotiana alata
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El contingut de ribonucleases en una cél-lula depén de la seva sintesi endogena i
de la internalitzacié dels enzims presents en el medi extracel-lular, secretats pel
pancrees o per altres glandules (Bartholeyns et al., 1975a; Bartholeyns et al., 1975b;
Reddi, 1975). Una mateixa cél-lula pot arribar a contenir fins a 20 tipus de
ribonucleases diferents alhora i amb especificitats superposades, provinents tant del
seu medi extern com intern. Alguns d’'aquests enzims poden ser components de
complexes supramoleculars, funcionant de manera coordinada amb altres enzims
(Deutscher i Li, 2001).

Les ribonucleases intracel-lulars son les que participen en la maduracio,
processament i recanvi dels diversos tipus d’RNA cellular, amb una elevada
especificitat de substrat, tant en procariotes com en eucariotes superiors. L’ estricta
regulacio d aquestes ribonucleases és essencial, donat que € metabolisme de I'RNA
és essencial per al’ expressié géenica (Deutscher, 1988).

Pel que fa a les ribonucleases extracel -lulars, la funcié fisiologica és desconeix
encara en la majoria dels casos. Pel que fa a I'RNasa 1, S accepta que intervé
activament en processos digestius, sobretot en herbivors remugants, com a
consequéncia de la gran quantitat d RNA d’ origen microbia que s ha de degradar en
I"intesti d'aquests organismes (Barnard, 1969). Tanmateix S ha comprovat que
diversos membres de la superfamilia de I’RNasa A presenten accions biologiques
especials, a banda del ssimple paper degradatiu que classicament s ha establert per
aguests enzims. Aquestes ribonucleases s agrupen sota € terme ‘Risbases
(Ribonucleases endowed with special bioactions) (D'Alessio, 1997; Irie, 1997)
Aquest grup inclou, entre d'altes, les ribonucleases que presenten propietats
citotoxiques.

L es ribonucleases citotoxiques que s han descrit en humans son I’ ECP (RNasa 3),
gue presenta activitat antibacteriana, antivirica, cito-, neuro- i helmintotoxica; I’ EDN
(RNasa 2), amb una activitat helmintotoxica inferior, perdo també amb propietats
antiviriques, i més neurotoxica (Barker et al., 1989; Sorrentino i Libonati, 1997); la
ribonucleasa de plasma seminal (RNasa 4), que presenta activitats aspermatogenica,
immunosupressora, embriotoxica, antivirica i antitumoral (D'Alessio, 1997); i
I'RNasa 7, aillada recentment del teixit epitelial i que presenta activitat
antimicrobiana (Harder i Schroder, 2002). S han descobert altres ribonucleases
citotoxiques d’ origen no huma. Entre elles I’ onconasa (o P-30) aillada a partir dels
oocits de Rana pipiens, i dues lectines provinents de R. catesbeiana i R. japonica,
d origen amfibi; i laBS-RNasa, d' origen bovi (Matousek, 2001).

Aixi mateix, s'’ha comprovat que algunes ribonucleases extracel lulars tenen un
paper important en el control del creixement i del desenvolupament en eucariotes
(Benner i Allemann, 1989), i per tant s'engloben també en e grup de les Risbases.
Aquest és € cas de |’ angiogenina (RNasa 5), un enzim plasmatic que estaimplicat en
I’angiogénesi, estimulant la neovascularitzacio (Fett et al., 1985); i també de la
ribonucleasa de plasma semina (RNasa 4) (D'Alessio, 1997), implicada en €l procés
de fertilitzacié. Ara bé magrat que totes aquestes proteines tenen activitat
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ribonucleasa, sovint la relacio entre aquesta activitat enzimaticai lafuncié biologica
gue presenta cadascun dels enzims no és encara massa clara.

Les activitats especials de les ribonucleases han renovat I’ interes de la comunitat
cientifica en I'estudi d’'aguestes proteines, que han demostrat ser molt més que
simples enzims digestius (D'Alessio, 1993; Schein, 1997), obrint-se aixi noves vies
de recerca per ala generacio d agents terapéutics. Atenent a laimportancia d’ aguests
enzims, aixi com a |I’enorme varietat de funcions que exerceixen, se'ls considera,
juntament amb llurs inhibidors i activadors, prometedors agents terapeutics per al
tractament de patol ogies diverses.

De les diverses ribonucleases humanes descrites, el present treball de tesi se
centraen |’ estudi del’RNasa 1 o ribonucleasa pancreatica humana (HP-RNasa).

1.2. Lesribonucleases pancreatiques

1.2.1. La Ribonucleasa pancreatica bovina (RNasa A)

En qualsevol treball dedicat a I’estudi de les ribonucleases es fa inevitable fer
referéncia a la ribonucleasa pancredtica bovina o RNasa A (EC 3.1.27.5). Es
possiblement |a ribonucleasa més estudiada i una de les proteines més extensament
analitzada, degut a la seva facil purificacio, gran estabilitat i baix pes molecular.
S han publicat diferents treballs de revisié que recopilen lainformacié existent sobre
aquest enzim, entre les quals es poden destacar: Richards i Wyckoff (1971),
Blackburn i Moore (1982), Eftink i Biltonen (1987b), Parés et al. (1991), Nogués et
al. (1995), Cuchillo et al. (1997), Neirai Rico (1997) i Raines (1998).

L’RNasa A ha estat € model d estudi de les ribonucleases de tipus secretor. Es
per tot aixo que constitueix un punt de referencia obligat en I’estudi de qualsevol
membre d aquesta superfamilia. A més a més, i puix que presenta un percentatge
d'identitat de segtiéncia del 70 % amb la proteina objecte d aquest treball (I'HP-
RNasa), ésinteressant remarcar-ne les principals caracteristiques.

L’'RNasa A és una proteina monomeérica constituida per una cadena de 124
aminoacids, amb una massa molecular de 13683 Da i un pl de 9,6 (Anfinsen et al.,
1952; Smyth et al., 1963). Té 8 residus de cisteina que formen 4 ponts disulfur
intracatenaris (posicions 26-84, 40-95, 58-110 i 65-72), els quals contribueixen a
I’ elevada estabilitat de I’ enzim.

En I’estat natiu, I’RNasa A té una forma arronyonada, amb els residus del centre
actiu (His 12, Lys 41 i His 119) situats a llarg de la depressié central, i unes
dimensions aproximades de 3,5 x 4,5 x 3,1 nm (FIGURA 1.1). Té quatre residus de
prolina: Pro42, Pro93, Proll14 i Proll7. Els enllacos peptidics que precedeixen els
residus Pro93 i Prol14 estan en conformacio cis. Aquests dos residus de prolina es
troben en girs d'inversio de tipus VI (Chou i Fasman, 1977) en els costats oposats de
la proteina nativa.
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FIGURA 1.1.

Representacio de I'estructura
tridimensional de I’'RNasa A (7RSA;
Wlodawer et al., 1988). ol a a3, hélix-a;
Blap7, cadenesf.

L’'RNasa A catalitza el trencament dels enllagos 3'-5'-fosfodiester de les cadenes
senzilles d RNA mitjancant una reaccio en dues etapes (FIGURA 1.2). La primera
etapa és una reaccio de transfosforilacio des de la posicio 5 d’'un nucledtid a la
posicio 2' del nucleotid adjacent, formant-se un extrem 2,3 -fosfat ciclic i un extrem
5'-OH lliure. Durant la segona etapa es produeix la hidrolisi del fosfodiéster ciclic,
formant-se un grup 3 -fosfat terminal. La base en la posicié 3' de I’enllag que es
trenca ha d’'ésser una pirimidina. La reaccié de transfosforilacio es produeix a una
velocitat molt superior alad hidrolisi i ésreversible.

FIGURA 1.2.
OR (H) 0 0"
ey 1 \/ 2 oH
°=‘l’"‘° TRANSFOSFORILACIO 3 N HIDROLISI ~ O=p—0~
] OH Ao [s] o} OH
— = ~
——
D
CO‘W HaC yr HoC yr
Hy ¢'3 o (H)R-OH l|:' o 2 ‘Ii' "
0:;!-»—0' 0=|Il:|_o- O=l;—0'
éﬂ' OR' OR'

Esquema de les dues etapes de degradacio de I'RNA. Reproduit de Cuchillo et al. (1993). Ri R’:
cadenes de polinucledtid; Pyr: pirimidina.

Estudis sobre € mecanisme de catalis de I’'RNasa A (Cuchillo et al., 1993)
indiquen que no és correcte considerar la reaccié com un procés sequencial, amb la
formacio d’'un intermediari associat al’enzim, sind que més aviat s hauria de parlar
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de processos catalitics separats, fins a punt que lareaccié d hidrolisi practicament no
es produeix fins que no finalitza el trencament de tots els enllacos 3',5' -fosfodiéster
gue I’enzim té disponibles. Per aquesta rad, els autors suggereixen un canvi en la
classificacié de I’'RNasa A: I'enzim s hauria de catalogar com una transferasa i no
com una hidrolasa.

S'han proposat diversos mecanismes de catalisi per I’'RNasa A, d’entre els quals
el més acceptat és el delstreballs de Findlay et al. (1961 i 1962) , que fou modificat
per Roberts et al. (1969) i posteriorment refinat per Usher et al. (1970). En lacatalisi
intervenen principament els anells imidazol de dos residus d' His (FIGURA 1.3). En
I” etapa de transfosforilacio, la His12 actua com a base, desprotonant el grup O2' i la
His119 actua com a acid, protonant € grup O5’-R que s aliberai debilitant I’ enllag
P-O5', facilitant aixi I’atac de I’O2' sobre el fosfor. Aquestes funcions s'inverteixen
en |’etapa d’ hidrolisi, en la que la His119 actua com a base, captant un proté d’'una
molécula d’ aigua, mentre que la Hisl2 passa a actuar com a base, protonant el grup
0O2'. En totes dues etapes es forma un complex intermediari pentacovaent, on €l
fosfat adopta una configuraci6 de bipiramide trigonal, estabilitzada principalment per
la LysAl (Allewel et al., 1973; Borkakoti et al., 1983; Wlodawer i Sjolin, 1983).
Estudis posteriors sobre el mecanisme de catalisi van confirmar €l model inicial de
catalisi acid/base on participen els grups imidazol delsresidus His12 i His119 (Eftink
i Biltonen, 1987; Eftink i Biltonen, 1983; Herschlag, 1994).

FIGura 1.3.

Representacié del mecanisme de catalis de I’'RNasa A. Els residus Hisl2 i Hisll19 estan
involucrats en un mecanisme bifuncional acid-base. Reproduit de Cuchillo et al. (1997).
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L’enzim pot associar-se tant a desoxiribonucleodtids com a ribonucleotids, perd
nomeés pot hidrolitzar els darrers, ja que e grup 2'-OH de la ribosa és necessari pel
mecanisme catalitic.

L’RNasa A exhibeix una clara preferéncia per les pirimidines en la posicié 3' en
relacio a I'enllag fosfodiéster que s escindeix, hidrolitzant el substrat poli(C)
aproximadament 20 vegades més rapid que e poli(U). Tanmateix, |’ especificitat de
lareacci6 de transfosforilacié no és absoluta, jaque I’ enzim és també capac catalitzar
la degradacié del poli(A), per bé que amb una eficiéncia 10°-10* vegades inferior que
la del poli(U) (delCardayre i Raines, 1994; Sorrentino i Libonati, 1994).
Paral -lelament a aquesta especificitat primaria, s’ ha observat que la composicié dels
nucleodtids adjacents té una gran influéncia en I’ eficiencia catalitica (Kea/Kr) d’ aquest
enzim. S ha descrit una especificitat ‘ secundaria per la base del nucledtid en posicio
5 en relacio a I'enllag fosfodiéster que s escindeix, seguint |'ordre A>G>C>U
(Follmann et al., 1967; Rushizky et al., 1961; Witzel i Barnard, 1962). La segona
etapa de lareaccid és molt més especificai només s hidrolitzen els éstersfosfat ciclic
que tenen una pirimidina com a base nitrogenada (Cuchillo et al., 1993; Nogués et
al., 1995).

Estudis estructurals, cinétics i de modificacié quimica han proposat i demostrat
I’ existéncia de diferents subsetis enzimatics que contribueixen a la uni6 del substrat
polimeric (FIGURA 1.4). Els treballs on s ha estudiat la participacio dels diferents
subsetis de I’'RNasa A han estat revistats per Cuchillo et al. (1997), Gilliland (1997) i
Nogués et al. (1998).

Segons la nomenclatura introduida per Richards i Wyckoff (1971), B, Ri p fan
referencia al's subsetis per ala fixacio de bases, riboses i fosfats, respectivament. Es
defineix p; com el subseti catalitic on se situa €l grup fosfat de I’ enllag fosfodiéster
gue s escindeix, i B1R; com el subseti principal especific per pirimidines (posicio 3'
respecte a I’ enllag fosfodiéster que s escindeix). A més, donat que I’enzim mostra
preferencia per nucledtids de purinaen laposicio 5, s’ ha definit un subseti secundari
anomenat B,R,. De la mateixa manera, s han proposat altres subsetis d' unid de grups
fosfats a més de p;. Els més ben caracteritzats son po i p2, €ls quals es troben
adjacents a subseti catalitic en la direccio 5 i en la direccié 3', respectivament
(Mitsui et al., 1978; Paréset al., 1980).

Tres dels subsetis (B, B2 i Bs) interaccionen amb les bases dels substrat que
Suneix al’enzim. Tal i com s'ha esmentat, el subseti B; és especific per pirimidines
(Aguilar et al., 1992; McPherson et al., 1986) i presenta preferencia per citosina. Al
contrari, €ls subsetis B, i B3 S'uneixen a totes les bases, per bé que B, i B3 tenen
preferencia per purines (Boque et al., 1994; Irie et al., 1984b; Katoh et al., 1986;
Parés et al., 1980; Rushizky et al., 1961).

L’ eficiencia catalitica de I’ RNasa A s incrementa amb la longitud de la cadena de
I’oligonucledtid (Irie et al., 1984a; Irie et al., 1984b). El coneixement que es té de
I’estructura i localitzacié dels subsetis d’unié a fosfats, aixi com de les propietats
cinetiques de I’enzim, demostren que la millor eficiencia catalitica observada pels
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substrats d'elevat pes molecular s'origina per la uni6 multiple i cooperativa del
substrat amb I’ enzim (Cuchillo et al., 1997; Moussaoui et al., 1996).

FIGURA 1.4.
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Representacié esquematica de la interacci6 d’'un fragment d’'RNA amb I’'RNasa A. B, Ri p fan
referéncia als subsetis per a la fixacio de bases, riboses i fosfats, respectivament. B, és especific per
pirimidines i B, prefereix purines. Els mononucledtids 3'-pirimidina interaccionen a B;Rip; i €els
mononucledtids 5'-purina interaccionen a B,R,p;. El 3'-AMP interacciona a B,Ryp,. El centre
catalitic de I'’enzim se situa a p;. S'indiquen €els residus que podrien participar en cada subseti.
Reproduit de Parés et al. (1991).

Els residus més importants dels diferents subsetis han estat identificats per mitja
d’ estudis cinetics, estudis de modificacié quimica, estudis de complexos de I’'RNasa
A amb diversos analegs de substrat i també per mutagenesi dirigida. Aquests residus
sindiquen a la FIGURA 1.4. Tots aquests treballs es troben detallats a la revisio de
Nogués et al. (1998).

1.2.2. La Ribonucleasa pancreatica humana (HP-RNasa)

La ribonucleasa de pancrees huma (HP-RNasa 0 RNasa 1, segons la nomenclatura
de Zhou i Strydom; EC 3.1.27.5) és un dels enzims digestius que, sintetitzats ala part
exocrina d’ aguesta glandula, formen part del suc pancreatic. La seva quantitat en
aguest organ no és, ni de bon tros, tan elevada com ladel seu homoleg bovi, I'RNasa
A. S hasuggerit que la presencia de ribonucleasa de tipus pancreatic en vertebrats no
remugants podria ser un vestigi evolutiu, ates que aguests organismes no necessiten
aprofitar e fosfor ni el nitrogen intestinal d’ origen microbia (Barnard, 1969). Aixi
mateix, aquest enzim s ha localitzat també (tot i que en menor quantitat) en I’ orina,
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el plasma seminal, € cervell i € ronyé. En funcié del fluid o teixit d’'origen, la
ribonucleasa pancreatica pot presentar diferents patrons de glicosilacié (Sorrentino,
1998).

A diferéncia de la seva homologa bovina, I'HP-RNasa ha estat més dificil de
caracteritzar degut a la poca quantitat de proteina present en el pancrees i,
evidentment, a la dificultat d’ obtenir el teixit biologic d’ origen. Per tot aixo, la seva
purificacio fins a homogeneitat no es va aconseguir fins als treballs de Weickmann
(Weickmann et al., 1981; Weickmann i Glitz, 1982). La seva estructura primaria fou
determinada poc temps després per (Beintema et al., 1984), que va obtenir una
sequéncia en la qual mancava la Thr de I’extrem C-terminal. La preséncia d aquest
altim residu fou confirmada pel mateix grup i per (Ribo et al., 1994), mitjancant la
determinaci6 de la segiiencia de nucledtids del gen que la codifica.

L’HP-RNasa presenta un 70 % d'identitat de segiiencia amb la seva homologa
bovina, 'RNasa A, amb qui comparteix la capacitat de degradar |I'RNA
especificament a I'extrem 3’ de les bases pirimidiniques (veure FIGURA 1.5).
Tanmateix, I’enzim huma difereix en 42 posicions, incloent I’ extrem C-terminal, on
presenta una prolongacié de 4 residus (EDST), de manera que I’enzim esta format
per un total de 128 residus. Aixi mateix, cal assenyalar que I’ HP-RNasa presenta una
major proporcio de residus basics. | cal destacar també la presencia de set residus de
Pro, quatre dels quals es troben en la mateixa posicio en I’'RNasa A, mentre que €ls
altres tres hi son absents (posicions 19, 50i 101) (Beintemaet al., 1984).

FIGURA 1.5.
RNasa A KEPAAAKFEROHMDSSIISAYASSSNY CNOMMEESIRNE 35
HP-RNasa KENSIRAINKFOROHMDSPRISIESSSSIIY CNOMMERRRNY 35
RNasa A TIMBRCKPVNTFVHESLIADV QA CEIQMNVIACKNGQY 70
HP-RNasa TOIERCKPVNTFVHE[gL \YDVOWNVCIFO= CKNGQE 70
RNasa A NCY@SNSHVSII TDCR= SIYPNCAYNTHEOZAWNH 105
HP-RNasa NCY[NSNSEMg/1 TDCR|R SIRYPNCAY[RTSIM=NH 105
RNasa A 1 1VACEGNPYVPVHFDASV---- 124
HP-RNasa 1 1VACEGSPYVPVHFDASVEDST 128

Comparacio de les seqliencies d’aminoacids de I'HP-RNasa i I'RNasa A. Els residus assenyalats
en requadres negres corresponen a canvis en la seqiiencia. Alineacio realitzada utilitzant el programa
CLUSTAL w (1.82), Multiple Sequence Alignments (Thompson et al., 1994a).
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A partir d'estudis de caracteritzacié enzimatica, s observa que I’'HP-RNasa
catalitzala degradaci6é de I’'RNA seguint un mecanisme identic al descrit per I'RNasa
A. Aixi mateix, ambdds enzims coincideixen en presentar una marcada preferencia
pel trencament de poli(C) en relacié a poli(U), amb I’ optim d’ activitat proper a pH
8,0. No obstant, I’ HP-RNasa és més activa sobre RNA de doble cadenai té una accio
desestabilitzadora del DNA més important (Sorrentino, 1998).

1.2.2.1. Produccid heterologa de I’'HP-RNasa

Donada la dificultat d’ obtenir la proteina a partir de la seva font natural, diferents
laboratoris consideraren com aternativa |’ obtencié de I’ enzim mitjancant el clonatge
i I’expressio heterologa del gen que el codifica. S empraren sistemes d’ expressié tant
de tipus procariota com eucariota. Els darrers es van descartar ja que produien
proteina heterogénia, degut a la incorporacioé de glicosilacions (Bal i Batra, 1997,
Boix et al., 1996; Futami et al., 1995; Ribo et al., 1996; Russo et al., 1993).

En el nostre laboratori s opta també per la produccié heterdloga de I’ HP-RNasa,
emprant un gen sintétic (Ribd et al. 1996) i un sistema d expressié periplasmica
basat en el promotor del gen de|’RNA polimerasadel fag T7. Aquest mateix sistema
havia estat utilitzat per la produccié heterologa de I’'RNasa A amb resultats que
permetien |’ obtencié d entre 30 i 50 mg de proteina per litre de cultiu (Torrent et al.,
1999). Sorprenentment, els rendiments que es van obtenir amb I’enzim huma foren
molt inferiors (> 1 mg proteina per litre de cultiu), la qual cosa obliga a millorar €l
sistema de produccio heterologa de I’'HP-RNasa tant a nivell d’ expressio del gen com
de recuperacio de la proteina.

Aixi mateix, la producci6 de BS-RNasa mitjancant un sistema d expressio
cellular proporciona un elevat rendiment d' expressié del gen, el qual codifica per
una proteina que presenta un 80 % d'identitat de seqiiencia amb I’'RNasa A (Kim i
Raines, 1993). Aquest elevat rendiment Satribueix a |’estructura secundaria de
I’extrem 3' de I’m-RNA codificant per |I’enzim, tant anivell del primer triplet d’'inici
de la traduccié com de la sequéncia de Shine-Dalgarro, la qual € fa més facilment
accessible al ribosoma, i afavoreix el procés de traduccié (Li et al., 1991). Atenent a
aquest fet, es va procedir ala construccio d un gen hibrid que contenia la seqliencia
de I'extrem 5’ del gen de la BS-RNasa (triplets codificants pelsresidus 1 a 20) i la
segiencia del gen que codifica pels residus 21 a 128 de I’HP-RNasa (Canals et al.,
1999) (FIGUurRA 1.6A). Amb aquesta construccidO es va aconseguir conservar
I’estructura de I'extrem 5 de I'm-RNA codificant per I'enzim bovi i aixi afavorir
I’ expressio del gen. Aquest va presentar nivells d’ expressio similars als descrits per
laBS-RNasa. Tot i laintroducci6 dels 20 primers residus corresponents a I’ extrem
N-terminal de la BS-RNasa, el gen hibrid incorporava només 5 canvis respecte a la
seguenciade I’HP-RNasa salvatge (Canals et al. 1999) (veure FIGURA 1.6B).

Els rendiments finals de recuperacio de la proteina hibrida, que es va anomenar
PM5, seguien essent tanmateix notablement inferiors as obtinguts en la produccio
tant de la BS-RNasa com de I'RNasa A. Per aixo, i afi de millorar €ls nivells de
recuperacio de la proteina, es va procedir a substituir els residus de Pro extra de la
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sequéencia de I'HP-RNasa. Concretament les Pro de les posicions 50 i 101,
subgtituint-les pels aminoacids corresponents a les mateixes posicions en la
seguenciade I’RNasa A. L’ objectiu eramillorar les etapes de replegament i oxidacié
del procés de purificacié de I'HP-RNasa, mitjancant de I’ eliminacié dels passos de
plegament lent, possiblement promoguts per I'existéncia denllagos X-Pro en
conformacié cis. Cal esmentar que en e moment en que es van dissenyar aquestes
variants, I’ estructura tridimensional de I’HP-RNasa no es coneixiai que, per tant, no
era possible conéixer |’ estat isomeric dels seus enllacos X-Pro. Aixi es van obtenir
dues noves variants, anomenades PM7 i PM8, les quals incorporaven les
substitucions Pro50Ser i Pro101GIn sobre PM5, respectivament (FIGURA 1.6A). Amb
aquests canvis, € rendiment de recuperacio de proteina va millorar, tot i que
Sarribava a assolir els nivells obtinguts amb les dues ribonucleases bovines
homologues de I’ HP-RNasa préviament esmentades (Canals et al., 1999; Ribo et al.,
2001).

FIGURA 1.6.
A.
HP-RNasa
1
BS-RNasa
1 20 124
l Substitucié del fragment codificant pels residus 21 a
124 de la BS-RNasa pel fragment codificant pels
residus 21 a 128 de I'HP-RNasa
1 20 128
1 20 50 128
1 20 101 128
PM9 _ A4R ABK E9Q G16D N17S
1 20 128
B.
HP-RNasa 1 KES KHOJRQHMDSBESPS 20
PM5 1 KES KHSRQHMDSEINSPS 20

Esquema de I’abtencié de les proteines hibrides PM5, PM7, PM8 i PM9. (A) Esquema global
d’ obtenci6 de la construccio hibrida PM5, a partir dels gens codificants per la BS-RNasa (en groc), i
I"HP-RNasa (en blau). (B) Comparacié de les seqiiéncies corresponents a I’extrem N-termina de
I"HP-RNasai PM5. Ambdés segments es diferencien en només 5 posicions (ombrejat en blau).
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Per dltim, a partir de PM5 es va redissenyar el gen de |I'HP-RNasa salvatge,
eliminant les 5 diferencies existents i intentant mantenir I’extrem 5’, afi d’ assegurar
I’estructura de I'm-RNA que permetia els elevats nivells d'expressié del gen.
Aqguesta nova construcci6, corresponent a I’enzim salvatge, es va anomenar PM9
(FIGURA 1.6A).

Totes les construccions esmentades van permetre |’ obtencié de proteines pures i
homogenies, que presentaren unes caracteristiques cinetiques similars a les
presentades per I'RNasa A (Canals et al. 1999; Ribd et al. 2001). Es important
remarcar no obstant, que la termoestabilitat de les proteines hibrides (PM5, PM7 i
PM8) va ser superior a la de la proteina salvatge (PM9) (Benito et al., 2002).
Recentment s ha descrit que la major estabilitat enfront de la temperatura de PM5
respecte a PM9 és deguda al’ eliminacié de dos residus basics de |’ extrem N-terminal
(R4A i K6A), la qual cosa afavoreix un increment de I"hel-lipticitat de |’ extrem N-
terminal de la proteina (Benito et al. 2002).

La contribucié dels residus de Pro a un replegament més lent només podia
evidenciar-se per mitja de la resolucio de les estructures cristal-lografiques
corresponents a cadascuna de les construccions (PM5, PM7 i PM8). Tanmateix,
només les dues darreres estructures es van poder resoldre per cristal-lografiac PM7 i
PM8. Aquestes van demostrar que les tres Pro extres de I’ HP-RNasa es trobaven en
configuracié trans, de manera que es descartava la possibilitat que I’ increment en el
rendiment de purificacio de la variant PM7 fos degut a la pérdua de la conformacio
cis de I'enllag Glu49-Pro50, el qual s havia postulat que podria ser en part el
responsable d’introduir etapes lentes durant €l replegament de I’'HP-RNasa. De tota
manera, €ls residus de Pro poden afectar la cinética de plegament encara que no
formin un enllag cis amb e residu precedent, tal com passa amb la Proll7 de
I"RNasa A (Dodge i Scheraga, 1996; Houry et al., 1994). El sol fet de presentar tres
residus de Pro més que I’RNasa A ja pot ser motiu suficient per a dificultar €l procés
de plegament de I’ HP-RNasa. De fet, per bé que la substitucio de la Pro50 pel residu
present a la mateixa posicié en I’'RNasa A contribueix a una millora en € rendiment
de la purificacio, aguest rendiment no arriba a ser equiparable a I’obtingut per
I’RNasa A.

1.2.2.2. Determinacio de I’estructura tridimensional de I’HP-RNasa: PM7 i PM8

Gracies a I’augment dels rendiments d’ obtencié de forma pura i homogénia tant
de les diferents variants de I"'HP-RNasa com de la proteina salvatge, va ser possible
abordar estudis estructurals (Canals et al., 2001; Pous et al., 2000). Aixi, es van
assgjar diverses condicions de cristal -litzacio. Mentre que la proteina salvatge no va
cristal-litzar en cap de les condicions utilitzades, per les proteines PM7 i PM8 si que
es van obtenir cristalls, els quals van permetre la resolucioé de la seva estructura
cristal -lografica.

L’ obtencié en primer lloc de I’ estructura de PM7 (Pous et al., 2000) suposa la
primera aproximacié per difraccio de raigs X al’ estructura tridimensional de I’HP-
RNasa. Com ja s’ ha detallat, les Uniques diferéncies a nivell de seqliencia entre PM7
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I 'HP-RNasa es troben a les posicions 4, 6, 9, 16 i 17 de |’ extrem N-terminal, i ala
posicio 50 localitzada al llag Bla3. Donats els pocs canvis que incorpora PM7, la
seva estructura es pot considerar com a representativa de la de I’ HP-RNasa salvatge.

PM7 va presentar una estructura tridimensional (FIGURA 1.7A) practicament
identica a la de la seva homologa bovina, mostrant els mateixos elements
d estructura secundaria i una arquitectura del centre catalitic i dels subsetis no
catalitics també similars, fet que permet explicar la similitud de comportament
cinetic entre I’'HP-RNasa i I'RNasa A. Aixi mateix, lainformacié obtinguda a partir
de |’ estructura de PM7 descarta la possibilitat que I’ extrem C-terminal de la proteina
humana adopti una estructura en hélix a, tal i com s havia proposat en el treball de
Bal i Batra (1997) a partir de prediccions basades en andlisis per dicroisme circular.
Segons les dades extretes de PM7, aguest extrem de la proteina presenta una
I’ estructura en cadena 3, com a minim fins a residu 126. Les principals diferéncies
pero entre |’HP-RNasa i I’RNasa A es troben en els llacos que connecten els diversos
elements d’ estructura secundaria, especialment els llagos a2p1, B2B3 i B4B5, els
quals, tal i com es veura més endavant, son importants en el reconeixement de les
diferents ribonucleases pel seu inhibidor proteic o hRI (Pous et al. 2000).

L’ estructura de PM8 (Canals et al. 2001) va resultar ser dimérica, presentant un
intercanvi dels dominis N-terminals entre les dues subunitats del complex. Aquest
intercanvi es manté gracies les interaccions promogudes pel canvi de la Prol01 per
un residu de GIn (FIGURA 1.7B), ja que aguest residu estableix quatre ponts
d hidrogen amb els residus Ser20. Aixi, cadascun dels dos residus GIn101 del dimer
estableix tres enllacos per ponts d’ hidrogen, un amb €l residu Ser20 de la seva propia
cadena, i €els altres dos amb el residu Ser20 de I'altra cadena, a més a més de
participar en interaccions d’ apilament amb la Pro19 i la Tyr25. La GIn101 promou
també I’ establiment de dos ponts salins intermoleculars, que tenen Iloc entre residus
molt propers. el Glul03 d' una cadena i I’Argl04 de la cadena veina, les cadenes
laterals dels quals s enfronten entre molécules diferents tal i com es mostra a la
FIGURA 1.7C. Aquest conjunt d’interaccions es produeixen en |’ anomenada interficie
secundaria o oberta del dimer, és a dir, en la regié6 d’interaccié entre les dues
subunitats on no participa el domini intercanviat.

Tot i I'intercanvi, la posicié relativa que prenen els dominis N-terminal d’ una
moléculai C-terminal de I’ altra és, per a cada conjunt, la mateixa que prenen a les
estructures monomeriques de PM7 o I’'RNasa A. Per tant, I'estructura de cada
subunitat, tot i estar formada per dues cadenes, és molt similar ala descrita per PM7,
mantenint-se fins hi tot els centres actius que en PM8 sdn mixtes. Aquest tipus
d'intercanvi per alaformacio de dimers no és nou en e mon de les ribonucleases, ja
gue s han descrit estructures dimeériques per intercanvi de dominis N-terminal en el
cas de|’RNasa A (Liu et al., 1998) i de la BS-RNasa (Mazzarella et al., 1993). Cal
esmentar que |’ estructura quaternaria global de PM8 si que és totalment diferent ala
descrita per les atres formes dimériques. Al contrari del que passa amb el dimer
natural de la BS-RNasa (veure APARTAT 1.3.4), no existeix cap tipus d'interaccio
covaent entre les dues cadenes que formen e dimer de PM8. Aixi, I'estructura
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dimerica es manté gracies a interaccions no covalents localitzades tant a I’ anomenda
interficie primaria (conjunt d'interaccions entre residus del domini N-terminal i
residus del domini C-terminal) com en lainterficie secundaria.

FIGURA 1.7.

Interficie
secundaria

Representacio de les estructures tridimensionals de les variants PM7 i PM8. (A) Representacio
tridimensional de PM7. (B) Representacio tridimensional de PM8 dimérica. (C) Detal de la regié
emmarcada, on es mostren les interaccions que tenen lloc a la interficie secundaria. Els ponts
d’ hidrogen, tant intramoleculars com intermoleculars, que s estableixen entre les GIn101 i les Ser20
de totes dues cadenes s'indiquen mitjancant linies discontinues vermelles. Els parells ionics
antiparal -lels (residus Glu103 i Argl04 de totes dues cadenes) estan representats per esferes blanques
amb € signe de la seva carrega corresponent. Figures creades amb MOLMOL (Koradi et al., 1996).

1.3. Ribonucleases amb activitats biologiques
especials

L’interes en I’estudi de les ribonucleases més enlla del simple rol com a model

proteic que han exhibit historicament, ha renascut arran del descobriment de

ribonucleases amb funcions especials (Risbases) (veure APARTAT 1.1.2). Aquestes
ribonucleases presenten un ampli rang d’ accions biologiques, a més del simple paper
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digestiu i de la seva participacié en el manteniment del contingut cel-lular d’ RNA.
Per aguesta rad, aquests enzims presenten un important potencial com a agents
terapéutics per a determinats desordres humans, incloent el cancer i I'HIV, ja sigui
per si sols 0 en conjugacio amb altres molecules transportadores selectives (Rybak i
Newton, 1999). Per altra banda, presenten també la possibilitat de servir com a
marcadors moleculars de disfuncions biol 0giques especifiques.

Les ribonucleases d’'agquest grup presents en fongs, bacteris i plantes superiors
estan implicades en processos tant diversos com la defensa de I'hoste o les vies
fisiologiques de mort cdl-lular (Rybak i Newton, 1999). Pd que fa as vertebrats,
existeixen certs membres de la superfamilia de I’'RNasa A que presenten activitat
citotoxica especificament sobre cél-lules malignes, desencadenant la resposta
apoptotica. Entre ells varies ribonucleases d’ origen amfibi, I’onconasai dues lectines
(provinents de Rana pipiens, R. catesbeiana i R. japonica, respectivament) i laBS-
RNasa, d’'origen bovi. | d'atres, com I'angiogenina, capaces de promoure el
desenvolupament de nous vasos sanguinis.

En e cas de les ribonucleases citotoxiques, aguesta activitat s explica per la seva
acci6 catalitica sobre els RNAs cel lulars, fet que provoca la inhibicié de la sintes
proteica i, en consequencia, la mort de la cel-lula. Degut a aguesta capacitat, les
ribonucleases poden considerar-se com a toxines potencias, oferint una alternativa a
les toxines bacterianes i vegetals classiques i al's agents quimioterapéutics estandard
(que actuen degradant el DNA).

Els factors que determinen les funcions especias de les ribonucleases inclouen la
sevainternalitzacié en I'interior de la cél-lula, unaruta de transit intracel -lular que les
condueixi al compartiment en el qual se situa el seu substrat, una estabilitat suficient
per a conservar |'activitat enzimatica en condicions fisiologiques i la capacitat de
catalitzar aquest substrat tot i la presencia d’'inhibidors. Tot seguit es descriuen les
principals ribonucleases amb activitats especials (I’angiogenina i les ribonucleases
citotoxiques), que resulten interessants per a comparar |I’enzim objecte d’ estudi del
present treball: I'HP-RNasa.

1.3.1. a-Sarcina

Aquesta ribonucleasa pertany a la familia de I’RNasa T;. Es tracta d’un enzim
basic, no glicosilat, de 17.000 Da de massa molecular, aillat a partir del fong
Aspergillus giganteus (MDH18894) (Olson i Goerner, 1965; Olson et al., 1965). La
seva funcio biol ogica precisa es desconeix, tot i que es creu que esta relacionada amb
el metabolisme de I’RNA per lanutrici6 o ladefensadel fong que la produeix.

Aquesta ribonucleasa ha demostrat ser capag d’'inhibir el creixement de tumors en
ratolins, concretament del sarcoma 180 i del carcinoma 755 (Olson i Goerner, 1965).
Tanmateix, i malgrat els prometedors resultats inicials, les analisis cliniques van
mostrar la poca efectivitat d’ aguest enzim com a agent quimioterapéutic, a causa de
la seva poca especificitat i dels efectes secundaris que provoca. Tot i aguestes
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objeccions, alguns autors van reprendre I’ estudi d’aguest enzim, essent la primera
ribonucleasa a ser utilitzada com a domini toxic en la generacié d’immunotoxines
(Conde et al., 1989; Wool, 1997). L’ efectivitat terapeutica d’ aquestes construccions
pero, tampoc va demostrar ser satisfactoria.

La sevatoxicitat ésfruit de lainactivacié dels ribosomes mitjancant el trencament
del deI'’rRNA 28S (Endo et al., 1993a; Endo et al., 1993b), a nivell d’ una seqliiencia
especifica i molt ben conservada. Per evitar ser malmés per la seva propia toxina,
Aspergillus la produeix en forma de protoxina (Endo et al., 1993a; Endo et al.,
1993b), la qual no és activada fins al moment de la seva secrecio. El mecanisme pel
qual aguest enzim S'internalitza en les cel-lules sobre les que actua és encara
desconegut, tot i que sembla ser que no interacciona amb cap receptor proteic
especific.

1.3.2. Onconasa

L’ onconasa, o P-30, és una proteina purificada inicialment a partir d’embrions i
d' odcits de Rana pipiens que ha demostrat una important activitat citotoxica. Es
tracta d’una proteina de 104 residus, molt basica, amb una massa molecular de
11.816 Dai que presenta un 28 % d homologia de seqiiénciaamb I’RNasa A (Ardelt
et al., 1991). Presenta 4 ponts disulfur, tres dels quals es conserven en I’'RNasa A.
L’enllag Cys65-Cys72 és substituit en I’onconasa per un enllag Cys87-Cysl104.
Aquestes diferencies estructurals incrementen extraordinariament la seva estabilitat
(la Ty, de I’onconasa és de 90°C, gairebé 30°C més que I'RNasa A) (Leland et al.,
1998). L’ eliminacio del pont disulfur C-termina no nomeés afecta I’ estabilitat de
I’ enzim, siné que a més en compromet |a citotoxicitat.

Una de les mgjors diferéncies estructurals entre I'RNasa A i |’ onconasa es troba a
I’extrem N-terminal. En I’'RNasa A, la Lysl s'exten lluny del centre catalitic de la
proteina. En canvi en |I’onconasa, € primer residu de la sequéncia, la Glul, cicla a
acid piroglutamic (Pyrl), e qua plega I'hélix-o. N-terminal contra €l cos de la
proteina, per mitja de la formacié de ponts d’ hidrogen amb €l residu Val96 (situat en
lafullap del’extrem C-terminal) i amb laLys9, un residu del centre actiu encarregat
de la interacci6 amb els grups fosfat del substrat (Mosimann et al., 1994). Per les
caracteristiques del seu extrem N-terminal, juntament amb la participaci6 del residu
C-terminal en la formacié d'un pont disulfur, I'estructura tridimensional de
I’ onconasa és molt més compacta que lade I’RNasa A.

A I'igual que l’RNasa A, |’onconasa catalitza el trencament en I'RNA de I’enllag
P-O° al’extrem 3' de nucledtids de pirimidina. Els principals residus implicats en la
catdlisi de I’'RNasa A es conserven en |’onconasa, fet que suggereix que ambdues
proteines utilitzen un mecanisme similar de catalisi. Malgrat aixo, cal remarcar la
importancia del residu de Pyr N-terminal en I’ activitat de I’enzim. Tot i que € seu
paper no és encara del tot conegut, la no ciclacio de la Glu a Pyr com a conseqliencia
de la preséncia d'un residu extra a I’extrem N-terminal (fet que es produeix, per
exemple, quan |’onconasa s expressa de forma recombinant en el citoplasma de
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cél-lules bacterianes) disminueix drasticament [I'activitat enzimdtica i, en
consequéncia, les seves propietats citotoxiques (Boix et al., 1996). Ja que, tot i ser
1000 vegades menys activa que I'RNasa A (Ardelt et al., 1991), I'activitat de
I onconasa ha demostrat ser essencial per la seva toxicitat (Newton et al., 1994; Wu
et al., 1993).

Les conseqguiencies fisiologiques de la seva accié catalitica fan de I’onconasa un
agent citostatic, aturant el cicle cel-lular a la fase G1 (Darzynkiewicz et al., 1988;
Juan et al., 1998); i citotoxic (Wu et al., 1993). Les cdl-lules en proliferacio activa
sOn més sensibles a I’ accio citotoxica de I’ onconasa que les quiescents (Smith et al .,
1999). L’ onconasa té també una acci6 antivirica, inhibint la replicacio de I'HIV-1 a
través de la seva activitat sobre |’ RNA viral (Saxena et al., 1996).

Actualment, I’onconasa es troba en fase |11 d assgjos clinics per a tractament del
mesotelioma maligne i de I’adenocarcinoma pancreatic (Mikulski et al., 2002).
Malgrat ser una proteina d origen amfibi, la similitud que mostra respecte la seva
homologa humana fa que sigui ben tolerada pel sistema immunologic, provocant
només toxicitats moderades i reversibles després d’ administrar-se repetidament. Els
assgjos clinics de fase | i 11 en humans pel tractament de diversos tumors solids,
incloent cancer de pulmé i de pancrees, van mostrar un impacte favorable en la
supervivencia dels pacients, amb efectes secundaris lleus i reversibles, consistents
basicament en toxicitat renal (Mikulski et al., 1998). Aquest enzim s ha utilitzat en
assgjos clinics també en combinacié6 amb atres agents quimioterapeutics, per tal
d evitar € fenomen de resisténcia tumoral ales drogues; i com a component toxic en
la generacié d immunotoxines (Newton et al., 2001; Vasandani et al., 1999).

1.3.3. Lectines de Rana catesbeiana i R. japonica (cSBL i jSBL)

Les lectines son proteines ampliament distribuides en animals, plantesi fongs, que
S uneixen especificament als receptors d’ acid sialic de superficie cel -lular (per laqual
cosa reben el nom de Sialil glicoprotein Binding Lectin o SBL). Es caracteritzen per
la seva capacitat d’'aglutinar cel-lules via reconeixement d'estructures glucidiques
concretes.

Al llarg d' una série de treballs encaminats a I’ estudi dels factors de creixement
implicats en e desenvolupament dels ous i els embrions d’amfibi, es van descobrir
dues lectines amb activitat ribonucleolitica, que compartien e 80 % de la seva
seqguencia (Titani et al., 1987). S havien purificat a partir dels oocits de Rana
catesbeiana i de R. japonica, i eren ser capaces d aglutinar especificament cel-lules
tumorals (Sakakibara et al., 1976). La seva citotoxicitat va demostrar ser similar ala
presentada per I’ onconasa (Nitta et al., 1993), amb la que compartien una homologia
de sequencia del 50 %. Degut a la seva estructura, es van incloure dins la
superfamilia de I’RNasa A, amb qui mostraren una homologia de seqiiéncia del 28 i
del 37 %, respectivament (Kawauchi et al., 1975; Lewis et al., 1989; Nitta et al.,
1993).

19



1. Introduccié

L’ estructura de la lectina provinent de R. catesbeiana (cSBL) és similar a la de
I’onconasa. Presenta 4 ponts disulfur en les mateixes posicions, i té també una
elevada termoestabilitat (T1>75°C). L’estructura de la lectina provinent de R.
japonica (jSBL) de moment no ha estat tant ben caracteritzada, perd conserva els
mateixos residus de Cysi una estabilitat també similar a la de I’ onconasa. Ambdues
lectines catalitzen e trencament en I'RNA de I'enllag P-O° a costat 3 dels
nucledtids de pirimidina i la seva activitat enzimatica és essencial per a la toxicitat
(Nittaet al., 1993).

1.3.4. BS-RNasa

Les glandules seminals bovines produeixen la proteina BS-RNasa, la qual es
localitza en el fluid seminal a una concentracié d’'1,5 mg/ml (D'Alessio, 1993).
Aquest enzim, que en la seva forma monomerica presenta una massa molecular de
13.600 Da, pertany a la superfamilia de I’'RNasa A, amb qui presenta un 80 %
d homologia de sequiéncia (Suzuki et al., 1987), i ésI’anic membre d aquest grup
d’ enzims que presenta estructura quaternaria.

La BS-RNasa és una proteina homodimerica, cadascuna de les subunitats de la
qual esta formada per 124 residus i presenta 4 enllacos disulfur. Els dos monomers
S interconnecten mitjancant dos ponts disulfur addicionals intercatenaris (Cys31-
Cys32 d'una subunitat i les Cys31-Cys32 de I'dtra), donant lloc a dues formes
dimériques que coexisteixen. En la primera, cadascuna de les subunitats reté el seu
propi extrem N-terminal. En la segona, €ls dos monomers intercanvien aguest
segment (Kim et al., 1995b; Piccoli et al., 1992) i, com a consequéncia d aquest
intercanvi, el centre actiu de cada monomer esta constituit per residus que pertanyen
al’atre: laHis 12 d’una subunitat, i laHis 119 provinent de I’ dtra.

A I'igua que la seva homologa pancredtica, |la BS-RNasa té activitat ribonucleasa
pirimidina especifica i un mecanisme de catdlisi similar, en dues etapes. Pero es
diferencia per presentar mes activitat enfront d RNA de doble cadena i d hibrids
RNA-DNA (Thompson et al., 1994b). Les activitat biologiques d aguest enzim son
estrictament dependents de |a seva activitat ribonucleolitica (Rybak i Newton, 1999).

El seu paper fisiologic sembla estar relacionat amb un efecte immunosupressor,
que protegeix les cél-lules espermatiques del fluid seminal del sistemaimmunitari de
I’ organisme femella. S'ha comprovat també gque la BS-RNasa exerceix una potent
accio citotoxica especificament contra cel -lules tumorals, tant en experimentsin vitro
com in vivo. Les bases d aquesta especificitat, pero, es desconeixen Totes aguestes
activitats son també estrictament dependents de I’ activitat ribonucleolitica de la
proteina (D'Alessio, 1997). Les propietats citotoxiques de la BS-RNasa estan
associades només a la forma dimeérica de I’enzim amb els extrems N-terminal
intercanviats (enzimaticament activa) (Soucek et al., 1996).
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1.3.5. Ribonucleases derivades d’ eosinofil: ECP i EDN

Els leucocits eosinofils son les cél-lules encarregades de la primera linia de
defensa de I’ organisme contra lainvasio de parasits, i poden presentar també activitat
antitumoral. Aquestes cel -lules es caracteritzen per tenir una gran quantitat de granuls
citoplasmatics, que aliberen el seu contingut al medi en resposta a una infeccio
parasitaria 0 a una reaccio d hipersensibilitat (Gleich et al., 1995). Algunes de les
proteines incloses en aquests granuls son citotoxiques, i entre elles trobem la
neurotoxina derivada d’ eosinofil (EDN, RNasa 2), que també pot trobar-se a fetge,
pulmd i placenta; i la proteina cationica d’ eosinofil (ECP, RNasa 3). Tanmateix, els
mecanismes pels quals aguests enzims arriben a I’interior de la cél-lula diana es
desconeixen.

L’EDN (18,4 kDa) i I'ECP (15,5 kDa) son dues proteines basiques amb activitat
ribonucleasa, que comparteixen el 65 % de la sequiéncia aminoacidica, i homologues
a I’'RNasa A, amb qui presenten un 30 % d’homologia de sequéncia. L’activitat
enzimatica de I'EDN i I’'RNasa A és equivalent, pero la de I'ECP és 100 vegades
inferior (Gullberg et al., 1986). Ambdues proteines estan glicosilades, i la
composicio d hidrats de carboni de I'EDN depen del teixit d’origen (Newton i
Rybak, 1998; Y amashita et al., 1986) han descrit |’ existéncia natural d’ una variant “-
4EDN”, en la qual hi ha quatre residus addicionals en |’ extrem N-terminal (SLHV).
Aquesta variant de |’ enzim presenta propietats citotoxiques contra cel -lules tumorals
del sarcoma de Kaposi (KS). Larad per la qual aguesta proteina és processada post
traduccionament per a donar lloc a la forma nativa predominant, I'EDN, es
desconeix.

El seu Us en estudis clinics antitumoral s es va descartar a causa de la seva elevada
toxicitat sobre les cél-lules nervioses (Youle et al., 1993), ja que provocaven rigidesa
muscular, ataxiai paralisi quan s’ injectaven en models animals. Posteriorment es van
utilitzar com a component toxic en la generacié d immunotoxines (Deonarain i
Epenetos, 1998; Newton et al., 1994), augmentant Ilur especicificitat d' accio i
eliminant els efectes secundaris derivats de la seva neurotoxicitat. L’EDN, a més de
I’ activitat neurotoxica que comparteix amb I'ECP, té també una accié antivirica,
actuant en els mecanismes de defensa de | hoste. L’ ECP en canvi, presenta un ventall
més ampli d’accions, que inclouen I'activitat citotoxica contra bacteris, parasits
helmints, virus RNA de cadena simple i cél-lules de mamifer infectades o danyades.
En I'ECP i I’'EDN I'activitat ribonucleolitica és essencia per a les funcions
neurotoxicai antivirica, pero no per les activitats antiviricai antihelmintica de I’ ECP
(Domachowske i Rosenberg, 1997).

1.3.6. Angiogenina
L’ angiogénesi és un procés complex i altament regulat que condueix alaformacio

de nous vasos sanguinis. També esta associat a situacions patol ogiques, en particular
la neoplasia. S han identificat diversos factors angiogénics, entre ells I’ angiogenina
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(Vallee i Riordan, 1997), una ribonucleasa basica (pl>9,5) que pertany a la
superfamilia de I’'RNasa A, amb la qual mostra un 33 % d’identitat de sequiencia.
Respecte la seva homologa bovina, |I'angiogenina conserva els residus del centre
actiu (Hisl3, Lys40 i Hisl14), i degrada preferencialment I’ extrem 3 de nucleotids
de pirimidina, tot i que la seva activitat és diversos ordres de magnitud inferior.
L’ angiogenina humana esta formada per 123 residus, i li manca €l pont disulfur que
en I’RNasa A uneix els residus 65-72 (Beintema et al., 1988), els quals formen part
d'un seti d'unié a substrat. En I’angiogenina, es creu que aguesta regié esta
involucrada en la interacci6 amb receptors de superficie cel-lular (per ara
desconegut), critics per a la resposta angiogenica (Shapiro i Vallee, 1989), perd que
actuen en detriment de la seva activitat catalitica.

L’angiogenia s'uneix a les cel-lules endotelials, fibroblasts i miocits. Aquesta
interaccié condueix a la produccié de missatgers secundaris, fet que explica |’ efecte
mitogenic d’ aguesta proteina, estimulant la proliferacio cel-lular. Diversos estudis
han demostrat també que I’angiogenina és internalitzada per endocitosi i que
sacumula a nucléol, on probablement actua sobre I'rRNA. La sequéncia de
transport nucleolar RRRGL (residus 31 a 35) és la responsable aquesta localitzacio.
Tanmateix, es desconeixen encara els detalls precisos del transit intracel -lular que la
condueix ala seva destinacio final, € nucléol. Des d’ aquest compartiment pot actuar
o bé com agent regulador de la transcripcié de determinats gens, o bé sobre la
biosintesi dels ribosomes. El que si s'ha demostrat és que la capacitat angiogenica és
totalment dependent de la seva activitat ribonucleolitica en el nucléol (Vallee i
Riordan, 1997).

L’ angiogenina és una proteina extracel -lular sintetitzada pel fetge, que circula pel
plasma huma en forma ja activa i a una concentracié de 250-500 ng/ml. Malgrat
aixo, no provoca la proliferacié de nous vasos sanguinis de manera indiscriminada.
Una explicacié a aquesta paradoxa és que les cél -lules endotelials no son sensibles a
I” angiogenina en condicions normals. D’ acord amb aquesta hipotesi, s ha comprovat
gue en condicions de cultiu in vitro, les cél-lules endotelials confluents no son
sensibles a |’ angiogenina aplicada a medi. Per contra, cultius esparsos si que ho son,
fet que promou la sintesi de nou DNA i la proliferacié cel-lular. Aquests resultats
suggereixen que només les cel-lules no confluents expressen un receptor per a
I”angiogenina. Aixi doncs, €l paper de I’angiogenina plasmética podria ser € de
promoure la cicatritzacio de ferides que han afectat a teixit vascular (Badet, 1999).
Quan una lesi6 provoca una certa péerdua dintegritat vascular, la consequent
disrupcié en la confluéncia de les cél-lules endotelials promoura una acumulacié
local d’angiogenina, la qual al seu torn facilitara la neovascularitzacio i la reparacio
del teixit danyat. En determinats tumors solids, les cél-lules malignes alliberen
angiogenina a medi per tal de promoure la formacié de nous vasos sanguinis per
irrigar a tumor en formacié i permetre el seu creixement. La utilitzacio de molécules
inhibidores de I’ angiogenina, com ara anti cossos monoclonals dirigits especificament
contra ella o I’ angiostatina, ha mostrat ser una bona terapia per atacar I’ angiogenesi i
frenar el creixement tumoral (Hu et al., 1997; Valleei Riordan, 1997).
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1.4. Factors que poden determinar la citotoxicitat de
lesribonucleases

1.4.1. Uni6 a superficie cel-lular

Per exercir les seves propietats citotoxiques, una ribonucleasa ha d assolir
I"interior cel-lular. La unié a la superficie de les membranes plasmatiques es pot
produir de dues maneres, o bé a per la interaccio amb receptors proteics de
superficie, o bé per mitja d'interaccions electrostatiques entre I’enzim i els hidrats de
carboni lligats als lipids o a les proteines de la membrana, encarregats de conferir la
carrega negativa present a la cara externa de la bicapa lipidica. Aixi doncs,
I’ especificitat de la interacciéo de les ribonucleases amb les cél-lules pot venir
determinada o bé per proteines de membrana especifiques, o bé per agrupacions més
0 menys especifiques de lipids.

Per ales dues lectines citotoxiques provinents de R. catesbeiana i R. japonica s ha
descrit una interacci6 especifica amb glicoproteines de superficie en linies cel-lulars
tumorals (Nitta et al., 1994). Per a I’onconasa i la BS-RNasa s han descrit també
llocs especifics d’ unié a membrana (Bracale et al., 2002; Kim et al., 1995a; Leland i
Raines, 2001), perdo no s ha identificat |’ existencia de cap receptor proteic. Certs
autors suggereixen que la internalitzacié d aquestes proteines es produeix mitjancant
un mecanisme no dependent de receptor especific (Haigis et al., 2002; Mastronicola
et al., 1995; Olmo et al., 2001).

S'ha demostrat que molécules carregades positivament interaccionen més
facilment amb els glicolipids i les glicoproteines de la superficie cel-lular, que estan
carregats negativament. | es postula que aguesta interaccio promou la internalitzacio
d aquestes molecules. Aixi mateix, moltes linies cel-lulars tumorals presenten una
quantitat superior de fosfolipids a membrana plasmética en relacio a llurs
corresponents no tumorals, fet que els confereix una carrega més electronegativa
(Ran et al., 2002). Aix0 determina que la basicitat d’ una molecula sigui una propietat
molt interessant quan hom es planteja desenvol upar-la com a agent quimioterapeutic,
ja que pot facilitar la seva interaccio6 amb les membranes i la seva posterior
internalitzacio.

En base a aquestes dades, la ‘cationitzacid’ es considera una estrategia per
promoure la internalitzacié cel-lular de proteines. D’ acord amb aixo, la modificacio
guimica de grups carboxil de I’'RNasa A i I"'HP-RNasa ha demostrat promoure
I"adquisicié de propietats citototoxiques per part dels enzims (Futami et al., 2001;
Futami et al., 2002). En agquest sentit cal fer referéncia a estudis previs en els quals
safirma que la BS-RNasa pot permeabilitzar membranes sintétiques neutres o
carregades negativament gracies a la seva basicitat (Mancheno et al., 1994). Aixi
mateiX, recentment s'ha suggerit que |’ activitat bactericida de I’ ECP esta relacionada
amb aminoacids basics de la seva superficie (Carreras et al., 2003).
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1.4.2. Viesdetransit intracel-lular i translocacié al citoplasma

S ha demostrat que I’RNasa A nativa només és citotoxica quan és introduida de
manera artificial a l’interior d’una cél-lula (Rybak et al., 1991; Saxena et al., 1991;
Smith et al., 1999). En canvi, |’ onconasa provoca apoptosi tant si és aplicada al medi
com s és microinjectada en les cdl-lules (Smith et al., 1999). Aquests resultats
indiquen que la toxicitat de les ribonucleases depen de la seva internalitzacio, i que
és independent de processos de senyalitzacié mediats per receptors de superficie
cellular. Aixi doncs, afi d exercir la seva activitat, una ribonucleasa citotoxica ha de
ser capag d’internalitzar-se en les cél lules diana.

En el casdelaBS-RNasa (Bracaleet al., 2002), I’onconasai I’ RNasa A (Haigis et
al., 2002), els enzims penetren en la cél -lula via endocitosis mediada per endosomes
acidics. Per als dos darrers enzims, aguest mecanisme ha demostrat ser clatrina- i
dinaminaindependent (Haigisi Raines, 2003).

Una vegada internalitzada, 1a ribonucleasa és conduida des de la superficie a la
seva destinacio final al’interior de la cél-lula, on degradaral’RNA, provocant aixi la
seva mort. Una estacio essencial en aquest “viatge” és el punt de translocacio, és a
dir, el compartiment vesicular que I’ enzim travessa per arribaal citoplasma.

A diferencia de diverses toxines vegetals i bacterianes, que contenen un domini
especific de translocacié (Montecucco et al., 1994; Pelham, 1992), les ribonucleases
estan congtituides per un unic domini. A més a més, les ribonucleases son
cationiques, no lipofiliques, i els seus 4 enllacos disulfur els imposen una rigidesa
important (els ponts disulfur han de romandre intactes durant la translocacié, perqué
I”ambient reductor del citoplasma no en permetria la reoxidacio). Totes aguestes
particularitats fan dificil que una molecula de ribonucleasa sigui capacg d’inserir-se en
la bicapa lipidica i travessar la membrana del compartiment vesicular que la conté.
La citotoxicitat associada a les ribonucleases és, doncs, probablement el resultat de la
translocacid d’'un nombre reduit de molécules, que resulten ser suficients per matar
unacel-lula (Saxenaet al., 1991).

Lesvies de transport intracel -lular seguides per les ribonucleases, aixi com el punt
de translocacio a citoplasma, encara es desconeixen. S ha suggerit que una mateixa
ribonucleasa pot seguir diverses vies de transit, d'entre les quals només una la
conduira a compartiment on la transocacio és possible (via productiva). Aquesta
hipotesi podria explicar perque la BS-RNasa, malgrat que és internalitzada per totes
les cél-lules, és toxica només en les tumorals (Mastronicola et al., 1995).
Probablement, el metabolisme de les cél-lules malignes determina que la BS-RNasa
emprengui unaviade transport productiva

Una via possible de transit podria incloure el transport dels enzims des dels
endosomes a la xarxa trans de |’aparell de Golgi (trans golgi network, TGN), i
d'aqui al reticle endoplasmatic (via de transport retrograda), produint-se la
translocacio a citoplasma en algun punt intermedi. Confirmant aguesta hipotesi, i
nomeés en cél-lules tumorals, s'ha observat que la BS-RNasa progressa des del

24



1. Introduccié

compartiment endosomal envers |’ aparell de Golgi (AG), observant-se posteriorment
una possible localitzacié a nucli que calia confirmar amb nous estudis (Bracale et
al., 2002). Altres treballs descriuen un resultat similar per I’onconasa (Wu et al.,
1993; Wu et al., 1995) i per variants citotoxiques de I'RNasa A (Haigis i Raines,
2003), quan les cel-lules sincuben en presencia d agents quimics que actuen
desorganitzant I' AG. Segons €ls autors, la disrupcio de I'AG actua promovent una
via dternativa de transit per les ribonucleases, que les condueix a aquest
compartiment dispers, en el qual probablement la translocacio a citoplasma es veu
facilitada. La toxicitat dels enzims és potenciada, demostrant que € bloqueig de la
viade transit retrograda no és un requeriment essencial per la sevatoxicitat.

En conclusio, es creu que les ribonucleases transloquen al citoplasma des d’algun
compartiment anterior al reticle endoplasmatic, tot i que es desconeix s a nivell
d endosomes o de qualsevol dels compartiments associats al sistemadel’ AG.

1.4.3. Activitat catalitica i accio inhibidora del’hRlI

Una vegada translocades al citoplasma, les ribonucleases poden actuar sobre
diferents tipus d’'RNA cel-lular, en funcié de la seva especificitat. L’onconasa
degrada preferentment el tRNA (Saxena et al., 2002), mentre que la BS-RNasa i
I'RNasa A actuen sobre I'rRNA (Lin et al., 1994). Totes aguestes activitats
condueixen alainhibici6 de lasintesi proteica. Larelacio entre aquestainhibicidi les
vies de senyalitzacié que condueixen a la mort cel-lular per apoptosi encara es
desconeixen, tot i que es creu que €ls productes de la hidrolisi de I'RNA podrien
actuar com agents reguladors del procés. Tanmateix, la unié de les ribonucleases a
certs components cel -lulars podria suggerir I’ existéncia de noves dianes d’ actuacio,
diferents as elements de la maquinaria de sintesi proteica (Batey i Doudna, 2002).
Donat que actuen sobre diferents substrats, I’onconasa i I’'RNasa A activen de
manera diferencial la via de mort cel-lular. Aixi, els fibroblasts NIH/3T3 en fase
exponencial de creixement son més sensibles a la toxicitat de I’onconasa que les
cél-lules quiescents, que son més sensibles al’RNasa A (Smith et al., 1999). En base
a aquests resultats es va proposar gue I’'RNasa A té efecte en estadis primerencs de la
fase G1, mentre que I’ onconasa actua en un o més punts en latransicié de G1 a G1/S.

L’ activitat catalitica de les ribonucleases és, per tant, essencial per a la seva
toxicitat, tal i com s ha demostrat per al’onconasai la BS-RNasa (Rybak i Newton,
1999). Per exemple, lainhibicio del 98 % de |’ activitat ribonucleolitica en I’ onconasa
per mitja de la seva alquilacié provoca també la pérdua de les seves propietats
citotoxiques (lordanov et al., 2000; Saxena et al., 2002; Smith et al., 1999). Aixi
mateiX, les ribonucleases d’ origen amfibi, i entre elles I’onconasa, es caracteritzen
pel fet que & primer residu de la seva sequiéncia (Pyrl) forma part del centre actiu.
Quan aquests enzims s expressen de manera recombinant, I’ addicié de la nova Met(-
1) impedeix la ciclacio del Glu-1 a Pyrl, determinant que els enzims perdin tant la
seva activitat catalitica com la seva toxicitat. Aquestes propietats es recuperen quan
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es reconstitueix I’extrem Pyrl, o bé quan s€'| modifica per tal de recuperar les
interaccions natives (Newton et al., 1998).

No obstant, s’ha demostrat que |’activitat enzimatica és necessaria perd no
suficient per provocar una resposta toxica en les cél lules. En € cas de ribonucleases
de mamifer no citotoxiques, I'increment en la carrega positiva neta per modificacio
guimica proporciona variants citotoxigues que retenen només I'1,5 % de I’ activitat
catalitica (Futami et al., 2001). Aixi mateix, mutacions dutes a terme en €l centre
actiu de I’ECP eliminen I’ activitat ribonucleasa, perd no tenen efectes en I’ activitat
antibacteriana de la proteina (Rosenberg, 1995). A més a més, el fet que I’ onconasa
mostri una toxicitat molt superior a la d’ atres enzims cataliticament molt més actius
que €lla, evidencia que tot i que I’ activitat ribonucleolitica és essencial en la seva
toxicitat, no n’és el factor limitant.

L’ activitat enzimatica de les ribonucleases citotoxiques probablement es duu a
terme en el citoplasma. Per aquesta rad, una caracteristica comuna en tots aquests
enzims és la seva capacitat de defugir |’accid de I’inhibidor proteic de ribonucleases
(RI). L’RI és una proteina acidica (pl 4,7), de 50 kDa (Hofsteenge, 1997) i de
localitzacio citoplasmatica (Roth i Juster, 1972), amb una amplia distribucié en €l
mon animal (es troba en mamifers, aus, amfibis i insectes). En una cél-lula de
mamifer, I'RI representa entre el 0,01-0,1 % del contingut total de proteina en el
citoplasma. Es localitza en gairebé tots els teixits i presenta una arquitectura molt
similar en els diversos mamifers, tant pel que fa a la seva mida (450-460 residus),
composicié aminoacidica (rica en Leu i Cys) com en I’ estructura (formada per 16
repeticions riques en Leu, de 24-29 residus cadascuna).

L’'RI forma un complex no covalent amb diverses ribonucleases, amb una
estequiometria 1:1. Tal i com es mostra a la FIGURA 1.8, I'RI encercla |’enzim,
bloquegjant | accés del substrat a seu centre actiu (Kobe i Deisenhofer, 1995). Una de
les propietats més remarcables de I'RI és |’elevada afinitat amb que S'uneix as
diversos tipus de ribonucleases, que poden diferir bastant pel que fa a seqiiencia
d’ aminoacids, presentant constants d'inhibicio de I’ ordre de picomolar (Hofsteenge,
1997). Aquesta caracteristica s explica per dues raons. Per una banda, I'RI és capag
de redlitzar petits gustaments conformacionals que li permeten acomodar-se als
diferentslligands. | per I'altra, I’ extensa areade I’ Rl que participaen €l contacte amb
I”’enzim compensa la possible falta de complementarietat entre ambdues molécules
(Kobei Deisenhofer, 1995).

Les funcions de I'RI no es coneixen amb certesa. Perd la seva localitzacio
citoplasmatica suggereix que té un paper important en la proteccio dels RNASs contra
les ribonucleases extracel -lulars que assoleixen I'interior de la cél-lula. Per dtra
banda, es creu que presenta també una funcié reguladora de les activitats biol 0giques
de certes ribonucleases, com I’angiogenina o I'EDN. Finalment, la presencia de
nivells apreciables d'Rl en eritrocits madurs i plaguetes, que no tenen RNA
funcional, suggereix que aquesta proteina hi duu a terme una funcié no relacionada
amb la inhibicié de les ribonucleases (Moenner et al., 1998). Les ribonucleases

26



1. Introduccié

intracel-lulars, implicades en & catabolisme de I'RNA en e citoplasma de les
ceél lules, son totalment insensibles al’ Rl (Shapiro, 2001).

FIGURrA 1.8.

Representacié tridimensional de I'estructura del complex RNasa A — pRI (1DFJ; (Kobe i
Deisenhofer, 1995), del qual es presenta una vista lateral (esquerra) i una visio zenital respecte
I"anterior (dreta).

L’ origen de I'RI determina les ribonucleases sobre les quals pot actuar. Entre les
ribonucleases inhibides per I'RI huma (hRI) es troben I'RNasa A, I’'HP-RNasa,
I’angiogenina, I'EDN i I"'ECP. Per contra, la BS-RNasa (en forma de dimer) i les
ribonucleases d'origen amfibi (I’onconasa i les lectines de les especies R
catesbeiana i R. japonica), son resistents a I'inhibidor. Sovint es relaciona la
capacitat de resisténcia al’ Rl amb latoxicitat de les ribonucleases. Aquesta hipotes
ha promogut la generacioé de noves variants d’ aguests enzims resistents a I’ accio de
I”hRI com a estratégia per obtenir nous agents quimioterapeutics.

Malgrat que tant I’onconasa com la BS-RNasa presenten una topologia molt
similar a la de 'RNasa A, les regions d'interaccié amb I'hRI son diferents. Aixi,
I’ estructura de les dues proteines toxiques impossibilitalaformacié del complex amb
I’"hRI. Aquest blogueig és consequéncia, o bé de la presencia de residus que
establ eixen impediments de tipus estéric o electrostatic, en el cas de |’ onconasa (Boix
et al., 1996), o bé de la dimeritzacio, en € cas de la BS-RNasa (D'Alessio, 1997).
D’acord amb aix0, la produccio de variants de I’'RNasa A i de I’HP-RNasa resistents
a I’hRI va resultar en I’adquisicié de propietats citotoxiques (Leland et al., 1998),
suggerint que l'evasido a I'hRI és essencial per a I'adquisicié de propietats
citotoxiques.

La citotoxicitat de I’onconasa i de la BS-RNasa ve determinada per la seva
capacitat d'exercir I'activitat ribonucleasa en les condicions fisiologiques de la
cél-lula. Per aixo, els enzims han de conservar la seva estructura i ser resistents a
I"acci6 inhibidorade I'hRI. LaK; del’hRI per I’onconasa (Ki>10° M) és 10" vegades
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superior a valor d aquest parametre per I’'RNasa A i I’'HP-RNasa (Boix et al., 1996).
Aixi, tot i quetant I’'RNasa A com I’ HP-RNasa son molt més actives enzimati cament
gue I’onconasa, €ls dos enzims haurien dassolir e citoplasma cel-lular a
concentracions molt més elevades, a fi de saturar I'hRI i poder catalitzar la
degradacié del seu substrat, conduint alamort delacél-lula(Wu et al., 1993).

Tot i les evidéncies existents, la importancia de I’escapament a I’hRI en la
citotoxicitat de les ribonucleases és encara una questio controvertida (Rybak i
Newton, 1999). Evidentment, si una ribonucleasa susceptible de ser inhibida és
acomplexada per una molécula d’ hRI, la seva accié enzimatica sera neutralitzada. No
obstant aix0, s’ha comprovat que ribonucleases sensibles a I'hRI introduides en
cél-lules tumorals tenen activitat citotoxica. Aixi mateix, malgrat que la forma
dimeérica de la BS-RNasa és la que presenta propietats toxiques, s ha suggerit que la
proteina arriba al citoplasma majoritariament en forma monomérica, la qual és
sensible a I’hRI (Murthy et al., 1996). Recolzant aquestes dades, un hibrid EDN-
onconasa sensible a I’hRI va mostrar una citotoxicitat ssimilar a la de |’onconasa
(Newton et al., 1997). Totes aquestes observacions es podrien explicar per la
presencia de nivells molt baixos d hRI citoplasmatic, per la presencia d' hRI ja
acomplexat en certes linies tumorals, per la compartimentalitzacié de la ribonucleasa
i I'hRI, o per la saturacié de I'hRI com a consequéncia de la translocacio d'un
nombre important de molécules de ribonucleasa a citoplasma.

1.4.4. Estabilitat

Diverses evidencies experimentals suggereixen que |'estabilitat és un factor
important en la citotoxicitat de les ribonucleases, donat que determina una major
resisténcia dels enzims a la protedlisi (Klink i Raines, 2000; Leland i Raines, 2001,
Leland et al., 2001).

L’onconasa N’ és un bon exemple. Tal i com s ha presentat en I’ APARTAT 1.3.2,
aguest enzim és excepcionalment estable, gracies a seva estructura extremadament
compacta (amb els extrems N- i C-terminal replegats sobre el cos principal de
I’enzim) i al pont disulfur del C-terminal (Notomista et al., 2001). L’eliminacio
d aquests dos elements actua reduint |’estabilitat de I’enzim, i en compromet la
potencia citotoxica (Leland et al., 2000).

La relacio entre |’ estabilitat i la citotoxicitat s ha analitzat també en variants de
I’RNasa A. Estudis en els quals es va afegir o eliminar un pont disulfur sobre una
variant citotoxica d aguest enzim van proporcionar una bateria de citotoxines amb
estabilitats variables (fins a 30°C de diferéncia), en la qual s observa una correlacio
positiva entre la citotoxicitat i la termoestabilitat de les variants (Klink i Raines,
2000). A més, sha comprovat que en genera les variants de I'HP-RNasa més
estables que la parental solen ser també més citotoxiques (Leland et al., 2001). De la
mateixa manera, s ha comprovat que I'ECP, la ribonucleasa humana més toxica en
condicions naturals, és també la més resistent a desplegament induit per clorur de
guanidini (Maeda et al., 2002).
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Aquesta correlacio, pero, no es compleix en les ribonucleases bacterianes. Per
exemple, I'RNasa Sa3 i la seva variant 5K, d'identica estabilitat, presenten activitats
citotoxiques ben diferents (llinskayaet al., 2002).

1.5. Disseny devariants citotoxiques del’'HP-RNasa

El descobriment de que certes ribonucleases eren citotoxiques de manera natural,
juntament amb |’ observaci6 de que lamicroinjeccié d RNasa A en oocits de Xenopus
genus provocava unatoxicitat identicaaladelaricina (Rybak et al., 1991), va portar
aconsiderar que les ribonucleases pancreati ques podrien actuar com a citotoxines.

L’ Us de ribonucleases com a agents citotoxics es remonta al’any 1955, quan esva
descriure que lainjeccio d RNasa A directament en tumors solids de ratolins frenava
el creixement tumoral (Ledoux, 1955; Ledoux i Revel, 1955). Posteriorment, aquest
enzim es va utilitzar en assgjos clinics en humans pel tractament de la leucemia
mielocitica. Es van subministrar diariament dosis de 0,5-1 mg d'RNasa A per via
subcutania en pacients afectats d’ aquest cancer, i esva observar una disminucio en la
mida de lamelsai una milloria general (Aleksandrowicz, 1958). Malgrat que aquests
resultats semblaven prometedors, publicacions posteriors mostraren resultats
contradictoris (de Lamirande, 1961; Roth, 1963).

L es immunotoxines consisteixen en lafusié d’ una mol écula toxica a una molecula
transportadora, la qual ha de ser capag de dirigir la internalitzacié del motiu toxic en
la cél-lula diana. Les ribonucleases pancreatiques poden actuar com a motiu toxic
d una immunotoxina si es fusionen a alguna proteina capagc de transportar-les a
I"interior d’una cél-lula. Entre les molécules transportadores s utilitzen normalment
anticossos monoclonals dirigits especificament contra antigens tumorals, pero també
factors de creixement o citoquines (Pastan et al., 1992). Pel que fa a domini toxic,
historicament s'han estat utilitzant toxines d'origen vegeta o bacteria, com
I’exotoxina A de Pseudomonas, la toxina difterica i la ricina. La unié dels dos
dominis es pot realitzar per conjugacio quimica o per construccio recombinant. Amb
aquestes construccions s aconsegueix dirigir €l domini citotoxic especificament
contra cel-lules tumorals, evitant aixi els efectes toxics sobre teixits normals. A més,
en afavorir lainteraccio de la particula toxica amb la superficie cel -lular, s’ afavoreix
la seva internalitzacio i, en conseglencia, s€'n potencia la toxicitat. Tanmateix, la
utilitzacio d' aquest tipus de construccions en terapia clinica no ha demostrat ser Util,
a causa dels seriosos efectes secundaris generats per les reaccions immunol 0giques
contra el domini toxic, que no és d’ origen huma (Ghetie i Vitetta, 1994a; Ghetie i
Vitetta, 1994b).

En aguest sentit, el disseny de proteines de fusio entre I’HP-RNasa i anticossos
dirigits especificament contra cel -lules tumorals ha demostrat ser una estratégia molt
eficient per facilitar lainteraccié de |I’enzim amb la membrana plasmatica, i afavorir
aixi la seva internalitzacié (Rybak i Newton, 1999; Youle et al., 1993; Zewe et al.,
1997). D’aquesta manera S aconsegueix incrementar la poténcia toxica de la
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ribonucleasa, tot evitant la seva accio sobre €els teixits sans. Aquest sistema ofereix
també I’ avantatge de superar els problemes d’ excessivatoxicitat i d’immunogenicitat
associada a les toxines d'origen no huma. Utilitzant aguesta estratégia, s han
construit diversos conjugats utilitzant I’HP-RNasa com a motiu toxic. Per exemple,
quan I’enzim lliure (amb un valor d’' | Csp de 10* M) es va conjugar amb I’ EGF, € seu
vaor d'|Cso vadisminuir a3-107 M (Jinno et al., 1996), i quan es va conjugar amb la
transferring, a2-10° M (Suzuki et al., 1999). Aixi mateix, una proteina de fusié entre
I”angiogenina i un anticos contra el receptor de latransferrina va mostrar ser citoxica
a una concentracio de 4 a 10 nM per a cél -lules tumorals, malgrat que I’ angiogenina
per ella mateixa no éstoxica (Newton et al., 1996).

El fet de que els membres citotoxics de la superfamilia de les ribonucleases
presentin una baixa afinitat per I'hRI, va suggerir que un sistema alternatiu
d obtencié de noves ribonucleases citotoxiques podria ser la generacié de formes
resistents a I'hRI. Aixi, es van dissenyar variants de les dues ribonucleases
pancreatiques que mimetitzaven les caracteristiques estructurals que semblen
determinar laresisténciaal’ hRI en les proteines toxiques (BS-RNasai onconasa).

Una primer sistema per aconseguir formes resistents a I’ hRI és la generacié de
variants dimériques que mimetitzin |’ estructura de la BS-RNasa (dimeritzacio i
intercanvi dels dos segments N-terminals). Mitjangant |’ entrecreuament per
conjugacié quimica de dos monomers d'RNasa A, es van obtenir dimers que
adquiriren propietats citotoxiques enfront de certes linies cel-lulars tumorals
(Bartholeyns i Baudhuin, 1976). Més recentment, I’ obtencié per mitja de tecniques
de mutagénesi dirigida de variants recombinants de I’RNasa A i de I’HP-RNasa amb
estructura dimérica, va promoure |’ adquisicié d’una modesta activitat citotoxica en
comparaci6 amb la BS-RNasa. En base al coneixement de les caracteristiques
estructurals gue fan de la BS-RNasa una proteina citotoxica, mutacions addicionals
en les variants que permetien I'intercanvi dels segments N-terminal entre els dos
monomers van resultar en un augment de la citotoxicitat dels dos dimers (Di Donato
et al., 1994; Piccoli et al., 1999).

Un segon sistema consisteix en la introduccié de substitucions puntuals en els
punts de contacte entre la ribonucleasa i I'hRI, a fi de dificultar la formacié del
complex. Les variants generades resistents a I’hRI (in vitro) han demostrat ser
citotoxiques (Gaur et al., 2001; Leland et al., 1998; Leland et al., 2001). Arran
d aquests resultats, diversos autors proposen que I'evasio a I'hRI és una condicié
indispensable per a disseny de ribonucl eases citotoxiques.

La generaci6é d'immunotoxines s ha utilitzat també per evitar la interaccié de
I”hRI amb I’ enzim. Aixi per exemple, la uni6 d’ una molécula de transferrinaal residu
89 de I'’HP-RNasa va afavorir lainteraccio de I’ enzim amb la superficie de cél-lules
gue expressaven €l receptor de latransferrina, amés amés d' impedir lainteraccié de
I”"hRI amb la ribonucleasa (Suzuki et al., 1999). Aquesta construccié va demostrar
ser extremadament toxica. Per0 aquesta relacio no té perque complir-se en tots els
casos. Conjugats en €ls quals el motiu ribonucleasa ésinhibit per I’ hRI han demostrat
ser igualment toxics (Newton et al., 1996). En aquests casos, € domini que dirigeix
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la interaccié de la ribonucleasa amb la superficie de la cél-lula incrementa la seva
internalitzacio i acumulacié a citoplasmatica, provocant la saturacié de I'hRI.
L’ activitat ribonucleolitica excedent és llavors capag de degradar e seu substrat,
conduint alainhibici6 de lasintesi proteicai alamort delacd-lula.

L’elevada estabilitat que presenta I’onconasa ha promogut la realitzacio de
treballs en es quals s'intenta potenciar la toxicitat de les ribonucleases per mitja
d'increments en la seva estabilitat. Aixi, I’addicio d’un cinqué pont disulfur en una
variant citotoxica de I’RNasa A va evidenciar una relacio directament proporcional
entre estabilitat i citotoxicitat (Klink i Raines, 2000; Klink et al., 2000). Els autors
van proposar que I’augment de citotoxicitat per efecte d'una major estabilitat és
consequéncia de la menor susceptibilitat de I’ enzim a la degradacié intracel -lular per
proteases.

El recent interés en el desenvolupament de I’ HP-RNasa com a agent citotoxic ha
sorgit de I’ expectativa gque, pel seu origen huma, la seva menor antigenicitat facilitara
la seva aplicacié clinica (Leland et al., 1998; Suzuki et al., 1999). Fins a moment,
I"HP-RNasa només ha adquirit propietats citotoxiques quan s ha produit en forma de
proteina dimerica, analoga ala BS-RNasa (Piccoli et al., 1999), o quan s ha conjugat
amb altres molécules per tal de facilitar la internalitzacié de I’ activitat ribonucleasa
(Psarras et al., 1998; Suzuki et al., 1999). Aixi doncs, la creacio de noves variants de
I"HP-RNasa citotoxiques és un camp de desenvolupament intens. Segons tot €l que
s ha exposat fins al moment, sembla ser que I’ €eficiencia de les variants de |I'HP-
RNasa monomeriques com a agents citotoxics pot dependre del balang entre
I” activitat ribonucleolitica que és capac d’ arribar a citoplasma, la capacitat de defugir
I'acci6 de I'hRI, i una estabilitat suficient com per a conservar les seves
caracteristiques estructuralsi funcionals en les condicions fisiologiques. Aixi mateix,
I’adquisicio de toxicitat especifica dependra de la correcta direccionalitzacié i
eficient internalitzacié de I’ enzim per les cél -lules diana.

1.6. L’endocitos

Com a part integrant de I'analisi dels diversos factors que participen en el
mecanisme de citotoxicitat de les ribonucleases, en el present treball s'ha dut aterme
la caracteritzacié de la internalitzacié i de les vies de transit intracel lular seguides
per aquestes enzims. Per aguesta rad, els proxims apartats ofereixen una breu
descripcié d’'aguests processos, a fi d'introduir tota una serie de conceptes que
S aniran presentant al llarg de I’ apartat de RESULTATS | DISCUSSIO.

En una cel-lula eucariota existeix un intercanvi permanent de macromolecules
entre els medis extern i intern, regit per processos inversos que S equilibren: la
captura de molécules externes per mitja dels diferents mecanismes d’ endocitosi; i la
secrecié de molecules resultants del metabolisme cel -lular, mitjancant € mecanisme
d exocitos (0 secrecio).
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Els processos d’ endocitosi mitjancant els quals les cél -lules internalitzen material
a partir del medi extracel-lular, son essencials i compleixen funcions molt diverses.
Entre elles I’ adquisicio de nutrients (sobretot en eucariotes unicel -lulars), laregulacié
dels sistemes de senyalitzacio a la superficie cel-lular, l1a presentacié d antigen,
I’eliminacio de cel-lules en apoptosi, la regulacio dels receptors, o la transmissio
sinaptica (Conner i Schmid, 2003). Aixi mateix, les diverses vies d’ endocitosi sovint
son explotades per patdgens, incloent virus, eucariotes unicel-lulars i bacteris. A
nivell fisiologic s’ ha comprovat que |’endocitosi esta involucrada en processos
patologics, com la hipertensio arterial o I’ Alzheimer (Mukherjee et al., 1997).

Per satisfer els requeriments especifics exigits per cadascun d’ aquests processos,
les vies d’endocitosi han de ser capaces de permetre una regulacio diferencial en
funcio del tipus de molecula transportada (la carrega) i de la seva destinaci6 final
(Nichols i Lippincott-Schwartz, 2001). Les cél-lules eucariotes han desenvolupat
diferents sistemes per internalitzar el material extracel-lular (FIGURA 1.9). De Duve
(1991) va agrupar aquests sistemes sota el terme general d' endocitosi. L’endocitosi
es defineix com € procés pel qual la cél-lula eucariota captura material provinent del
medi gue I’envolta per mitja de la invaginacié de la membrana plasmatica, tot
formant una vesiculaintracel -lular que conté el material ingerit. En funcié de lamida
de la molécula endocitada, es distingeixen dos processos diferents d’ endocitosi, la
fagocitos (particules) i la pinocitos (fluidsi soluts). Donat que la fagocitos només
es produeix en certes céllules especialitzades que no sdn objecte del present treball,
apartir d’ aguest moment equipararem el terme endocitos al concepte de pinocitosi.

FiGura 1.9.

Pinocitosis
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Vies de pinaocitosi. Les diferents vies difereixen en lamida de les vesicules endocitiquesi en la natura
del material que transporten (lligands, receptorsi lipids), aixi com en els mecanismes de formaci6 de
les vesicules (Conner i Schmid, 2003). La via dependent de clatrina (2) és la responsable del 50 % de
I’endocitosi en fase adsorptiva, tant de manera constitutiva com en resposta a un estimul. La
macropinocitosi (1), contribueix de manera inductiva i transitoria a I’endocitosi de fase fluida, tot
formant grans vesicules de mida heterogénia. Les vesicules llises (3) contribueixen sobretot a
I’endocitosi constitutiva de fluids i soluts (fase fluida). Els microdominis (4) i les caveoles (5) estan
enriquides en colesterol i esfingolipids. La GTPasa dinamina esta implicada en tres de les vies
d’'endocitos (2, 3 i 5). Els mecanismes moleculars de les vies independents de clatrina sén poc
coneguts (Johannesi Lamaze, 2002).
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La pinocitosi es defineix com la internalitzacié de macromolecules i soluts en
vesicules que es generen per invaginacio i estrangulacié de la membrana plasmatica
(van Deurset al., 1989; Wattsi Marsh, 1992), i que s aliberen al citoplasma. Segons
el tipus de relacié que s estableix entre la particula a internalitzar i la membrana
cel lular, la pinocitosi pot donar-se en fase fluida o en fase adsortiva:

e Lapinocitos es produeix en fase fluida quan les molécules que es troben en solucio
en e medi sdn incloses en I'interior de les vesicules (lumen) sense necessitat de cap
interaccio especifica prévia amb la membrana plasmatica (Steinman et al., 1974).

e | es produeix en fase adsortiva quan les molécules es lliguen a la membrana
plasmatica, i son concentrades abans d’ ésser internalitzades (Lamaze i Schmid,
1995). Aquesta es pot tenir lloc:

¢ De manera no especifica, mitjancant la uni6 de la particula a internalitzar a un
punt qualsevol de la membrana plasmética. Aquesta unid, prévia a |’ endocitosi,
por produir-se per mitja d'interaccions hidrofobiques s el component a
internalitzar té natura lipidica; per la interacci6 amb hidrats de carboni de
superficie cel-lular, si presenta natura proteica; o per efecte de la carrega, si la
particula té caracter cationic (Strausi Keller, 1986).

e De manera especifica (també anomenada dependent o mediada per receptor) en
e cas en e qua la molécula a internalitzar (lligand) S'uneix a un receptor
particular de superficie cel-lular, i el complex Iligand/receptor és internalitzat.
Aquest procés d endocitosi esta sotmeés a un control exhaustiu, mitjancant la
regulacié de |’ expressié dels receptors de superficie cel lular.

Aix0 no obstant, cal tenir en compte que cadascuna de les vesicules formades per
endocitosi contindra solut, encara que pertanyi a tipus adsortiu, de manera que
I’endocitosi en fase adsortiva inclou també una fase fluida.

Segons €l procés de formacio de les vesicules d’ endocitosi s han distingit cinc
tipus diferents de pinocitosi en cel-lules de mamifer: la macropinositosi, les
depressions recobertes de clatrina, les caveoles i |’endocitosi independent tant de
clatrina com de caveolina: les vesicules llises i els microdominis (FIGURA 1.9 i
TAULA 1.3). Tanmateix, a la practica es divideix la pinocitosi en dos subgrups
generals: dependent i independent de clatrina (D'Hondt et al., 2000; Mukherjee et al.,
1997). Inicialment es considerava que la via dependent de clatrina era I'Gnica
responsable de |’ endocitosi mediada per receptor. Actuament pero, aguest concepte
ha canviat arran del descobriment que la majoria de vies endocitiques poden tenir
Iloc per interaccions especifiques receptor-lligand (Conner i Schmid, 2003).
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TAULA 1.3.

Caracteristiques generals de les diverses vies d’ endocitosi. A la taula se citen aguells marcadors
marcadors i inhibidors moleculars que permeten estudiar selectivament les diferents vies d’ endocitosi.
De vegades es pot utilitzar la carrega (molécula internalitzada) com a marcadora especifica d’ una via
concreta (p.ex.: receptor de latransferring, receptor de I’ interleucina-2) (Johannesi Lamaze, 2002).

Inhibidors Dependénciade

Vies@ Marcadors Carrega o Inhibidors
moleculars la dinamina
Macropinocitosi Dextrans Fluids 5 - I
(1) HRP Membrana ’ : Amiloride
Denressions Acidificacio del
epres Lamajor part Eps15 citoplasma
recobertes de AP-2 g -
. . delsreceptors SH3 amfifisina + Deplecié de
clatrina Transferrina . . .
2 membranars SH3 intersectina 'po?assu o
Medi hipertonic
Vesiculesllises Dextrans Fluids ” > ,)
(3) HRP Membrana '
Microdominis GM1 , Receptor de 5 + Cicl 9de_xtn na
4 I"interleucina-2 Filipina
Virus
Caveoles Caveolina Toxmes RNA antisentit Ciclodextrina
(5) GM1 bacterianes delacaveolina * Filipina
Certs GPCR
Proteines GPI

(a) Els nimeros entre paréntesis corresponen ales vies descrites ala FIGURA 1.9. HRP: peroxidasa de rabe; GM 1:
receptor de la toxina del cdlera; GPCR: receptor acoblat a proteina G; GPI: glicosil inositol fosfat. El signe ‘?
indica que el factor es desconeix.

1.7. Organitzacio dels compartiments d’endocitos i
viesvesicularsdetransit intracel -lular

Les diverses funcions de la céllula estan assegurades per compartiments interns
en equilibri dinamic. Les vies d endocitosi, de degradacié i de secrecio requereixen
un intercanvi de vesicules constant, aixi com el manteniment de la integritat i la
composicié de la membrana que delimita cada compartiment. Els mecanismes
subjacentsi laregulacio d’ aquests intercanvis tot just comencen a ser coneguts.
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1.7.1. Viadetransit endosomal: reciclatgei degradacié

El sistema endosomal és un complex membranal constituit per una xarxa tabulo-
vesicular heterogénia, que es distribueix des de la periferia de la cél-lula fins a la
regio perinuclear, aprop del’AG i del centriol (centre organitzador de microtubuls o
MTOC) (FIGURA 1.10). En funcié de criteris temporals i funcionals es distingeix un
compartiment endosomal primari i un compartiment endosomal secundari. El
compartiment primari esta constituit pels endosomes primaris (early endosomes, EE),
gue se subdivideixen en dos subcompartiments diferenciats en I’ espai: I’ endosoma de
tria (sorting endosome, SE) i |’ endosoma de reciclatge (recicling endosome, RE). El
compartiment secundari esta constituit pels endosomes secundaris (late endosomes,
LE), pels ECV/MVBs (endosomal carrier vesiclessmultivesuclar bodies) i pels
lisosomes (LYS).

FiGcura 1.10.

AL
MTOC /4

Q..

Esquema de la via endocitica. La via de reciclatge esta indicada en verd i la degradativa en taronja.
Els microtibulsi el MTOC es representen en blau. Lainternalitzacié de receptorsi d' altres molécules
de superficie cel-lular es produeix per endocitosi. Les molécules internalitzades son enviades als SE,
on es decideix quin sera el seu desti. Alguns receptors son retornats cap ala membrana plasmatica per
tal de ser reutilitzats, a partir dels RE; mentre que d' altres son enviats als LE i alsLYS per ala seva
degradacio. Els LE proporcionen la darrera estacio de tria, mentre que els LY S representen I’ estacio
final. Existeixen rutes de transport que connecten les vies endocitica amb la de secreci6, i que son
responsables de I'adquisicié per part del sistema endocitic d’enzims degradatius i de diverses
proteines de membrana.
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A la TAuLA 1.4 es presenten les caracteristiques principals dels diferents
compartiments de la via endocitica de transport, que es descriuran en els apartats
seguents.

TAULA 1.4.

Propietatsi caracteristiques dels compar timents endosomals (Gruenber g, 2001).

Compartiments endocitics

primaris secundaris
SE RE ECV-MVB LE LYS
Distribucié Periférica Gen_eral ment Citoplasmatica  ~ Perinuclear ~ ~ Perinuclear
perinuclear
, . . Estructura
Morfologia Tooves Tubular inssr?rr;ggo?’:g%e complexa, amb Variable (tubular
gia  (amb membranes g invaginacionsde o comelsLE)
internes) membrana
membrana
pH 6,0 6,5 <6,0 5,0-5,5 4,5-55
Recentors TR TR
pr(;atpeics Lligands Lligands no M6PR M6PR -
destinatsalLYS destinatsalyYS
Proteinesi
lipids de - . Lgps, Lamps,  Lgps, Lamps,
b LBPA LBPA
membrana
Proteines
duniba  Rebd Raps 1ok RebS, i Rab7, Rab9 :
GTP Rab1l

SE, endosoma de tria; RE, endosoma de reciclatge; ECV/MVB, vesicula endosomal de transport; LE,
endosoma secundari; LYS: lisosoma; M6PR, receptor de la manosa-6-fosfat; Igps, glicoproteines
membranars lisosomals; Lamps, pro.teines membranars associades als lisosomes; TfR, receptor de la
transferrina. (Gruenberg, 2001)

El compartiment endosomal és acid degut a la preséncia a les seves membranes
d’una bomba dirigida per ATP, que bombeja H* des del citoplasma al lumen dels
endosomes (la bomba ATPasa vacuolar, o v-ATPasa) (Finbow i Harrison, 1997;
Peng et al., 1994). Aquesta bomba es distribueix de manera diferencial al llarg del
compartiment endosomal, de manera que es genera un gradient d’ acidesa creixent
des dels EE a's lisosomes.
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Aquest gradient té un paper essencia en la funcié d’ aguests organuls, donat que
permet la dissociacio de la major part dels complexos Iligand-receptor, aixi com
I’ activitat enzimatica de les hidrolases acides dins del lumen lisosomal (Gruenberg i
Maxfield, 1995). El medi acid contribueix també a la desnaturalitzacio dels substrats
proteics internalitzats per la via degradativa, fet que facilita la seva protedlisi. Actua
també regulant |’ activitat dels transportadors de membrana lisosomals, que a pH acid
asseguren € transport dels productes de lis (aminoacids i lipids) dels lisosomes al
citoplasma (Pillay et al., 2002).

L’ estudi del mecanisme pel qual el medi acidic de lallum dels endosomes modula
el transit membranar ha suggerit I'existéncia d’algun tipus de sensor de pH
transmembranal. Aquest sensor regularia I’organitzacié de la maquinaria de
gemmacio al costat citoplasmatic dels endosomes en funcié del pH intraluminal. El
descobriment que les proteines COPI de mantell s associen a les membranes dels
endosomes de forma dependent de pH (Gu i Gruenberg, 2000) sembla refermar
aguesta hipotesi (veure APARTAT 1.7.2).

Ladisposicio dels diferents compartiments dins de la cél -lula ve determinada pels
microtubuls. Aixi, I’'AG, € centrosoma, €ls RE, els LE i €els lisosomes se situen
normalment en e centre, de forma perinuclear, a I’ extrem menys dels microtibuls.
Mentre que les vesicules secretores i els SE se situen a la periféria, cap a |’ extrem
més.

1.7.1.1. Compartiment endosomal primari: estacié de tria i reciclatge

El material extracel-lular internalitzat en vesicules d’ endocitosi, és incorporat al
compartiment endosomal primari, a nivell dels SE per la fusio de la vesicula que €l
transporta a aquest compartiment. El SE actua aeshores com una estacié de
classificacié, destriant les molécules que ca reciclar de les que cal degradar.
D’ aquesta regi6 sorgeixen, per una banda una serie de tubuls fins, que constitueixen
la regié tubular del RE, que permet e retorn dels receptors redtilitzables a la
membrana plasmatica; i per |’ atra, grans vesicules que es dirigeixen cap alavia de
degradacio lisosomal.

En I’ambient acid del SE, molts dels receptors internalitzats pateixen un canvi de
conformacid i aliberen el seu lligand alallum de I’ endosoma. En alguns casos, pero,
el lligand es manté unit a seu receptor i comparteix el seu desti, essent reciclat pels
RE cap a la membrana plasmética. Els lligands aliberats a la llum de I’endosoma
normalment estan predestinats a ser destruits pels lisosomes, juntament amb la resta
del contingut luminal. Aquest és €l cas de lligands com lainsulinai I’'LDL. En canvi,
el desti els receptors internalitzats (i dels Iligands que hi han restat units, com és €l
cas de la transferrina, Tf) varia en funcio del seu tipus. La majoria son reciclats a
membrana plasmatica per tal de ser reutilitzats en nous processos d’ endocitosi, com
el receptor d'LDL, e delainsulinai e de latransferrina (TfR). Alguns, no obstant,
sOn enviats també als lisosomes, on seran degradats, com és el cas del receptor
d EGF (EGFR).
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Els SE i els RE es diferencien per la seva funcio, morfologia, localitzacio
cellular, pH luminal i pel tipus de molécules que transporten, tal i com es descriu a
la TAuLA 1.4. Aquests dos subcompartiments estan interconnectats per mitja de
vesicules intermediaries, fet que determina en € sistema EE la capacitat de fusio
homotipica (0 sigui, demetre vesicules que es fusionen dins del mateix
compartiment, I’ EE).

Contrariament a d’ altres sistemes de transport intracel lular, no ha estat possible
d'identificar els motius especifics que permeten el reciclatge de certs receptors a la
membrana plasmatica a partir dels SE (com és el cas del receptor de la transferrina).
Sembla ser que existeixen diversos mecanismes de tria, i que aguests determinen la
incorporaci6 dels receptors dins de dominis lipidics particul ars.

A partir dels SE, les estructures vesiculars es dirigeixen cap a I'interior de la
cél-lula mitjancant els microtlbuls i e seu motor associat, la dineina (transport
EE—LE i SE/LE —-TGN) (Aniento et al., 1993; Bomsel et al., 1990). La via de
reciclatge és també depenent de microtubuls. Aixi com també el transit vesicular que
es produeix entre les cisternes de I'AG, en e qua participa la quinesina com a
proteina motor associada.

1.7.1.2. Compartiment endosomal secundari: estacié de degradacio

La connexi6 entre e compartiment primari, en el qual es produeix la seleccio de
les molecules que cal degradar, i € compartiment secundari responsable d’ aquesta
degradacié es redlitza per mitja de vesicules intermediaries de transport. Aquestes
vesicules es generen a partir del SE, i transporten el material seleccionat finsas LE,
on aboquen el seu contingut per fusié directa de les seves membranes (FIGURA 1.10).

Aquestes vesicules intermediaries de transport son de gran mida i presenten
nombroses invaginacions de membrana. Pel seu paper com a intermediaris de
transport i per la seva morfologia, se les pot anomenar indistintament ‘vesicules
endocitiques transportadores 0 ‘cossos multivesiculars  (Endocytic  Carrier
Vesicules, ECVs o Multivesicular Bodies, MVBs) (Sachse et al., 2002).

El transport dels ECV/MVBs és dependent de microtdbuls i dels motors
moleculars associats. No tenen capacitat de fusi6 homotipica, ni poden fusionar-se
amb els SE, només poden alliberar el seu contingut as LE (Aniento i Gruenberg,
1995).

El compartiment dels LE és, a I'igua que I'EE, extremadament dinamic i
heterogeni. Presenta multiples invaginacions de membrana i una morfologia tubulo-
vesicular. Per aguesta rao, la distincio entre els ECV/IMVBs i els LE és reament
subtil, atés que tant a nivell morfologic com funcional ambdds constitueixen dues
etapes molt properes de la via degradativa. Malgrat aixo, la composicio de lipidsi de
proteines de membrana en fa dos compartiments diferenciats. els LE son molt més
rics en Lampl (Lysosomal associated membrane protein 1) i en acid lisobifosfatidic
(LBPA) que elsECV/MVBs
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Els LE actuen en certa manera també com a estacio de tria, igua que els SE. El
seu pH intern oscil-la entre 5,0 i 5,5, fet que determina la dissociacié d’ un grup
especific de complexos lligand-receptor que arriben a aguest nivell de la via de
degradaci6. Aquests complexos en concret, no son els que han estat capturats des de
la superficie cel-lular per endocitosi i que es dirigeixen a lisosomes per a ser
degradats, sind que provenen de les vies de secrecié de la mateixa cél-lula i
S encarreguen d’ aportar enzims digestius de nova formacio a la via degradativa. Els
receptors encarregats d’'aquest transport S anomenen receptors de manosa-6-fosfat
(mannose 6-fosfate receptor, M6PR), i es caracteritzen pel fet de redlitzar diversos
cicles de transport entre la via de secrecio i la degradativa (APARTAT 1.7.3.1).
Malgrat que el M6PR recicla entre els LE i I'AG, és en €ls LE on es troba més
concentrat, de manera que se'l pot utilitzar com a marcador d’ aquest compartiment,
encara que la seva localitzacio no hi sigui estrictament especifica (Beaumelle et al.,
1990).

La darrera etapa de la via degradativa la constitueixen els lisosomes, que son
també dificils de distingir dels organuls que € precedeixen. Aixi, tant les molecules
internalitzades destinades a ser degradades com els nous enzims hidrolitics
sintetitzats per la cél -lula, son transportats pel sistema endocitic fins als lisosomes, on
son abocats per lafusio directa dels LE a les seves membranes (Futter et al., 1996).
La funcié principal dels lisosomes és la digestio cdl-lular, catalitzant i reciclant un
gran nombre de molécules endogenes i exogenes, internalitzades per endocitosi o
fagocitos (Hunziker i Geuze, 1996). Contrariament a cas dels SE, elsRE i els LE,
encara no s han identificat marcadors per identificar especificament els lisosomes.
No obstant aix0, a nivell molecular els lisosomes es diferencien dels EE per
I’absencia de Tf, i dels LE per I'absencia de M6PR (veure la TAULA 1.4). Aixi
mateiX, els lisosomes es distingeixen dels LE pel fet d estar molt més enriquits en
proteines Lamp (les quals poden arribar a constituir fins al 50 % de les proteines
transmembrana lisosomals), en hidrolases acidesi en LBPA.

Donada la dificultat en distingir els lisosomes dels LE, s ha proposat que els dos
subcompartiments representen elements dinamics separats d’'una xarxa comuna,
estretament interconnectada. Ambdos contenen pocs receptors reciclants, un pH
inferior a 6,0 i son rics en glicoproteines i hidrolases lisosomals. Entre aguests dos
compartiments existeix un transit bidirecciona (Jahraus et al., 1994), idéntic a que
Sestableix entre la via de secrecid (TGN) i el sistema endosomallisosoma per a
I"adquisicio de nous enzims digestius (Rohn et al., 2000). La membrana d’ aquests
compartiments és rica en LBPA, un fosfolipid poc sensible a la degradacié, que
probablement presenta un paper en la tramesa i transport de molécules destinades a
degradacié.

1.7.1.3. Models de transport endosomal: Transferrina i EGF

El receptor de la transferrina (TfR) segueix la via de reciclatge. El seu lligand, la
transferrina (Tf) és una proteina transportadora de ferro que circula pel torrent
sanguini. La Tf interacciona amb el seu receptor a la superficie de les cdl-lulesi és

39



1. Introduccié

endocitada per la via depenent de clatrina. Quan el complex Iligand-receptor arriba al
SE, el baix pH faque la Tf alliberi e ferro que transporta. Perd la Tf Iliure de ferro
(apotransferrind) roman unida a seu receptor, i € complex és reciclat cap a la
membrana plasmatica. Aqui, € pH neutre de fluid extracel-lular fa que
I" apotransferrina es dissocii del seu receptor i s aliberi a medi, on podra tornar a
unir e ferro, tornant a comencgar aixi e cicle. D’ aguesta manerala Tf actua com una
llancadora entre el fluid extracel-lular i el compartiment endosomal, evitant entrar en
contacte amb els lisosomes i subministrant el ferro que la cél-lula necessita per
créixer. Les molécules Tf/TfR s utilitzen com a molecules marcadores del procés
pinocitosi mediada per receptor depenent de clatrina, i especificament de la via de
reciclatge.

El receptor del factor de creixement epidermic (epidermal growth factor receptor,
EGFR) segueix la ruta degradativa. El seu lligant, I’ EGF, és una petita molecula que
estimula la divisio de les céllules de I’ epidermis i d’altres tipus cel-lulars. L'EGFR
s acumula a les depressions recobertes Unicament quan s ha unit amb €l seu lligand.
Només Ilavors e receptor és internalitzat, i el complex és enviat als lisosomes, on
sera degradat. Per aquesta rad, la unié del lligand a seu receptor comporta una
disminuci6é de la concentracié de receptor a la superficie cel-lular (regulacié per
disminucid, down regulation). Com a resultat d’'aix0, la concentracié de Iligand
senyal en el medi extracellular regula € nombre de molecules de receptor
complementari de la superficie de la cd-lula diana. Les molécules EGF/EGFR
s utilitzen com a marcadors de pinocitosi mediada per receptor depenent de clatrina, i
especificament de la via de degradacio.

1.7.2. Via de secrecio: reticle endoplasmatic i aparell de Golgi

La via de secrecid (també anomenada via biosintética o via de transit
anterograda) és e conjunt de processos pels quals els lipids i les proteines
sintetitzats de nou per la cél-lula, adquireixen les modificacions adients i son
distribuides a la seva destinaci6 especifica. Aquest procés implica la participacié del
reticle endoplasmatic, de |'aparell de Golgi i de tota una série de vesicules
intermediaries de transport, que es descriuen tot seguit.

El reticle endoplasmatic (endoplasmic reticulum, ER) constitueix una vasta xarxa
membranal continua amb |la membrana nuclear, i esta organitzat en forma d' una
malla de tubuls ramificats i de saculs aplanats que s extén per tot el citoplasma. Se
subdivideix en Ilisi rugds, en funcio de I’ absencia/preséncia en les seves membranes
de ribosomes associats. El primer intervé en el metabolisme dels lipids, sobretot del
colesterol. Mentre que e segon assegura la correcta localitzacio de les proteines
transmembranals, les proteines destinades a secrecio i les proteines destinades als
lisosomes.

La presencia d una seqiiéncia codificant per un péptid senyal en I'mRNA que
codifica per a proteines destinades a I’ ER rug6s, determina que €l ribosoma que €l
tradueix Suneixi a la membrana externa daguest compartiment. La cadena
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polipeptidica en formacié és translocada cap alallum de I’ ER de manera simultania
ala sevatraduccio. Segons si la proteina final és de tipus transmembranal o de tipus
soluble, la translocacio sera parcial (i la proteina restara inclosa a la membrana de
I’ER) o completa (la proteina és abocada a lumen de I’ ER).

Algunes d aguestes proteines transmembrana restaran a I'ER, pero la majoria
seran dirigides envers d'atres destinacions, com ara la membrana plasmatica o la
membrana d'algun organul, passant préviament per I'AG. Les proteines solubles
seran enviades també a lumen d’algun organul o bé seran secretades. En el moment
de distribuir aquest material, I'ER actua com a una estacio de control de qualitat.
Només les proteines correctament formades i plegades podran avancar per la via de
secrecid i assolir la seva destinacio final, dins o fora de la cél-lula. Aquestes seran
conduides a I'AG per mitja de vesicules intermediaries de transport. Aquestes
vesicules no son selectives, de manera que transporten qualsevol producte pertanyent
al ER cap a I’AG. Per aquesta rad les proteines residents en I’ER contenen una
seguencia senyal especifica a I'extrem C-terminal (KDEL), que €ls permet ser
recuperades selectivament una vegada han estat transportades i descarregades a
I’AG. Aquest reciclatge es redlitza per mitja de receptors especifics localitzats a
I’ AG, els quals concentren els seus lligands en vesicules de transport, que retornen €l
seu contingut al RE. Aquestavia, entre’ AG a ER, rep el nom de via retrograda.

L’AG és un centre de sintes glucidica, que participa en les modificacions post
traduccionals del material provinent de I'ER, glicosilant els lipidsi les proteines que
ho requereixen. A la vegada és un important centre de tria, on es classifica i es
distribueix el material de nova sintesi envers destinacions cel-lulars diverses, sempre
mitjancant vesicules de transport.

L’AG té una distribucié perinuclear, a costat del centrosoma. Esta constituit per
una serie de sacs i de vesicules estructural i funcionalment polaritzades. El costat
d entrada o (cara cis) representa € punt d’ arribada de les molécules provinents de
I’ER. El costat de sortida (o caratrans) represental’ estacio de tria on es classifiquen
i es distribueixen les molecules de nova sintesi a diferents destinacions de la cél -lula.
Aquests dos extrems de I’AG estan congtituits per uns compartiments especials,
formats per una xarxa d’ estructures tubulars i cisternes que son, respectivament, la
xarxa del cis Golgi (CGN, Cis Golgi Network), i laxarxadel trans golgi (TGN, trans
golgi network). Entre aquests dos extrems se situa el golgi mitja (medium golgi), on
es produeixen les modificacions post traduccionals sobre proteinesi lipids.

L es dues xarxes son punts essencials de classificacio i distribucio de proteines. A
la cara cis se seleccionen les proteines que han de retornar a |’ ER (portadores de la
sequéenciade retencio KDEL ) de les que s han de seguir processant al’ AG (lavia per
defecte, no requereix cap sequénciasenyal). | alacaratrans esrealitza la distribucio
especifica de proteines a membrana plasmatica, a lisosomes, o a les vesicules de
secreciO. Aixi doncs, € transport entre el ER i I'AG és bidireccional. A la FIGURA
1.11 es mostra un esquema simplificat de la via de biosintesi o secrecig, i de les
diverses destinacions finals que pot assolir el material transportat.
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FIGURA 1.11.
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Esquema de la vies de secrecid (o de biosintesi) i endocitica (o de degradacié). Les proteines
sintetizades en € reticle endoplasmatic sén enviades al’ AG, on es completen les modificacions post-
traduccionals i on es seleccionen, a nivell del TGN per a les diverses destinacions finals: a la
superficie cel lular (1), a granuls de secrecié (2) o als endosomes (3). La linia puntejada representa la
viade reciclatge dels M6PR (Le Borgnei Hoflack, 1998).

Laforca que condueix la gemmacié de la membrana per a formar una vesicula pot
tenir dos origens. En e primer, la deformaci6 membrana és mediada per la
polimeritzacio de proteines citosoliques de recobriment que S uneixen a constituents
integrals de membrana. Es e cas de la clatrina, COPI i COPII. En & segon, la
invaginaci6 de membrana és promoguda per la interacci6 amb elements del
citoesquelet. L’escissio fina de la vesicula pot ser produida pels mateixos
components del mantell que participen en lainvaginacié (COPI i COPII) o bé per la
dinamina (en el casde laclatrina) (Huttner i Zimmerberg, 2001).

Les vesicules recobertes de clatrina son responsables de la captura de moléecules
extracel lulars per endocitosi a partir de la membrana plasmatica, aixi com del
transport intracel-lular entre la xarxa TGN i els endosomes (FIGURES 1.11 i1 1.12).
Les vesicules recobertes de COPI i COPII participen en el transport anterograd i
retrograd, respectivament, entre el reticle endoplasmatic i I’AG. Aixi, €l transit des
de I'ER a I’'AG és conduit per vesicules recobertes d’'un mantell format per la
proteina COPII. Mentre que € transit invers, de I’AG al’ER, es produeix per mitja
de vesicules recobertes d'un mantell de COPI. El transport que es produeix entre les
mateixes cisternes de I’ AG explota també les COPI (Bannykh i Balch, 1997), de la
mateixa manera que els processos de transport vesicular dins del sistema endosomal i
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la biogenesi dels ECV/MVBs (Bénichou i Benmerah, 2003; Gu i Gruenberg, 1999).
En el sistema endosomal, s’ ha comprovat que I’ organitzacio del mantell de COPI és
depenent de pH (Gu i Gruenberg, 1999).

L’ organitzacié dels mantells de COPI i COPIl que recobreixen les vesicules
intermediaries en les vies de secrecid, de transport retrograd i d’ endocitosi, requereix
I"accié de les GTPases citosoliques ARF-1 (ADP-ribosilating factor) i Sarlp,
respectivament. ARF-1 s activa per la unié d’'un nucleotid GTP, fet que promou la
seva interacci6 amb la membrana de I'AG, e reclutament de les proteines
adaptadores necessaries (AP-1 o AP-3), i I"associacié de COPI citoplasmatic (Rohn
et al., 2000).

FIGura 1.12.
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Vies de transit que exploten vesicules recobertes amb COPI, COPII i clatrina. A la via
biosintética, les molécules son transportades de I'ER al’ AG, i des d’'unacisternade I’ AG ala seglient
fins que arriben al TGN. Aqui es produeix la seleccio, i les moléecules es distribueixen ala membrana
plasmatica o als endosomes. En la via d'endocitosi, les molécules son internalitzades a la membrana
plasmaticai enviades als SE, des d’ on seran seleccionades per a seu reciclatge a superficie cel-lular a
partir dels RE o enviats alavia (Nebenfuhr, 2002).

1.7.3. Connexionsentrelaviad’endocitosi i la via biosintética

1.7.3.1. Entre el TGN i els LE: el cicle de la M6PR

Un exemple molt ben descrit d’ aguesta via el representa el cicle dels receptor de
la manosa-6-fosfat (M6PRs) (FIGURA 1.13) (Iversen et al., 2001). Aquests receptors
transmembranals estan situats en e TGN, on reconeixen i uneixen les hidrolases
acides de nova sintesi que cal enviar als lisosomes, gracies a reconeixement d’ una
seguiencia glucidica especifica que aquestes contenen, la manosa-6-fosfat (M6P).
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FIGURA 1.13.
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Cicle de la M6PR. L'acidificacio dels LE és imprescindible per a I'aliberament dels enzims
lisosomals dels M6PR, i pel reciclatge d’ aguests receptors cap a TGN. El color groc indicapH neutre,
i e vermell indica pH acidic. Els cercles blaus indiquen enzims lisosomals, i €ls verds indiquen
mol écul es destinades a degradacio (figura extreta de Nishi i Forgac, 2002).

Els complexos lligand-receptor es concentren en regions concretes del TGN, on es
produeix lagemmacio i fissio de vesicules de transport recobertes en aguest cas d’ un
mantell de clatrinai d'AP-1 o0 AP-3 (FIGURA 1.12). Després de la pérdua del seu
mantell, aquestes vesicules es fusionen amb els SE i son conduides als LE. Aqui es
produeix la dissociacio dels complexos i I'aliberacié dels enzims hidrolitics per
efecte del baix pH, de manera que aquests poden comencar a digerir la resta del
material endocitat transferit als LE des dels SE. Els receptors, ja lliures de la seva
carrega, sdn recuperats en noves vesicules de transport que sorgeixen per gemmacio
delsLE, i retornats ales membranes del TGN.

No obstant, no tota la carrega destinada als lisosomes arriba al seu desti. Part de
les hidrolases acides aconsegueixen evitar la via de transit que els correspon, i son
transportades a la superficie cel -lular per la ruta per defecte, la secreciO. Per aguesta
rad alguns M6PR es dirigeixen a la membrana plasmatica, a fi de recapturar aquests
enzimsi retornar-los mitjancant endocitosi mediada per clatrina als lisosomes, via SE
i LE.
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1.7.3.2. Entre els endosomes i el reticle endoplasmatic: toxina del célera i ricina

Certes molecules, i en concret determinades toxines, a |’internalitzar-se en una
cél lula poden emprendre la via de transport retrograda. Aquesta les dirigeix des de
les vesicules del sistema endosomal a reticle endoplasmatic, passant pel TGN.
Aquest és el cas de la toxina del colera (CT) i de laricina (Johannes i Lamaze,
2002).
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1.8. Objectius

Un dels objectius generals de la recerca que es duu a terme en el Laboratori
d Enginyeria de Proteines, on s'ha dut a terme aguest treball, és el disseny de
variants de la ribonucleasa pancreatica humana (HP-RNasa) amb activitat citotoxica,
a fi daprofundir en el coneixement de les bases moleculars de la citotoxicitat
d’ aguests enzims. La generacid de ribonucleases humanes amb propietats similars a
les descrites per a altres ribonucleases d’ origen no huma (com I’onconasa i la BS-
RNasa) ofereix la possibilitat de desenvolupar hous agents quimioterapeutics que, en
humans, probablement mostrarien una millor toleranciaimmunol ogica

Els factors moleculars que determinen la capacitat toxica de les ribonucleases
comencen a ser coneguts. S accepta que el procés s'iniciaper launié del’enzim ala
superficie cel-lular, seguit per la seva endocitosi i la seva translocacio a citoplasma,
on haura de superar |’ activitat inhibidora de I’'hRI per tal de dur a terme la catdisi
enzimaticade I’RNA, conduint aixi alamort delacdl-lula.

En base a aguestes propietats, I’objectiu principal d'aquest trebal va ser la
generacio de variants de I"'HP-RNasa que superessin algunes de les barreres més
importants que suposadament limiten les capacitats toxiques en aquest enzim. En
concret la resisténcia al’hRI i la capacitat d interaccionar més eficientment amb la
superficie cel-lular, a fi de facilitar la seva internaitzacié. Arran d aquestes
consideracions, els objectius concrets que es van definir foren el's seglients:

1. Obtencid, per mutagénesi dirigida per oligonucleotid, de variants de I’ HP-RNasa que
introduissin alguna de les seglients modificacions, 0 una combinaci6 entre les dues,
sense alterar les propietats estructurals ni catalitiques de I’ enzim parental .

e Impediments estérics i/o electrostatics en els punts de contacte de I’enzim amb
I"inhibidor.

e Addici6 d'un o varis peptids RGD en la sequencia de la proteina, per ta
d’ afavorir la sevainteraccié amb els receptors d' integrina de superficie cel lular.

2. Expressidi purificacié de cadascuna de les variants de I' HP-RNasa construides, aixi
com de la proteina parental, en quantitats suficients per a dur a terme els estudis
posteriors.

3. Expressio, purificacié i activacié de I'onconasa, en quantitats suficients per a
utilitzar-la com a control positiu en les andlisis de citotoxicitat.

4. Caracteritzacio de les propietats citotoxiques de les noves variants en diverses linies
de cel-lules tumorals in vitro, i estudi de la relacié hRI-resisténcia amb la
citotoxicitat.

5. Caracteritzacio bioguimica de les variants de I’'HP-RNasa tant a nivell d activitat
catalitica, com d’ estabilitat.

6. Andis de la internalitzacié i estudi de les possibles vies de transit intracel-lular
seguides per les variants de I’ HP-RNasa que han adquirit propietats citotoxiques.
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Nota: El present capitol esta complementat a
I” APENDIX A, on es descriuen de manera detallada
els protocols de laboratori d Us generalitzat en el
nostre laboratori. En canvi, les técniques posades a
punt al [larg del present treball de tesi, es descriuen
en detall en e corresponent apartat d aquest
capitol.

2.1. Material

Durant aquest treball s ha utilitzat I’ equipament que es detallaala TAuLA 2.1. En
general, els productes quimics que s han utilitzat durant aguest treball han estat de
grau analitic, procedents de les cases Roche Molecular Biochemicals (Alemanya),
Fluka (Suissa), Merk (Alemanya), Panreac (Espanya), Serva (Alemanya) i Sigma
Chemical Co. (EUA). Pel que fa a productes d’ is més especific, la seva procedencia
seraindicada a mesura que apareguin en el text.
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TAULA 2.1.

Equipament utilitzat en aquest treball

Equip Marca Model Pais
Aparell de cavitacio Artisan Industry - EUA
Bombes HPLC Pharmacia Biotech P-900 Suecia
Bomba peristaltica Pharmacia Biotech P-1 Suécia
Camerafotografica Polaroid MP4+ EUA
Centrifuga Sorvall RC-5B EUA
Col-lector de cdl-lules Molecular Devices Skatron Combi-12 EUA
Detector HPLC Pharmacia Biotech UV-900 Suécia
Electrofores d’ agarosa Pharmacia-Biotech HE33-IM Suécia
Electroforesi de proteines Bio-Rad Mini-Protean 1™ EUA
Espectrefotometre Perkin Elmer Lambda Bio20 EUA
Espectrefluorimetre Perkin Elmer LS50 EUA
Espectrepolarimetre Jasco J715 Japé
Hematocitometre Preciss Neubauer Improved Franca
Homogeneitzador de .
callules Jencons Dounce Regne Unit
Incubador Selecta HotCold-UM Espanya
Incubador CO, Heraeus B 5060 Alemanya
Lector radiacio Beckman Coulter LS 3801 EUA
Lector radiacio y Packard Cobra EUA
Liofilitzador Heto CT60e Dinamarca
Microspoci confocal de .

fluorescencia Leica TCS4D Alemanya
Premsa de French SIM-AMINCO 20K rapid Fill cell EUA
Sonda de temperatura HANNA HI193551 Espanya
Termociclador Biometra Personal Cycler Alemanya
Transil.luminador UV TFX 20M Franca
Ultracentrifuga Beckman-Coulter Optima EUA
Ultrafiltrador tangencial Millipore Acrylic Minitan 11 EUA
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2.1.1. Microorganismes

En & present treball s’han emprat les seglents soques d’Escherichia coli, €l
genotip de les quals es descriu en detall ala TAULA 2.2.

Escherichia coli TG1 (Gibson, 1984)

Aquesta soca, obtinguda d Amersham Biosciences (Regne Unit), ha estat
utilitzada de manera general com a hospedant del vector pET17b(+) | per a la
construccio de les variants descrites en aguesta tesi. Es tracta d’ una soca idonia per a
la propagacid i manipulacio de vectors pel fet de créixer molt bé en medisrics, i tenir
una elevada taxa de transformabilitat.

Escherichia coli BL21(DE3) (Studier et al., 1990)

Aquesta soca, obtinguda de Novagene (EUA) s ha utilitzat per al’ expressio de les
construccions fetes sobre el vector pET17b(+) i derivats. Presenta la particularitat
que en el gen int del genoma bacteria s'hi ha inserit el bacteriofag DE3, de manera
que €l gen int roman inactivat. El bacteriofag DE3 és un derivat del fag A, que porta
un fragment de DNA que conté el gen lacl, un fragment inicial del genlacZ i el gen
que codifica per la RNA polimerasa de T7 sota e control del promotor lacUV5. La
inactivacio del gen int fa que el bacteriofag DE3 no es pugui escindir del genoma ni
tornar-se a integrar sense I’guda d’'un fag coadjuvant, de manera que resta com a
lisogen estable. En aquestes condicions, I’Unic promotor capa¢ de conduir la
transcripcié de la RNA polimerasade T7 és el promotor lacUV5, que és induible per
IPTG. En afegir IPTG aun cultiu d’ aguesta soca en fase de creixement, es transcriu
RNA polimerasade T7, laqual a seu torn transcriura el gen que ha estat clonat en el
plasmidi pET17b(+) o derivats, darrera del promotor reconegut per aquesta
polimerasa.

TAULA 2.2.

Caracteristiques genotipiques de les soques utilitzades

Soca Genotip

thr, hsd45, supE, 4 (lac-pro AB), thi™t, A(merB-hsdSM)5, (rK” mK?),

Escherichia coli TG1
F [traD36, proA’, proB*, lacl® lac ZAM15]

Escherichia coli BL21(DE3) F, ompT, (rg-, mg-) hsdS, gal A (DE3)dcm, don’

2.1.2. Vectors

Per a clonatge i I’ expressié de les diferents construccions recombinants descrites
en aquest treball, s'ha utilitzat el vector pET17b(+) (Rosenberg, 1987; Studier i
Moffatt, 1986; Studier et al., 1990), procedent de Novagene (EUA). Aquest vector
permet una expressio citoplasmatica de les proteines recombinants. Es un plasmidi
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de 3.306 pb, que conté un origen de replicacio d’ E. cali (ori), un gen de resistéenciaa
I"ampicil-lina, una regié policonnectora amb deu possibles dianes, € promotor de
I"RNA polimerasa de T7 i un operador lac just darrera d’aquest promotor. A la
vegada, aquest vector és portador del gen del repressor lac (lacl) juntament amb el
seu promotor natural. El vector també conté un terminador propi de I’RNA
polimerasade T7.

Quan aquest vector s utilitza en lisdgens del tipus DE3 per a |’ expressio de gens
foranis, e repressor lac actua tant sobre el promotor lacUV5, on reprimeix la
transcripcié de la RNA polimerasa de T7, com bloguejant la transcripcid del gen
forani per qualsevol RNA polimerasade T7 que es pugui trobar.

2.1.3. Liniescel lularseucatiotes
A la TAULA 2.3 es descriuen les diverses linies cel-lulars emprades en € present

treball (per a més informacié veure American Type Culture Collection, a I’ adreca
http:\\www.atcc.org).

TAULA 2.3.

Caracteristiquesdeleslinies cel-lularsutilitzades en € present treball

Nom Morfologia Teixit d' origen Creixement Temps fje
divisio
A431 Epitelia Carcinoma epidermoid Adherent 24h
K562 Limfoide Eritroleucemia Suspensio 18h
HeLa Epitelial Adenocarcinoma cérvix Adherent 25h
Hel aS3? Epitelial Adenocarcinoma cérvix Suspensio 25h
MCF7 Epitelial Adenocarcinona mamari Adherent 48 h
Daudi Limfoblast Limfoma Suspensio 24h

®Hel.a S3 és unaliniaclonal derivadade la parental HeLa. Aquestaliniaés molt Util per |a possibilitat
d' adaptar €l seu creixement en suspensio.
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2.2. Metodes microbiologics

2.2.1. Medisdecultiui antibiotics

Per a creixement i propagacio de les diverses soques bacterianes, portadores o no
de vectors, s’ ha utilitzat el medi de cultiu LB (Sambrook et al., 1989). La composicié
d aquest medi es descriu al’APARTAT Al de I’ APENDIX A. El medi LB s ha utilitzat
amb totes les soques, tant per a I’obtencié i manipulacié dels vectors, com per a
I’ expressié de les diferents construccions resultants d’ agquesta manipul acio.

Per a cultiu de microorganismes s ha utilitzat Gnicament |’ antibiotic ampicil lina.
La soluci6 d’ emmagatzematge ha estat sempre de 50 mg/ml en aigua destil-lada. Una
vegada preparada aquesta solucid, s ha esterilitzat per filtracié (0,22 um de diametre
de porus) i sha guardat en aliquotes a —20°C. La concentracié de treball
d ampicil-lina en el medi de cultiu ha estat sempre de 50 ug/ml. Si cal suplementar
un medi solid (en placa), I’ antibiotic s afegeix quan el medi ja s harefredat prou, just
abans de dispensar-lo ales plaques.

2.2.2. Manteniment de les soques

Per a manteniment a llarg termini de les soques, aguestes S han emmagatzemant
en forma de glicerinat a —80°C. El procediment dut a terme per a I’ obtencio dels
glicerinats és €l seglient:

1. Inocular una colonia de la soca desitjada en 3 ml del medi de cultiu adequat.
2. Incubar a 37°C en agitacio (250 r.p.m) entre 12 i 15 hores.

3. Transferir 1 ml de cultiu a un tub eppendorf i afegir 0.315 ml d’una solucié
de glicerol 87 % esteril (concentraci6 final 20 %).

4. Homogeneitzar €l tub i desar a—80°C.
Les cél-lules desades a—80°C d’ aguesta manera es mantenen viables durant molts
mesos, fins i tot anys. Per inocular un nou cultiu a partir d’un d’ aguests estocs

congelats, es fon un petit volum de la superficie del tub, S'inocula, i la resta es
retorna al congelador sense que s hagi arribat a descongelar completament.

2.2.3. Creixement delscultius

Per as cultius liquids s han aplicat sempre les mateixes normes generals. S ha
intentat que el volum de medi de cultiu fos com a méxim 1/5 part del volum total del
flascd. Els cultius de menys de 4 ml s’ han preparat sempre a partir d’una colonia
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Unica o bé d'un glicerinat. Els cultius de volum superior sempre s ha fet créixer
abans un pre-indcul de volum adequat, per després afegir-lo a medi de cultiu amb
una proporcio 1:100 (inocul:medi).

Per a seu creixement, els cultius s han incubat a una temperatura de 37°C i amb
una agitacio de 250 rpm. Pel que fa al temps d’incubaci6 referit normalment com
overnight (O/N), ha estat sempre d’entre 12 i 15 hores. Incubacions més llargues son
desaconsellables pel fet que pot veure's reduida la poblacio de cél-lules portadores
del vector d'interes, a favor de la poblacio de cél-lules sense vector. El temps
d’incubaci6 de cultius per al’ expressié de gens recombinants ha oscil lat entre les 6
les 8 hores, les tres darreres, posteriors alainduccio.

2.3. Méetodesde cultiu per cd-luleseucariotes

2.3.1. Técnica aseptica

Atés que les cél-lules es fan créixer en cultiu in vitro durant llargs periodes de
temps, és essencial seguir tot un conjunt de mesures basiques d’ esterilitat per tal
d evitar contaminacions. Tot el material i els reactius que han d’entrar en contacte
amb els cultius han de ser estérils, aixi com també totes |es superficies de treball.

La cabina de flux laminar ha de contenir Gnicament el material imprescindible per
a dur a terme la manipulacié experimental. La superficie interior de la cambra s’ ha
de netgjar rutinariament amb etanol al 70 %.

Tot el material d’un sol Us utilitzat en el cultiu cel-lular, incloent pipetes, plagues,
flascons i ampolles de medi son subministrats per les cases comercials de forma ja
estéril. Pel que fa a material de vidre, cal esterilitzar-lo mitjangant |’ autoclau,
seguint les condicions especifiques per a cada tipus de material. Les solucions que no
poden ser sotmeses a |’ autoclau, com ara medis o solucions d’ antibiotics, han de ser
esterilitzades per filtracio, amb un filtre amb un diametre de porus de 0,22 um.

2.3.2. Manteniment delesliniescd-lulars

Totes les linies cel-lulars s han fet créixer en medi DMEM (Gibco) suplementat
amb 10 % de serum bovi fetal (FCS) (Gibco), L-glutamina 2 mM, penicilina 50 U/ml
i estreptomicina 50 pg/ml. Les incubacions s han realitzat en un incubador amb
ambient saturat d’aigua, a37°C i 5% CO,,

Per les linies de creixement adherent, els cultius s han de trobar en un estat de
semiconfluéencia d’entre e 75-100 % en & moment de ser subcultivats. Si es
dilueixen méstard, el fenomen d’inhibicié per contacte entre les cél -lules atura el seu
creixement i, finalment, en condueix la sevamort. Si es subcultiven abans, obtindrem
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una fase de latencia més llarga del normal, alentint-se I’ establiment del cultiu. Aixi
mateiX, per subcultivar cal afegir un nombre de cél-lules suficient per a obtenir una
concentracié final de ~ 510" celsml en cadascun dels nous cultius. Les
caracteristiques de creixement varien en cadalinia cel-lular. Per aleslinies que s han
emprat en el present treball, amb I’excepcié de MCF7, el temps de divisio cel-lular
ha estat de 24 h, i els cultius s’ han subcultivat cada 2 o 3 dies. MCF7 presenta un
temps de divisio mésllarg, de 48 h, per laqual cosa s han subcultivat cada 5 dies.

Propagacio de cultius de creixement adherent

1. Eminar el medi vell amb una pipeta estéril.
2. Rentar dues vegades |a monocapa de cél lules adherida al flascé amb PBS esteril.

Els processos de rentat serveixen per eliminar restes de FCS del medi, que actuarien inhibint
I’accié delatripsina.

3. Afegir lasolucio de tripsin/EDTA a 37°C fins que cobreixi la monocapa de cél-lules adherida a
lasuperficie del flasco (=1 ml per aflascons de cultiu de 25 cm?).

4, Incubar €l flascé a 37°C i 5 % CO,. Controlar regularment al microscopi e moment en que les
cél-lules deixen d' estar adherides.

5. Unavegada les cél-lules s han dedlligat de la superficie del flasco, afegir 9 ml de medi complet
fresc i temperat a 37°C. Pipetgjar la suspensio de cél -lules repetidament. Aquesta accié mecanica
permet dissociar les cél-lules que encara romanen Iligades entre elles o a la superficie ddl flasco.
El FCS que conté el medi inhibiral’ acci6 delatripsing, evitant que aquesta malmeti les cél-lules.

6. Reditzar ladilucié en nous flascons: 1/3, 1/5 o 1/10.
7. Incubar en un incubador saturat de vapor d'aiguaa 37°Ci 5 % CO,.

8. Per la simple propagacié del cultiu, subcultivar cada vegada que les cdl-lules assoleixin la pre-
confluéncia, cada 2-3 dies.

REACTIUS| SOLUCIONS

Tampo fosfat sali (PBS), pH 7.4

0.24 g KH,PO, (1.4 mM)

0.20gKCl (2.7 mM)

8.00 g NaCl (0.137 M)

1.44 g Na;HPO, (0.01 M)

H,O finsal litre

Ajustar a pH desitjat amb 1 M NaOH o 1 M HCI
Emmagatzemar atemperatura ambient.
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Tripsina/EDTA

0.25 % (p/v) tripsina
0.2% (p/v) EDTA
Emmagatzemar <1 any a —20°C.

El primer pas per al subcultiu de cél-lules que creixen en monocapa €s
desenganxar-les del substrat mitjangant un tractament amb tripsina. La suspensio de
cél lules resultant pot ser subdividida o diluidatot seguit, en medi fresc.

El subcultiu de les linies que creixen en suspensio és molt més simple que € de
les cél-lules que creixen en forma de monocapa. Donat que les cél-lules es troben
suspeses en el medi en lloc d’ estar lligades a la superficie del flasco, no és necessari
cap tractament enzimatic previ a la propia dilucié en medi fresc. Malgrat aixo, cal
subcultivar els flascons cada 2 o 3 dies abans que les cél-lules deixin de créixer en la
fase exponencia de creixement.

2.3.3. Criopreservacio delescé lules

Al llarg del temps, les cél-lules cultivades pateixen canvis en € seu creixement,
morfologia i caracteristiques genetiques. Aquests canvis afecten negativament la
reproductibilitat dels resultats experimentals. La criopreservacio de les linies
cellulars és una técnica que permet preservar i retenir la integritat de les linies
cel lulars subjectes a estudi. Congelant les cél -lules una vegada s ha acabat € treball
experimental, s evitala senescéncia cellular, es redueixen els riscos de contaminacié
i es minimitzen els efectes de la deriva génica.

Els cultius seleccionats per ala criopreservacio han d’ estar en fase exponencia de
creixement. La suspensio de cél-lules es congela en presencia de DM SO com a agent
crioprotector. Les cél-lules es congelen gradualment i es descongel en rapidament, per
tal d’evitar la formacié de cristalls de gel que les lisarien. Els cultius poden ser
congelats i emmagatzemats indefinidament en nitrogen liquid (-180°C), o a -80°C
durant alguns mesos.

Congelacio delinies cel lular s de creixement adherent

1. Aspirar e medi d un flasco (de 25 cm?) de cél lules en fase exponencial de creixement.
2. Redlitzar un tractament amb tripsinitzatal i com esdescriu en I’ APARTAT 2.3.2).
3. Transferir les cdl-lules a un tub de centrifuga estéril, i afegir 2 ml de medi complet amb FCS.

4. Centrifugar a 300 xg durant 5 min, eliminar el sobrenedant i resuspendre el sediment en 2 ml del
medi de congelacié (per tal de tenir una concentracio final d’entre 10° i 10” cel/ml). Posar el tub
rapidament en gel.
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5. Feraiquotesd 1 ml delasuspensio de cél-lules, en vials de 2 ml (Nalgene Cryofreezer, EUA).
6. Congelar elsviasa-80°C durant totalanit.

7. Transferir elsvials a una cambra de nitrogen liquid per a una conservaci6 allarg termini.

REACTIUS| SOLUCIONS

Medi de congelacio

DMEM 7ml
FCS 2ml
DMSO 1ml

La concentracié de DMSO no pot ser superior al 10% de concentracio final, donat que
éstoxic per alescel-lules.

Congelacio delinies cel lular s de creixement en suspensié

1. Centrifugar una suspensié de cél-lules en fase exponencial de creixement (entre 5:10° i 10’
cél-lules), 10 min a300 xg i a temperatura ambient.

2. Eliminar el sobrenedant i resuspendre el sediment en medi de congelacié a 4°C, fins a una
concentracié de 10°-10 cel/ml.

3. Transferir aiquotes d'1 ml de la suspensié de cdl-lules en vials, i congelar seguint les mateixes
indicacions que per aleslinies de creixement adherent.

Per tal de recuperar les cél-lules congelades i minimitzar I’ efecte de la mort
cellular és imprescindible realitzar una descongelacié rapidai fer una sembra a una
atadensitat.

Descongelacié

1. Agafar el vial del recipient de nitrogen liquid, i col-locar-lo immediatament en un bany d’aigua a
37°C. Agitar €l vial continuament, fins que €l medi estigui descongelat (< 60 s).

2. Netgar lasuperficie externadel via amb etanol al 70 %.
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3. Unavegada descongelat, transferir rapidament el contingut dels vials aun tub de centrifuga estéril
que contingui 2 ml de medi complet atemperat a 37°C. Centrifugar 10 min a 300 xg, a
temperatura ambient. Descartar el sobrenedant.

Aquest rentat esrealitza per eliminar el DMSO residual del medi fresc.

4. Resuspendre suaument €l sediment en 1 ml de medi complet, i transferir a un flasco de cultiu amb
9 ml de medi.

Els cultius es reestableixen a una densitat cel-lular més elevada a la que s utilitza normalment,
donat que sempre es produeix un percentatge de mort cel-lular associada a la congelacio.
Normalment, 1 ml de suspensié cel -lular esresembra en 5-20 ml de medi.

5. Controlar els cultius 24 h després, per assegurar que les cél-lules s han lligat a la superficie del
flascd (en el cas de leslinies adherents) i que evolucionen correctament.

6. Canviar € medi 2-3 dies després, abans que I’ indicador de pH del medi inicii € canvi de color.

2.3.4. Determinaci6é del nombredecd lules

Per a recompte del nombre de cél-lules s ha utilitzat un hemocitometre del tipus
Neubauer Improved. L’hemocitdmetre consisteix en una especie de portaobjectes
forca gruixut, com el mostrat ala FIGURA 2.1. Presenta quatre estries longitudinals en
el seu terc central. Aquestes estries son paral-leles, i € terc central té la mateixa mida
gue el cobreobjectes que s utilitza amb I"hemocitometre. Els dos suports externs es
troben més elevats que e suport intern, de manera que el cobreobjectes reposara
sobre els dos primers. Les dues reixetes o celles de comptatge (FIGURA 2.2) estan
gravades sobre el suport central, circumscrit per les dues estries internes.

" Caralaeral Caza supesior

/ vai:neltesl\.\ 3

Supon extericr Suport irterior

FIGURrA 2.1.

f N V%: Hemocitdmetre Neubauer Improved. A.
Visio frontal. B. Visio lateral.

56




2. Material i métodes

El cobreobjectes es col loca reposant sobre el's dos suports externs, i la mostra de
cellules en suspensié s aplica en les dues estries internes. Per capil-laritat, € liquid
es desplaca per sota €l cobreobjectes i cobreix les dues reixetes situades a la
plataforma central.

L"hemocitometre es disposa en un microscopi optic, i es procedeix a recompte de
les cél-lules de la mostra a partir de la cel-la de comptatge. Cadascuna de les dues
cel-les consisteix en una reixeta subdividida en 4 quadrats (indicats com a L ala
FIGURA 2.2), d'1 mm de costat i 0,1 mm de profunditat. Cada quadrat esta subdividit
a la vegada, per 16 quadrats de 0,25 mm de costat. Per obtenir la concentracio de
cél-lules en una solucio, es realitza el seu recompten en les quatre areesL , i S'aplica
laformula seglient :

Ne cél-lules per puL = N° cél-lules / (4 mm?x 0,1 mm) (EQuAaci© 2.1)

L L 1 FIGURA 2.2.

Cellla de recompte d'un
hemocitometre.
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2.4. Tecniquesde DNA recombinant

2.4.1. Condicionsgeneralsde manipulacié de DNA

El DNA és molt susceptible de ser atacat per les nucleases que es troben arreu,
tant provinents de la pell del propi manipulador, com d’ origen bacteria, presents ala
pols de I’ambient. Es per aquesta rad que és necessari treballar respectant certes
mesures de seguretat, per tal de no malmetre la mostra. Aixi doncs, cal esterilitzar
amb autoclau tot aguell material i solucions que hagin de tenir un contacte directe
amb el DNA. Per la mateixa rad, sovint és aconsellable I'Us de quelants d’'ions
divalents (com I'EDTA) que inhibeixin I'accié de les nucleases. Aixi mateix, és
recomanable manipular sempre les mostres amb guants de | atex.

2.4.2. Obtencié de DNA plasmidic

Per a |’ obtencié de DNA plasmidic s ha utilitzat el quit comercial Quantum Prep
Plasmid Miniprep kit (Bio-Rad, Alemanya), el qual ens permet obtenir entre 31 5 ug
de DNA per ml de cultiu, si estreballaamb cél -lules portadores de plasmidis d’ elevat
nimero de copia, com ha estat e nostre cas. EI DNA obtingut mitjancant aquests
processos pot ser utilitzat per a transformacions i digestions amb enzims de
restriccio. Els detalls del protocol s especifiquen al’ APARTAT A2.1 del’ APENDIX A.

2.4.3. Electroforesi de DNA en gelsd’agarosa

Per a la preparacié de gels s'ha utilitzat agarosa de baixa €electroendosmosi
(Ecogen, Espanya). Pel que faa percentatge d’ agarosa per ala preparacio del gel, ha
oscil-lat sempre entre un 0,8 % i un 2,0 %, en funcid de la longitud dels fragments
que es volien separar (TAULA 2.4). Els detals de la tecnica s especifiquen a
I” APARTAT A2.2 de |’ APENDIX A.

TAULA 2.4.

Per centatge d’ agar osa en funci6 de la mida dels fragments de DNA a separ ar

% d'agarosa Mida del fragment (Kb)
038 1,0-20
1,0 0,5-10
15 0,2-3
2,0 0,1-2
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2.4.4. Purificacio de fragments de DNA

L’ aillament de fragments de DNA de doble cadena a partir de gels d’ agarosa, s ha
dut a terme mitjangant el sistema Geneclean de BIO101 Inc. (EUA). Els detalls
d aquest protocol s especifiquen al’ APARTAT A2.3 de |’ APENDIX A.

2.45. Concentraci6é de DNA

Els procediments emprats per a la concentracido de DNA han estat diversos. En
primer lloc, es pot optar per un Geneclean (APARTAT 2.4.4), tot resuspenent al’ etapa
fina amb un volum inferior a I’inicial. L’ avantatge d aquest metode és que permet
obtenir DNA molt pur en molt poc temps. Un segon métode utilitzat ha estat la
precipitacio del DNA, previa extraccié amb fenol i cloroform, afegint 0,1 volums
d acetat sodic 3 M i 2 volums d’ etanol, per a final resuspendre amb un petit volum
d’aigua Milli-Q o TE (veure I’ APARTAT A2.4 de |’ APENDIX A).

2.4.6. Estimacio dela concentracid de DNA

Per afer una estimacio de la quantitat de DNA present en una dissolucio, es poden
emprar dos sistemes. la determinacio espectrefotometrica i I'estimacid per
electroforesi en gel d’ agarosa.

La determinacié espectrofotometrica consisteix en mesurar |’ absorbancia a 260
nm de la dissolucié de DNA de la qual es vol determinar la concentracié o d' una
diluci6é de lamateixa. S accepta de forma general, que una unitat de densitat optica a
260 nm equiva a una concentracié de 50 ug/ml de DNA de doble cadena, i a 20
ug/ml per un oligonucledtid de cadena senzilla. Per a determinar el grau de puresa de
I’acid nucleic, s estudia la relacié entre els valors de densitat optica a 260 i 280 nm
(DO260o/D0Os2sg0). En preparacions pures de DNA, aguest quocient té el vaor 1,8.
Vaorsinferiors indiquen que la preparaci 6 esta contaminada amb proteines o fenal, i
valors superiors a 1,8 en una preparacié de DNA indiquen la presenciad’ RNA.

Sovint els volums de les dissolucions de DNA purificat son massa petits o
aguestes estan massa diluides i es fa dificil estimar la seva concentracio
espectrefotométricament. En aquests casos es pot estimar la concentracio a partir
d electroforesi en gels d'agarosa. Per dur a terme aguest tipus d'estimacié cal
realitzar una electroforesi analitica (APARTAT 2.4.3), per una banda de la dissolucio
de DNA delaqual esvoal fer I’ estimacio de la concentracio i per I’ altra de marcadors
de massa molecular adequats. Ates que es pot coneixer quina quantitat de DNA hi ha
en cadascuna de les bandes dels marcadors a partir del volum o concentracio
aplicades, es pot inferir la quantitat de DNA present en la banda de la dissolucio
problema, tenint en compte el volum aplicat, per comparacio de la seva intensitat
amb la de les bandes dels marcadors més propers.
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2.4.7. Tractament amb enzimsderestriccid

En e present treball shan emprat enzims de restriccié de tipus Il per obtenir
fragments de DNA amb extrems cohesius, els quals es poden purificar i combinar per
donar Iloc a molécules de DNA recombinants. Els enzims de restriccio utilitzats es
presenten a la TAULA 2.5, on sindica també la casa comercial de la qual s han
obtingut. La temperatura d’incubacié ha estat, per a tots els enzims utilitzats, de
37°C, i e temps d'incubacié d'entre 2 i 6 hores. El volum d' enzim a afegir a la
reaccio mai va superar €l 10 % del volum total.

TAULA 2.5.

Enzimsderestriccio utilitzats en aquest treball

Enzim Casa comercial Sequiencia diana
Sacl Roche Molecular Biochemicals GAGCTY C
Ndel MBI Fermentas CAl TATG
Xhol MBI Fermentas Cl TCGAG

2.4.8. Reaccio delligament

Per a lligament de molecules de DNA sha utilitzat la DNA lligasa de T4
distribuida per Roche Molecular Biochemicals (Alemanya), seguint les indicacions
de la casa comercial. Generalment, s ha deixat que la reaccié tingués lloc durant 12
hores a 16 °C (veure I’ APARTAT A2.5 de |’ APENDIX A).

2.4.9. Obtencidi transformacio de cél -lules competents

Per a |’ obtenci6 de cél -lules competents (veure I’ APARTAT A2.6 de I’ APENDIX A)
S'ha seguit una variacié del protocol descrit per (Cohen et al., 1972), basat en €l
tractament de les cdl-lules bacterianes amb CaCl, 50 mM a 4°C. Cal fer esment que
les cél.lules només incorporen de forma estable molécules de DNA de doble cadena
circulars. Les cél-lules competents preparades poden ser transformades amb DNA
provinent d' un Iligament o obtencié minipreparativa. La introduccié del DNA en les
cél -lules competents es realitza mitjancant un xoc térmic de 2 min a42°C. Els detalls
del protocol s especifiquen al’ APARTAT A2.7 del’ APENDIX A.
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2.4.10. Mutagénesi dirigida per oligonucledtid (SDM)

Latéecnica de mutagenesi dirigida emprada en el present treball ha estat |a descrita
per (Juncosa et al., 1994). Aquesta tecnica aprofita la reaccid en cadena de la
polimerasa (PCR), utilitzant dSDNA com a motlle i una DNA polimerasa amb
activitat correctora 3 —5', la Deep Vent DNA polimerase (New England Biolabs,
EUA) (veure els APARTATS A2.81 A2.9 del’ APENDIX A).

Els oligonucledtids han estat dissenyats en cada cas per optimitzar I’ eficiencia de
mutagenesi. Si la mutacié afecta a una sola base, |’ oligonucledtid ha tingut una
longitud de 21 bases, amb la mutacio centrada. En €l cas de canvis de més d’ una base
consecutiva, la longitud dels oligonucledtids a banda i banda de la regié de mutacié
s ha gjustat de manera que la temperatura teorica d' hibridacio fos aproximadament
de 42°C, d'acord amb la férmula de I'EQUACIO 2.2. Els oligonucledtids dissenyats
d aguesta manera han estat sintetitzats i adquirits liofilitzats a Roche Molecular
Biochemicals (Alemanya).

Tm (°C)= 81,5+ 0,41 (% GC) — 675/a— b/a (EQUACIO 2.2)

Essent a el nimero de bases total, i b €l nimero de bases no aparellades.

Per ala SDM es parteix del gen que es vol mutar (DNA motlle), inserit en un
vector adequat per a qual es tenen dos oligonucleotids que s hibriden a's extrems del
gen, a cadenes complementaries. En una primera PCR s amplifica una part del gen,
la compresa entre les regions a les que s hibriden I’ oligonucleotid mutagenic i un
dels oligonucleotids externs universals (APARTAT A2.9 de I’ APENDIX A). El producte
d aquesta primera PCR, degudament purificat, tal i com es descriu a I’ APARTAT
2.4.4, s utilitza com a encebador juntament amb |’ altre oligonucleotid universal per
a una segona PCR, en la que el DNA motlle segueix essent e vector que porta
incorporat el fragment a mutar. El producte final de la segona PCR és digerit amb els
enzims de restriccio adients, i inserit a pET17b digerit amb els mateixos enzims de
restriccio.

El producte del lligament es transforma sobre E. coli TG1. D’entre les colonies
transformants obtingudes, se selecciona les que han incorporat correctament la
mutacio, fet que es comprova per sequienciacio del DNA.

2.4.11. Sequenciacié de DNA

La seqlenciacié del DNA s ha realitzat seguint e metode de Sanger (Sanger i
Coulson, 1978; Sanger et al., 1977). Sha emprat la técnica de seqlenciacié
automatica en un aparell ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (PE Biosystems, EUA),
tot seguint les indicacions de la casa comercia (veure APARTAT A2.10 de I’ APENDIX
A). La reacci6 de seguenciacio sha dut a terme utilizant e kit ABI PRISM
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (PE Biosystems),
amb laDNA polimerasa AmpliTag® (PE Biosystems).
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2.5. Metodes d’expressio i purificacio de proteines
recombinants

2.5.1. Expressio delesproteinesrecombinantsen E. coli BL21(DE3)

El creixement de la soca portadora del vector a expressar es redlitzatal i com es
descriu a I’ APARTAT 2.2.3. Les condicions especifiques de cultiu de la soca E. cali
BL21(DES3), encaminades a la produccio de les diferents proteines recombinants, van
ser les que S exposen a continuacio (veure també I’ APARTAT A3.1 del’ APENDIX A):

S estableix un cultiu de nit, inoculant una unica colonia de la soca desitjada en 1-5
ml de medi liquid LB suplementat amb 400 pg/ml d’ampicil-lina. El cultiu S'incubaa
37°C amb agitacio (250 r.p.m.) durant 12-15 hores.

Amb aquest cultiu s'inocula a una dilucié 1/100 en 1 L de medi LB suplementat
amb 50 pg/ml d ampicil-lina. Es deixa créixer el cultiu a 37°C i en agitacié (250
r.p.m.) durant 3-4 hores, fins que s assoleix un valor d absorbancia a 550 nm de 0.8-
1.0. En aguest moment es redlitza la induccié de I'expressié de la proteina
recombinant afegint IPTG 1 mM (concentracio final). Es deixa créixer e cultiu
induit 3 hores i tot seguit, es centrifuga a 10.000 xg durant 20 min per tal de recollir
les cél-lules. Aquestes es guarden a —20°C fins al moment d’iniciar €l procés de
purificacio (APARTAT 2.5.3).

2.5.2. Analisi delsnivellsde produccio

Per tal d'analitzar la produccié de proteina recombinant durant la induccid, es
prenen mostres d'1 ml de cultiu en e moment anterior a la inducci6 i a diferents
temps a llarg d’ aguesta. Aquestes mostres es centrifuguen a 10.000 xg, durant 4 min
a temperatura ambient, s elimina el sobrenedant per aspiracid, es resuspen el
sediment cel.lular en 150 pl d'aigua, safegeixen 50 pl de tampo6 d' aplicacié de
proteines 4x, i es bull durant 5 min. Finalment, s analitzen les proteines per SDS-
PAGE (APARTAT 2.6.2).

2.5.3. Purificacié deles proteines recombinants

En aguest treball s'ha seguit el protocol de purificacié descrit per Canals et al.
(1998) i per Ribd et al. (2001), e qua permet obtenir quantitats suficients de
proteina pura i homogenia. El protocol utilitzat, adaptat per a la purificacio a partir
d’ 1L de cultiu induit (APARTAT 2.5.1) es descriu a grans trets tot seguit. Els detalls
del procediment s especifiquen al’ APARTAT A3.2 de |’ APENDIX A.

62



2. Material i métodes

El procés de purificacié sinicia amb I'expressié heterologa de la proteina, tal i
com s ha descrit en I’APARTAT 2.5.1. Les cedl.lules recollides per centrifugacié es
resuspenen en tampd TrissHCI 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. Tot seguit es
procedeix al trencament de les cél-lules per mitja de la premsa de French. A
continuacié saillen els cossos d'inclusio per centrifugacio, que és on es troba la
major part de la proteina recombinant produides per la cél-lula. El procés continua
amb la desnaturalitzaci6 d’ aquests agregats amb Gnd-HCI 6 M i a seva reduccié amb
GSH 0,1 M.

La mostra, desnaturalitzada i reduida, es dilueix en un amortidor de replegament
que conté L-Arg i GSSG a pH 8,5, fins a una concentracié de proteina d entre 50 i
100 pg/ml. A través de la dilucio, tant el Gnd-HCl com el GSH passen a estar a una
concentracié molt baixa, de manera que s'inicia €l replegament i, gracies a la
preséncia de GSSG, la reoxidacio de la proteina. La mostra s'incuba en aquestes
condicions a 4°C durant 24 h i tot seguit se li gjusta el pH a 5,0 amb acid acétic per
tal d’ aturar el procés d’ oxidacio.

Donat que en aquest estadi |a mostra es troba molt diluida, es procedeix ala seva
concentracié per mitja del sistema d ultrafiltracio tangencial. La mostra ja
concentrada, es dialitza contra I’amortidor acetat sodic 50 mM, i S'aplica a una
columna de bescanvi cationic Mono-S d'HPLC. Es recull € pic principal del
cromatograma, que correspon a la proteina pura i homogénia. Per refermar
I”homogeneitat de la proteina pura obtinguda, s analitza una mostra d’ aquest pic per
cromatografia de fase reversa, utilitzant una columna per HPLC Vydac-C4.

Finalment, la proteina es dialitza en contra d’aigua Milli-Q i es liofilitza, per tal
d’ emmagatzemar-la a—20°C.

2.6. Caracteritzacio bioquimica de proteines

2.6.1. Determinacio dela concentracio de proteina

2.6.1.1. Métode de Bradford

La determinaci6 de la concentracio de proteinatotal s ha dut aterme mitjancant el
metode de (Bradford, 1976) basat en la unié del colorant blau de Coomassie a les
proteines. Aquest métode es basaen el canvi del maxim d’ absorcid, de 465 a 595, del
colorant Coomassie Brilliant Blue G-250 en soluci6 acida quan S uneix a proteina
(veure apartat A4.1 del’ APENDIX A).
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2.6.1.2. Metode espectrofotometric

La concentraci6 de les mostres de ribonucleasa s'ha determinat també per
espectrofotometria, a partir del valor d’ absorbanciaa 278 nmi utilitzant el coeficient
d extincié molar corresponent. Per al’RNasa A comercial: 275 = 9800 M™* cm™ (Sela
i Anfinsen, 1957), i per al’ onconasa: e27s = 10.280 M cm™ (Leland et al., 1998).

En el cas de les variants de I' HP-RNasa aquest coeficient s'ha determinat seguint
el metode descrit per (Gill i von Hippel, 1989), que en tots el's casos va proporcionar
un valor de 275 = 8800 M cm™.

2.6.2. Electrofores discontinua en gel de poliacrilamida-SDS

En aguest treball s'ha utilitzat el metode d electroforesi discontinua descrit per
(Laemmli, 1970). La concentracio d’ acrilamida del gel superior ha estat sempre del 5
%, i la del gel inferior normament del 15 % (veure APARTATS A4.2 i A4.3 de
I’ APENDIX A). Per preparar les mostres, s afegeix 1 volum d’ amortidor d aplicacio
de mostres (4x) per cada tres volums de mostra. Si es vol que I’amortidor d aplicacio
tingui caracter reductor, s hi addiciona beta-mercaptoetanol 7,5 % (v/v). Les mostres
s escalfen durant 5 min a 90°C abans de ser carregades a gel.

2.6.3. Determinaci6 del’activitat ribonucleasa

2.6.3.1. Zimograma

Aquest sistema s ha utilitzat per identificar I'activitat ribonucleasa tant en les
diferents fraccions recollides d’ una cromatografia, com a llarg dels diversos passos
d'una purificaci6. Sha utilitzat e métode de tincié negativa de gels de
poliacrilamida-SDS amb poli(C) que es detalla a (Bravo et al., 1994) (veure
APARTAT A4.4 de |’ APENDIX A)

Essencialment, la técnica es caracteritza pel fet que el gel separador conté un
substrat de laribonucleasa d elevat pes molecular, el poli(C), que s afegeix durant el
procés d entrecreuament de les cadenes d'acrilamida. La técnica consisteix en
Sseparar primer les proteines mitjancant una electroforesi convencional, per a
continuacio eliminar I'SDS del gel mitjangant rentats amb isopropanol aquos.
D’aguesta manera es permet la renaturalitzacié de les proteines. Una vegada
plegades, les ribonucleases recuperen la seva activitat enzimatica i degraden
localment el substrat del gel. Per tincio negativa (el gel se submergeix en colorants
gue tenyeixen els acids nucleics) es visualitzen les bandes d’ activitat i S identifiquen
les proteines que la presenten.



2. Material i métodes

2.6.3.2. Determinaci0 espectrofotomeétrica de les constants catal itiques

Els parametres cinetics de les proteines amb activitat ribonucleasa s han
caracteritzat utilitzant dos substats diferents, la citidina 2,3’ -fosfat ciclic (C>p) i €l
poli(C) com a substrats de baix i d alt pes molecular, respectivament. El protocol
especific es presentaal’ APARTAT A4.5 de |’ APENDIX A.

2.6.4. Determinaci6 dela massa molecular

La massa molecular de les proteines generades s’ ha comprovat per espectrometria
de masses MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry) en un equip BRUKER-BIFLEX, d acord amb el protocol descrit
a (Wu i Watson, 1997). Aquestes andisis sShan dut a terme al Servel de
Sequenciacio de Proteines i Biocomputacié de I'Ingtitut de Biotecnologia i
Biomedicina“V. Villar i Palasi” dela Universitat Autonoma de Barcelona.

2.6.5. Calcul delatemperatura mitja de desnaturalitzacié termica (T 1)

Les diferencies de termoestabilitat (ATy2) de les variants en estudi respecte la
proteina salvatge es van calcular utilitzant un espectrofotometre equipat amb un
portacubetes termostatizat i una sonda de temperatura, seguint la metodologia
descrita per (Torrent et al., 1999).

Els enzims es van dissoldre a una concentracié d’'1 mg/ml en tamp6 acetat sodic
50 mM, pH 5,0. Els espectres d’absorci6 es van enregistrar entre 250 i 310 nm en
funcio de latemperatura, des de 20 fins a 80°C amb increments de 2-3°C a cada pas.
Després de cada increment de temperatura, € sistema es va deixar equilibrar durant 2
min abans de dur aterme lamesura.

El valor de Ty, de cada proteina es va determinar per mitja de I’analis dels
espectres de quarta derivada. A partir dels espectres de quarta derivada es va calcular
la diferencia d’amplitud acumulativa (CDA), la qual reflecteix la diferéncia entre
I’ espectre enregistrat en condicions natives i els successius espectres enregistrats a
llarg del desplegament. Aquest valor (CDA) es va representar en funcio de la
temperatura. Latransicié de desnaturalitzacio induida per |a temperatura es va gjustar
aun model de dos estats (Torrent et al., 1999).

2.6.6. Assaig deresistencia a proteases

Les diferents ribonucleases (13 ug) dissoltes en tampd Tris-HCI 10 mM, CaCl, 14
mM (pH 7,3) es van incubar amb diverses quantitats de termolisina (d'1,4 ng a 1,4
ug) (Sigma), en un volum final de 10 pl, durant 30 min a43°C. Les digestions es van
aturar per I'addicié d EGTA 20 mM, i les mostres es van aplicar en un gel SDS-
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PAGE (utilitzant gels de tricinaamb 12,5 % d acrilamida, veure I’ APARTAT A4.3 de
I’ APENDIX A), €l qual esvatenyir amb Blau de Coomassie. Per ala quantificacié de
les bandes, es van escangar gels per duplicat i les bandes es van quantificar
mitjangant el programa ImageQuant (Amersham Biosciences, Gran Bretanya).

2.6.7. Assaig d’interacci6 proteina-inhibidor

2.6.7.1. Analisi qualitativa de la interaccié RNasa-hRI, en gel d' agarosa

Per andlitzar el nivell d'interacci6 de les variants de I’HP-RNasa amb la proteina
inhibidora de ribonucleases (RI), s’ ha emprat una variant del métode descrit per
(Blackburn et al., 1977), que es descriu tot seguit. Aquest métode es basa en la
visualitzacié de la degradacié del substrat 16S- i 23S- rRNA per accio de les
ribonucleases en absencia o presencia de 40 unitats d' hRI, en un gel d'agarosa al 1,2
%.

Aixi, 15 ng de ribonucleasa en 20 ul de NaCl 125 mM, DTT 10 mM, EDTA 1
mM i Hepes 20 mM (pH 7,0) es van incubar amb 0 o0 en 40 unitats d’ hRI (on 1 unitat
és la quantitat d’hRI necessaria per inhibir el 50 % de I'activitat de 5 ng de
ribonucleasa). Després d’ una incubacié de 10 min a 37°C, es va addicionar 4 ug del
substrat 16 S- i 23S-rRNA al tub de reacci6, i la mescla es vaincubar 10 min més a
37°C. Lareacci6 esvaaturar per |’ addicio del tampd de carrega (sacarosa 40 % (p/v),
dietilpirocarbonat 0,2 % (v/v) i blau de bromofenol 0,25 % (p/v)). La mostra es va
sotmetre a electroforesi en gel d' agarosa 1,2 % (p/v).

Les solucions utilitzades en |'assaig s han realitzat sempre emprant aigua
préviament tractada a fi d'eliminar possibles ribonucleases contaminants (‘RNase
free’). Per ala seva preparacio, s afegeixen 0,2 ml de dietilpirocarbonat (DEPC) en
100 ml d’aigua. Aquesta mescla s agita, i s'incuba O/N dins de la cabina d’ extraccio
de gasos. El dia seglent, la solucié s autoclava a fi d'inactivar e DEPC, que és
extremadament toxic, i S emmagatzema atemperatura ambient pel seu Us.

2.6.7.2. Analisi quantitativa de la interaccio RNasa-hRl: calcul de K;

Els valors de Ki de les variants de I"'HP-RNasa es van determinar mitjancant la
mesura de la hidrolisi del substrat FRET ArUAA (Novagen, EUA) en presencia de
concentracions creixents d'hRI (Leland et al., 1998), seguida per espectroscopia de
fluorescencia. Totes les solucions es van preparar utilitzant aigua ‘ RNase free’ (veure
I’ APARTAT 2.6.7.1).

El substrat fluorescent FRET ArUAA es va dissoldre a una concentracio de 314
nM en un volum final d’1 ml en el tampd MES-NaOH 0,10 M, NaCl 0,20 M, DTT 5
mM (pH 6,0). La variant a assgjar es va addicionar a la solucié de substrat a una
concentraci6 fina de 0,2 nM. Durant 1 min, es va seguir la degradacié del substrat
per mitja del canvi de fluorescencia en funcié del temps, utilitzant una A excitacio de
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495 nmi unai Aemisss de 515 nm. Tot seguit, es va afegir la solucié d hRI (Promega)
a la concentracié adient a la mescla de reaccio, i es va determinar e canvi de
fluorescencia al llarg d’1 min més. Sobre la mateixa mescla de reaccio, es van anar
addicionant successivament les 8 dilucions d’hRI, amb una concentracié a I’ assaig
creixent de 0,02 nM a 2 nM. Per a cada valor de concentracio d hRI es va recollir la
intensitat de fluorescéncia durant 1 min, i I’assaig es va realitzar per duplicat per a
cadascun dels mutants. La solucié estoc d'hRI es va preparar a un valor de
concentracio tal a fi de que les successives addicions a la mescla de reaccié no
provoqués variacions del volum final superiorsa 5 %.

Es va comprovar que la variacio del substrat a llarg de tot el procés no va afectar
la velocitat de degradacié d aquest. A partir de la tangent a |’ origen dels canvis de
fluorescéncia en funci6 del temps obtinguts, es va determinar lavelocitat inicial per a
cada concentraci6 d hRI, i es vadeterminar el valor de Ki.

Elsvalors de Ki per cada mutant es van calcular a partir de les equacions seglients
(Stone i Hofsteenge, 1986), les quals descriuen la unié d'inhibidors d elevada
afinitat.

L I I C

On: vi éslavelocitat a cada concentracio d’ hRI; v és la velocitat de lareaccio en
absencia d' hRI; E; és la concentracid de ribonucleasa final en cada punt; I; és la
concentracié d' hRI final acadapunt; i Kp és:

K'p= Ki(1+ ﬁ] (EQuaciO 2.4)

M

En el nostre cas, com que [S]<<<Ky, laK’p=K;.

2.7. Caracteritzacio de les propietats citotoxiques de
les ribonucleases sobre cél-lulestumoralsin vitro

2.7.1. Andlisi de la capacitat d’inhibicié de la sintesi proteica cel-lular: marcatge
metabolic en preséncia de *S- Met

La citotoxicitat de les variants de I’'HP-RNasa es va anditzar per marcatge
metabolic amb la ®S-Met de cdl-lules de les linies A431, K562, HeLa, MCF7 i
Daudi tractades amb concentracions creixents de cadascuna de les variants.
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D’ aquesta manera es van quantificar els nivells de sintesi proteica en cadascun dels
tractaments efectuats.

El marcatge metabolic ens permet determinar si els nivells de biosintesis en una
cél-lula es veuen afectats 0 no per la presencia en € medi de la molécula que
estudiem. La *SMet afegida directament a medi de cultiu, és rapidament
incorporada a les proteines de les cél-lules que creixen activament, les quals
incorporaran més radioactivitat que les cél -lules metabolicament poc actives.

Els assgjos de citotoxicitat es van dur a terme en plagues de cultiu de 96 pouets.
Les cél-lules sembrades a la densitat indicada tal i com es detalla més endavant, van
ser incubades en presencia de concentracions creixents de les variants de I’ HP-RNasa
a andlitzar, entre 10 M i 3-10° M. Dins de la mateixa placa es van incloure els
controls de creixement 0 % (cicloheximida 1 mM) i 100 % (medi DMEM, 10 %
FCS). La citotoxicitat s expressa en valors de |Csp, que correspon a la concentracié
de cadascuna de les ribonucleases que provoca una reduccié del 50 % del percentatge
de sintesi proteica. El protocol es presenta adaptat per a linees cel-lulars de
creixement adherent i per alinees de creixement en suspensio.

Citotoxicitat en linees cel-lulars de creixement adherent
(A431, HeLai MCF7)

NOTA: Tates les incubacions s han dut a terme en un ambient amb saturacio de vapor d' aigua, a
37°Ci 5% CO,.

1. Sembrar 2500 cels/pouet (100 ul medi) en plaques de 96 pouets, per a A431 i HelLa; i 7500
cels/pouet per aMCF7.

2. Incubar durant 2 h per a permetre I’ adhesié de les cél lules ala superficie dels pouets.

3. Afegir les dilucions d'enzim (préviament esterilitzat per filtracié) necessaries per assolir la
concentracio desitjada en 100 pl de medi DMEM, FCS 10 % (volum final per pouet: 200 pl).
Control 0 % = cicloheximida 1 mM final; control 100 % = medi.

4. Incubar 3 dies.

5. Afegir 20 ul/pouet de la solucié de *S-Met (500.000 cpm) en medi DMEM sense Met (Gibco).

6. Incubar 24 hores.

7. Aspirar el medi.

8. Lisar lescé-lules de cadapouet amb 100 ul NaOH 0,1 N. Incubar 10 min a temperatura ambient.

9. Precipitar les proteines cel -lulars amb 100 pl TCA 30 % (p/v) per pouet (concentracié TCA find
a pouet: 15 %). Incubar 15 min en gel.

68




2. Material i métodes

10. Filtrar el contingut de cada pouet en un filtre de fibra de vidre (Whatman) per mitja d'un
col -lector de cél lules unit a una bomba de buit i a un tanc amb TCA 5 % (p/v).

11. Distribuir cadascun dels filtres de fibrade vidre en un vial.
12. Afegir 1,5 ml de liquid d'escintil-lacié (Ready Safe, Beckman) per vial, agitar i llegir la

radioactivitat en un comptador d' escintil -lacions.

REACTIUS| SOLUCIONS

Soluci6 estoc de Cicloheximida 32 mM (en aigua).

Citotoxicitat en linees cel-lulars de creixement en suspensio (K562 i Daudi)

NOTA: Totes lesincubacions s han dut aterme en un ambient amb saturacio de vapor d' aigua, a
37°Ci 5% CO,.

1. Sembrar 1250 cels/pouet (100 ul medi) en plaques de 96 pouets.

2. Afegir les dilucions d’enzim (préviament esterilitzat per filtracid) necessaries per assolir la
concentraci6 desitjada en 100 ul de medi DMEM, FCS 10 % (volum final per pouet: 200 pul).
Control 0 % = cicloheximida 1 mM final, control 100 % = medi.

3. Incubar 3 dies.

4. Afegir 20 ul/pouet de lasolucié de *S-Met (500.000 cpm) en medi DMEM sense Met (Gibco).

5. Incubar 24 hores.

6. Lisarlescéllulesde cada pouet amb 20 ul NaOH 1,1 N. Incubar 10 min a temperatura ambient.

7. Precipitar les proteines cel-lulars amb 50 ul TCA 130 % (p/v) per pouet (concentracié TCA final
al pouet: 24 %). Incubar 15 min en gel.

8. Centrifugar laplacaa 300 xg, i eliminar el sobrenedant en cada pouet.

9. Filtrar e contingut de cada pouet en un filtre de fibra de vidre (Whatman) amb un col-lector de
cél lules unit aunabomba de buit i a un tanc amb TCA 5 % (p/v).

10. Distribuir cadascun delsfiltres de fibrade vidre en un vial.
11. Afegir 1,5 ml de liquid d'escintil-laci6 per vial, agitar i llegir la radioactivitat en un comptador

d'escintil -lacions.

REACTIUS| SOLUCIONS

Soluci6 estoc de Cicloheximida 32 mM (en aigua).
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2.7.2.Analis de la citotoxicitat en presencia de drogues que afecten al transit
intracel -lular

L'assaig de citotoxicitat en presencia de drogues disruptores de les vies
d endocitosi és essenciament el mateix descrit en |’ apartat anterior, perd amb les
variacions que es presenten a continuacié. La variacié del valor d’'|Csy d' una variant
per efecte de I'accié d una droga concreta, proporciona informacié sobre la ruta
seguida per aguesta ribonucleasa. Els assgjos s han reditzat sempre sobre la linia
A431, i el temps d’incubaci total ha estat sempre de 48 h.

Citotoxicitat en preséncia de drogues

NOTA L1:Toteslesincubacions s han dut a terme en un ambient amb saturacié de vapor d aigua,
a37°Ci 5% CO..

1. Dissoldre en medi DMEM, FCS 10 %, ladroga a assgjar a una concentracio doble de la desitjada.

2. Sembrar 10" cels/pouet (100 pl medi) en plagues de 96 pouets, utilitzant € medi que conté la
drogaauutilitzar.

3. Incubar durant 2 h.

4, Afegir les dilucions d’enzim (préviament esterilitzat per filtracid) necessaries per assolir la
concentracié desitjada en 100 pl de medi (volum fina per pouet: 200 pl). Control 0 % =
cicloheximida 1 mM, control 100 % = medi+droga.

5. Incubar 24 h.

6. Afegir *S-Met (500.000 cpm/pouet) en 20 pl/pouet de DMEM sense metionina.

7. Incubar 24 hores.

8. Asgpirar el medi.

9. Lisar lescéllules de cada pouet amb 100 ul NaOH 0,1 N. Incubar 10 min atemperatura ambient.

10. Precipitar les proteines cel-lulars amb 100 ul TCA 30 % (p/v) per pouet (concentracid TCA final
a pouet: 15 %). Incubar 15 min en gel.

11. Filtrar e contingut de cada pouet en un filtre de fibra de vidre (Whatman) amb el col-lector de
cél lules unit aunabomba de buit i a un tanc amb TCA 5 % (p/v).

12. Transferir cadascun dels filtres de vidre en un nou vial.

13. Afegir 1,5 ml de liquid d'escintil-lacio per via, agitar i llegir la radioactivitat mitjangant un
comptador d’ escintil -lacions.
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A la TAULA 2.6 s especifiquen les condicions d'estoc i les concentracions a
I" assaig de les drogues emprades en aquest treball.

TAULA 2.6

Drogues disruptores de I’endocitosi. Utilitzades per I'andlisi ddl transit intracel -lular de les variants
del’HP-RNasai de |’ onconasa

Droga Concentracio estoc ? Concentracio treball
Monensina 0,5 mM en etanol 0,5uM
NH,CI * 20 mM
Bafilomicina A, 0,8 mM en DMSO 0,1 uM
Brefeldina A 18 mM en etanal 18 nM
Acid retinoic 15 mM en DMSO 10 uM

2T otes | es solucions estoc s han emmagatzemant a—20°C.
* El NH4CI es preparaen €l moment del seu Us, directament ala concentracio de treball.

2.8. Mesuradel pH endosomal

La variaci6 del pH endosomal per efecte de la monensina, e NH4Cl i la
bafilomicina A; (utilitzades en I’ APARTAT 2.7.2), es va dur anditzar per mitja del
protocol descrit per (Presley et al., 1997). Aixi, es van incubar cél-lules de la linia
A431 tractades amb alguna d aquestes drogues, en preséncia de Tf marcada
simultaniament amb rodamina i amb fluoresceina (R-Tf-F). La fluorescéncia emesa
pel primer d aquests fluorofors és sensible a pH, mentre que la fluorescéncia del
segon no. Aixi, larelacio entre laintensitat de fluorescencia de larodamina (vermell)
respecte a la fluoresceina (verda) ens proporcionara una mesura del pH del
compartiment marcat per laTf, que correspon als RE i part dels SE.

Mesura del pH endosomal

NOTA: Totes les incubacions reditzades abans de la fixacio de les cél-lules, s han de dur a
terme en un incubador amb atmosfera saturada d’ aigua a 37°C i 5% CO..

1. Distribuir un cobreobjectes (nimero 1) estéril a fons de cada pouet d’ una placa de 24 pouets.
2. Disposar 1 ml per pouet d’una solucié a0.3-10° cels A431/ml, en medi DMEM, FCS5 %.

Per a una observacid optima en e microscopi confocal de fluorescéncia, les cél-lules han de
presentar semi-confluéncia en el moment de la seva observacié al microscopi.
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10.

11

12.

Incubar O/N.

Aspirar € medi vell i substituir-lo per medi fresc, en preséncia de drogues en els casos que ho
requereixin. Per a un volum fina d’1 ml: monensina 0,25 uM; bafilomicina A; 100 i 50 nM;
NH,Cl 20 mM.

Incubar 24 h.

Substituir el medi vell dels pouets per nou medi DMEM, BSA 2 % i en preséncia de drogues en
els casos que ho reguereixin.

Per a cada mostra, de maneraindividual, iniciar €l seglient procés:

e Fer dos rentats amb medi DMEM, BSA 2 % i en preséencia de droga a la concentracio
d estudi, si lamostra ho requereix.

e  Preparar 500 ul del medi especificat en el punt anterior, amb R-Tf-F 10 ug/ml, i disposar-lo
en el pouet, préviaaspiracio del medi vell.

e Incubar 45 min.

e Fer dosrentats amb la mateixa solucié de medi.

Readlitzar e muntatge final sobre el portaobjectes, amb la mateixa solucio de medi.

Redlitzar immediatament la visualitzaci6 de la preparaci6 a microscopi confocal de
fluorescéncia, amb un objectiu 63x/1,4 OIL.

Quantificar la intensitat de fluorescéncia obtinguda per als dos fluorofors en les imatges
obtingudes per mitja del programa ImageQuant (Amersham biosciences).

A partir dels valors de fluorescéncia obtinguts per la rodamina i per la fluoresceina, calcular €l
quocient R/F.

Per obtenir la recta patré que ens permetra relacionar €l quocient intensitat de fluorescencia R/F
amb el pH, repetir la mateixa experiéncia (passos 1-10), utilitzant medi DMEM, FCS 5 %. Una
vegada finalitzat el procés (punt 10), incubar les cél -lules en preséncia de tampons a diferents pHs
(pH 5; 5,5; 6; 6,5; 71 7,5) durant 3 min, i processar les imatges obtingudes al microscopi confocal
afi de mesurar el quocient R/F per a cadavalor de pH.

La interpolacié del valor R/F experimental a la recta patrd, proporciona € valor de pH del
compartiment endosomal primari
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2.9. Marcatgedelesvariantsdel’HP-RNasa

Per tal d'estudiar la incorporacié i acumulacié d’una molecula en un sistema
cel-lular, aixi com les diverses vies de transport que agquesta pot seguir, ha calgut
posar a punt una metodologia pel seu marcatge. En €l present treball, s han utilitzat
dos sistemes de marcatge diferents.

2.9.1. Radioiodinitzaci6 delesvariantsdel’HP-RNasa

Les molecules es poden marcar radioactivament per la incorporacié d’atoms
radioactius en posicions determinades de la seva estructura. EI marcatge radioactiu
d’'una molécula té com a principal avantatge I'elevada sensibilitat de deteccié.
L’ estratégia que S ha redlitzat en el present treball, és la radioiodinitzacié amb .
Aquest radioisotop és relativament senzill de manipular, proporciona una elevada
activitat especifica i presenta un temps de vida mitja de 60 dies. Les molécules
radiomarcades en aquest treball han estat |I’onconasa i les variants de I’'HP-RNasa:
PM5, PE3i PES.

El métode de radioiodinitzacié emprat en aquest treball ha estat €l de lodogen de
Pierce (1,3,4,5-tetracloro-3a,,60-difenilglicoluril; Fraker i Speck, 1978). El reactiu
oxidant hidrofobic, lodogen, dissolt en un dissolvent organic (triclorometa), es
disposa recobrint €l fons d'un tub de poliestire. El dissolvent és tot seguit eliminat
del tub per evaporacid. A continuacio s afegeix en € tub un tampo per a neutralitzar
I’elevat pH de la soluci6 de sal de iode que s afegeix a continuacio. Les solucions de
Na'®l i de ribonucleasa a marcar s afegeixen a tub i es deixen reaccionar durant 3
minuts a temperatura ambient. Durant aguest temps, e reactiu lodogen oxida la
solucié Na'®| a un estat reactiu, el qual és tot seguit incorporat als anells fenol i
imidazol de les cadenes laterals dels aminoacids tirosina i histidina, respectivament
(apH entre 6-7 predomina el marcatge de les Tyr, mentre que a pH més alts es déna
també el marcatge de les His) (Tsomides i Eisen, 1993). Es traspassa la solucié a un
atre tub per tal d'aturar I’accié oxidant del lodogen, i s addiciona una solucié
saturada de Tyr afi de segrestar el iode reactiu que resta encara lliure. La proteina
radiomarcada és pot separar del iode lligat a Tyr Iliure per mitja d’ una cromatografia
de gl filtracio.

lodinitzacio: metode | odogen

1. Equilibrar una columnade gel filtracié PD-10 (Amesham Biosciences) amb > 20 ml PBS, BSA 1
mg/ml.

2. Preparar la solucio de proteina aiodinitzar a una concentracié de 1 mg/ml en un volum de 100 pl,
enPBSapH 7,2.

3. Fer dos rentats amb PBS (500 ul de PBS per rentat) el tub que conté el reactiu lodogen dessecat
(per mitja d’ una bomba de buit) recobrint les seves parets.
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10.

11.

12.

Afegir lasolucio de proteina al tub que conté el reactiu lodogen, evitant ressuspendre el reactiu, i
deixar atemperatura ambient.

Afegir Na*® (0,5 mCi) a tub que conté la mescla proteina-| odogen.

Incubar 10 min atemperatura ambient.

Canviar lareacci6 de tub, afi d aturar |’ acci6 del 1odogen.

Afegir 20 ul d'unasolucié de Tyr 1 mg/ml per aturar lareacci6, pipetejar tres vegades.

Afegir 20 ul Nal 10 mg/ml al tub de la reaccid, per tal d evitar la fixacié no especifica del %I,

pipetejar també 3 vegades.
Incubar 1 min atemperatura ambient.

Carregar la mescla de reacci6 a una columnade gel filtracié PD-10, i recollir fraccionsde 1 ml en
tubs. Utilitzar com a solvent d’ elucio una solucié PBS, BSA 1 mg/ml. Localitzar les fraccions que
contenen la proteina radiomarcada a través de la detecci6 de radiaci6 y, per mitja d’ un comptador
manual.

La proteina radiomarcada s eluira en primer |loc, mentre que €l iode radioactiu que resti lliure,
sera retingut durant més temps al seu interior.

Recallir les fraccions que contenen la proteina radiomarcada, diditzar-les enfront de PBS i
emmagatzemar-les a 4°C.

REACTIUS| SOLUCIONS

Na'®®| (Amersham, IMS.30): 100 mCi/ml, 3,7 GBg/ml
Reactiu | odogen (Pierce, UK) (1,3,4,6-tetracloro-3a,6a-difenil glicoluril)

Dissoldre €l reactiu solid lodogen en CHCI3 a 0,5 mg/ml. Aliquotar 20 4 d'aquesta solucié en
tubs de polipropilé (10 ug de reactiu per tub). Dessecar la solucié i emmagatzemar a
temperatura ambient protegit de la Ilum, fins al moment del seu Us. Aquest reactiu és
extremadament estable si s emmagatzema dessecat.

Solucié de Tyr 1 mg/ml en PBSi a 25°C
Nal 10 mg/ml en PBSi a 25°C

2.9.2. Marcatge fluorescent delesvariants PM5cct, PE3I 1cct i PE5cct

Les variants PM5cct, PE3I1cct i PE5Scct han estat marcades fluorescentment per

conjugacié amb € fluorofor maleimida Alexa Fluor 594 Cs (Molecular Probes, USA)
a seu residu de Cys C-terminal.
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L’ avantatge dels conjugats preparats amb € fluorofor Alexa Fluor 594 és que
aquests exhibeixen un espectre d’emissio de fluorescéncia poc superposat a dels
derivats de lafluoresceinai as de Cy5. Aquesta caracteristica és molt Util per alaco-
localitzacié de les variants amb altres molécules especifiques de compartiments
subcel -lulars marcades amb aquests altres fluorofors. Els conjugats Alexa Fluor 594
presenten uns maxims en els espectres d’ excitacié/emissié de ~ 585/610 nM (Amaxima
d excitacié en un laser Ar-Kr de 568 nm; Amaxima d’ €xcitacio en un laser He-Ne de
594 nm); una vida mitja de fluorescencia d’ aproximadament 4.0 nanosegons i una
elevada absorcié, amb un coeficient d’extincié superior a 80.000 cm*M™. Els
conjugats preparats amb aquest fluorofor emeten alaregid del vermell de |’ espectre.

En € present treball s'ha emprat una maleimida Alexa Fluor capag de reaccionar
amb els grups sulfidril de la proteina a marcar. EI pH optim de reaccié de les
maleimides és proper a 7,0. Donat que €s grups tiol son marcats amb una elevada
especificitat, els agents tiol-reactius proporcionen un mitja molt selectiu per a
modificar una proteina en un punt molt concret. L’ enllag generat entre la proteinai e
fluorofor és de naturalesa irreversible, assegurant aixi que a llarg dels assgjos
bioldgics realitzats la seva associaci6 no es trencara.

Mar catge Alexa

1. Preparar 135 pl d'unasolucié del’ enzim a marcar a una concentracié d’ 11 uM en PBS, pH 7,2.

En aquest pH, els grups tiol de la proteina sdn prou nucleofilics per a reaccionar gairebé
exclusivament amb la maleimida, tot i la preséncia de la resta d amines de la proteina, ja que es
troben protonadesi sdn poc reactives.

2. Reduir e ponts disulfur Cys-Glutatié terminal de la proteina, afegint 15 ul de DTT 100 mM
(concentraci6 final al’assaig: 10 mM).

3. Incubar 20 min atemperatura ambient i en atmosferainert (N,).

4. Eliminar I'excés de DTT per cromatografia de gel filtracio en una columna de Sephadex G-25
(Sigma), préviament equilibrada amb PBS, pH 7,2. Redlitzar I elucié de la mostra amb el mateix
tampo, en fraccions de 0,5 ml.

5. Llegir I' Abs,7g nm de cada fraccid, i reunir aquelles que contenen I’ enzim en un mateix tub.
6. Afegir rapidament 15 ul d’ unasolucio6 d' Alexa Fluor 594 Cs 20 mM.
Es essencial preparar la solucio estoc d’ Alexa Fluor immediatament abans del seu Gs.

7. Incubar lareaccié durant 2-3 h a temperatura ambient i ala foscor, 0 O/N a 4°C, protegit també
delallum.

8. Aturar lareaccio per addicié de GSH 1 mM, concentraci6 final al’ assaig.
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9. Concentrar e volum de la reaccié en tubs Centricon (Amicon, 8.000 Da cutoff) fins a un volum
aproximat d’1,5 ml.

10. Dialitzar extensivament enfront de PBS, pH 7,2, a4°C i protegit de lallum.
11. Esterilitzar lasolucio d' enzim marcat per filtracié amb un filtre de diametre de porus de 0,22 um.

12. Aliquotar i emmagatzemar |’ enzim marcat a—20°C, protegint sempre de lallum.

MATERIAL
Alexa Fluor 594 Cs (Molecular Probes, Holanda). Solucié a 20 mM en PBS.

Soluci6 estoc GSH 10 mM en PBS, pH 7,2.

2.10. Estudi delesviesd’inter nalitzacio

2.10.1 Cineticad’internalitzacié de les molécules radiomar cades

En el present treball, la internalitzacio de I’onconasa i de les variants PM5, PE3 i
PE5 radiomarcades amb I'isdtop I  (veure APARTAT 2.9.1) es va andlitzar
mitjancant el seglient protocol, adaptat d’ (Alami et al., 1998) sobre cél-lules K562.

Cinéticad’internalitzaci6

NOTA: Totes lesincubacions s han dut aterme en un ambient amb saturacié de vapor d’'aigua, a
37°Ci 5% CO,

1. Preparar 1 tub Falcon, amb 19 ml d’'una suspensié de cé&-lules K562 (10" celsml) en medi
DMEM, BSA 1 %, per a cadascunade les variants a assgjar.

2. Afegir acadatub 300 pl delasolucié de la variant radiomarcada (2.8 ug/ml en PBS, BSA 1 %)
(concentracié d' enzim final al’assaig 3 nM).

3. Repartir el contingut del tub en una placa de 24 pouets (1,5 ml/pouet).
4. Incubar diferentstemps: 0, 45 min, 2 h, 3,5h, 5hi 7 h.

5. Per cada temps, prendre 1,5 ml del contingut del pouet corresponent a temps especificat, i
dipositar-lo en un tub préviament dipositat en gel.

6. Centrifugar 3 min a890 xg a 4°C.
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7. Aspirar el sobrenedant.

8. Fer tres rentats amb PBS fred, tal i com s especifica a continuacio: afegir 1 ml de PBS,
centrifugar 3 min a 890 xg a 4°C, aspirar €l sobrenedant, resuspendre el sediment en nou PBS.

Els rentats es fan per eliminar del medi la ribonucleasa que no ha estat ni internalitzada ni
Iligada a les membranes.

9. Resuspendre el sediment en 500 ul de pronasa.
10. Incubar 45 min en gel.

11. Durant aguest temps, preparar per a cada mostra un nou tub amb 750 ul de dibutilaftalat (DBP), a
temperatura ambient.

12. En series de 4 o de 6, agafar € volum de mostra que estava en gel i posar-lo en el corresponent
tub amb DBP.

13. Rapidament, centrifugar 3 min a 21.000 xg a temperatura ambient.

14. Posar 300 ul del sobrenedant en un tub de plastic i €l sediment en un altre tub (prévia aspiracio
del sobrenedant que hi resti).

15. Mesurar laradiaci6é y emesa per les mostres en un comptador vy, de la fraccié membranal (fraccio
soluble en DBP, sobrenedant) i de la fracci6 intracel -lular (fracci6 insoluble en DBP, sediment).
El percentatge d’ endocitosi es calcula com:

Ey, = (100 * y intracel -lular)/( y intracel -lular+y unida a membranes) EQuACi62.5

REACTIUS| SOLUCIONS

Pronasa 0,3 %, en PBS.

2.10.2. Estudi delesvies d’endocitos per microscopia confocal de fluorescéncia

Els assgos d endocitosi per microscopia confocal de fluorescencia permeten
caracteritzar el transit intracel-lular de les variants marcades fluorescentment una
vegada han estat ja endocitades. La sevalocalitzacié s estudia mitjancant el marcatge
multiple de la cél-lula amb la proteina fluorescent d'interés per una banda, i de
molécules d’ubicacié coneguda per I'altre. Aquesta metodologia permet situar la
proteina d'interés a I'interior de la cél-lula, i seguir €l seu transit entre els diversos
compartiments al llarg del temps.

En aquest treball s'ha seguit el transit de variants de I’ HP-RNasa marcades amb el
fluorofor Alexa-595Cs (APARTAT 2.9.2) juntament amb marcadors especifics de
diversos compartiments intracel -lulars (TAULES 2.7, 2.8 i 2.9). Pel que faa marcatge
especific de cada compartiment, s ha utilitzat tant e meétode de fluorescéncia directa
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(quan la molécula marcadora esta directament unida a un fluorofor), com
d’ immunofluorescénciaindirecta (quan ha calgut I’ Us d’ anticossos per al marcatge).

En e cas de la fluorescéncia directa, les cél-lules s'incuben amb les moléecules
marcades durant el temps adient. A continuacio, es realitza la seva fixacio, a fi de
retenir la distribucio cel-lular de les molécules a ubicar i preservar la morfologia
cellular. | finalment es munta la preparacio, que ja esta a punt per a ser observada al
Mi Croscopi.

Pel que fa a marcatge immunofluorescent indirecte, el procés sinicia amb la
fixaci6 de les cél-lules. Tot seguit, aquestes s'incuben amb |’ anticos primari dirigit
contra la proteina d'interés, en presencia d’ agents que actuen permeabilitzant les
membranes per tal d assegurar |'accés de I'anticos al seu epitop. A continuacio
s eliminen les molecules d’anticos que no s han unit a seu lligant mitjancant una
serie de rentats. L’anticos correctament Iligat és revelat per la incubacié amb un
anticos secundari fluorescent i dirigit especificament contra ell. Una vegada eliminat
I’ excés d’anticos secundari que queda lliure, la mostra esta llesta per ser observada
en el microscopi de fluorescéncia. Aquesta tecnica és extraordinariament sensible,
donat que cada immunoglobulina danticos primari pot unir varis anticossos
secundaris, amplificant aixi €l senyal.

En la immunofluorescéncia, els parametres critics son: la fixacio, la
permeabilitzacio i la determinacio de I’ especificitat de marcatge. Les condicions de
fixaci6 i de permeabilitzacio s han de definir individualment per a cada anticos i per
a cada tipus cellular. Una vegada definides les condicions optimes, es pot realitzar
un doble o triple marcatge a fi de comparar les localitzacions entre la molecula
problema i molécules de distribucié coneguda. A les TAULES 2.7, 2.8 i 29 es
descriuen els diversos marcadors utilitzats en el present treball.

TAULA 2.7.

M ar cador s fluor escents especifics d’ organuls

M ar cador Mar catge [treball] Tempsincubacié Casa comercial
Sytox Green DNA (NU) 100 nM 15 min ® Molecular Probes
Dextra-FITC LY 1 mg/ml 24h®@ Sigma

EGF-FITC LY 165 nM 24h®@ Molecular Probes
LysoTracker LEiLY 75nM 2h@ Molecular Probes
MitoTracker MIT 100 nM 20 min ® Molecular Probes

NBD Cg-Ceramida TGN 5mM 30min® Molecular Probes
Ricina-FITC AG 5uM 45 min @ Sigma
Transferrina-Cy5 EEi RE 100 nM 45 min @ Amersham Pharmacia

SE: endosomes de tria; LE: endosomes tardans ; RE: endosomes de reciclatge; LY: lisosomes;, AG: aparell de
Golgi; TGN: Xarxatransdel’ AG (Trans-Golgi Network); MIT: mitocondries;, NU: nucli.

@ |ncubacié abans de fixar lamostra; ® Incubacié després la fixacio.
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TAULA 2.8.

Anticossos primaris utilitzats pel mar catge de compartiments especifics.

Anticosprimari

Origen

Organul

Temperatura

d’emmagatzematge

Casa comercial

i dilucionsde
treball
aAP-1 Ratoli, monaclonal AG -20°C, 1/100 Sigma
oBIP (GRP78) Ratoli, monoclonal ER - 20°C, 1/100 BD
aB3/25 (antiRTf) Ratoli, monoclonal RE 4°C, 1/2000 Futter
aCD63 Ratoli, policlonal LE, LY 4°C, 1/100 BD
aFurina Cabra, policlona TGN 4°C, 1/100 Sta. Cruz
aGM 130 Ratoli, monoclonal MG - 20°C, 1/100 BD
aKi67 Ratoli, monoclonal N 4°C, 1/100 Dako
oaLampl (H4A3) Ratoli, monoclonal LE, LY 4°C, 1/100 DSBHB
olLamp2 (H4B4) Ratoli, monoclonal LE, LY 4°C, 1/100 DSBHB
oL amp3 (H5C6) Ratoli, monoclonal LE, LY 4°C, 1/100 DSBHB
aM6PR Pollastre, policlonal LE -20°C, 1/100 Gruenberg
aNucleolina  Ratoli, monoclona N 4°C, 1/100 Sta. Cruz
oRab5 Conill, policlonal SE, RE 4°C, 1/100 Sta. Cruz
aRab7 Cabra, policlonal LE 4°C, 1/100 Sta. Cruz
aRabll Ratoli, monoclonal REi TGN -20°C, 1/100 BD
aTNG46 Ovélla, paliclonal TGN 4°C, 1/100-1/200 Serotec
(anﬁ?%t p)  Retoli, monoclona LE, LY 4°C, 1/100 Gruenberg

SE: endosomes de tria; LE: endosomes tardans ; RE: endosomes de reciclatge; LY lisosomes, AG: aparell de
Golgi; TGN: Xarxa trans de I'AG (Trans Golgi network); MG: AG mitja (Medium golgi) ER: reticle
endoplasmétic; N: nucléol; o.: designal’ epitop contrael qual estadirigit I’ anticos primari; *: L’ anticos aB3/25 va
ser amablement cedit per Clare Futter (MRC, London), i els anticossos aM6PR i a6C4 per Jean Gruenberg
(Geneva, Switzerland)

TAULA 2.9.

Anticossos secundaris utilitzats pel mar catge de compartiments especifics.

Temperatura d’emmagatzematge i

Secundari dilucions de treball Casa comercial
DOAG-FITC 4°C, 1/100 Tebu
DOASh-FITC 4°C. 1/100 Sigma,
GAM-FITC 4°C. 1/200 Sigma
RACh-FITC -20°C. 1/100 Nordic
RAG-FITC -20°C, 1/400 Sigma
RAM-FITC 4°C, 1/100 Nordic
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A continuacio es descriu € protocol estandard de les diverses andlisis que es van
dur a terme en aguest treball. Tal i com ja s ha comentat anteriorment, sovint va
caldre modificar les condicions de permeabilitzacié o d’'incubacié per adaptar el
protocol ales particularitats de cada anticos (veure TAULA 2.10). Totes les andlisis es
van readlitzar sobre cél-lules A431.

TAuLA 2.10.

Condicions de per meabilitzacio cel lular. Condicions experimentals per ala permeabilitzacio de les
cél-lules afi de permetre I’ entrada dels anticossos primarisi secundaris descritsales TAULES 2.8 2.9.

. . . ., Rentats desprésde
Anticossos Condicions de per meabilitzacio eﬂ)
per meabilitzar
e ) .
«CD63 PBS, Tritd X-100 0,2 %, 4 min a PBS, Gelatina 0.2 %

oaM6PR, aTGN46, aAP-1,

aBIP, aFurina

aNucleolina, aKi67

aRab5, 7i 11, aGM 130

a6C4, aB3/25, aLampl, 2i 3

temperatura ambient

i 0, 0,
PBS, saponina0,5%, FCS5%, 15 pag 0nina 0,015 9%, BSA 1%
min atemperatura ambient
Rehidratar 30 min en PBS, BSA 1 %
atemperaturaambient, i fer els
rentats amb PBS, BSA 1 %

Metanol/Acetona 1:1 (v/v), 4 min a
4°C.

PBS, saponina 0,2 %, BSA 0,1 %, 15
min a temperatura ambient

PBS, saponina 0,05 %, BSA 0,1 %,
15 min a temperatura ambient

PBS, saponina 0,2 %, BSA 0,1 %

PBS, saponina 0,05 %, BSA 0,1 %

L ocalitzaci6 sucel -lular seguida per fluorescencia

NOTA: Totes les incubacions reditzades abans de la fixacié de les cél-lules, s’han de dur a
terme en un incubador amb atmosfera saturada d'aigua a 37°C i 5 % CO..

1. Distribuir un cobreobjectes estéril al fons de cada pouet d’ una placa de 24 pouets.

Els cobreobjectes han de ser del n°. 1 per tal de proporcionar el menor gruix possible ala mostra
gue observarem al microscopi. Cobreobjectes més gruixuts proporcionaran aberracions que
resulten en imatges pobres al microscopi.

2. Disposar 1 ml per pouet d’una solucié a 0,8-10° cél-lules A431 per ml, en medi DMEM, FCS 5

%.

Per a una observacio optima en el microscopi confocal de fluorescéncia, les cél-lules han de

presentar semi-confluencia.

3. Incubar O/N.
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Aspirar € medi vell i substituir-lo per 1 ml de medi fresc, en preséncia de drogues en €ls casos
gue ho requereixin (monensina 0,1 uM; bafilomicina A; 50 nM; brefeldina A 18 nM; NH,Cl 20
mM).

Incubar 45 min.

Afegir la solucio de ribonucleasa-Alexa a tots els pouets de I assaig (20-25 pl), afi d’ obtenir una
concentraci6 final de 5 pg/pouet (volum final del pouet: aproximadament 1 ml).

Incubar 4 h.

Afegir & marcador DextraFITC (1 mg/ml) o EGF-FITC (165 nM) a les mostres que ho
reguereixin, per als tractaments que s han planificat.

Incubar les cél-lules 20 h.

Afegir la Transferrina-Cy5 (100 nM) atots el's pouets, i els diversos marcadors fluorescents a les
mostres que ho requereixin.

Incubar |a placa durant els temps especificats ala TAULA 2.7 per a cada marcador.

Aspirar el medi de cada pouet, per tal d eliminar les molécules de marcador que no han estat
internalizades.

Rentar 3 vegades cada pouet amb 1 ml PBS, a4°C.

Aspirar el PBSi afegir 200 pl/pouet de soluci6 fixadora.

Incubar 30 min atemperatura ambient i aspirar el contingut de cada pouet.
Afegir 1 ml/pouet de NH,Cl (2.7 mg/ml) en PBS.

Incubar 10 min a temperatura ambient i aspirar el contingut de cada pouet (aguest pas serveix per
eliminar I’ excés de fixador).

Rentar 2 cops cada pouet amb 1 ml PBS, a4°C. Incubar 5 min entre rentat i rentat.

Les mostres que no han de ser sotmeses a cap més tractament es poden processar directament per
a seu muntatge final (punt 22).

Les mostres que han de ser tractades amb marcadors fluorescents després de la seva fixacio,
s incuben seguint les especificacions comercials de cada molécula (veure els temps d’incubacid i
les concentracions de marcador a la TAULA 2.7). Tot seguit continuar seu processament a partir
del punt 22.

Per ales mostres que han de ser tractades amb anticossos:

e  Permeabilitzar |es membranes:

0 Agpirar el PBS
0 Afegir 1 mi/pouet de tamp6 de permeabilitzacio
0 Incubar 15 min atemperatura ambient i en foscor

81




2. Material i métodes

22,

23.

Preparar les dilucions d'anticdos primari indicades a la TAULA 2.8 en tamp6 de
permeabilitzacid. Centrifugar a 21.000 xg 3 min a 4°C, i guardar en gel fins @ moment del
seu Us.

Preparar una cambra humida, i posar un tros de parafilm en el seu interior.
Aplicar unagotade 50 ul de cada solucio6 d anticos primari sobre el parafilm.

Amb molta cura, agafar cadascun dels cobreobjectes de la placa amb unes pinces, eiminar
I’excés de liquid i col-locar-lo sobre la gota (50 pl) corresponent. Incubar 45 min a
temperatura ambient i foscor.

Retornar els cobreobjectes a seu corresponent pouet en la placa.

Rentar 3 cops cada pouet amb 1 ml de tamp6 de permeabilitzacié per tal d eliminar I’ anticos
gue no s ha unit al seu epitop i bloquejar la seva possible adsorci6 inespecifica. Esperar 5
min entre cada rentat, abans d’ aspirar la solucio.

Diluir I'anticos secundari conjugat a un fluordfor en € tampd de permeabilitzacio (veure
TAULA 2.9). Mesclar bé, i centrifugar 21.000 xg 3 min a4°C, per tal d eliminar €ls possibles
agregats que s han format.

Preparar la cambra humida. Aplicar 50 pul de I’ anticos secundari adequat sobre un parafilm.

Col-locar cada cobreobjectes sobre la gota que li pertoca. Tancar la cambra, i incubar 45 min
protegint-la de lallum, atemperatura ambient.

Retornar €els cobreobjectes as corresponents pouets, i fer 3 rentats amb tampd de
permeabilitzacio, deixant 5 min entre cada rentat. Respectar @ maxim les condicions de
foscor.

Rentar 2 vegades amb PBS.
Rentar amb H,0.

Prendre els cobreobjectes de la placa amb les pinces, submergir-los rapidament en un
recipient amb aigua, i eliminar-ne I’ excés sobre un paper absorvent (cal assegurar-se de tenir
la superficie amb cél -lules sempre cara amunt, i protegir-ladel paper).

Col-locar els cobreobjectes sobre el medi de muntatge (mowiol) en un portaobjectes.

Emmagatzemar les preparacions a 4°C i en la foscor fins a la seva visualitzacié al microscopi
confocal de fluorescéncia, amb un objectiu 63x/1,4 OIL.

REACTIUS| SOLUCIONS

Tamp6 de fixacio: sacarosa 30 mM, paraformaldehid 3,7 % en PBS.
Solucié NH,4CI 2,7 mg/ml en PBS.

Tampo6 de permeabilitzacié: saponina 0,015 %, BSA 1 mg/ml en PBS,
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Medi de muntatge (MOWIOL): Preparar en TrissHCI 100 mM, pH 8,5

25 % (v/v) glicerol

10 % (p/v) mowiol 4.88 (Sigma D 2522)
Ajustar el pH a8,0 amb NaOH
Emmagatzemar aliquotat a—20°C.

Enzims-Alexa 596

Descongelar les aliquotes en gel just abans del seu Us. Centrifugar 21.000 xg durant 3
min a4°C i reservar en gel finsa moment de ser utilitzades.

2.10.3. Estudi del transport nuclear

L’estudi de la importacio nuclear s ha realitzat in vitro adaptant un protocol que
reprodueix fidelment el procés natura (Adam et al., 1990), i que ha demostrat
mantenir fidelment les caracteristiques del procés natural. En aguest protocol, €l
substrat a importar, marcat fluorescentment, és introduit en cél-lules préviament
permeabilitzades (o0 perforades) amb el detergent digitonina, i la seva possible
acumulacid nuclear es monitoritza per microscopia confocal de fluorescencia. La
permeabilitzacié amb digitonina permet |’entrada al citoplasma de molécules del
medi, sense alterar la integritat de I’embolcall nuclear ni modificar els mecanismes
de transport que hi operen. D’aquesta manera s aconsegueix superar la limitacié
d' una internalitzacio poc eficient de la molécula a estudiar, i aixi augmentar la
sensibilitat del marcatge nuclear.

Com a consequiencia de la permeabilitzacié de la membrana cel -lular, es produeix
una pérdua del contingut soluble del citosol. Per aixo, € sistema requereix I’addicio
d extractes citoplasmatics i d’ un sistema regenerador ' ATP (APARTATS 2.10.3.1 i
2.10.3.2).

2.10.3.1. Obtenci6 de la fracci6 citoplasmatica de cél lules HelaS3

Lafraccio citoplasmatica obtinguda a partir de cél -lules de lalinia HeL a S3 aporta
els factors de transport solubles, essencias per a procés d' importacié nuclear, que
les cél lules permeabilitzades amb digitonia han perdut a conseqiiéncia de I’ obertura
de porus en les seves membranes.

Obtencid delafraccio citoplasmatica

NOTA: Totsels passos es fan a4°C.

1. Reunir entre 10%i 10° c&l-lules Hel.a S3, cultivades en medi DMEM, FCS 10 %, en un tub Falcon
de 50 ml.

2. Centrifugar a 300 xg durant 5 min a4°C, i eliminar el medi.
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3. Fer dosrentats amb PBS, per centrifugacié a 300 xg durant 5 min a 4°C.

4. Fer unrentat amb ~ 20 ml de tampd delisi, per centrifugacio a 300 xg durant 5 min a 4°C.

5. Descartar €l sobrenedant, i resuspendre el sediment en 2 ml de tampd delisi (volum final ~3 ml).
6. Lisarlescél lules per cavitacié: 15 min a4°C, 50 bars de pressié per N, .

7. Tornar alisar les cél-lules amb un homogeneitzador cel-lular (40 passades).

8. Afegir a I’'homogenat de cél-lules 0.1 volums de tamp6 de transport, per tal de recuperar la
isotonicitat de la mostra.

9. Centrifugar a 40.000 xg, 30 min a 4°C (rotor Ti50 Beckman). Aquest pas es fa per eliminar els
organuls cel lulars.

10. Recuperar €l sobrenedant i centrifugar-lo a 100.000 xg, 1 h a 4°C (rotor Ti50 Beckman), per tal
d’eliminar les membranes.

11. Comprovar per Bradford (APARTAT 2.6.1.1) la concentracié de proteina de la solucié de
sobrenedant. Ens interessa obtenir un valor d’ aproximadament 3 mg/ml.

12. Aliquotar el sobrenedant, i emmagatzemar-lo a—-80°C.

MATERIAL
Tampé delisi (x10)

Hepes-KOH 5 mM (pH 7,3), acetat potassic 5 mM, acetat magnésic 2 mM, EGTA 1 mM, DTT 2
mM, aprotinina 10 xg/ml, leupeptina 10 wg/ml, pepstatina 10 xg/ml i AEBSF 200 pg/ml.

Tampo de transport

Hepes-KOH 20 mM ( pH 7,3), acetat potassic 110 mM, acetat magnesic 2 mM, EGTA 1 mM,
DTT 2 mM, aprotinina 10 xg/ml, leupeptina 10 xg/ml, pepstatina 10 pg/ml i AEBSF 200 wg/ml.

2.10.3.2. Analis d importacio nuclear

A continuacié es descriu €l protocol utilitzat per al’andlisi d’ importacié nuclear in
vitro, que s ha utilitzat per les variants PM5-Alexa i PE5-Alexa. En aguest sistema,
cél-lules de la linia HeLa es cultiven en cobreobjectes i son tractades amb el
detergent digitonina, que permeabilitza les seves membranes, deixant I’embolcall
nuclear intacte. El substracte fluorescent, PM5-Alexa o PE5-Alexa, és addicionat a
medi, i la seva acumulacié a nucli és monitoritzada per microscopia confocal de
fluorescéncia (Adam et al., 1990). El procés és depenent de I'addicié de citosol
exogen, i es readlitza paral-lelament amb i sense sistema regenerador d’ energia, per
comprovar s el transport de les ribonucleases esta subjecte alapresenciad’ ATP.
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Reaccié d’importacio nuclear

10.

11

12.

13.

14.

15.

NOTA: Totes les incubacions realitzades abans de la fixacié de les cél-lules, s'han de dur a
terme en un incubador amb atmosfera saturada d’ aiguaa 37°C i 5 % CO2.

Disposar un cobreobjectes estéril (12 mm diametre, n° 1) en el fons de cada pouet d’ una placa de
24 pouets.

Sembrar cdl-lules Hela (a 10°cels/ml) en medi DMEM, FCS 5 % (1 ml per pouet) sobre els
cobreobjectes en la placa.

Incubar laplaca 24 h al’incubador.

Posar laplacaen gel i aspirar el medi

Afegir 1 ml de tamp6 de permeabilitzaci6 fred a cada pouet i incubar durant 5 min en gel.
Aspirar € contingut dels pouetsi afegir 1 ml de tampd de transport (A) fred, per pouet.

Preparar una cambra humida, posar un tros de parafilm a fons i dipositar-hi per a cada
cobreobjectes una gota de 20 uL del tamp6 de la reaccié d’importacié adient (en preséncia o
abséncia d' ATP), que contingui PE5-Alexa o PM5-Alexa a una concentracio final de 2,3 uM, i
els tractaments seglients quan S escaigui:

GTP,S 300 uM

CHAPS 0,025 %, glicerol 1 %, Tris2 mM (pH 7,0)

BSA-NLS-FITC 10 uM
DextraTRITC (7,2 6 4,4 kDa)

Dipositar cada cobreobjectes sobre la gota corresponent, prévia eliminacié de |’ excés de liquid.

Incubar 12 min a 30°C, protegint de lallum.

Aturar lareacci6 de transport nuclear per addicié de 200 uL de tamp6 de transport (A) fred a cada
gota, sobre el mateix parafilm.

Retornar €ls cobreobjectes a la placa, i fer un rentat amb 1 ml de tamp6 de transport (A) per
pouet.

Aspirar €l contingut dels pouets i fixar les mostres amb 1 ml de tampd de fixacié per pouet.
Incubar 30 min atemperatura ambient.

Aspirar el contingut dels pouetsi afegir 1 ml per pouet de NH,Cl (2,7 mg/ml) en PBS. Incubar 10
min atemperatura ambient. Aquest pas ens permet eliminar I’ excés de fixador.

Aspirar € contingut de cada pouet i rentar 2 vegades cada pouet amb ~ 1 ml PBS a4°C. Incubar 5
min entre cada rentat.

Les mostres que no han d' ésser marcades amb cap anticos, es poden processar directament per al
seu muntatge final (punt 18).
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16. Les mostres que han de ser tractades amb marcadors fluorescents després de la seva fixacio,
s'incuben seguint les especificacions de la TAULA 2.7. Per findlitzar, procedir a seu muntatge
final (punt 18).

17. Les mostres que han de ser tractades amb anticossos, es processen seguint les especificacions
detallades a partir del punt 21 de I’ APARTAT 2.10.2, amb les seglients variacions:

e  Tampo de permeabilitzacio: Triton X-100 0,1 % (PBS), 1 mi/pouet
e  Permeabilitzaci6: 5 min en gel.
e  Tampo derentat: PBS.

e  Tampod dedilucié dels anticossos: PBS.

Per acabar, procedir a seu muntatge final (punt 18)
18. Col-locar els cobreobjectes sobre el medi de muntatge (mowiol) en un portaobjectes.

19. Emmagatzemar les preparacions a 4°C i en la foscor fins a la seva visualitzacio al microscopi
confocal de fluorescéncia.

MATERIAL
Tampo de transport (A):

Hepes-KOH 20 mM (pH 7,3), acetat potassic 110 mM, acetat magnesic 2 mM, EGTA 1 mM, DTT
2 mM, aprotinina 10 xg/ml, leupeptina 10 wg/ml, pepstatina 10 wg/ml.

Soluci6 estoc de digitonina (Sigma): 20 mg/ml en DMSO
Tamp6 de permeabilitzacid: digitonina 35 xg/ml en tampo de transport (A).
Tampo de lareaccié d'importacié en presencia d’ ATP (sistema regenerador d energia) :

Cada mostra de reacci6 de transport nuclear té un volum total de 22 4, i esta constituida per la
mescla que es descriu a continuacio. Aixi mateix, les solucions estoc es preparen amb antelacio,
a la concentracio que s especifica en tamp0 A,, i S emmagatzemem a —20°C fins al moment del
seu Us.

1 uL BSA 20 mg/ml (Sigma)

1uL ATP20 mM (Sigma)

1 uL fosfocreatina 100 mM (Sigma)

1 L creatinafosfoquinasa 400 u/ml (Sigma)
16 uL citosol 3 mg/ml

2 uL ribonucleasa-Alexa 0.37 mg/ml

Tampo de lareaccié d'importacio sense ATP:
En la solucié anterior substituir I' ATP per 1 4l d apirasa 2000 u/ml (Sgma).

Tampo de fixacié: Sacarosa 30 mM, paraformaldehid 3,7 % en PBS.
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3.1. Disseny delesvariantsdel’HP-RNasa

L es funcions biol 6giques tipicament assignades als membres de la superfamilia de
I"RNasa A inclouen el processament de I’RNA cel-lular i la degradacié de I'RNA
provinent de la dieta. Aix0 no obstant, s'ha descobert que alguns membres d’ aquesta
superfamilia presenten funcions especials, entre les quals destaguen les propietats
citotoxica, angiogénica, immunosupressora, aspermatogenica i antiviral, que ja han
estat descrites a I’APARTAT 1.1.2 de la INTRODUCCIO. D’entre aguestes funcions,
I”activitat citotoxica és una de les més interessants, ja que aquests enzims poden ser
utilitzats, sols o0 bé conjugats amb altres molecules, com a agents quimioterapeutics
pel tractament de diferents patologies canceroses (Rybak i Newton, 1999a).
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L’onconasa n'és un bon exemple. Es tracta d'una ribonucleasa monomerica
aillada dels oocits de Rana pipiens, que és toxica de manera selectiva enfront de
cél-lules tumorals, tan in vitro com in vivo (Youle i D'Alessio, 1997). Tot i que
aquest enzim es troba actualment en fase |11 d assgjos clinics (Mikulski et al., 2002),
les bases moleculars que determinen la seva toxicitat i especificitat son encara
desconegudes.

Es postula que el mecanisme general de citotoxicitat de I’ onconasa s'iniciaamb la
interaccié de la proteina amb la superficie cel-lular, per mitja de la seva interaccio
amb algun component especific de la membrana que encara no ha estat caracteritzat
(Leland i Raines, 2001; Wu et al., 1993; Wu et al., 1995). A continuaci6 es produeix
I’endocitosi de I’enzim, € qual inicia aixi la ruta de transit intracel-lular que €l
condueix al compartiment des d’ on es produeix la seva translocacio a citoplasma, on
es creu gque |’ onconasa exerceix la seva accio citotoxica, basada en la degradacio de
I"RNA cel-lular (Leland i Raines 2001).

Pel que fa a la primera etapa d aguest mecanisme, s’ha demostrat que la
internalitzacio és un parametre limitant en la toxicitat de les ribonucleases
pancreatiques. En aquest sentit s'ha comprovat que la unié de monomers d HP-
RNasa o d'RNasa A a molécules transportadores (ja sigui per conjugacio quimica, o
per fusié recombinant), com ara transferrina, factors de creixement o anticossos,
actua incrementant els nivells d’'internalitzacio en les cél-lules diana, i augmentant la
seva citotoxicitat (Rybak i Newton, 1999a).

Aixi mateix, s haevidenciat que la capacitat de resisténciaal’ accio inhibidora de
I"hRI citoplasmatic és també un parametre clau en la toxicitat de les ribonucleases.
L'RI inhibeix les ribonucleases pancreatiques per mitja del seu segrest en un
complex, € qual segueix una estequiometria de 1:1 i té una constant de dissociacio
de I’ ordre de picomolar (Boix et al., 1996; Leland et al., 1998; Leland et al., 2001).
En canvi, I’ afinitat de I’ onconasa per |I'hRI és un miler de vegades inferior, fet que
permet que |I’enzim sigui capag de dur a terme la seva activitat ribonucleolitica tot i
la presencia d' aquest en el citoplasma (Youle i D'Alessio, 1997). La relacié entre la
capacitat d'escapar a I'hRI i la toxicitat de les ribonucleases es va confirmar en
treballs en els quals la generaci6 de variants de I'RNasa A i de I’'HP-RNasa, capaces
d evadir I’inhibidor, va determinar |I’adquisicié de propietats citotoxiques per part
d’ aguests enzims (Boix et al., 1996; Leland et al., 1998; Leland et al., 2001; Piccoli
et al., 1999).

Finalment, s'ha observat que |’augment de I’ estabilitat de les ribonucleases en
condicions de temperatura i de pH fisiologiques és també un factor que pot
incrementar |es seves propietats citotoxiques (Klink i Raines, 2000; Leland i Raines,
2001; Youlei D'Alessio, 1997). En aquest sentit, cal esmentar que I’ onconasa és una
proteina extremadament estable (Notomista et al., 2001).

Per tot aix0, I'activitat citotoxica que de manera natura presenten algunes
ribonucleases, com I'onconasa i la BS-RNasa, s ha atribuit essencialment a la
capacitat d’ aguests enzims d’ exercir la seva activitat ribonucleolitica en I’ interior de
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lacel-lula (Kim et al., 19954), en condicions fisiologiques i en presenciade I’hRI. A
partir d’ aquests coneixements, la generaci de variants citotoxiques de ribonucl eases
d’ origen huma, com I’HP-RNasa, pot representar una nova linia de desenvolupament
de potencials agents quimioterapeutics. Atés el seu origen huma, es pot hipotetitzar
que variants d aquest enzim que hagin adquirit propietats citotoxiques probablement
seran menys immunogeniques que l'onconasa i la BS-RNasa en cas d ésser
utilitzades en clinica humana. En € present treball s’ han seguit dues estratégies a fi
d obtenir noves variants de I’ HP-RNasa amb propietats citotoxiques:

e Per unabanda, s haintentat promoure lainteraccié de les variants de I’ HP-RNasa
amb la membrana cel -lular per mitja de la introducci6 del tripeptid Arg-Gly-Asp
(RGD) en regions de superficie de la proteina, a fi d’ afavorir la seva unio a
membranai, conseqiientment, la sevainternalitzacio.

e Per I'dltra, s’han dissenyat una série de substitucions de diferents residus amb
I” objectiu de reduir I’ afinitat entre HP-RNasaii | hRI.

La primera estrategia es va dissenyar en base al fet que I’ addicié de la sequiencia
RGD en arees de la superficie d’ una proteina ha demostrat actuar promovent la seva
interaccié amb les integrines de la superficie cdl-lular (Pasqualini et al., 1997; Zanetti
et al., 1993). De manera natural, la seqiiencia RGD es troba en un ampli nombre de
proteines d’adhesio a la matriu extracel-lular, aixi com en certs virus i en certs
receptors bacterians, i actua com alloc d'unié de les particules que la contenen amb
les integrines presents en la membrana plasmética. Aixi mateix, la presencia d'un
motiu RGD en un lla¢ de superficie de I’ angiogenina (residus 67 a 69), podriaindicar
gue agquesta ribonucleasa és reconeguda per receptors cel-lulars de la familia de les
integrines (Papadopoulos et al., 1998).

Pel que fa a la segona estratégia, en primer lloc calia esbrinar quins residus de
I"HP-RNasa estan implicats en la interaccio amb I'RI. L’absencia de I’ estructura
cristal-lografica d’un complex HP-RNasa+RI ens va conduir a generar un model
molecular. Amb aguest objectiu, es va substituir les coordenades atomiques de
I"estructura de I'RNasa A en el complex RNasa A-pRI (Kobe i Deisenhofer, 1993)
per les coordenades d’ una variant de I’'HP-RNasa resolta en el nostre grup de recerca
(PM7) (Pous et al., 2000). Mitjancant metodes de dinamica molecular i de
minimitzacio d’ energia, es va obtenir |’ estructura del complex PM7+pRI (Pouset al.,
2000), la qual es va comparar amb les dels complexos resolts i descrits de I'RNasa
A+pRI (Kobe i Deisenhofer, 1996) i de I’Ang+hRI (Papageorgiou et al., 1997).
L’analisi de les estructures tridimensionals d’ aguests tres complexos, va mostrar que
les regions implicades de manera més significativa en la formaci6 del complex eren
els llagcos a2B1 (residus 30-42), B2B3 (residus 64-71) i B4P5 (residus 87-96),
trobant-se els dos darrers en el mateix costat de I’ enzim.

A la FIGURA 3.1 es comparen els percentatges dels contactes entre I'hRI i les
ribonucleases abans esmentades. En els complexos RNasa A+pRI i Ang+hRI, € llag
B2B3 sembla ser e menor en importancia en quant a la seva interaccio amb
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I"inhibidor, representant el 14,4 i el 0 % dels contactes, respectivament. En el model
obtingut pel complex PM7+pRI, el percentatge de contactes en les tres regions es
troba molt més equilibrat, ja que en aguest cas es produeix una participacié molt més
important de la regié p2B3 (28,4 % dels contactes). Aquest resultat va permetre
postular que per a disseny de variants de I’'HP-RNasa que escapin a I'hRI, la
disrupcié d’interaccions en un sol dels llagos probablement no resultaria suficient.

La contribucié dels diferents residus d’ una ribonucleasa en lainteraccié amb I’ RI
ha estat estudiada en diversos treballs, per mitja de modificacions quimiques i
d’ experiments de mutagenesi dirigida. En €l cas de I’'RNasa A, es va comprovar que
la substitucié de la Gly88, situada en €l llag B4B5, per una Arg o per un Asp, era
suficient per dotar I’enzim de resistenciaal’RI i per adquirir propietats citotoxiques
(Leland et al., 1998). No obstant, una substitucié equivalent en I’'HP-RNasa, en la
qual els residus de les posicions 88 i 89 se substituiren per una Arg i una Ser,
respectivament, donant lloc a la variant Asn88Arg Gly89Ser, no va permetre que
I’enzim adquiris a I’hRI (Pous et al., 2000). Aquest resultat va recolzar |a hipotesi
suggerida pel model PM7+pRI, en la qual es considera que les substitucions
generades en un sol llag no sdn suficients per a trencar la interaccio de les variants
humanes amb I’ RI.

FIGura 3.1.

100 : :

80 - E

60 - e

% Contactes

40

PM?7 + pRI RNasa A + pRI Ang + hRI

Per centatge de contactes entre I'RI i diversos llacos de PM7, RNasa A i Ang. El percentatge de
contactes entreI’RI i els diferents [lagos va ser calculat a partir del nimero de contactes atoms-atom a
distancies inferiors a 4 A, determinats per mitja del programa CONTACT del paquet CCP4
(Collaborative Computational Project, number 4, 1994) que s estableixen entre cada regié i I'RI,
respecte el nimero total de contactes existents entre ambdues molécules. Barres negres: llag a.2p1;
barres ratllades: llag f2p33; barres blanques: Ilag B4B5. Resultats extrets de Pous et al. (2000).
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En conjunt, aquestes dades suggerien que les tres regions esmentades podien ser
bones ubicacions per introduir canvis en la sequiencia de I’'HP-RNasa amb |’ objectiu
d afeblir la interaccio de I'enzim amb I'inhibidor. | també que per assolir aguest
objectiu, probablement seria necessari introduir substitucions en més d'una
localitzacio.

Aixi, les variants generades en base a les dues estrategies presentades préviament
(escapament al’hRI i interaccié amb la superficie cel-lular), es van redlitzar per mitja
de laintroduccio de substitucions en les tres arees de superficie esmentades, intentant
no modificar residus implicats en la catalisi o en el manteniment de I’ estructura de
I’enzim, afi de preservar les seves propietats catalitiques i la seva estabilitat.

Per evitar la interaccio amb I'RI es van introduir els canvis que es descriuen tot
seguit. La posicio Arg31 (helix a2) es va substituir per un residu acidic amb la
finalitat de promoure una repulsié electrostatica amb €l residu Asp31 de I'RI. La
posicio Arg9l (llag B4B5) es va substituir per un residu amb una cadena lateral més
curta, a fi de suprimir un nombre important d’interaccions de van der Waals que es
produien amb els residus Trp314, Cys317 i Glu397 del complex. Finament, les
posicions Gly89 i Ser90 (llag B4B5) van ser substituides simultaniament per dos
residus d’Arg, amb I’objectiu d’afeblir la formacié del complex per impediment
estéric. Aquests residus voluminosos (volum de Van der Waals de 140 A%) i polars,
s'introduiren en una zona de I’enzim que en €l model se situava interaccionant amb
unaregi6 hidrofobicade I’ RI, definida pels Trp257, Trp259 i Trp314, de manera que
eradificil que I’ Rl pogués acomodar-ne lamidai la polaritat.

A fi de promoure la internalitzaci6 de les variants, es va introduir € motiu RGD
per substitucié aminoacidica en cadascuna de les tres arees de superficie implicades
en el contacte amb I'RI. Les regions seleccionades s estenen des del residu 37 a 39
(llag a2B1), del 66 a 68 (llag p2B3) i del 89 a 91 (llag B4B5). Aixi, la introduccio
del motiu RGD es va produir tant en un llag tancat per un enllag disulfur (Cys65-
Cys72, llag B2B3), i per tant de baixa mobilitat, com en llagos més flexibles (Ilagos
a2Bl i P4p5) (FIGUrRA 3.3). Les substitucions redlitzades, a més d'introduir la
seguencia RGD, també havien de permetre trencar un nombre significatiu de
contactes amb I'RI. En €l cas del llag f2B3 pero, la introduccié del motiu RGD va
suposar la substitucio del residu Lys66 per una Arg, fet que feia témer per aquesta
variant una pérdua d’ activitat catalitica, ja que e residu Lys66 pertany al subseti
catalitic pO i té un paper important en la interaccié enzim-substrat (Nogués et al.,
1998). No obstant aix0, en treballs previs s havia comprovat que la substitucié de la
Lys66 per una Gln provocava una disminucié de I’ eficiéncia catalitica d’un 44 %,
emprant poli(C) com a substrat (Nogués et al., 1998). El fet de no provocar una
perduatotal de I’ activitat de |I’enzim, va fer suposar que les substitucions en aquesta
posicid no comportarien cap efecte negatiu en la possible citotoxicitat de les variants.

La combinacio de les dues aproximacions descrites va portar a la construccio de
les variants es detallen també a la TAuLA 3.1. La localitzacio de les diferents
substitucions en |’ estructura tridimensional de I’HP-RNasa es representa a la FIGURA
3.3.
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3.2. Construccié devariantsdel’HP-RNasa

Totes les variants es van construir sobre el gen codificant per la proteina PM5
(veure FIGURA 1.6A de la INTRODUCCIO). Aquesta proteina és una variant de I’ HP-
RNasa en la qual els 20 primers residus de I’ extrem N-terminal es van substituir per
la sequiencia corresponent de la BS-RNasa (Canals et al., 1999). Magrat tot, gracies
al’homologia de segquiencia entre laBS-RNasai I’ HP-RNasa, PM5 només difereix en
cinc residus respecte a I’ HP-RNasa salvatge (veure FIGURA 1.6B). Les construccions
es van readlitzar sobre PM5 ja que aquesta proteina presenta una termoestabilitat
superior a la de la proteina salvatge (Canals et al., 1999), la qual cosa hauria de
permetre compensar, almenys fins a un cert punt, les pérdues d’ estabilitat generades
per les substitucions introduides.

A fi defacilitar la nomenclatura amb la que es denomina cada variant, s ha seguit
el seglient esquema: les variants dissenyades per promoure la disminucié de |* afinitat
amb I’RI s agrupen dins de la serie PEx; mentre que agquelles variants en les que s ha
introduit la seqiiencia RGD, per tal de promoure la sevainteraccié amb la superficie
cel-lular, s'agrupen dins de la séerie PIx. Aixi es van generar les variants PEL, PE2,
PE3, PE5, PI1, PI2, PI3, PI4i PI5, que esdescriuen ala TAULA 3.1

Per a la construccié de les diverses variants de I'HP-RNasa es va seguir
I estratégia de mutagenesi dirigida per oligonucleodtid descrita per Juncosa-Ginesta et
al. (1994). L’ esquema del procés de generacio de les construccions es presenta a la
FIGURA 3.2. Els oligonucleotids utilitzats per introduir aquestes substitucions en el
gen codificant per a PM5, es descriuen a la TAULA 3.2. Aquests oligonucleotids
mutagenics es van emprar juntament amb un oligonucledtid extern al gen, com a
encebadors de la primera PCR del procés de mutagenes dirigida (veure APENDIX
A2.9). Els canvis de bases es van fer respectant I'Us de cod6 d'E. coli. Les
construccions obtingudes es van confirmar per seglienciacio.

Per combinacié de substitucions pertanyents a les dues séries descrites préviament
(PEx i PIx) esvaprocedir alageneracié de noves variants, que s inclouen en la serie
mixta PEXIX, i que es caracteritzen també per presentar canvis en diferents regions
exposades a la superficie. Aquestes variants es construiren amb |’ objectiu de
promoure de manera simultania, per una banda I’ afebliment de la interaccié amb
I"inhibidor des de diferents posicions de la proteina, i per I’atra la seva interaccio
amb la superficie cel lular. Es tracta de les variants PE3I1 i PE3I2, que es descriuen
també ala TAULA 3.1. A la FIGURA 3.2 es mostra un esguema de la construcci6 de
les diverses variants generades en aquest treball, a partir de la proteina parental PM5.
La variant PE3 és una combinacié de PE1 i PE2. La variant PI5 incorpora tres
peptids RGD, un a cadascun dels tres llacos que participen amb la interaccié amb
I"’RI. Les construccions PE3I 1 i PE3I2 presenten substitucions que combinen les dues
aproximacions anteriors, introduint el motiu RGD en els llagos a2B1 i B2B3,
respectivament, sobre les substitucions corresponents ala variant PES.
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FIGURA 3.2.

L

Esquema de I’ obtencio de les variants objecte d’ estudi del present treball. Les variants PEL, PE2,
PE3, PE5, PI1, PI2 i PI3 es van construir a partir de PM5 per mitja de mutagénesi dirigida per
oligonucledtid. La serie PEx fa referéncia a les variants generades amb I’ objectiu d’ escapar al’'RI; la

serie PIx inclou les variants que introdueixen un 0 més segments RGD; i la série mixta PEXIx
correspon ala combinacio de les dues aproximacions anteriors.

TAULA 3.1.
Nomenclatura i construccio de lesvariants de|’HP-RNasa.
Nom . Variant Oligonucleotid
variant Substitucions departida n?utagénic
PE1 R31E PM5 HPR-1
PE2 R91A PM5 HPR-2
PE3 R31E R91A PE1 HPR-2
PES G89R S90R PM5 HPR-3
PI1 Q37R R39D PM5 HPR-4
PI2 K66R N67G G68D PM5 HPR-5
PI3 G89R S90G R91D PM5 HPR-6
P42 Q37R R39D K66R N67G G68D PI1 HPR-5
PI5 Q37R R39D K66R N67G G68D G89R S90G R91D P14 HPR-6
PE3I1 R31E R91A Q37R R39D PE3 HPR-4
PE3I2 R31E R91A K66R N67G G68D PE3 HPR-5

2 Larealitzacio de Pl4 ha estat estrictament un pas intermedi en la construcci6 de PI5, i no sera, doncs objecte
d’estudi en el present treball.
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TAULA 3.2.

Oligonucledtids utilitzats per al’ obtencié dels gens mutants de I’HP-RNasa

Nom  Substitucionsintroduides Seqiiencia’
HPR-1 R31E 5- CAT ATT TCG GCG Ctc CAT CAT TTGATT -3
HPR-2 R91A 5- CAA TTA GGG TAT gcA GAA CCA -3
HPR-3 G89R S90R 5-ATT AGG GTA TCT Acg ACg ATT AGT CAG TCT -3’
HPR-4 Q37R R39D 5-CAGGTT TACAat cACCTcGAGTCATAT T -3
HPR-5 K66R N67G G68D 5- AAT TAC CTT GAt cAccgc ggC AAGTAACTT T -3
HPR-6 G89R S90G R91D 5- ACA ATT AGG GTA atc Acc ACg ATT AGT CAG TCT -3’

* Les bases escrites en minUsculai negreta son les modificades

A la FIGURA 3.3 S especifica la ubicacié de les substitucions aminoacidiques
introduides en PM5, que han donat lloc a les diverses variants objecte d’ estudi del
present treball.

FIGuUrA 3.3.

A

Representaci6 de PM5 mostrant la localitzacié dels residus substituits en les variants.
Substitucions localitzades en (A) hélix a2 i llag a2B1; (B) llag f2B3; (C) llag B4B5.
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3.3. Expressio i purificacio de les variants de I'HP-
RNasa

Donat que les construccions generades en el present treball s expressen sota el
control del promotor de I'RNA polimerasa de T7, es van transformar cdl-lules
competents de la soca BL21(DE3) d'E. coli amb els plasmidis d expressié que
contenien el's gens modificats.

Abans de comencar la produccié de les variants, es va redlitzar I'andlisi de
I’ expressié de cada construccid, sempre respecte a PM5. Es tractava de definir €l
temps optim d’induccié necessari perqué el cultiu produeixi la maxima quantitat de
proteina, aixi com comprovar si existeixen diferencies significatives entre els nivells
d expressio de les variants i €ls de la seva proteina parental. Per aixo es van analitzar
electroforéticament els sediments bacterians de cultius induits amb IPTG de cél-lules
que préviament havien estat transformades amb les construccions d’ interés.

Tal i com es mostra a la FIGURA 3.4A per ala variant PE5 en relacié a PM5, la
introducci6 de les diverses mutacions en € gen parental no té un efecte significatiu
sobre els nivells d' expressio de la proteina. Aquest resultat va ser €l mateix per la
resta de variants (dades no mostrades). Aixi mateix, € temps optim d’'induccio per a
toteslesvariantsésde 3 h, tal i com s'indicaales FIGURES 3.4B i C per aPMb5.

FIGURrA 3.4.
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Analisi dels nivellsd’ expressié de PM5 i PES. (A) Electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS a 15
% tenyit amb blau de Comassie, de mostres de cultius de BL21(DE3)/PM5i BL21(DE3)/PE5a0i 3
h d'induccié amb IPTG 1 mM. (B) Electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS a 15 % tenyit amb
blau de Comassie, de mostres de cultius de BL21(DE3)/PM5 a 0, 1, 2, 3 i 4 h d'induccio. (C)
Zimograma revelat per activitat de les mateixes mostres que B.
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L’expressio i la purificacio de cadascuna de les variants es va dur a terme tal i
com es descriu al’ APARTAT 2.5. El percentatge de NaCl al qual eluia cada unadeles
variants estava directament relacionat amb el seu valor de pl teoric (calculat a partir
de la composici6 daminoacids, Compute pl/Mw, a I'adreca d'Internet
http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html), el qual es presentaala TAULA 3.3.

Per atotes les variants, I’ homogeneitat i la puresa de la mostra obtinguda en € pic
principal de la cromatografia d'intercanvi cationic utilitzant una columna Mono-S
HR 5/5, que correspon a la darrera etapa del procés de purificacio (FIGURA 3.5A per
la proteina PE3), es va anadlitzar amb una columna de fase reversa (Vydac 214-
TPC4), obtenint-se un Unic pic (FIGURA 3.5 B, per la proteina PE3). L’analisi per
SDS-PAGE i per zimograma va mostrar la presencia d’una unica banda (dades no
mostrades). Finalment, I’andlisi per espectrometria de masses (MALDI-TOFF MYS),
realitzat a |’ Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la UAB (IBB) va confirmar
I’ existencia d’ una sola proteina amb el pes molecular esperat en cada cas, tal i com
sindicaalaTAuLA 3.3, juntament amb els valors teorics corresponents, calculats a
partir de la sequéncia daminoacids (Compute pl/Mw, a I'adreca d'Internet
http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html).

El rendiment mig de la série de purificacions realitzades per totes les variants,
excepte PI5, seguint aquest protocol va ser de 15-20 mg de proteina pura i
correctament plegada per litre de cultiu, valor idéentic al’ obtingut per ala purificacio
de PM5. En el cas de PI5, lavariant que incorpora el major nombre de substitucions,
es van obtenir rendiments de 7 mg per litre de cultiu. Probablement les substitucions
introduides afecten I'etapa de replegament, reduint aixi € rendiment fina de
recuperacio de la proteina.

TAuULA 3.3.

Massa molecular i valor de pl delesvariants generades en aquest treball.

Variants Mw experimental (Da)  Mw* tedric (Da) pl
PE1 n.d. 14506,2 8,13
PE2 n.d. 14448,2 8,44
PE3 14414.,6 14415,0 7,58
PE5 14699,5 14694,0 8,99
PI1 n.d. 14520,2 8,44
PI12 n.d. 14562,3 8,45
PI3 n.d. 14561,3 8,44
P14 n.d. 14549,2 8,13
PI5 14574,0 14570,0 7,58

PE3I1 14404,4 14402,0 6,93
PE3I2 14445,3 14444,0 6,93
PM5 14539,0 14533,3 8,66

Lamassa molecular experimental es va determinar a partir dels espectres de MALDI-TOFF MS, mentre que la
massateoricai el valor de pl esvan calcular a partir de la seqiiencia d’ aminoacids.

Mw*: pes molecular (Da). n.d.: no determinat.
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FIGURA 3.5.
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Purificacié de la proteina PE3. (A) Perfil d' elucié de PE3 enregistat a 280 nm de la cromatografia
de bescanvi cationic amb una columna Mono-S HR 5/5-FPLC. La mostra correspon ala darrera etapa
del procés de purificacié. La columna es va equilibrar amb |’ amortidor acetat sodic 50 mM (pH 5,5), i
la mostra es va eluir amb un gradient lineal de NaCl de 0 a 400 mM en el mateix amortidor
d’equilibrat. El simbol (*) indica el pic pertanyent a la fraccié de proteina correctament plegada. (B)
Perfil d’'elucié de PE3 enregistrat a 280 nm de la cromatografia en fase reversa en columna Vydac
214-TP C4 per HPLC. La columna es va equilibrar amb acetonitril 10 %, TFA 0,1 % i la mostra es va
eluir amb un gradient lineal de 20-35 % d' acetonitril. La mostra aplicada correspon a la fraccio
principal de la cromatografia de bescanvi cationic per HPLC, marcada amb el simbol (*).

3.4. Expressio, purificacio i activacio del’onconasa

L’ onconasa és una ribonucleasa d' origen amfibi, aillada originalment a partir dels
oocits i dels embrions de Rana pipiens (Darzynkiewicz et al., 1988; Mikulski et al.,
1990), que presenta activitats antivirals, citostatiques i citotoxiques envers un ampli
nombre de linies cel-lulars tumorals, aixi com activitat antitumoral in vivo envers
models tumorals de ratoli (Mikulski et al., 1990). Actualment es troba en fase I1/111
d assgjos clinics pel tractament de mesotelioma maligne i de I’adenocarcinoma
pancredtic (veure APARTAT 1.3.2) (Mikulski et al., 2002).

Atés que I’onconasa presenta propietats citotoxiques, es va optar per utilitzar
aquesta proteina com a control positiu en els assgjos de citotoxicitat de les variants
de I’'HP-RNasa generades en aquest treball (APARTATS 3.6 1 3.11). Per aquesta rag,
va ser necessari establir un sistema d’expressio i purificacio adient a fi d obtenir
onconasa en quantitats suficients per adur aterme els estudis indicats.
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3.4.1. Produccio heterologa del’ onconasa

Tal i com s'hacomentat al’ APARTAT 1.3.2 de la INTRODUCCIO, una de les mgjors
diferencies entre I’onconasa i I’'HP-RNasa es troba a I’extrem N-terminal. En
I’onconasa, €l primer residu de la sequéncia (Glul) esta sotmés a un procés de
modificacié postraduccional, que consisteix en la ciclacio de la cadena lateral sobre
el grup amino terminal. El resultat és la formacié d un residu d’acid piroglutamic
(Pyr) en la primera posicio de la seqiencia. Es tracta d'un residu essencial per
I"activitat de I’ onconasa, ja que esta implicat en aspectes estructurals i funcionals de
I’enzim (Mosimann et al., 1994). Per una banda, € Pyrl interacciona per mitja d’un
pont d hidrogen amb el grup CO de la Va96, situada a la cadena 3 C-terminal, fet
que determina que I’ hélix-o. N-terminal es plegui contra el cos de la proteina. Com a
consegiiencia, I’ onconasa presenta una estructura terciaria molt més compacte que la
resta de ribonucleases de la mateixa familia. Aquest plegament determina també que
I’extrem N-terminal de I’onconasa formi part del centre actiu de I'enzim. Aixi
mateix, € Pyrl interacciona via un pont d hidrogen amb el grup e-amino de la
cadena lateral de la Lys9, la qual forma part del subseti d’'unié a grups fosfats del
substrat (Mosimann et al., 1994).

L’interés de I’ onconasa com a agent farmacol dgic ha conduit al desenvolupament
de diversos sistemes heterolegs d’ expressio recombinant i de protocols de produccio,
per tal de produir quantitats importants de proteina pura i activa. Alguns autors
(Adinolfi et al., 1995; Leland et al., 1998) han descrit un sistema d’ expressio en E.
coli basat en el transport de I’onconasa a |’ espai periplasmatic. Aquest procediment
genera rendiments de purificaci6 molt variables, proporcionant una proteina
recombinant amb propietats comparables a les de I'onconasa salvatge no
recombinant.

Tanmateix, els sistemes d expressié citoplasmatics proporcionen rendiments de
purificacié significativament més elevats, degut a segrest de la proteina expressada
en forma de cossos d’'inclusio. Aixo permet, per una banda, protegir ala cél-lula de
I’acci6 toxica de la proteina sobreexpressada i, per |'altra, protegir la proteina
recombinant de la degradacio per proteases cel-lulars. Malgrat aquestes avantatges,
I’onconasa expressada de manera recombinant a citoplasma d’'un organisme
procariota presenta un residu addicional de formilmetionina (fMet-1) a I’ extrem N-
terminal, e qual impedeix la ciclacio de la Glul a Pyrl. Com a consequéncia
d aquesta alteracié en la seguencia, les interaccions de I’ extrem N-terminal amb la
Va96 i la Lys9 no es produeixen. Aixo provoca una pérdua significativa tant de
I’ activitat catalitica com de les propietats citotoxiques de I’enzim (Boix et al., 1996;
Huang et al., 1998; Leei Raines, 2003).

Aix0 no obstant, diversos treballs han demostrat que I’activitat catalitica i
I” estructura de I’ enzim es poden recuperar si es reconstitueix el residu Pyrl a partir
de la forma (Met-1)-ONC (Boix et al., 1996; Huang et al., 1998; Notomista et al.,
1999). En aquest sentit, Boix et al. (1996) van dissenyar una variant recombinant de
I’ onconasa on es substituia la Met23 per una Leu, per tal de que I’ Unic residu de Met
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que restés en la sequiencia fos € de la posicio N-terminal. Aquest era eliminat per
digesti6 amb bromur de cianogen (CNBr). A la vegada, € residu Glul es va
substituir per GInl, afi d’afavorir la sevaciclacio, laqual es produia espontaniament
després del procés de digestio. La proteina resultant recuperava la seva activitat
enzimaticai citotoxica (Boix et al., 1996; Newton et al., 1994).

A fi de produir un enzim actiu, es va desenvolupar una altra estrategia, consistent
en I'eliminacio de la Met-1 per digestié enzimatica amb una amino peptidasa.
Aquesta metodologia ja Shavia emprat préviament per a I'obtenciéo d altres
ribonucleases recombinants, com és el cas de |’ angiogenina (Shapiro et al., 1988) i
de la BS-RNasa (Adinolfi et al., 1995), utilitzant una aminopeptidasa provinent
d’ Aeromonas proteolytica (AAP) (Wagner et al., 1972). Notomista et al. (1999) van
utilitzar aquesta estrategia amb la finalitat de reconstituir |’extrem N-terminal de
I”’onconasa produida citoplasmaticament. El procediment, pero, va presentar una
eficiencia molt baixa, probablement a causa de la poca exposicio de la Met-1 a la
superficie de la proteina (Mosimann et al., 1994). Arran d'aix0, els autors optaren
per eliminar la Met-1 en un punt intermedi del procés de purificacio, en € qual la
proteina es trobava completament desplegada i reduida. La digestio enzimatica
d aguesta conformacid, on I'extrem N-termina era accessible a [|'activitat
proteolitica de I'’AAP, va resultar eficag. Posteriorment, la proteina havia de ser
replegada i reoxidada, i finalment purificada. Malgrat que els autors van aconseguir
dur a terme la digestio, s havien incrementat el nombre de passos en e protocol
d obtencié de proteina activa, amb la corresponent reduccié del rendiment final de
produccio.

En el present treball s’ ha desenvolupat un procediment de purificacio i activacio
de I’onconasa que és una modificacié de I'anterior. Aquest proporciona un elevat
rendiment de produccio, i és més senzill, rapid i eficient. Presenta com ainnovacio e
fet que la digestio enzimatica de la Met-1 es realitza a partir de la proteina ja
purificada, sense necessitat de reduir-la.

3.4.2. Expressiocitoplasmaticai purificacio dela (Met-1)-(GIn1)ONC(M 23L)

La construccié recombinant pET11d-(Met-1)-(GIn1)ONC(M23L) (amablement
cedida pel Dr. R.T. Raines, University of Madison, Wisconsin, USA) es va expressar
en cel-lulesd’E. coli BL21(DE3), d’acord amb €l procediment descrit previament per
alesvariants de|’HP-RNasa (Canals et al., 1999). L’ analisi en gel de poliacrilamida-
SDS tenyit amb blau de Coomassie del sediment cel-lular d’ un cultiu induit durant 3
h, va mostrar una banda de sobre expressié d'una proteina d’ aproximadament 11
kDa, valor que coincideix amb la massa molecular de I’onconasa (dades no
mostrades).

Aquesta proteina es va purificar seguint el mateix protocol descrit previament per
a les variants de I'HP-RNasa. A la FIGURA 3.6A es presenta € cromatograma
corresponent a la darrera etapa del procés de purificacié, emprant una columna de
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bescanvi cationic (Mono-S HR5/5). El pic marcat amb un asterisc correspon a la
proteina pura, homogenia i correctament plegada. L’ homogeneitat i 1a puresa de la
mostra es va andlitzar amb una columna de fase reversa (Vydac 214-TP C4),
obtenint-se un Unic pic (FIGURA 3.6 B). Finament, I’analisi per MALDI-TOF MSva
confirmar I’ existencia d’una sola proteina amb el pes molecular esperat per a la
(Met-1)-(GIN1)ONC(M23L), de 11947+2 Da (11950 Da teorics). Els rendiments de
purificacio per a1 L de cultiu induit foren de 15-20 mg, similars a's obtinguts per a
les variants de I’'HP-RNasa.

FIGURA 3.6.
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Purificacié de I’onconasa. (A) Perfil d’elucié de la (Met-1)-(GIn1))ONC(M23L) enregistat a 280 nm
de la cromatografia de bescanvi cationic amb una columna Mono-S HR 5/5-FPLC per HPLC. La
mostra correspon a la darrera etapa del procés de purificacio. La columna es va equilibrar amb
I”amortidor acetat sodic 50 mM (pH 5,5), i lamostra es va eluir amb un gradient lineal de NaCl de 0 a
200 mM en el mateix amortidor d’equilibrat. (B) Perfil d’elucio de la (Met-1)-(GIn1)ONC(M23L)
enregistrat a 280 nm de la cromatografia en fase reversa en columna Vydac 214-TP C4 per HPLC. La
columna es va equilibrar amb acetonitril 10 %,TFA 0,1 %, i la mostra es va eluir amb un gradient
lineal de 20-35 % d’ acetonitril.

La proteina resultant es va sotmentre a un procés de sequienciacio per mitja de la
reaccio d Edman, a I'Ingtitut de Biotecnologia i Biomedicina, IBB. Els resultats
obtinguts van confirmar que I’ onconasa resultant del procés de purificacié retenia la
Met-1. Aquest residu addicional en la seqliencia de |I’enzim provocava una perdua
d activitat catalitica de I’enzim, tal i com es va comprovar per assaig d activitat
ribonucleasa sobre rRNA, en gel d’ agarosa (veure més endavant). Aquest resultat és
consistent amb el descrit en el treball de Boix et al. (1996).
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Malgrat que e sistema de produccié va permetre assolir rendiments suficients
com per a dur a terme els estudis posteriors, la proteina resultant no era activa. Per
aquesta rad va ser necessari desenvolupar una estratégia per reconstruir I’ extrem N-
termina natiu de la proteina, afi de recuperar les seves caracteristiques catalitiques,
estructuralsi funcionals.

3.4.3. Activacié delaMet(-1)-(GIn1)ONC(M23L): un procés en dues etapes

La reconstitucid de I’extrem N-termina natiu en |I’onconasa €s un procés que
implica dues reaccions. I’ eliminacio del residu Met-1 i laciclacio de la glutamina N-
terminal aacid piroglutamic. Ambdues reaccions son imprescindibles perque |’ enzim
recuperi |’ estabilitat, activitat i potencial citotoxic propies de la forma salvatge. La
reaccio d hidrolisi és essencial per obtenir un residu de GInl, capa¢ de ciclar de
manera no enzimatica a Pyrl. En aquest apartat del treball s'han establert les
condicions per aredlitzar les dues etapes d’ activacio, que condueixen de la (Met-1)-
(GIN1)ONC(M23L) ala (Pyrl)-ONC(M23L).

Per a la primera reaccid, es va Utilitzar |'aminopeptidasa d’Aeromonas
proteolytica (AAP). Es tracta d una metal -loproteasa que conté zinc, extremadament
estable i amb un pH optim d'activitat d’entre 8,0 i 8,5. La seva accio proteolitica
depén de la preséncia d’un grup o-amino lliure en € substrat, té preferéncia per
residus hidrofobics (entre ells la Met) i elsresidus Asn, Gln i Cys son resistents ala
hidrolisi (Wagner et al., 1972).

La presencia d un grup a-amino lliure en la sequiencia de |’ onconasa, a partir del
qual és possible la reaccié d hidrolisi per I' AAP, s havia confirmat per degradacio
d Edman a I’extrem N-terminal (NH>-Met-Gln-Asp-Trp-Leu). Que € primer residu
de la seqiiencia fos una Met (posicio —1), susceptible de ser digerida; i € segon un
Gln (posicié 1), resistent a agquesta digestid, conferia les condicions tedriques
optimes per considerar I’ AAP com la proteasa més adient per alahidrolisi de laMet-
1. Una vegada catalitzada I'escissié d' aguest primer residu, era d’ esperar que la
reaccio s aturés a causa de la presencia de la GInl, resistent al’acci6 de I'AAP. A
meés a mes, la posterior ciclacié espontaniadel Ginl a Pyrl probablement participaria
també en e bloqueig de la digestio, degut a |’ abséncia del grup a-amino lliure que
aquesta modificacié comporta.

Les condicions experimentals de la reaccio de digestio, la primera etapa del
proceés, es van obtenir a partir de treballs previs (Shapiro et al., 1988), en els quals es
definien el tampd i e pH optim per afavorir laciclacio.

L’ estructura compacta de I’ onconasa li proporciona una extremadaresistenciaala
digestié per proteases. Per aguestarag, i afi de possibilitar I’accés de I’ AAP a seu
seti d'accidé sobre I'onconasa (la Met-1 de I'extrem N-terminal), calia aportar
flexibilitat a |’ estructura de la ribonucleasa. Amb aguest objectiu, es va redlitzar una
bateria de digestions de la proteina ja purificada i dissolta en € tampd esmentat
préviament, en presencia de diferents condicions desnaturalitzants (Gnd-HCI 0, 1,5,
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30 i 45 M). La finditat d'aguestes analisis era determinar les condicions
desnaturalitzants minimes per permetre I’accés de la proteasa a seu substrat. Cap
d’ aguestes concentracions d’ agent desnaturalitzant no haurien d’ afectar negativament
a I’AAP, ja que aquest és un enzim molt estable, capag de tolerar condicions
extremes de temperatura (varies hores a 70°C), i resistent a I'accié d elevades
concentracions d agents desnaturalitzant (per exemple, d'urea 8 M) (Shapiro et al.,
1988).

Després d’una incubacié de 15 min a temperatura ambient de |’onconasa en
aguesta bateria de condicions desnaturalitzants, es va procedir a la seva hidrolis
enzimatica. L’ AAP es va afegir a la solucio de reaccio amb una relacié molar de
1:2500 (AAP:ONC), i les mescles es van incubar a 37°C durant 0; 3,5; 7; 13,5; 24 i
48 h. Lareaccio d hidrolisi finalment es va aturar per addicio d EDTA 20 mM ala
mescla.

La digestié de la Met-1 es va seguir per MALDI-TOF MS en cadascun dels
assgjos redlitzats. La massa determinada per la (Met-1)-(GIn1)ONC(M23L) sense
digerir fou de 11947+2 Da (valor proxim al’ esperat a partir de la seva sequéncia, de
11950 Da). La diferéncia de massa per la pérdua de la Met-1 hauria de correspondre
a 131 Da, i s a més la GIn N-terminal es trobava ciclada a Pyr, la diferéncia de
massa a afegir seriade 17 Damés, o sigui una diferénciatotal de 148 Da. Aixi doncs,
el pes molecular de I’enzim amb I’extrem N-terminal correctament reconstituit, o
sigui, laforma (Pyr1)ONC(M23L), hauria de ser de 11799+2 Da.

La resolucio dels espectres de masses obtinguts permetia discriminar clarament
les formes digerida i no digerida de I’onconasa, perd no el seu estat de ciclacio, o
sigui, les especies (GIN1))ONC(M23L) i (Pyr1)ONC(M23L). Pdl que fa al seguiment
de lareaccio de digestio, lafraccio pertanyent a cadascuna de les dues espécies es va
seguir per mitja de la variacio de la intensitat (referida com a |’area) de cada pic al
llarg del temps. Aixi, lafraccio d’ enzim hidrolitzat, ONC(M23L) (ciclat i no ciclat),
€s va expressar com a percentatge, a partir del quocient entre la intensitat del pic
corresponent a I’ONC(M23L) i la intensitat total, definida com la suma de les
intensitats dels pics corresponents a les dues especies, ONC(M23L) i (Met-1)-
ONC(M23L).

Els resultats obtinguts a partir dels espectres de masses (FIGURA 3.7), indiquen
que per astractaments 0i 1,5 M Gnd-HCI després de 48 h d’'incubaci6, tan sols es
produeix e 70 % de la digestié de la proteina. L’ estructura globular de I’ onconasa en
aquestes condicions es conserva prou compacta com per a dificultar I'accés del
substrat al centre actiu de la proteasa. Ara bé, per alstractaments 3,0i 4,5 M de Gnd-
HCI, s observaales 3,5 h d'incubacié un 81 % de digestid, i ales 7 h una digestio
practicament total.
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FIGURA 3.7.
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Percentatges de digestié de la Met-1 en I'onconasa, obtinguts per MALDI-TOF MS. Els
percentatges s han mesurat a partir del quocient entre la intensitat del pic corresponent a I’ especie
digerida i la intensitat total, que és la suma de les intensitats dels pics corresponents a les dues
especies.

En base als treballs previs (Shapiro et al., 1988), era d’ esperar que les condicions
d’incubaci6 que s han utilitzat en aquest treball haurien de promoure laciclacio de la
GInl a Pyrl, unavegada digerida la Met-1. Segons les dades de MALDI-TOF MS, tot
I que I’equip emprat no permetia separar la forma ciclada de la no ciclada, es va
observar |"aparicié de diferencies d’ aproximadament 148 Da (o sigui, hidrolisi de la
Met-1i ciclacio de laGInl) a partir de 13,5 h en € tractament 1,5 M i a partir de 3,5
h en elstractaments 3,01 4,5 M Gnd-HCI.

A partir d’'aquests resultats, es van seleccionar les condicions per a la digestio
preparativa de la proteina. Aixi, aquesta esvadigerir en presenciade 3,0 M Gnd-HCI
durant 13,5 h, a 37°C. En aguestes condicions, I’andlisi d’ espectrometria de masses
va mostrar una massa molecular experimental de 11799+2 Da, laqual correspon ala
massa teorica de la (Pyrl)ONC(M23L) correctament processada (11801,6 Da
teorics). Aixi mateix, a fi de confirmar I’eficiencia de ciclacié de la I’onconasa
digerida en aguestes condicions, la mostra es va sotmetre a degradacié d’ Edman. Els
resultats d’ aguesta analisi van demostrar que >95 % de la mostra era resistent a la
seqguenciacio (indicant la presencia de menys d’ un 5 % d’ extrems N-terminal Iliures),
de manera que tant la digestio com la ciclacié s havien dut aterme correctament.

A fi de comprovar la seva puresa, la proteina activada es va introduir en una
columna de bescanvi cationic, en una columnaMono-S HR 5/5 i amb un gradient sali
de 0 a 200 mM NaCl. A la FIGURA 3.8 es mostra e perfil d’elucié de I’ onconasa
digerida, on s observal’ existencia d un sol pic de proteina purai homogenia.
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FIGURrA 3.8.
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Perfil d’elucié d’una mostra d’onconasa digerida. (Met-1)-(GIn1)ONC(M23L) digerida amb AAP
durant 13,5 h en preséncia de Gnd-HCI 3,0 M. Cromatografia de bescanvi cationic en columna Mono-
S HR 5/5-FPLC, per HPLC, enregistrada a 280 nm. La columna es va equilibrar amb I’ amortidor
fosfat potassic 20 mM (pH 7,2), i la mostra es va eluir amb d’un gradient lineal de NaCl de 0 a 200
mM en el mateix amortidor d’ equilibrat.

3.4.4. Caracteritzacié del’ONC(M23L) activada

Per tal de comprovar s la reconstruccio de |'extrem N-terminal natiu en
I’onconasa havia permés la recuperacio de les caracteristiques catalitiques i
citotoxiques de I’ enzim, es va procedir ala seva caracteritzacio.

L’'activitat enzimatica de les formes (Met-1)-(GIn1))ONC(M23L) i
(Pyr1) ONC(M23L), aixi com llur capacitat de defugir |’ accid inhibitoriade I’ hRI, es
va seguir per andlisi, en gel d’agarosa, de la seva accio sobre €l substrat 16S- i 23S
rRNA. Ambdues formes es van incubar amb el substrat, en preséencia o absencia
d’ hRI. Els resultats es mostren ala FIGURA 3.9. La forma no digerida de I’ enzim no
va presentar activitat catalitica ni en preséncia ni en abséncia de I'hRI. En canvi, la
forma recombinant amb I’extrem N-terminal reconstituit va presentar activitat
enzimatica, independentment de la presenciade |’ hRI.

A partir d’ aguesta mateixa figura, es va comprovar gque |’onconasa catalitza la
degradaci6 del substrat amb menys eficiencia que I'HP-RNasa i I’RNasa A. Aquest
resultat és consistent amb € fet que I’ onconasa presenta una activitat catalitica molt
menor gue les seves homologues humanai bovina (Boix et al., 1996).
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FiGura 3.9.
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L’ accio citotoxica de les dues formes d’onconasa es va examinar en les linies
cellulars tumorals humanes A431 i K562, realitzant incubacions de 96 h. A la
FIGURA 3.10, on es presenten les corbes dosi-resposta de I’ accio de les dues formes
d onconasa, es pot observar que la forma amb I’extrem N-terminal reconstituit
presenta un valor d'1Csp d'11 0,3 uM per aleslinies A431 i K562, respectivament.
En canvi, la forma no digerida no afecta la viabilitat de les cél-lules a les
concentracions analitzades.

HPR RNasa A C
+/- +-

FIGURA 3.10.
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Citotoxicitat de (Pyr1)ONC(M23L) (O) i (Met-1)-(GIn1)ONC(M23L) (@) sobre A431 i K562.
Inhibicié de la sintesi proteica, mesurada a partir de la incorporacié de **S-metionina a les proteines
de nova sintesi després d’ unaincubacio de 96 h en presencia de diferents concentracions d' enzim.
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En els assgos de citotoxicitat que es van redlitzar posteriorment a fi de
caracteritzar les propietats citotoxiques de les diverses variants de I’'HP-RNasa
generades en aguest treball, es va utilitzar sempre |I’onconasa com a control de
citotoxicitat positiva (APARTATS 3.6 1 3.11). Aquests assgj0s es van dur aterme sobre
diverses linies cel-lulars tumorals humanes (A431, K562, MCF7, HeLa i Daudi) al
llarg d'incubacions de 96 h (APARTAT 3.6) i de 48 h (APARTAT 3.11). En totes les
linies estudiades, la (Pyr1)ONC(M23L) va presentar un vaor de ICs que oscil-lava
entre 0,3-1 uM. Aquests resultats son consistents amb els descrits ala literatura per a
I’onconasa en diverses linies cel-lulars (Rybak i Newton, 1999a), i evidencien
I’existencia de diferents sensibilitats cel-lulars a I'accié d'aguest enzim (veure
APARTAT 1.3.2).

L’ onconasa produida seguint €l procediment descrit en aguest apartat, es va
utilitzar també com a control en €els assgjos d'andlis de la interaccié amb I'hRI i
d’internalitzaci6 cel-lular de les variants de I’'HP-RNasa produides en aguest treball
(APARTATS 3.51 3.7). Els tots els casos, els valors obtinguts per a |’ onconasa es van
gjustar ales dadesreferides alaliteratura.

Aquests resultats assenyalen gque els processos de produccio i d activacio de
I”onconasa recombinant desenvolupats en el present treball permeten obtenir de
manera rapida i senzilla (sobretot en relacié as protocols descrits a la bibliografia)
quantitats importants de proteina recombinant amb propietats similars a les de la
forma salvatge.

Les condicions de les dues reaccions necessaries per a regenerar |I'extrem N-
terminal de I’onconasa expressada en el citoplasma de les cél-lules bacterianes, la
digestié enzimaticade laMet-1 i laciclacié no enziméticadel Glnl a Pyrl, han estat
optimitzades posteriorment a la realitzacio d’ aquest treball, a fi de reduir els temps
d’incubacio (veure Ribd et al.., enviat per publicacio, al’ APENDIX B).

3.5. Analis delainteraccié ribonucleasa/hRI

En els estudis descrits fins al moment, la citotoxicitat de les variants de I’ RNasa A
i de I'HP-RNasa generades presenta una correlacio directa amb la seva habilitat
d escapar a I'accié de I'hRI endogen (Bretscher et al., 2000; Haigis et al., 2002;
Haigis et al., 2003; Leland et al., 1998). Per tal de valorar quina o quines de les
variants construides en el present treball adquirien resistencia a I’hRI, es van dur a
terme dues aproximacions, que es descriuen tot seguit.

3.5.1. Andlisi qualitativa en gel d’agarosa
Lainteraccio amb I’hRI de les diverses variants es va analitzar a nivell qualitatiu

mitjancant un assaig en gel d’agarosa (Wu et al., 1993), mesurant la capacitat de
degradacié del substrat 16S- i 23S- rRNA per part de les diverses variants en
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presencia o en absencia de I'hRI. Els resultats es presenten a la FIGURA 3.11. A
I’assaig es van utilitzar PM5 i RNasa A com a controls negatius, i onconasa com a
control positiu.

Els resultats indiquen que la variant PM5 i I'RNasa A son sensibles a I'accio
inhibidora de 40 unitats d’ hRI (el substrat no es degrada en presencia d’' hRI), mentre
gue I'onconasa n'és resistent (el substrat es degrada tant en presencia com en
absencia d’'hRI). Pel que fa a les variants, cap de les que incorporaven substitucions
en només un delstresllacos (PEL, PE2, P11, PI2i PI3) ésresistent al’accié del’hRl,
almenys en les condicions de I'assaig. Aquest també és el cas de la variant PE5,
portadora de les substitucions Gly89Arg Ser90Arg en €l llag f4)5.

A' Ficura 3.11.

Inhibicié de |"activitat
enzimatica de les variants de
I"'HP-RNasa per efectedel’hRI.
RNaseh ONC FEl PFIl FE2Z P2 FB3 C La inhibici6 <sha detectat

S B E TR n visualitzant en un gel d'agarosala
degradacio catalitzada  per
I’enzim sobre e substrat 16S- i
23SrRNA en absencia (-) o
preséncia (+) de 40 unitats d' hRI.
A. Variants sensibles a I’hRI. B.
Variants amb diferents graus de
sensibilitat a [I'hRl. ONC:
onconasa, control resistent a
I’"hRI; PM5 i RNasa A, controls
FEJl PESE F5 PFE3 PFES FM? ONC C sensiblesal’hRI. C, control sense
+- +- +e +- +- +- +- ribonucleasa.

Les variants PI5, PE3I1, PE3I2 i PE3, portadores de substitucions en més d’'un
llag, van presentar resistencia al’accio de I’hRI, tot i que amb Ileugeres diferencies.
Per tal de quantificar I'eficiencia d’ escapament a I’hRI de cadascuna d’ aquestes
variants, es va dur a terme la determinacio de la seva constant d'inhibicié (veure
APARTAT 3.5.2).

3.5.2. Analis quantitavia de la interaccio enzim/inhibidor

Per les variants que en |’ assaig qualitatiu presentaven capacitat d’ evasio al’hRl,
es va determinar la constant d'inhibicié seguint € protocol descrit a I’ APARTAT
2.6.7.2 de MATERIAL | METODES. Els valors de K; obtinguts es presenten ala TAULA
3.4. Tots €lls son de I’ ordre de nanomolar, d’ acord amb els valors de K; descrits en
treballs previs per d'altres variants de I’'HP-RNasa resistents a I’hRI (Leland i
Raines, 2001).
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Lainteraccio entre I’hRI i una de les variants més sensibles a la seva acci6 (PED),
a I'igual que pel control negatiu (PM5), és massa forta com per a permetre la
determinacié de la constant d’inhibicié mitjancant el present assaig. Per a I'HP-
RNasa salvatge, el valor de K; descrit a la literatura es troba en |’ ordre de picomolar
(Boix et al., 1996; Gaur et al., 2001; Rushizky et al., 1961).

Aixi mateix, es va comprovar gue la variant que és la que incorpora un major
nombre de substitucions aminoacidiques en les regions de contacte amb I'hRI, PI5,
és precisament la que mostra un valor de Ki més elevat. Amb una menor capacitat
d evasi6 la segueixen PE3I1 i PE3I2, ambdues amb un valor similar i, finalment
PES.

TAULA 3.4.

Valorsdelesconstantsd’inhibicié delesvariants del’HP-RNasa per I'hRI.

Enzims Ki (nM)
PE3 0,42 + 0,09
PE5S

PE3I1 0,80+ 0,13

PE3I2 0,77+ 0,14
PI5 1,34+ 0,17
PM5

ElsvaorsdeK; (+ SE) per ales variants de I’'HP-RNasa es van mesurar mitjangant lainhibici6 de la catalisi del
substrat FRET ArUAA apH 6,01 a25°C en preséncia de diferents concentracions d' hRI.

En base a aguests resultats, es van seleccionar les variants capaces d’ escapar a
I’hRI, encara que fos amb una baixa eficiencia, per continuar €l treball, les quals
sindiguen ala TAULA 3.4. Segons el que es troba descrit ala bibliografia, S esperava
gue € nivell de resistencia a I'’hRI seria directament proporcional a I’ adquisicio de
propietats citotoxiques per part de les variants.

3.6. Caracteritzacio de les propietats citotoxiques de
lesvariantsdel’HP-RNasa en cultiu cel-lular

Tal i com s ha descrit a I’ apartat anterior, les diverses variants de I'HP-RNasa
presenten diferents nivells de sensibilitat a I'hRI. En aquest apartat s andlitza la
relacié entre la capacitat d'evasio de les variants a I'hRI i la seva possible
citotoxicitat. Aixi mateix, es vol comprovar s la presencia del motiu RGD afavoreix
I” adquisicio de propietats citotoxiques.
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Inicialment es va assgjar la toxicitat de les variants de I"'HP-RNasa en cultiu
cel-lular in vitro, sobre les linies tumorals d’ origen huma A431 i K562, un
epidermocarcinoma (de creixement adherent) i una eritroleucemia (de creixement en
suspensi®), respectivament. Els resultats obtinguts per les variants de I'HP-RNasa
PE3, PE5, PE3I1 i PI5 es mostren a la FIGURA 3.12, juntament amb els valors
corresponents a PM5 i I’ onconasa com a controls negatiu i positiu, respectivament.

L’ onconasa, d'acord amb resultats descrits en treballs previs, va presentar un
valor d'1Csp de 0,3 uM per ales cél-lulesdelaliniaK562 (Leland et al., 1998), i d'1
uM per alesdelalinia A431. Pel que fa ales variants de I’'HP-RNasa portadores de
motius RGD (PE3I1, PE3I2 i PI5), es va observar que la maxima concentracio
d enzim assgjada (30 uM) no va afectar la viabilitat en cap de les dues linies
assgjades. Aixi, laintroduccié del motiu RGD en les ribonucleases no va semblar ser
efectivaafi de promoure I’ adquisici6 de propietats citotoxiques per part dels enzims.
Ben al contrari, les variants PE3 i PE5 van presentar un valor d'1Csp d entre 6-10 uM
sobre la linia K562. Curiosament, només PE5 va mostrar citotoxicitat en la linia
A431, amb un valor d' ICsp de 3 uM.

FiGura 3.12.
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Citotoxicitat de les variants de I'HP-RNasa i de I’onconasa. Representacié del percentatge de
sintesi proteica en céllules A431 i K562, mesurada a partir de la incorporacié de *S-metionina a les
proteines de nova sintesi després d’'una incubacié de 96 h amb concentracions creixents de les
ribonucleases corresponents. Els resultats per a cada experiment individual sén la mitjana de quatre
determinacions, i cada experiment es va repetir tres vegades. PM5 (e), onconasa (o), PE3 (V¥), PES
(V), PE3I1 (m), PE3I2 (O), PI5 (®).
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Per tal de verificar i la citotoxicitat PE3 sobre lalinia K562 era deguda tan sols a
una sensibilitat particular d’ aguesta linia, es va repetir |I’analisi emprant un ventall
més ampli de linies cel-lulars tumorals. Aixi doncs, i per a les proteines PE3, PE5S i
onconasa es va dur aterme |’ assaig de citotoxicitat sobre leslinies MCF7 (carcinoma
de glandules mamaries), Hel.a (carcinoma de cervix) i Daudi (limfoma de Burkitt).
A laFIGURA 3.13 es representen els valors d’ | Csp obtinguts per cada proteina, sobre
les diferents linies assgjades. S observa que la variant més sensible a I’'hRI, PE5,
presenta nivells de citotoxicitat superiors als de PE3 en totes les linies assajades, amb
valors d'ICsp que oscil -len entre 0,3 i 3 uM. Aquests valors son només 5-15 vegades
més alts que els determinats per a I’ onconasa. PE3, la variant resistent a I’ acci6 de
I’"hRI i menys citotoxica que PE5 en totes les linies analitzades, presenta valors
d'ICso o entre 10”° (HelL @) i 3-10° M (MCF7 i Daudi).

A partir de les dades obtingudes s evidencia que cada linia cel -lular presenta una
sensibilitat lleugerament diferent a I’ accio de les ribonucleases, malgrat que la seva
vulnerabilitat és gairebé sempre la mateixa, essent de més a menys toxiques:
onconasa > PE5 > PE3. LaliniaK562 és 1’ Gnica que no segueix aquesta tendéencia, ja
que PE3 i PE5 presenten e mateix valor d'ICso. Aixi mateix, els valors d'ICso
indiquen que la linia cel-lular més sensible a I’ acci6 de les ribonucleases és |’ Hel a,
seguida per MCF7, i finalitzant amb K562/Daudi/A431, les tres amb un nivell de
sensibilitat similar. Les variacions observades en |’ activitat toxica d’una mateixa
ribonucleasa en funci6 del tipus cel-lular pot ser deguda a diferents factors, entre els
quals cal destacar possibles diferencies en I’ eficiéencia d’ internalitzacio de I’ enzim en
cadascuna de les linies, o bé divergencies en les vies de transit intracel -lular que
SegueiX.

Larelacié entre la sensibilitat de les ribonucleases al’ hRI i la seva citotoxicitat ha
estat descrita extensament en diversos treballs (Gaur et al., 2001; Leland i Raines,
2001; Leland et al., 2001; Rybak i Newton, 1999a). En el cas de laBS-RNasai de
I’onconasa, la citotoxicitat s ha correlacionat principalment amb la capacitat de
I’enzim d’ evitar laiinteraccio amb I’hRI (Kim et al., 1995a; Kim et al., 1995b). Com
conseguencia d aquestes observacions, es va plantgjar la hipotesi que, per adquirir
citotoxicitat, una ribonucleasa ha de ser resistent a I’'hRI. Diversos treballs amb
variants de I’'RNasa A i de I’HP-RNasa que adquirien citotoxicitat quan s impedia la
seva interaccié amb I’inhibidor, aixi com els resultats obtinguts en aquest treball per
lavariant PE3, donen suport a aguesta hipotesi (Leland et al. 1998). Aix0 no obstant,
el suposit de que la sensibilitat a I’'hRI és un parametre clau en la generacio de
ribonucleases citotoxiques és, encara avui, objecte de controversia, ja que en
I’adquisicio d aquesta propietat hi intervenen també altres factors (Rybak i Newton,
1999b). Les nostres dades experimentals aixi ho confirmen, puix que la variant més
toxica, PE5, és precisament sensible alainhibicié per I'hRI. S evidencia aixi que la
correlacio entre capacitat d’evasié al’hRI i I'adquisicié de propietats citotoxiques no
sempre es compleix, com és el cas de PES.

110



3. Resultatsi Discussio

FIGura 3.13.
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Aixi doncs, les dades obtingudes per a PES reafirmen que la sensibilitat al’ hRI és
tan sols un dels factors implicats en e mecanisme de citotoxicitat de les
ribonucleases. Altres parametres, com la capacitat d'uni6 a superficie cel-lular,
I’ estabilitat en condicions fisiologiques i una via de transport eficient per conduir
I’enzim envers la seva diana intracel-lular, poden ser també elements clau en la
definicié del mecanisme de toxicitat d aquests enzims. Per aquest motiu, en els
seglients apartats s analitzen diferents aspectes que poden promoure I’ adquisicio de
propietats citotoxiques en les ribonucleases, amb especial atenci6 al cas de PES.

3.7. Analis d’'internalitzacio

El primer aspecte que es va considerar a fi d’intentar trobar una explicacio a fet
que PE5, tot i I'elevada sensibilitat a I'hRI, fos la variant més citotoxica, va ser
I’ existéncia de possibles diferéncies en quan a eficiencia d'internalitzacié d’ aquesta
variant respecte les altres. Per aquestarad es vainvestigar larelacio entre la capacitat
citotoxica de PE5 i la seva eficiéncia d’internalitzacid, juntament amb |’ onconasa
com a control positiu i PM5 com a control negatiu. Es volia comprovar s les
propietats citotoxiques de PE5, que és significativament sensible a I’ hRI, eren fruit
d’ unamajor eficacia d’ internalitzacio respecte laresta de variants, sobretot en relacio
a PI5 (portadora de tres motius RGDs), la qual havia demostrat ser la variant més
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resistent a I’hRI, malgrat no ser citotoxica. El seguiment de I’endocitosi de les
variants es va dur a terme amb les proteines marcades radioactivament amb %,
sobre leslinies cel -lulars tumorals A431 i K562.

Els assgjos inicials d'internalitzacié es van realitzar per I’onconasa i PM5 sobre
les linies A431 i K562, seguint la sevainternalitzacio a diferents temps (entre O i 45
min). A la FIGURA 3.14 es mostren €els resultats obtinguts pel temps maxim assgjat,
45 min. Com es pot observar, lalinia K562 va ser lamés sensible a la internalitzacio
de I’onconasa, per la qual cosa es va decidir dur aterme les andlisis posteriors sobre
aguesta linia cel-lular. La major internalitzacid de |’ onconasa sobre la linia K562
podria explicar perque el valor d’'ICsy d’ aguesta proteina és menor per aquesta linia
cel lular que per a A431.

La validesa dels resultats obtinguts per la linia A431 es va confirmar pel
seguiment de la internditzaci6 de |a transferrina marcada també amb %I, la qual va
assolir un 60 % d'internalitzacié als 45 min d’incubaci6 (resultats no mostrats).

FIGura 3.14.
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Internalitzaci6 de I'onconasa (en negre) i de PM5 (en gris) en cél-lules A431 i K562. Les
cél-lules es van incubar 45 min amb cadascun dels enzims marcats amb 21, a 37°C. El percentatge
d’internalitzaci6 es va calcular com lafraccio de radioactivitat associada

A la FIGurA 3.15 es presenten els resultats de la internalitzacié de I’ onconasa,
PM5, PE5 i PI5 sobre la linia K562. Per la resta de variants els resultats van ser
identics al's obtinguts per PM5, de manera que no es presenten alafigura. S observa
que I’onconasa és I'Unica ribonucleasa que presenta un nivell d internalitzacio
significatiu, del 40 % després d' una incubacié de 7 h. Aquest resultat és consistent
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amb les dades presentades en el treball de Wu et al. (1993), on es descriu que
I”’onconasa s uneix de manera saturable a cél-lules de la linia 9L amb una cinética
d’ uni6 a membrana plasmatica que augmenta fins més enlla de les 6 h d’incubacié.
No obstant, la naturalesa del seu receptor cel-lular és encara desconeguda. Certs
autors han suggerit que I’onconasa s'internalitza per mitja d'un mecanisme no
depenent de receptor proteic, sind a través de la interaccié amb algun altre tipus de
component especific de la membrana plasmatica. Aquest és el cas, per exemple, de
les lectines cSBL i jSBL, les quals presenten una elevada homologia de seqiencia
amb |’onconasa, i que s'uneixen a glicoproteines de superficie cel-lular (veure
APARTAT 1.3.3) (Haigis et al., 2002; Mastronicola et al., 1995; Olmo et al., 2001).
Aixi doncs, I’ elevada citotoxicitat de I’ onconasa és en part consegiencia d’ una major
eficienciad’ internalitzacio, juntament amb la seva capacitat de defugir I’ hRI.

La técnica utilitzada no ha estat prou sensible per a detectar nivells significatius
d'internalitzacio per cap de les variants de I’'HP-RNasa estudiades (FIGURA 3.15).
Aquests resultats permeten descartar la possibilitat de que la major citotoxicitat de
PE5 en relacid a la resta de variants sigui deguda a una maor eficiencia
d internalitzacio d’ aguest I’ enzim.

100
FIGURA 3.15.
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Aquestes dades, juntament amb el fet que fins @ moment no sha descrit
I’existencia d'un receptor per a I’HP-RNasa, suggereixen que probablement el
mecanisme de citotoxicitat de la variant PE5 s'inicia amb la seva internalitzacio via
endocitos en fase fluida, procés que I'introduiria aixi en la circulacio del sistema
endosomal de la cél-lula. Aquesta hipotesi explicaria els baixos rendiments
dinternalitzacio trobats, i suggeriria que I'endocitosi d'un reduit nombre de
molecules és suficient per desencadenar |’ accio citotoxica sobre lacél -lula.
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D’acord amb aguesta suposicio, Haigis et al. (2003), estudiant la capacitat d’ unid
del’onconasai d’'unavariant citotoxicadel’RNasa A (Lys7AlaGly88Arg RNasa A)
a la membrana plasmatica de cél-lules K562, han mostrat que les dues proteines
S uneixen ala superficie cel -lular quan aquestes s incuben a 4°C, sense arribar pero a
creuar la membrana plasmatica. La internalitzacio només es produeix si les cel-lules
s'incuben a 37°C, demostrant que I’entrada d’ aguestes proteines a la cél-lula es
produeix per un proces d endocitosi. Aixi mateix, els autors van comprovar que la
preincubacio de les cel-lules K562 amb inhibidors metabolics de I’ endocitosi actua
protegint-les de la toxicitat de |I’onconasa i de la variant Lys7Ala Gly88Arg RNasa
A.

Tal i com s ha comentat, les variants portadores de motius RGD, i en especiad la
variant PI5, portadora de tres motius RGD d’ uni6 a integrina localitzats en tres llagos
exposats a la superficie de la proteina diferents, no son més eficientment
internalitzades que la seva parental PM5 ni que la proteina citotoxica PE5 (FIGURA
3.15). Aquest resultat és coherent amb el fet que cap de les variants portadores de
motius RGD (PE3I1, PE3I2 i PI5) adquireixen propietats citotoxiques (APARTAT
3.6). Aixi mateix, cal destacar que |’ addicié d’ un motiu RGD en els llagos a2p31 (11)
I B2B3 (12) sobre la variant PE3 (generant les formes PE3I1 i PE3I2) suprimeix les
propietats citotoxiques que PE3 havia adquirit. Sembla doncs, que a més de no haver
estat capa¢ de promoure la internalitzacié de les variants, la insercio d aquest motiu
afecta negativament |’ adquisicio de propietats citotoxiques.

3.8. Determinacio de les propietats catalitiques

Tal i com ja s ha descrit, la citotoxicitat de les ribonucleases depen de Ilur
activitat enzimatica (Bretscher et al., 2000; Wu et al., 1993). Per aguesta rad, es va
comprovar s les substitucions introduides sobre PM5 per a la generacio de les
diverses variants, induien canvis en les propietats catalitiques de I’ enzim.

Els parametres cinétics de les diverses variants es van determinar mitjangant
métodes espectrofotométrics per a substrats de baix (C>p) i at (poli(C)) pes
molecular (APARTAT A4.5 de I’APENDIX A), i es van comparar amb €ls que
S obtenen per la proteina PM5.

A laTauLA 3.5 es presenten els valors dels parametres cinetics de les diferents
variants. Per als dos substrats analitzats, totes les variants van retenir entre el 50-93
% de I'eficacia catalitica respecte a la presentada per PM5. Aquests resultats
suggereixen que les mutacions introduides no han alterat I’ estructura nativa de la
proteina, almenys no de forma suficient com per produir un canvi en la posicio de les
cadenes laterals dels residus que participen en la catalisi que anuli completament
I’activitat catalitica. Probablement |'estructura del centre actiu de les variants
generades és, s bé no identica, similar a la conformacié que presenta la proteina
salvatge.
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Aquestes dades indiquen que la manca de citotoxicitat de les variants que son
resistents al’hRI no és deguda a una perdua de la capacitat de degradacio de I’RNA.
Cda tenir en compte que I'onconasa és 1000 vegades menys activa que les
ribonucleases pancreatiques (Boix et al., 1996), i tot i aix0 és citotoxica. Aixi doncs,
el fet que les variants generades conservin un valor d’ eficiencia catalitica superior a
50 % en tots els casos, assegura que aguest parametre no és el responsable de que les
variants que escapen al’ hRI no hagin adquirit propietats citotoxiques.

TAULA 3.5.
Par ametres cinéticsdelesvariants del’HP-RNasa pels substrats C>p i poli(C)
C>p
Enzim K (MM) Koo (Min™) Keat/ Ken (M 2s)x10° Rel. (Keat/Kin) (%)
PE3 0.97 38.2 39.38 70.6
PE5 0.78 41.1 52.69 93.3
PE3I1 1.61 70.0 43.47 77.0
PE3I2 1.43 66.2 46.29 82.0
PI5 1.50 54.4 36.27 64.2
PM5 0.48 27.1 56.46 100
Poli(C)
Enzim Ko M@M)  Viadl[Eq® Re| Voo [Edl/Krn Re"(VTf;;o/gCEO]/ Km)
PE3 0.77 87.8 114.05 78.0
PE5 1.28 115.0 89.85 61.4
PE3I1 0.98 101.8 103.86 71.0
PE3I2 0.69 52.2 75.65 51.7
PI5 0.32 30.2 94.34 64.5
PM5 1.29 188.6 146.22 100

2 Elsvalors de (kea/Km) €s referencien sempre al valor de PM5, considerat com a 100 %.
P [E¢] éslaconcentracié final d enzim al’ assaig, que ha estat sempre de 5 nM.

© El valor de Vina/[Eo]/Km per a PM5 es refereix com a 100 %.

3.9. Analis delatermoestabilitat

Un dtre dels requeriments necessaris per tal que una ribonucleasa presenti
propietats toxiques, consisteix en la preservacio de la seva estructura nativa a
temperatura fisiologica. Les ribonucleases han de conservar un nivell d’ estructuracié
conformacional suficient que els permeti redlitzar la seva activitat catalitica,
imprescindible per alacitotoxicitat, al’interior delacel-lula

Els experiments de desnaturalitzacio termica seguits per espectroscopia d’ absorcio
al’ultraviolat, mostren que totes les variants presenten una disminucié del seu valor
de Ty, (que és el punt mig de latransicio de desnaturalitzacio termica) respecte PM5.
Els resultats es presenten ala TAULA 3.6. Les variants més afectades han estat PE3| 2,
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PE5 i PI5, que presenten una disminucié de Ty, respecte a la parental d'11,4, 12,6 i
17,8°C, respectivament. La variant menys alterada a nivell de termoestabilitat ha
estat PE3.

TAULA 3.6.

Par ametres de ter moestabilitat de PM9, PM5i les seves variants®

Proteina T2 (°C) AT 1,°(°C)
PE3 53.1 -5.2
PE5 45.7 -12.6

PE3I1 52.0 -6.3
PE3I2 46.9 -11.4
PI5 40.5 -17.8
PM9 514 -6,9
PM5 58.3 -

Els errors estandard per ala determinaci6 de Ty, han estat sempre <1 %.
& PM9 correspon al’ HP-RNasa salvatge amb una Met N-terminal, tal i com es descriu ala FIGURA 1.6.

b ATy, ésladiferénciaentre els valors de Ty, de cadascuna de les variantsi el valor de Ty, de PM5.

Ta com s esmentaal’ APARTAT 1.4.4 de laINTRODUCCIO, en la literatura ha estat
descrita I’ existéncia d’ una correlacio entre els valors d estabilitat i la citotoxicitat de
diverses ribonucleases (Klink i Raines, 2000). Segons aquests autors, increments en
I’ estabilitat dels enzims semblen actuar potenciant la seva citotoxicitat. No obstant
aixo, €ls resultats obtinguts en aguest treball no mantenen aquesta correspondencia,
ja que la variant més citotoxica, PE5, és també la segona més afectada a nivell de
perdua de termoestabilitat, després de PI5.

Aixi mateix, la baixa termoestabilitat presentada per PI5 (T, de 40,5 °C) podria
determinar que I’enzim patis una perdua important d’ estructura a temperatura
fisiologica, de manera que els seus motius RGD perdessin la capacitat de ser
reconeguts pels receptors d'integrina. Para-lelament, I’enzim desestructurat seria
facilment degradat per la cél -lula abans que pogués exercir la seva accio citotoxica.

3.10. Flexibilitat conformacional de PE3 i1 PE5

Ates que no s observa una correlacio entre la termoestabilitat i la citotoxicitat en
les variants assgjades, es va suggerir la possibilitat de que una menor estabilitat
actues facilitant la sevatranslocacio a citoplasma, especialment en el cas de PES. En
aquest sentit, I’ estudi del procés de translocacio d’ algunes toxines classiques, com la
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toxina difterica (DT), ha evidenciat que el baix pH del sistema endosomal indueix el
desplegament parcial de la toxina, promovent la sevainsercio ala bicapa lipidica del
compartiment i la seva translocacio a citoplasma (Argent et al., 1994; Falnes et al.,
1994).

Donat que la baixa intenalitzacio cel-lular (veure APARTAT 3.7) impedia que es
pogués dur a terme un assaig directe que mesurés € grau de translocacio, es va
explorar € grau de compactacio de les variants citotoxiques (PE3 i PES) enrelacié a
PM5, utilitzant dues aproximacions diferents (APARTATS 3.10.11 3.10.2).

3.10.1. Analisi dela mobilitat electrofor ética

La comparacié de la mobilitat electroforética de PE3, PE5 i PM5 en gels de
poliacrilamida reductors i no reductors representa una mesura indirecta de Illur grau
d’ empaquetament. En gels no reductors, les proteines menys compactes migren més
lentament, mentre que en gels reductors aguest alentiment en la migracio
practicament no és detectable (Falnes et al., 1994; VVoulhoux et al., 2000).

A la FIGURA 3.16 es presenta I’ andlisi eletroforetica de les proteines en estudi en
condicions reductores i no reductores. Sobserva que PE3 presenta la mateixa
mobilitat que PM5 (control) tant en el gel reductor com en € no reductor, fet que
suggereix que les dues proteines tenen un nivell d’ empagquetament similar. Pel que fa
a PE5, magrat que la seva migracié és idéntica a la de PM5 en condicions
reductores, en condicions no reductores mostra un retard evident en relacié ala seva
parental, indicant que esta menys empaguetat.

FIGURrA 3.16.

Reductor No reductor
o ™ n 0 n Yol ™ n ITe) n
Z ¥ 2 & 2|2 B 2 H £

24

— - -, ™

-10

Analisi dela conformacié de PM5, PE3 i PE5 per SDS-PAGE. Les variants es van separar en gels
tricina SDS-PAGE (12,5 % acrilamida) en condicions reductores i no reductores. A la dreta del gel
s'indiquen les masses moleculars de marcadors estandard (kDa).
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3.10.2. Andlisi deresisténcia ala degradacio per termolisina

L’analisi de la sensibilitat d’una proteina a la proteolisi proporciona també una
mesura indirecta del seu grau d’ empaguetament. Aixi, els enzims PM5, PE3 i PE5 es
van digerir amb concentracions creixents de termolisina, a pH 7,2. L’ avantatge de la
termolisina és que és que exerceix la seva activitat hidrolitica pel cantd N-terminal de
residus hidrofobics (de Kreij et al., 2001), els quals no han estat alterats en cap de les
tres ribonucleases objecte d'estudi. Aixi doncs, diferéncies de sensibilitat de les
variants enfront daquesta proteasa no seran degudes a les substitucions
aminoacidiques que el's enzims contenen.

Els resultats presentats a la FIGURA 3.17 mostren que PE5 és 100 vegades més
sensible ala digestio per termolisina que el control PM5 (el 50 % de digestio de PES
Sassoleix a 1 ug/ml de termolisina, mentre que e 50 % de digestié de PM5
sassoleix a >100 pg/ml). Aquestes dades confirmen el menor empagquetament de
PES5 en relacio a PM5. Aixi doncs, tant les dades de termostabilitat (TAULA 3.6), com
les andlisis de mobilitat electroforética (FIGURA 3.16) i de sensibilitat a proteasa
(FIGURA 3.17) evidencien que PE5 presenta un menor empaquetament en relacio a
control PM5.

A. P - 1)
—— — — — — — — -PE3

s —— - DO

1003010 5 3 2 1 0 -termolisna
(1g/ml)

120 FiGura 3.17.

B. —6— PMs Sensibilitat de PM5, PE3 | PE5
100 —@— PE3 a la digesti6 amb termolisina.

—LI—PES Les ribonucleases es van digerir
80 durant 30 min a 43°C a les
concentracions de termolisina
60 indicades (ng/ml), abans de ser
analitzades en gels de tricina
40jL SDS-PAGE. A. Gels tenyits amb

% Proteina intacta

blau de Coomassie. B

Quantificaci6 dels gels (es

é resultats corresponen alamitjade

0 ] ] L dos assgos). La intensitat de la
0 20 40 60 80 100 120 banda corresponent a la mostra
no tractada es considera com a

100 % per a cada ribonucleasa.

[termolising] (ug/ml)
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PE3 va mostrar una sensibilitat només 2-3 vegades més elevada per latermolisina
que PM5 (el 50 % de digestio de PE3 s'assoleix a~ 50 ug/ml de termolising). Tant
les dades de desnaturalitzacio termica, com la seva susceptibilitat a la termolisina,
indiquen que PE3 presenta també un cert grau de desestructuraci6. Aquesta lleugera
diferéncia enfront PM5 probablement explica el perque no es detecten signes de
desplegament de PE3 per SDS/PAGE, que és la tecnica menys sensible i la menys
quantificable entre les que s han utilitzat en aquest apartat.

El conjunt de resultats presentats en aquest apartat, juntament amb les dades de
termoestabilitat, evidencien que PES presenta una flexibilitat conformacional major
que la presentada per la proteina parenta (PM5). Aquest fet suggereix que la
toxicitat de PE5 podria €l resultat, amenys en part, d’una maor capacitat de
transocacié a través de les membranes, la qual cosa permetria |'arribada al
citoplasma d’ una major quantitat d’ enzim.

3.11.Citotoxiciat en presencia de drogues disruptores
delesviesdetransit intracel -lular

Donat que no sobservaren diferencies en I'eficiencia d’internalitzacio de la
variant citotoxica (PE5) respecte a les no toxiques (PM5 i PI5), es va plantgar la
possibilitat de que latoxicitat de PES fos €l resultat de la utilitzacio per part d’ aquest
enzim d’'una via d' endocitos diferent a la de la resta de variants, la qual afavoris la
sevatranslocacio al citoplasma.

Una manera indirecta de determinar quina és la via de transport que segueix una
ribonucleasa citotoxica és la determinacié de diferéncies en lainhibicié de la sintes
proteica de cél-lules incubades amb aquest enzim, quan les vies de transport es
bloguegen a diferents nivells. Amb aguest objectiu s'han utilitzat drogues que
afecten més o menys especificament compartiments intracel -lulars involucrats en les
vies de transport efectives d’ una toxina. Aixi, s ha analitzat I’ efecte citotoxic sobre
cél-lules A431 de les nostres variants en presencia de les seglents drogues:
monensing, un ionofor carboxilic; NH4Cl, una base feble; bafilomicina A1, un
inhibidor especific de la bomba ATPasa vacuolar; brefeldina A, un metabdlit fungic
gue actua disgregant I’ AG i inhibint les vies de sintesi/secrecid de proteines; i acid
retinoic, que actua disgregant I’ AG. Aquesta andlisi es va reditzar per les dues
variants citotoxiques (PE3 i PES), per una de les variants que escapa a |I’accio de
I”hRI perd que no és citotoxica (PE3I1), i pels controls PM5 i onconasa. Els efectes
coneguts més importants d’ aquestes drogues sobre les vies de transit intracel lular, es
presenten resumits ala TAULA 3.7.

En aquests assgjos s ha inclos la ricina com a control de I’ efecte de les drogues.
Es tracta d’ una toxina d’ origen vegetal que actua inhibint la sintesi de proteines, i de
la qual es té un extens coneixement de les vies de transit que empren una vegada
internalitzada. La seva citotoxicitat es basa en un primer pas d’ endocitosisi un segon
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pas de translocaci6 del domini enzimaticament actiu al citoplasma, on latoxina actua
com a adenosina N-glicosidasa, inutilitzant al 28S-rRNA i inhibint aixi la sintes
proteica (Olsnes et al., 1988). Se suggereix que el procés de translocacié de laricina
es pot produir en diversos compartiments: els endosomes (Beaumelle et al., 1993), €l
TGN (Bilge et al., 1995) i € reticle endoplasmatic (Sandvig i van Deurs, 1999).
Aquesta toxina s ha utilitzat tant per analitzar els diferents tipus d’ endocitosi, com
per estudiar vies de transport amb destinacions tan diverses com I’AG, €l reticle
endoplasmatic i € sistema endocitic (Rapak et al., 1997; Sandvig i van Deurs, 1996).

TAuULA 3.7.

Principals efectes de les drogues utilitzades en aquest treball sobre les vies de transit
intracel-lular.

Principals efectesintracel -lulars

Droga Neutr;i;cz):;:ir:;el oH Disrue;r)](;igsifln;énsit Disrunci6 del'AG
Monensina \/ \/ a \/ b
NH,CI \ V@
Bafilomicina A, \/ \/ a
Brefeldina A Ve Ve
Acid retinoic \

& Efecte degut ala pérdua del gradient de pH acidic en €l lumen endosomal.

b Efecte poc especific. L’ accié iondfora de la monensina provoca I inflament de tots els compartiments vesiculars
delacél-lula, entre els quals es troben les cisternes de I’ AG (Wu, 1997).

¢ Efecte molt especific i reversible. Labrefeldina A inactivala proteina ARF1, impedint laformacio dels mantells
de COPI. Una primera conseqliencia directa és €l bloqueig del transport vesicular del reticle endoplasmatic a
I’AG, perd no del transport en sentit invers, de manera que I' AG es desorganitza i es col-lapsa. Una segona
consequéncia és el bloqueig de la gemmacio de vesicules a partir dels ECV/MVBs, dificultant € transit als
lisosomes (Gu i Gruenberg, 2000).

A laFIGURA 3.18 es comparen els percentatges de sintesi proteica de les variants
PE3, PE5, PE3I1, de I’onconasa i de la ricina després d'una incubacié de 48 h en
presencia de diferents drogues. monensina 0,5 uM, NH4Cl 20 mM, bafilomicina A;
0,1 uM i brefeldina A 18 nM, sempre en relacié a control sense droga. El tractament
amb acid retinoic 10 uM es varedlitzar per atotes les variants, pero no es representa
alafiguraafi de smplificar-ne la lectura, donat que no va mostrar activitat en cap
dels casos.
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FIGURA 3.18.
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Inhibicié de la sintesi proteica per accio de les ribonucleases en preséncia de drogues. Acci6 de
les variants de I'HP-RNasa, |I'onconasa i la ricina en cél-lules A431 incubades en presencia de
monensina 0,5 uM, NH,4Cl 20 mM, bafilomicina A; 0,1 uM i brefeldina A 18 nM. Sobre un cultiu de
cél-lules A431, es van afegir les drogues al medi 45 min abans de I'addicié de les concentracions
adients de ribonucleasa, i es va procedir a una incubacié de 48 hores. La inhibicié de la sintes
proteica es va mesurar per mitja de la monitoritzacié de la incorporacié de [*S]-metionina a les
proteines de nova sintesi. Les barres d’ error corresponen a la desviacié estandard obtinguda per cada
conjunt d’ experiments. Control (@), monensina (O), bafilomicina A; ('V), brefeldina A (V) i NH,Cl

().
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La concentracié de treball de cadascuna de les drogues es va determinar en un
assaig previ sense ribonucleasa, i es va seleccionar en base a valor de concentracio
de droga que provocava aproximadament €l 50 % d’inhibicié de la sintesi proteica,
en incubacions de 48 h. La reducci6é del temps d’'incubacio, de 96 h a 48 h va ser
necessaria ja que la realitzacio de cinétiques a llarg del temps va mostrar que
incubacions superiors a 48 h en presencia de diverses concentracions de droga,
provocaven una amplificacio excessiva de la seva citotoxicitat, per la qual cosa calia
reduir la seva concentracié si es volia mantenir el 50 % de viabilitat cel -lular (dades
no mostrades). A concentracions massa reduides, I’ efecte de les drogues sobre el
sistema de transport intracel -lular deixa de ser |’ esperat. Realitzant incubacions de 48
h, les concentracions de droga gque provocaven € 50 % de la inhibicio de la sintesi
proteica estan incloses dins dels marges de concentracié descrits en la literatura per
als estudis de transit intracel -lular.

A la TAULA 3.8 es mostren els valors d'ICsp de les proteines analitzades en
presencia de les diverses drogues estudiades i en referencia al control sense droga.

TAuLA 3.8

Valors d’ICsx, de les diverses variants de I’HP-RNasa, I’onconasa i la ricina.

Valor 1Cs (M)

Tractament

PM5 PE3 PE3I1 PES Onconasa  Ricina

Control >30 >30 >30 30 1 10°
monensina 0,5 uM >30 > 30 > 30 10 0,2 510"

NH,CI 20 mM > 30 >30 %) 10 0,2 &

bafilomicinaA; 0,1 uM >30 30 20 1 0,01 10°
brefeldinaA 18 nM >30 30-100 20 3 0,03 3107

acid retinoic 10 pM >30 > 30 > 30 30 1 10°

&: no mesurat

3.11.1. Accidé de la monensina

L’ acidificacié dels compartiments endosomals té un paper essencia en el transit
vesicular, aixi com en les vies de transport i de degradacié de proteines (Y oshimori
et al., 1991). Aixi mateix, el gradient de pH és també necessari per a que un gran
nombre de virus i toxines puguin translocar dels endosomes a citoplasma. A fi
d estudiar les implicacions del gradient acidic sobre latoxicitat de les ribonucleases,
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es va utilitzar la monensina, un agent que actua incrementant el pH dels sistemes
vesiculars acidics.

La monensina és un ionofor carboxilic capag d'unir ions Na’', K" i H”
(Mollenhauer et al., 1990). Gracies a la seva natura lipofilica, S'insereix a les
membranes cel lulars, des d’ on exerceix el seu efecte toxic per mitja del transport de
cations monovalents a través de la bicapa (Henderson et al., 1969; Shavit et al.,
1970). La droga facilita I'intercanvi transmembranar principalment d'ions Na
citoplasmatics per H" provinents del lumen del compartiment membrands (Tartakoff,
1983). Una consequencia directa d’ aquest intercanvi és la neutralitzacio dels
compartiments intracel -lulars acidics, provocant el blogueig de la via lisosomal de
degradacié proteica, una disminucié del reciclatge dels receptors endocitats i la
disrupcié del TGN sense alterar, pero la internalitzacié (Mollenhauer et al., 1990).
Alhora, la monensina provoca la vacuolitzacio de les cisternes de I'AG i dels
endosomes, per efecte d'un flux d entrada d’aigua que equilibra I’augment de la
pressié osmotica resultant de I’ increment de concentracié de ions Na™ (Mollenhauer
et al., 1990). Aixo resultaen lainhibicié dels processos de glicosilacié i de protedlisi
gue es produeixen en fases tardanesen I’ AG, tot i que no bloqueja la secrecio.

Els resultats que es mostren a la FIGURA 3.18 evidencien que la monensina (0,5
uM) té un efecte potenciador en la toxicitat de la ricina, ja que la droga duplica la
sensibilitat de les cel-lules A431 per la toxina. Aquest resultat és consistent amb les
dades descrites a la literatura per a dosis similars de monensina (~0,01-0,1 uM). En
aquests treballs, la monensina modifica la funcionalitat dels sistemes endosomal/AG
sense alterar-ne drasticament e pH (Sandvig i Olsnes, 1982a; Sandvig i Olsnes,
1982b; van Deurs et al., 1986). Segons els autors, |’ efecte de la monensina sobre la
toxicitat de la ricina suggereix que I’ AG podria estar implicat en la via de transport
efectiva que condueix latoxinaal citoplasma.

La monensina (0,5 uM) exerceix també un lleu efecte potenciador en la
citotoxicitat de la variant PE5 i de |I’onconasa, ja que s observa una disminucio del
valor d'1Csp de 3 i 5 vegades, respectivament (TAULA 3.8). Aquest resultat sembla
indicar que o béladisrupcié del’ AG i/o lareducci6 del gradient acidic intravesicular
potencien €l transit d’ aquestes proteines cap a compartiment on exerceixen la seva
citotoxicitat. En canvi, €ls nivells de sintesi proteica de les variants que no son
toxiques en aquesta linia cel-lular (PM5, PE3 i PE3I1) no han estat aterats per la
droga, amenys en les condicions de |’ assaig.

Per intentar correlacionar e lleuger augment de citotoxicitat de PE5 i de
I’onconasa per efecte de la droga, amb |’increment de pH endosomal que aguesta
provoca, es va dur a terme la determinacié d aquest pH en cél -lules A431 incubades
en presencia de monensina 0,25 uM durant 24 h. La concentracio de droga es va
reduir a la meitat ja que el temps d’incubacié va passar de 48 a 24 h. Els resultats
obtinguts van mostrar que la monensina 0,25 uM provocava un increment de pH en
lumen dels RE de 5,2 a 6,5. Aixi doncs, tot i reduir significativament el gradient
acidic, ladroga no aconseguia neutralitzar totalment el pH d’ aquest compartiment.
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En treballs previs s'ha descrit |’ efecte de la monensina sobre la citotoxicitat de
diferents ribonucleases citotoxiques en diverses linies cel-lulars. Aixi, es va
comprovar que I'addicié de monensina 0,1 uM en cél-lules SVT2 tenia un efecte
modest sobre la citotoxicitat induida per la BS-RNasa (Bracale et al., 2002).
Respecte I’ onconasa, varis autors han descrit per la monensina un efecte potenciador
de la seva citotoxicitat, incrementant-la de 2 a 20 vegades en funcio de la
concentracié de drogai delalinia cellular utilitzada (Haigisi Raines, 2003; Newton
et al., 1998; Newton et al., 2001b; Wu et al., 1993; Wu et al., 1995).

Estudis recents indiquen gque la monensina (10 uM) potencia |’ efecte toxic de
I”’onconasa unes 10 vegades sobre la linia cel-lular K562, sense afectar pero, la
toxicitat d’una variant toxica de I’'RNasa A (Gly88Arg RNasa A) (Haigis i Raines,
2003). Aquesta observacig, juntament amb la resta d evidencies presentades en
I’esmentat treball, va conduir als autors a afirmar que la internalitzacié d’ambdues
proteines és independent del pH endosomal, donat que la neutralitzacio del gradient
de pH provocada pel tractament amb monensina no actua negativament sobre la
toxicitat de les dues ribonucleases. Els autors argumenten també, que I’ efecte
potenciador de la monensina sobre latoxicitat de I’ onconasa podria ser consequiencia
de les modificacions que la droga provoca sobre la ruta de transit intracel -lular que
segueix |I'enzim. Aixi, suggereixen que €l blogueig del transport de I’onconasa a
través de I'AG causat per la monensina, afavoriria que |’ onconasa seguis una atra
ruta de transport, que la conduiria a un compartiment des del qual la translocacio a
citoplasma es veiés afavorida. El fet que la droga no afecti la citotoxicitat de la
variant Gly88Arg-RNasa A suggeriria que aguesta no és conduida en cap moment a
travésdel’ AG.

Tot i la gran quantitat d'informaci descrita en la literatura sobre aguesta droga,
cal ser prudent a I’ hora d interpretar les seves repercussions sobre la toxicitat de les
ribonucleases, ja que els efectes cel-lulars de la monensina sdn molt poc especifics.
Aixi mateix, els mecanismes moleculars de les vies de transport sdn complexes, i la
modificacié d’un parametre pot tenir efectes diversos a diferents nivells. El tipus
cel-lular, la concentracié de monensina i altres factors poden afectar els resultats
obtinguts. Aixi doncs, per alainterpretacio d’ aguestes dades cal I’analisi en paral -lel
d altres drogues, que aportin informacié complementaria.

3.11.2. Accié del NH,CI

El NH4Cl és una base feble que s utilitza també correntment per incrementar el
pH dels compartiments acidics. Aquesta droga, a pH fisiologic no esta protonada i
difon lliurement a través de les membranes fins a I'interior dels compartiments
endosomals, on el baix pH provoca la seva protonacié i impedeix que difonguin de
nou a |’ exterior. El segrest de protons per part de la base feble té com a conseqliencia
indirecta la neutralitzacio del pH endosomal, provocant € bloqueig de la via de
degradacié lisosomal i una disminucié del reciclatge de receptors a superficie
cellular (Wu, 1997).
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La incubacio de cel-lules A431 en preséncia d aquest agent provoca un augment
de la toxicitat de PE5 i de I’onconasa idéntic a |’ obtingut per la monensina (veure
FIGURA 3.18 1 TAULA 3.8). El fet que les alteracions en el gradient de pH generades
per aguestes dues drogues provoquen canvis similars en la toxicitat de PE5 i de
I’onconasa, suggereix que €l transport d’'ambdds enzims a citoplasma és
probablement independent del manteniment d’un pH baix en e sistema endosomal,
amenys en aquesta linia cel-lular. En €l cas de PM5 i PES, I’addicié de NH,4Cl 20
mM tampoc altera el percentatge de sintesi proteica.

La determinacié del pH en ceél-lules A431 incubades en presencia de NH4Cl 20
mM durant 24 h va mostrar un increment de pH en lumen dels RE de 5,2 a 5,6.
Aquest resultat indica que aguest agent és menys eficag a fi de neutralitzar el pH
endosomal que la monensina 0,25 uM. No obstant aquesta menor eficiencia, |’ accié
de la droga sobre la citotoxicitat de PE5S i de I’ onconasa és practicament la mateixa
gue lade lamonensina.

D’ acord amb els nostres resultats, €l treball de Newton et al. (1998) mostra per a
I’onconasa un increment de citotoxicitat de 3,8 vegades, sobre cél-lules SF539
tractades amb NH,Cl 10 mM. Tanmateix, Haigis i Raines (2003) no detecten
variacions en la citotoxicitat de |I’onconasa ni de la variant Gly88Arg-RNasa A en
cél-lules K562 incubades amb NH4Cl 20 i 30 mM. Segons aquests autors, €ls
resultats indiguen que per a aquesta linia cel-lular, la trandocacié de les dues
proteines no es és depenent del gradient de pH endosomal, donat que alteracions en
aquest no en modifiquen latoxicitat dels enzims.

3.11.3. Acci6 de la bafilomicina A;

La bafilomicina A; és un antibiotic que inhibeix especificament |’accié de la
bomba v-ATPasa responsable d'establir i mantenir el gradient de pH en els
compartiments endo i exocitics, per mitja de la seva fixaci6 en e domini
transmembanar d aquesta (Crider et al., 1994; Harada et al., 1997). Aquesta acci6
especifica té com a consequiéncia directa la neutralitzacié del pH dels compartiments
acidics. En la cel-lula, aguesta neutralitzacio pot desencadenar processos tals com (i)
la inhibicié de la dissociacioé dels complexos Iligand/receptor internalitzats (Harada
et al., 1997); (ii) ateracions en €l transit de proteines transmembrana (Presley et al .,
1997); (iii) inhibicié de la formacié d ECV/MVBs a partir dels SE (Clague et al.,
1994); (iv) inhibici6 de la fusi6 LE/lisosomes (van Weert et al., 1995), (v) inhibicio
de |’ activitat de les hidrolases lisosomalsi (vi) fragmentacié dels EE (D'Arrigo et al.,
1997). Tots aquests efectes secundaris varien en funcié del tipus cel-lular.

Lamonensinai e NH,Cl alteren també el pH endosomal pero, a diferencia de la
bafilomicina A;, ho fan de forma més inespecifica, provocant a més a més la
distensié de les estructures membranals intracel -lulars, fet que modifica e transit
d’ una manera que no necessariament és consequiéncia directa de la seva acci6 sobre
el pH.
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La bafilomicina A; és una droga molt utilitzada en biologia cel-lular per tal de
comprovar la implicacié del compartiment endosomal en el transit intracel lular de
les molécules. Per una banda permet estudiar la relacié entre la translocacié de
toxinesi el baix pH vesicular. Per |’ altra, lareduccio del transport als lisosomes posa
de manifest la implicacié de la ruta de degradacio lisosomal de les proteines en
I’activitat de les toxines. Cal tenir en compte que, en funcié del tipus cel-lular
utilitzat, la bafilomicina A; actua sobre el transit endosomal anivell dels EE o bé dels
LE (Bayer et al., 1998; Clague et al., 1994; van Deurs et al., 1996). En €l cas de la
linla A431, s’ha descrit que aquesta droga, tot i no inhibir totalment el transit
vesicular cap as lisosomes, si que impedeix I'accié hidrolitica dels enzims
degradatius per efecte de la neutralitzaci6 del pH (Y oshimori et al., 1991).

Tal i com Sobserva a la FIGURA 3.18 per cd-lules A431, la inhibici6 de
I’acidificacio endosomal provocada per la bafilomicina Ay no presenta cap efecte
significatiu sobre la toxicitat de laricina. Aquest resultat és consistent amb el descrit
préviament a la literatura (Sandvig et al., 2002; Sandvig i van Deurs, 2002). S ha
suggerit que la via de transport efectiva de la ricina és independent del pH, ja que
implica € pas dels SE a TGN i € transport retrograd des de I'AG a reticle
endoplasmatic. Aixi doncs, alteracions en e pH endosomal per efecte de la
bafilomicina A1 no haurien d’ alterar latranslocacio de laricina, tal i com evidencien
els presents resultats.

A lamateixa figura s observa que la bafilomicina A, és la droga amb I’ efecte més
significatiu sobre la citotoxicitat de I’onconasa i de totes les variants de I’ HP-RNasa
(veure TAULA 3.8). El valor d'ICsy de la variant PE5 disminueix unes 30 vegades
respecte al tractament sense bafilomicina A;, mentre que la citotoxicitat de
I’ onconasa és potenciada unes 100 vegades per efecte de la droga. Pel que faales
variants que no eren citotoxiques a les concentracions d’ enzim assgjades, PE3 i
PE3I1, € tractament amb la bafilomicina A; va permetre |la determinaci6é del valor
d'1Cso, essent aquest de 301 20 uM respectivament.

L’analisi de I'increment de pH endosomal per efecte de la bafilomicina A; va
mostrar que aguesta és la droga meés efectiva a nivell de neutralitzacié del lumen dels
RE. Els resultats obtinguts mostren que a una concentracié de 0,1 uM, el pH dels
compartiments endosomal's primaris resulta compl etament neutralitzat, passant de pH
52 a 7,0. A una concentracio de 50 nM, |'efecte de la bafilomicina A; és
[leugerament menys eficag, obtenint-se un valor de pH de 6,4.

Aixi doncs, la potenciacio de la citotoxicitat de les ribonucleases sembla estar
directament relacionada amb la neutralitzacié del pH endosomal. La droga més
eficient en aquest aspecte, la bafilomicina A, és la que exerceix I’ efecte potenciador
de la citotoxicitat més important, mentre que el NH4Cl i la monensina, que no arriben
a neutralitzar e pH, promouen una potenciaci6 molt menor. Aquests resultats
indiquen que les ribonucleases objecte d’ estudi en el present treball emprenen lavia
de transit endosomal, per ser conduides finalment al citoplasma.
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L’ efecte potenciador de la bafilomicina A; en la citotoxicitat de les variants
estudiades pot tenir dos origens. En primer lloc, el fet de disminuir e transport a
lisosomes reduiria la degradacié de les molecules de ribonucleasa internalitzades,
permetent d'aguesta manera que un maor nombre d'unitats transloquessin
correctament al citoplasma. En segon lloc, la inhibicio de les hidrolases lisosomals
per efecte de la neutralitzacié del pH podria impedir la degradacié de les
ribonucleases que hi sdn enviades, afavorint aixi la seva translocaci6.

El conjunt de resultats obtinguts fins a moment, juntament amb les dades
descrites a la bibliografia, semblen indicar que les ribonucleases internalitzades
segueixen una via de transit intracel -lular que és independent del manteniment d’un
gradient decreixent de pH.

3.11.4. Accid de la brefeldina A

La brefeldina A és un metabdlit d origen fungic que, de manera especifica i
reversible, bloqueja el transport vesicular des del reticle endoplasmatic a I’ AG en
diversos tipus cel-lulars, com a consequéncia de la inhibicié de la proteina ARF1
(ADP-ribosylation factor), la qual és necessaria per al’ organitzacio dels mantells de
COPI en les vesicules de transport de I’'AG (Donaldson et al., 1991; Helms i
Rothman, 1992).

Donat que e transport retrograd no és alterat, € tractament amb aquesta droga
acaba provocant € col-lapse i la desorganitzacié de les cisternes de I'AG i la
redistribucié del seu contingut membranar i luminal cap a RE i I’embolcall nuclear
(Doms et al., 1989; Lippincott-Schwartz et al., 1989). Aquesta accié sobre I'AG
provoca lainhibicio de la via secretora en la cél-lula (Klausner et al., 1992), tot i que
existeixen evidéencies de qué el TGN, s bé perd la seva posicié perinuclear, roman
funcional i estructuralment intacte (Chege i Pfeffer, 1990, Doms et al., 1989;
Sandvig et al., 1991).

A lavegada, pero de manera més subtil, la brefeldina A actua a nivell del sistema
membranal endocitic aterant la morfologia dels compartiments vesiculars, que
adopten una estructura tubular i dispersa en forma de xarxa (Hunziker et al., 1991;
Hunziker et al., 1992; Pelham, 1991; Strous et al., 1993). Malgrat que aixo modifica
tots els elements de la via endocitica, incloent els lisosomes, Strous et al. (1993)
afirmen gue no es produeixen alteracions ni en la internalitzacio ni en les vies de
transport que condueixen a la degradacio lisosomal. Contrariament, Misumi et al.
(1986) sostenen que els nivells de degradaci6 lisosomal en les cél -lules tractades amb
brefeldina A son un 20 % inferiors a de les céllules no tractades. Confirmant aquest
resultat, Lippincott-Schwartz et al. (1991) mantenen que e material endocitat no
assoleix €ls lisosomes en preséncia de brefeldina A, com a consequéncia d’un
bloqueig en e transport produit a nivell dels endosomes, per la fusié dels SE amb €l
TGN i lamembrana plasmatica.
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Aixi doncs, el patré de modificacions estructurals provocat per la brefeldina A és
molt variable en funcié dels models utilitzats. Aquesta diversitat d accions ha estat
també posada en evidéncia en estudis de transit intracel -lular utilitzant laricinacom a
marcadora d’ endocitosi. Ta i com s ha comentat anteriorment, la translocacié de la
ricina al citoplasma es pot produir en diversos compartiments. els endosomes
(Beaumelle et al., 1993), el TGN (Bilge et al., 1995) i € reticle endoplasmatic
(Sandvig i van Deurs, 1999). Per aquesta rad, malgrat que la brefeldina A protegeix
la majoria de linies cel-lulars de I'acci6 de laricina, perque blogueja e transport al
reticle endoplasmatic (Hudson i Grillo, 1991), en alguns casos es produeix una
sensibilitzacié (Sandvig et al., 1991), possiblement per I’ efecte de la brefeldina A
sobre els altres compartiments implicats en la translocaci 6.

A la FIGura 3.18 sobserva que la brefeldina A té un efecte potenciador
significatiu sobre la toxicitat de la ricina, essent necessaria una concentracio 3-4
vegades inferior de toxina per provocar una inhibicio del 50 % sintesi proteica en
relacio amb les cél lules no tractades amb brefeldina A. Aquests resultats son identics
als descrits per Sandvig et al. (1991) per les linies MDCK i PtK2, i indiquen que la
inhibici6 de la via de transport retrograda no actua negativament sobre la toxicitat de
la ricina en aguesta linia cel-lular. Aixi mateix, |’ efecte potenciador en la toxicitat
suggereix que la inhibicié de la via de degradacio lisosomal i I'acumulacio de la
toxinaen el TGN podrien afavorir latranslocacié d’ un major nombre de molecules al
citoplasma, incrementant aixi la toxicitat, malgrat que €l transport a reticle
endoplasmatic hagi estat bloquejat.

Pel que faalesvariants de|’HP-RNasai I’ onconasa, €l tractament amb brefeldina
A 18 nM augmenta |leugerament |a seva toxicitat en tots els casos (FIGURA 3.18 i
TAULA 3.8). Elsvaors d'1Csp de PE5S i de I’ onconasa disminueixen 10 i 33 vegades,
respectivament, en presencia de la droga. Les variants PE3 i PE3I1, que no son
toxiques sobre la linia A431 en abséncia de la droga, passen a exhibir valors d'1Cs
de 30 i 20 uM, respectivament, en el tractament amb brefeldina A. La brefeldina A
(18 nM) és la segona droga (després de la bafilomicina A; 0,1 uM) més potent a
I"hora de d’'incrementar latoxicitat de |es ribonucleases assajades.

Aquests resultats semblen mostrar que la via de transport retrograda no és un
component essencial per a la translocacio de les ribonucleases a citoplasma, ja que
la disrupcié de I'AG no afecta negativament a la seva toxicitat. Aixi mateix,
considerant |’ enorme versatilitat d’ accions de la brefeldina A i els resultats obtinguts
amb les altres drogues (monensina, NH4Cl i bafilomicina A;), se suggereix que
I"increment de citotoxicitat de les ribonucleases per efecte de la brefeldina A podria
ser consequiencia d'ateracions en el sistema endosomal, possiblement d’'una certa
inhibici6é del transit a lisosomes, d’acord amb les referencies previes descrites per
Lippinctott-Schwartz et al. (1991).

Wu et al. (1993, 1995), en cel-lules de glioma 9L incubades amb brefeldina A 14-
18 uM, no van observar canvis en la citotoxicitat de |I’onconasa ni de la BS-RNasa,
perd si una inhibicio de la potenciacié produida per I’ acid retinoic (10 uM) sobre la
seva citotoxicitat. Els autors van afirmar que tant I’onconasa com la BS-RNasa

128



3. Resultats i Discussio

assolien € citoplasma a nivell d'un compartiment insensible a la brefeldina A, o
sigui, que no involucrava ni a reticle endoplasmatic ni al’AG. Tanmateix, |’ efecte
potenciador de I’ &cid retinoic en la citotoxicitat d’ aquestes ribonucleases s explicaria
pel fet que aquesta droga actua modificant la seva via de transport, direccionant als
enzims cap a un AG desorganitzat des d’ on seria afavorida la seva translocacio al
citoplasma. L’addicié de brefeldina A en cdl-lules tractades amb acid retinoic
impediria que les ribonucleases assolissin els compartiments de la via secretora,
neutralitzant d’ aguesta manera |’ efecte potenciador de I’ acid retinoic. Aquestes dades
es van confirmar, per al’ onconasa, en treballs posteriors de Newton et al. (1998) en
cél-lules de glioma huma SF539, i de Boix et al. (1996) en cél-lules de glioma huma
U251.

En contraposicié, Bracale et al. (2002) han descrit un efecte potenciador de la
brefeldina A (0,7 uM) en la citotoxicitat de la BS-RNasa, en céllules de fibroblasts
3T3-SVT2 malignes. Segons els autors, I’ AG esta involucrat en les vies de transit
intracel -lular d' aquesta ribonucleasa. També proposen que la brefeldina A actua
reestructurant el sistema vesicular endo i exocitic en dos subcompartiments separats.
un dels quals compren la membrana plasmatica, els endosomes i el TGN, i I'altre
I’AG i € reticle endoplasmatic. Malgrat que segueixen en funcionament, no es
comuniquen entre ells. Aixi, en preséncia de brefeldina A, laBS-RNasa s acumularia
anivell del TGN, des d' on es translocaria a citoplasma. El blogqueig del transport a
nivell del TGN per efecte de la brefeldina A afavoriria que un major nombre de
molécules de BS-RNasa aconseguissin translocar a citoplasma, determinan un
augment en la citotoxicitat de I’ enzim.

Recentment Haigis i Raines (2003) han estudiat també la importancia de la via
retrograda sobre la toxicitat de I’onconasa i de la variant Gly88Arg RNasa. En
estudis de citotoxicitat, van comprovar un efecte potenciador de la brefeldina A (10
uM) d’ aproximadament 10 vegades, permetent-los suggerir que el transport retrograd
no és un component essencial en la translocacié de les ribonucleases al citoplasma.
Aquestes dades estan d’ acord amb €els resultats obtinguts en el present treball per les
diferents variants de I’ HP-RNasa assaj ades.

3.11.5. Accid de I’acid retinoic

L’ acid retinoic provoca la dispersio reversible de I’ AG, el qual passa de la seva
localitzacié perinuclear en forma de xarxa, atenir I’ estructura d’ un agregat vacuolar
difus, similar a que s observa en cél-lules tractades amb monensina. D’ aquesta
manera, I’acid retinoic altera les vies de transit intracel-lular en les que participa
aguest compartiment; i actua potenciant la toxicitat de certes immunotoxines, per les
quals el bloqueig d aquesta ruta determina I’ establiment d’ una via alternativa des de
la qual és més probable la trandocacio a citoplasma (Wu et al., 1993). Sha
demostrat que aquesta potenciacio és bloquejada completament per la brefeldina A
(Wu et al., 1995).
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Tot i la seva accié sobre I'AG, el tractament amb acid retinoic 10 uM no va
alterar latoxicitat de laricina ni de cap de les ribonucleases estudiades (TAULA 3.8),
amenys sobre la linia cel-lular A431 i en les condicions de I'assaig. De manera
consistent amb els nostres resultats, Sandvig i Olsnes (1981) van comprovar que
I"acid retinoic (10 uM) no afectava la sensibilitat envers la ricina de les linies
cel-lulars HeLai 2T, tot i que tenia un lleuger efecte protector sobre cél-lules de la
liniaVero, disminuint la sensibilitat per latoxinaentre 2 i 5 vegades;

Pel que faalesribonucleases, i tal i com ja s haintroduit al’ APARTAT 3.11.4, Wu
et al. (1995) van observar que I’ acid retinoic (10 uM) actuava potenciant la toxicitat
de I'onconasa i de la BS-RNasa, en cel-lules de glioma 9L. Segons els autors, la
translocacio de les ribonucleases al citoplasma era més eficient a través d'un AG
desorganitzat, ja que d’ aquesta manera se superava la limitacié que suposa €l pas de
I’enzim a través de les membranes. Quan I'acid retinoic es combinava amb la
brefeldina A, que inhibeix €l transport retrograd del cis Golgi a reticle
endoplasmatic, la potenciacié en |’ activitat de I’ onconasa era bloquejada. Ara bé, €l
fet de que la brefeldina A no modifiqués la citotoxicitat de I’onconasa en abséncia
d acid retinoic, indicava que la ruta normal de I’enzim era diferent a la que s induia
en presencia de |’ acid retinoic. Aquests resultats, que consideren I’ existencia de dues
rutes alternatives de transit de I’onconasa a citoplasma, no son consistents amb les
dades obtingudes en el present treball per I’onconasa ni per les variants de I’ HP-
RNasa, les quals semblen indicar que la via retrograda no esta implicada en la ruta
gue emprenen aguestes ribonucleases per assolir € citoplasma.

El conjunt de dades obtingudes per les diverses drogues utilitzades evidencien que
latranslocacio al citoplasma de les variants de I’'HP-RNasa i I’ onconasa no depen del
manteniment d’un gradient de pH acidic en els compartiments endosomals. L’ accio
potenciadora en la toxicitat de les ribonucleases de les drogues que redueixen o
anulen e gradient acidic del compartiment endosomal (monensina, NH4Cl i
bafilomicina Aj), aixi ho sembla demostrar. Aixi mateix, la manca d’ efecte de I’ acid
retinoic i la potenciacié de la brefeldina A, dues drogues que disgreguen I'AG, en la
toxicitat de les ribonucleases suggereix que € transport retrograd tampoc és un
component essencial en la translocacié d’ aquests enzims a citoplasma. Pel que faa
I"accio potenciadora de la brefeldina A, un agent amb un ampli espectre d accions,
aguesta es podria justificar probablement per I'accié que aguesta droga presenta
sobre el sistema endosomal, reduint el transit lisosomal en diverses linies cel-lulars i
evitant la degradacié dels enzims internalitzats. Per tot aixo, la translocacié de les
ribonucleases probablement té [loc en algun punt de lavia de transit endosomal previ
as lisosomes, sense descartar la possible participacié del TGN. Finalment, s ha
comprovat que les diferents drogues assajades afecten de la mateixa manera a la
citotoxicitat de les variants de I’'HP-RNasa i de I’onconasa, suggerint que agquestes
proteines segueixen camins d’ internalitzacié similars.
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3.12. Analisi  del transit intracel-lular  per
microscopia confocal de fluorescéncia

Amb la finalitat d’ aprofundir en el coneixement de les possibles vies de transit
intracel -lular seguides per les variants de I’'HP-RNasa, i en particular per comprovar
s la citotoxicitat de PE5 es podia explicar en base a una ruta especifica per aquesta
variant, es va aprofundir I'andlis del seu transit intracel-lular per microscopia
confocal de fluorescéncia. La internalitzacio d’ aguesta variant citotoxicai sensible a
I’hRI es va comparar amb |la seguida per la proteina parental PM5 (no citotoxica i
també sensible al’hRI) i amb la seguida per lavariant PE3I1, la qual no és citotoxica
pero si resisteix I'accié del’hRI.

El marcatge dels enzims es va redlitzar per conjugacié guimica de variants que
incorporaven una Cys lliure a I'’extrem C-terminal (designades com a PM5cct,
PE3l1lcct i PE5cct) amb el fluorofor tiol-reactiu Alexa Fluor 595 Cs. La seva
ubicaci6 en I’interior de la cél-lula es va determinar per mitja de la colocalitzacié de
I’ enzim fluorescent amb marcadors especifics de diferents organuls, per microscopia
confocal de fluorescénciai en lalinia cel-lular tumoral A431. S ha utilitzat aquesta
linia ja que és sobre la qual s ha estudiat la citotoxicitat tant en presencia com en
abséncia de drogues.

Per construir les variants -cct, la mutagénesi dirigida per oligonucleotid es va
realitzar utilitzant I’oligo mutagenic HPR-7 (5'- GGG GTC GAC TTA AcA gga
TcC AAC aCC AgC ATC AAA ATG AAC -3), e qual introdueix les substitucions
S123G E125G D126S S127C T128d, sobre els gens codificants per PM5, PE3I1 i
PES. Malgrat que les variants incorporaven un nou residu de Cys, les seves propietats
no es van veure modificades a nivell de catalisi, termoestabilitat, interaccio amb
I"hRI ni citotoxicitat respecte a les mateixes variants sense els canvis a I’ extrem C-
terminal. Per aquesta rad, a partir d'aguest moment es fara referencia a les
construccions conjugades amb el fluorofor per mitja del seu nom i sense e sufix —
cct, ésadir, com a PE5-Alexa, PM5-Alexai PE3I1-Alexa

3.12.1. Rutes de transit intracel-lular

En primer lloc, es va dur a terme una cinética d’internalitzacio de les proteines
PM5, PE3I1i PE5 en presencia de transferrina-Cy5 (Tf-Cy5), un marcador de laruta
endocitica que es localitza especificament en els EE, i sobretot en els RE. Les
cél-lules A431 es van incubar en presencia d una o altra variant durant 4, 6, 8, 24 i 48
h, abans de ser fixades i observades al microscopi. A les 24 h es va obtenir, per ales
tres proteines, la senyal de maxima intensitat de fluorescencia en I'interior de les
cél-lules. La fluorescencia de cadascuna de les tres variants es va observar en un
compartiment vesicular diferent del marcat per la Tf-Cy5. Aixi mateix, incubacions
més prolongades no van resultar en increments de la intensitat obtinguda. A partir
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d’ aquest moment doncs, les cél -lules es van incubar en preséncia de les ribonucleases
durant 24 h. Aquest resultat és consistent amb les dades obtingudes en els
experiments d’internalitzacié monitoritzada per marcatge radioactiu, que no van
detectar internalitzacié per a cap de les variants en incubacions de fins a 7 h
(APARTAT 3.7).

Els resultats d’aquest estudi van evidenciar que tant PE5 com PM5 i PE3I1
colocalitzaven amb € Dextra-FITC (FIGURA 3.19), un marcador d’ endocitosi en fase
fluida, que empren la via d’endocitosi degradativa per acumular-se als lisosomes
(Kagawa et al., 1978). Aixi doncs, les tres proteines seguien la mateixa via de
transport des de la membrana cel-lular fins as lisosomes, on probablement son
degradades. D’ acord amb aguest resultat, Isenman i Dice (1989) van comprovar que
I’RNasa A endocitada en cdl-lules de fibroblast huma és transportada als lisosomes,
on és degradada.

FIGUrA 3.19.

Dextra-FITC Tf-Cy5 Superposicid

PE3I-Alexa

PM5-Alexa

PE5-Alexa

Analisi per microscopia confocal de fluorescéncia de la internalitzacié de les proteines PE3I1,
PMS5 i PE5 marcades amb el fluorofor Alexa Fluor 594 C5 (en vermell). Labarraindica 10 um en
lasérie corresponent a PE3I1, i 20 um en les séries corresponents a PES i PM5.
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Per aprofundir en la possible existencia de rutes aternatives de transport per a
PES respecte a les altres variants, que la conduissin a un compartiment diferent al
lisosomal, des d'on es pogués dur a terme la seva translocaci6 a citoplasma, es van
emprar atres marcadors especifics per a diversos compartiments cel-lulars. Aixi, es
va examinar la colocalitzacié de PE5 en relacié a receptor de la manosa 6-fosfat
(M6PR), una proteina que recirculaentre el TGN i el sistema SE/LE (veure APARTAT
1.7.3.1). Els resultats es presenten a la FIGURA 3.20. Com era d'esperar, es va
observar una certa superposicié entre la M6PR i la Tf-Cy5. Tanmateix, no es va
produir cap superposicié entre la M6PR i PE5, indicant que aguesta proteina no
s acumulavani en els endosomes primerencs, ni en elstardans, ni en el TGN.

Donat que la brefeldina A té un lleuger efecte activador en la toxicitat de PES
(APARTAT 3.11.4), es va voler comprovar si una determinada fraccié de PE5 era
transportada envers algun dels subcompartiments de I'AG o del reticle
endoplasmatic, a través de la via de transport retrograd. Aquesta via de transport és
utilitzada per diverses toxines, per exemple laricina (Yoshidaet al., 1991) i latoxina
de Shiga (Sandvig et al., 1992), s ha suggerit per laBS-RNasa (Bracale et al., 2002)
i, segons alguns autors, en ocasions també per I’onconasa (Lin et al., 1994; Wu et al.,
1993; Wu et al., 1995).

Amb aquest objectiu, i malgrat que no s havia observat cap superposicié entre
PE5 i laM6PR (laqual es distribueix en certa proporcié al TGN), esvafer un triple
marcatge (sempre en presencia de Tf-Cy5, a fi de tenir un control que indiqui €l
correcte estat de les cél-lules) amb anticossos que marguen diverses subregions de
I’AG: els anticossos TGN46 i AP-1, com a marcadors del TGN; i el GM130, com a
marcador del medium Golgi. Per a la identificacio del reticle endoplasmétic es va
utilitzar I’ anticos anti BIP (binding protein, una xaperona del reticle endoplasmatic).
Tal i com sobserva a la FIGURA 3.20, no es va produir superposicio entre cap
d’ aguests marcadors i PES. Aquests resultats descartaven que PE5S fos transportat a
través de la via de transit retrograda, d’acord amb els resultats obtinguts en
I’ APARTAT 3.11.

El conjunt de les dades obtingudes fins aguest moment refermaven la hipotesi que
PES5 era internalitzada per la via endosomal, i que la major part de la proteina
emprenia la ruta degradativa envers els lisosomes. Amb |’ objectiu de caracteritzar
millor aguesta via, es van dur a terme marcatges en presencia de diferents marcadors
especifics (FIGURA 3.21). Per a marcatge dels compartiments endosomals
primerencs, es va utilitzar la Tf-Cy5 i un anticds anti receptor de la transferrina
(TfR), e qua es localitza especificament en els SE/RE. Per as compartiments
endosomals tardans, es va utilitzar I'EGF (d’acumulacio lisosomal) i els seglients
anticossos. anti LBPA (present a les membranes dels LE i dels lisosomes, perdo més
enriquit en els darrers), anti Lamp-1, Lamp-2 i Lamp3 (Lysosomal membrane
glicoproteins, presents tant als LE com als lisosomes, pero també meés enriquides en
el darrer).
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FIGURA 3.20.

PE5-Alexa Tf-Cy5 Superposicid

Dextra-FITC

Lamp-1 EGF-FITC

Lamp-2

Lamp-3

LBPA

Preséncia de PE5 en elements del compartiment endosomal, I’AG i I’ER. Andlisi de colocalitzacio
de PE5-Alexa amb elements del compartiment endosomal, M6PR i LBPA, amb elements pertanyents
al’AG, TGN46 i GM130, i amb elements de I'ER, el BIP. Els anticossos es van visualitzar per mitja
d’ anticossos secundaris conjugats amb FITC. Labarraindica 10 pm.
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FIGURA 3.21.

PE5-Alexa Tf-Cy5 Superposicio

Lamp-2 Lamp-1 EGF-FITC Dextra-FITC

Lamp-3

LBPA

Presencia de PE5 en elements del compartiment endosomal tarda. Andlisi de colocalitzacié de
PE5-Alexa amb e DextraFITC, I'EGF-FITC, i anticossos anti Lamp-1, -2 i -3. Els anticossos
primaris es van visuaitzar per mitja d' anticossos secundaris conjugats amb FITC. La barraindica 10
um.
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Els resultats d aquestes analisis de colocalitzacio van confirmar les dades
obtingudes amb € Dextra-FITC. PE5 colocditzava amb I'EGF-FITC, Lamp-1,
Lamp-2, Lamp-3, i sobretot amb I’LBPA, perd no amb la M6PR. Aixo indicava que
després d’'una incubacié de 24 h, PE5 s'acumula a darrer compartiment de la via
degradativa, €l lisosoma.

L’ endocitos de PM5 i de PE5 marcades fluorescentment, no va ser inhibida per
I’aplicacio al medi d’'un excés de la mateixa proteina sense marcar. L’ absencia del
fenomen de competencia suggereix que les diverses variants de I’HP-RNasa no son
internalitzades per cap via depenent de receptor.

3.12.2. Efecte de drogues disruptores de les vies d’internalitzacié sobre la
localitzacio intracel-lular de PE5

Ta | com ja s ha presentat en |’ apartat anterior, els resultats obtinguts fins al
moment indiquen que PES és internalitzada per la mateixa ruta que les variants PM5
i PE3I1. | que la citotoxicitat d aquesta variant és probablement el resultat d' una
major eficiencia de trandocacio al citoplasma a partir d’ algun punt de lavia previ als
lisosomes. A fi de comprovar que realment la ruta endocitica és la via de transit
efectiva que segueix la variant citotoxica PES5, es van completar els estudis anteriors
repetint els assgjos de colocalitzacié d’ aquesta proteina amb diversos marcadorsi en
preséncia de drogues disruptores de les vies de transit intracel lular, les quals ja
S havien utilitzat en I’ APARTAT 3.11. En totes les anadlisis, les cél-lules A431 es van
incubar amb cadascuna de les drogues 45 min abans de |’ addici6 de la ribonucleasa.

3.12.2.1. Monensina

Tal i com s ha comentat, |la monensina promou una lleugera neutralitzacié del pH
endosomal i bloqueja el transit através de I’ AG. En experiments de toxicitat seguits
per marcatge metabolic, es va comprovar que la monensina presenta un lleu efecte
potenciador de latoxicitat de PE5 (APARTAT 3.11.1). Malgrat aguest efecte, I’analisi
per microscopia confocal de lainternalitzacié de PES en preséncia de monensina (0,1
uM) no va mostrar canvis en la colocalitzacio de I’ enzim respecte al DextraFITC i
la Tf-Cy5. L’enzim va seguir la ruta envers €ls lisosomes tant en presencia com en
abséncia de la droga (dades no mostrades).

3.12.2.2. Brefeldina A

La brefeldina A provoca la dispersio de I’AG, ja que impossibilita la uni6 de
COPI a les membranes de I’ AG, fet que té com a consequencia € blogueig de les
vies de secrecio de la cd-lula i del transport retrograd de I'AG a reticle
endoplasmatic (veure FIGURA 1.12) (Pelham, 1991).
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Els estudis de citotoxicitat en presencia de brefeldina A (APARTAT 3.11.4) van
mostrar que la droga té un cert un efecte potenciador de la toxicitat en totes les
variants de I’'HP-RNasa i en |’onconasa. Aquestes dades indicaven que e transport
retrograd no és un component essencial per a la translocacié de les ribonucleases al
citoplasma, ja que la manca d’un AG integre no va afectar negativament la toxicitat
de les variants.

Per confirmar aquest resultat, es van incubar cél-lules A431 en preséncia de
brefeldina A 18 nM, i es va estudiar la colocalitzacié de PE5 amb €l DextraFITC, la
Tf-Cy5, el TGN46 i el BIP. L'andlis de les imatges va mostrar que, efectivament,
I’AG era afectat per la preséncia de la droga. En preséncia de brefeldina A, el
marcador TGN46 colocalitzava parciament amb la Tf-Cy5, fet que demostrava la
fusd del TGN amb els SE i la dispersié de I'AG. Pero la localitzacio de PE5 en
relacié al marcador dels RE (Tf-Cy5) i dels lisosomes (DextraFITC) no va canviar,
I’enzim seguia colocalitzant amb € Dextra independentment de I'efecte de la
brefeldina A (dades no mostrades).

Els resultats d’ experiments de citotoxicitat en preséncia d’ aquesta droga podrien
induir a creure que I'accié potenciadora de la brefeldina A en la toxicitat de les
ribonucleases era deguda a col-lapse de I'AG, e qual impediria que les
ribonucleases emprenguin la ruta de transit retrograda, promovent una ruta
alternativa que els seria més efectiva a nivell de translocacié a citoplasma. En
contrapartida, els resultats obtinguts per microscopia confocal demostren que PE5S no
es localitza a I'AG, i que la presencia de brefeldina A en e medi no dtera la
localitzacié de PES en els lisosomes. Aixi, i d’acord amb les dades obtingudes en
I”’APARTAT 3.11, es pot afirmar és que el sistema de transport retrograd no és
necessari per a la translocacio de les ribonucleases al citoplasma, donat que la seva
desorganitzaci6 no resulta contraproduent per latoxicitat.

3.12.2.3. Bafilomicina A;

En el present treball s ha utilitzat la bafilomicina A; com ainhibidora especificai
reversible de les v-ATPases (Bayer et al., 1998; Bowman et al., 1988; Furuchi et al.,
1993), per tal de neutraitzar el gradient acidic dels compartiments endosomals i
estudiar aixi |’ efecte del pH en €l transport intracel -lular de PES. A la FIGURA 3.22 es
comparen les localitzacions en cél-lules tractades amb bafilomicina A;de PE5 amb
Tf-Cy5i altres marcadors de la via endociticai secretora.

Cal destacar, en primer lloc, que la Tf-Cy5 (marcadora de RE) canvia de situacié i
es concentra a centre de la cél-lula. Aquesta acumulacié en la zona perinuclear és
deguda a fet que la bafilomicina A; inhibeix e reciclatge de la Tf envers la
superficie cel-lular, de manera que els RE (que es localitzen a voltant del nucli)
sacumulen, fet que provoca un increment en la intensitat de marcatge de la Tf.
Aquest resultat és consistent amb el treball de (Johnson et al., 1993), en € qual
s afirmaque la bafilomicina A; provoca un alentiment en el reciclatge del RTH.
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Pel que faa PE5, comprovem que la droga no altera de manera significativael seu
transport al sistema LE/lisosomes. PES mostra les mateixes colocalitzacions que en
abséncia de bafilomicina A, situant-se majoritariament a la mateixa zona que €l
Dextra-FITC, la LBPA (FIGURA 3.22) i I'EGF-FITC (imatge no mostrada). De la
mateixa manera gue en els controls sense bafilomicina A;, PE5 no colocalitza ni amb
marcadors de I’ AG, com és € cas del GM 130 (FIGURA 3.22) o de I’ AP-1 (imatge no
mostrada), ni del reticle endoplasmétic, com és el cas de BiP (imatge no mostrada).

Convé ressaltar que la ubicacio en els lisosomes dels marcadors Dextra-FITC i
EGF-FITC no es veu dterada per la presencia de la bafilomicina A; en & medi.
Yoshimori et al. (1991), han descrit que la droga no modifica ni la internalitzacio ni
el transport d’ambdues molécules, tot i que inhibeix la seva la degradacié per part
dels enzims lisosomals com a conseguéencia indirecta de la perdua del gradient de
pH, necessari per al’ activitat de les hidrolases acides.

No obstant, i a diferéncia de les analisis sense bafilomicina A;, s evidencia una
certa colocalitzacio entre PE5 i la Tf-Cy5 (FIGURA 3.22), indicant que una certa
fraccié de PE5 és retinguda a nivell dels SE/RE. Aixi doncs, tot i no provocar el
bloqueig total de la ruta degradativa, la bafilomicina A; promou un alentiment del
transit lisosomal. Confirmant el mateix resultat, una altra fraccio de PE5 ha mostrat
colocalitzacio amb la M6PR (fet que en absencia de la droga no es produeix) pero no
amb la Tf-Cy5 (FIGURA 3.22). Aix0 indica que una part de I’enzim és retinguda
també a nivell dels LE. Cal remarcar que en presencia de bafilomicina A; s ha
observat que una fraccio de M6PR colocalitza també amb la Tf-Cy5 (FIGURA 3.22) i
amb € TfR, indicant que I’augment del pH endosomal promogut per la droga,
provoca un lleuger retard del transport SE—LE i del reciclatge LE—>TGN.

Tot i no blogugjar totalment el transport a lisosomes, comprovem que la
bafilomicina A; promou un retard en la via de transit degradatiu, fet que determina
I’acumulacié de les molécules internalitzades en compartiments anteriors als
lisosomes. A més, la inhibicié de les v-ATPases per part de la bafilomicina A;
impedeix la generacio del gradient de pH, provocant la neutralitzacié del pH
lisosomal i per tant, inhibint I’accié hidrolitica dels enzims, cosa que evita la
degradacio de les molécules internalitzades. Aquests resultats son consistents amb els
descrits per Y oshimori et al. (1991).

Els resultats obtinguts per PE5 en preséncia de bafilomicina A; son probablement
extrapolables a totes les altres variants de I' HP-RNasa estudiades en aquest treball,
donat que el valor d’'|Csy de totes elles disminueix en presencia d’ aquesta droga.

Els assajos de colocalitzacio en preséncia de drogues i, concretament, els resultats
obtinguts en presencia de la bafilomicina A, confirmen la hipotesi apuntada
anteriorment (APARTAT 3.11). Es a dir, que les variants de I’'HP-RNasa
internalitzades a partir de la superficie cel-lular, sdn conduides envers |’interior de la
cél-lula per lavia endocitica, des d’ on transloquen & citoplasma, en algun punt previ
als lisosomes.
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FIGURA 3.22.

Superposicio

LBPA MG6PR Dexta-FITC

GM130

Internalitzacié de PE5 en cel-lules A431 incubades amb bafilomicina A;. Andlisi per microscopia
confocal de fluorescéncia de la internalitzacié de PE5-Alexa en cél-lules A431 incubades amb
bafilomicina A1 50 nM, i en preséncia de marcadors especifics. Els anticossos es van visualitzar per
mitja d’ anticossos secundaris conjugats amb FITC. Labarraindica 10 pum.

3.13. Analisi del transport nuclear

El conjunt de dades obtingudes fins al moment encara no ens permetia explicar la
major citotoxicitat de PE5S respecte |la resta de variants de I’HP-RNasa assajades. El
seu grau dinternalitzacio d aquesta variant (APARTAT 3.7), la seva eficiencia
catalitica (APARTAT 3.8) i larutade transit intracel -lular que segueix (APARTATS 3.11
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i 3.12) no ens permeten explicar el per que de la seva major toxicitat. Aixd no
obstant, cal recordar que PE5 és la variant més flexible conformacionalment
(APARTAT 3.10), fet que podria determinar la translocacio d’un major nombre
d unitats d’enzim a citoplasma de la cél-lula. Tanmateix, aquest aspecte no és
suficient per explicar les propietats toxiques d aquest enzim, sobretot tenint en
compte laseva sensibilitat al’hRI (APARTAT 3.5).

3.13.1. Distribucid local de carregues en PE5

Per altra banda, s'ha descrit que la introduccié de carregues positives en una
proteina pot afavorir la seva interaccio amb les membranes cel-lulars i la seva
translocacio a citoplasma. D’ acord amb aix0, recentment ha estat descrita la creacio
de ribonucleases amb propietats citotoxiques per mitja de la cationitzacio dels seus
grups carboxil (Futami et al., 2001; Futami et al., 2002). Per aquestarad esvadur a
terme e calcul de la carrega neta de PE5 i de la resta de variants, utilitzant €l
programa ProParam, del paquet ExPaSy. A la TAULA 3.9 s observa que PE5 és la
variant que presenta una major carrega neta positiva.

Aquesta caracteristica suggeria la possibilitat de que la major cationitzacié de la
proteina fos la responsable directa de |es seves propietats citotoxiques. No obstant, €l
fet de que PES presenti la mateixa carrega que I’ HP-RNasa salvatge (PM9) (TAULA
3.9), laqual no éscitotoxica (Leland i Raines, 2001) descarta aquesta possibilitat.

TAULA 3.9.

Carrega neta de les variants de I’HP-RNasa

Proteina Carrega neta”

PE3 +1
PE5 +6
PE3I1 +0
PE3I2 +0
PI5 +1
PM9 +6
PM5 +4

" El valor de carrega neta de cada proteina es calcula per mitja de la diferéncia entre el nombre total de Lys+Arg i
el nombre total de Glu+Asp.
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La substituci6 en PE5 dels residus de les posicions 89 i 90 per dues Arg,
determina la presencia de dos segments de 3 Arg situats al mateix costat de la
molécula. Concretament les regions 31-33 del llag a2B1, i 89-91 del llag B4p5. A la
FIGURA 3.23 es comparen les superficies de potencial de PE5 i PM5. En PE5 es pot
observar la presencia d' una regié amb una densitat de carregues positives (en blau)
superior ala de PM5, que correspon a les dues regions descrites. Malgrat la distancia
que les separa a nivell de seqliéncia, aquestes dues regions es localitzen de forma
molt propera en I'estructura tridimensional de la proteina. No es pot descartar
aleshores que la distribucié de carregues a la superficie sigui €l parametre que
determinalacitotoxicitat de PES.

FIGUrA 3.23.

Visio frontal

Visio6 lateral

Comparacio dela superficie electrostatica de PM5i PES. Lavisio lateral mostrales molécules amb

una rotacié de 90° en I’eix y. Les figures s'han generat amb € programa MOLMOL (Koradi et al.,
1996).

Les proteines que son importades a nucli cel-lular es caracteritzen generalment
per presentar en la seva sequiencia senyals de localitzacié nuclear (o NLS). Aquestes
estan constituides sobretot per residus basics (veure TAULA 3.10). Aixi doncs, la
presencia dels dos segments de tres Arg en una regié molt localitzada de la proteina
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PE5 podria dotar a I'enzim d'una possible seqiiencia de transport nuclear. El
transport a nucli explicaria perque I’enzim és capa¢ de dur a terme la seva accid
toxicatot i ser sensibleal’ hRI.

En aquest sentit, I’existéncia d’un membre de la familia de les ribonucleases
pancreatiques humanes capag de translocar a nucli de les cél-lules, I’angiogenina
(Moroianu i Riordan, 1994), va reforcar el nostre interés per estudiar la possibilitat
que PE5 fos també importada a aquest compartiment. L’ angiogenina és internalitzada
per les cél-lules via endocitosi depenent de receptor, translocada a nucli i acumulada
al nucléol, on probablement actua sobre I'rRNA (Lixin et al., 2001). La seqiencia
Arg31-Arg32-Arg33-Gly34-Leu35 de I'angiogenina és responsable de la seva
direccionalitzacio al nucli, actuant com a NTS (Nucleolar targeting signal) (Lixin et
al., 2001; Moroianu i Riordan, 1994). Cal esmentar també que, a I’igual que PE5,
I’ angiogenina és sensible al’ hRI.

3.13.2. Bases del mecanisme classic del transport nuclear actiu

Abans d'iniciar I’analisi de la possible acumulacié nuclear de PE5, presentem
una breu introducci6 als processos implicats en e mecanisme general de transport
nuclear actiu de proteines, els quals podrien afectar al transit intracel -lular seguit per
lavariant PES.

Totes les molecules que sdn transportades entre €l nucli i e citoplasma ho fan a
través del complex dels porus nuclears (NPC). Aquestes estructures travessen
I’embolcall nuclear i estan constituides per més de 100 proteines diferents, les quals
reben el nom de nucleoporines. Per les seves caracteristiques, els NPC impedeixen la
difusio passiva cap al nucli de molecules de més de 40 o 50 KDa (Pante i Aehi,
1996).

Les proteines que tenen una mida superior a aguest limit son importades o
exportades del nucli mitjancant un transport actiu depenent de senyal. Existeixen tant
senyals de localitzacio nuclear (NLS) (TAuLA 3.10), responsables de dirigir les
proteines cap a nucli, com senyals d’exportacié nuclear (NES), que promouen €l
retorn d’ aquestes cap a citoplasma.

Tanmateix, no totes les proteines que son transportades a través dels NPC
contenen sequiencies de senyalitzacié. En aquests casos és necessari que les proteines
interaccionin amb d’ altres que si la tinguin. De forma similar, existeixen proteines
que, tot i ser prou petites com per poder entrar i sortir del nucli per difusio passiva,
contenen a més a més un segment NLS o NES. D’aquesta manera s'incrementa
I’eficiencia del seu transport a dins o a fora del nucli. EIs NLS en general es
caracteritzen per la presencia d’ amino acids basics concentrats en un o dos segments
de la proteina. Segons aquesta distribucio reben el nom de mono o bipartits. Les
proteines de mamifer portadores d’'NLS solen presentar el tipus bipartit, que
consisteix en dues agrupacions de residus cationics separades per un espai d entre
10-12 residus. A laTAULA 3.10 es presenten alguns exempl es.
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TAULA 3.10.

Seqiiencies de localitzacio nuclear

Tipus Proteina NLS®@ Referéncies
Antigen TdeSV40 T PKKKRKV2 1
SV40VP2/3 PNKKKRK®? 2
Seqliencia . 295
monopartida v-rel de pollastre KSKKQK 3
L29 ribosomal KTRKHRG® 4
2B histonallevat GKKRSKAK 5
ribocy ol nrerasa KRK GDEVDGVDEVAKKK SKK?® 6
SRY huma KRPMNAFIVWSRDQRRK " 7
Uéncia
Sb?%artida
FGF3 deratoli RLRRDAGGRGGVY EHLLGGAPRRRK " 8
Nucleoplasmina de KRPAATKKAGQAKKKKL 9

1. Chelsky et al., 1989; 2. Clever i Kasamatsu, 1991; 3. Gilmore i Temin, 1988; 4. Underwood i Fried, 1990; 5.
Moreland et al., 1987; 6. Schreiber et al., 1992; 7. Poulat et al., 1995; 8. Kiefer et al., 1994; 9. Robbins et al.,
1991.

El model classic de transport nuclear actiu consta de dues fases, tant per a la
importacié com per a |’ exportacio de proteines a través dels NPCs, i en € que son
basiques les proteines de transport i e sistema RanGTP/GDP. En € primer es
produeix el reconeixement de la sequiéncia senyal en el substrat a transportar per part
delesimportinesi lainteraccio amb el complex del NPC. En el segon, es produeix la
translocacio del complex através dels NPC envers’interior del nucli (FIGURA 3.24).
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FIGURA 3.24.
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Cicles d’'importacié i exportacié conduits per les importines citoplasmatiques. Cicle
d’'importacio (esquerra). Les importines s'uneixen a les molécules a transportar en €l citoplasma, i
interaccionen amb elements del NPC per translocar el complex d’importacio en € nucli. La RanGTP
nuclear s'uneix alaimportinai indueix I’ aliberaci6 de la carrega del complex. El complex importina
RanGTP és tot seguit reciclat vers € citoplasma, on la RanGTP és desplacada de la importina per
RanBP1 i RanBP2. A continuacié, RanGAP indueix la hidroliss del GTP en Ran. El cicle
d’ exportacio (dreta) és essencialment el mateix, amb la sola diferéncia que RanGTP indueix la unid
de la carrega a exportar en el nucli. En e citoplasma, la hidrolisi del GTP en RanGTP promou € seu
desplacament del complex, |’ exportina se separade la carrega, i e receptor buit ésreciclat cap a nucli
(Kuersten et al., 2001).

El primer pas és iniciat per un receptor proteic citoplasmatic especific que
reconeix el segment NLS del substrat, laimportina o.. Aquest complex heterodimeric
interacciona tot seguit amb una proteina també citoplasmatica d'unié a
nucleoporines, la importina 3, que permetra la interaccié del complex resultant amb
els NPC situats en |I’embolcall nuclear. Un cop al’interior del nucli, s'iniciael segon
pas del cicle, la unié de la RanGTP a complex, que provoca I’ aliberament de la
carrega al nucleoplasma, permetent que el nou complex importina-RanGTP retorni a
citoplasma. Aqui es produirala sevadissociacio gracies alahidrolisi del GTP, que és
activada per I'acci6 de GAP, una proteina de localitzacio exclusivament
citoplasmatica que estimula I'activitat GTPasa de Ran. L’alliberament dels
components del complexe, lesimportinesi la RanGDP, permetra la sevareutilitzacié
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en successius cicles de transport. La RanGDP és enviada llavors al’interior del nucli,
on la proteina RCCL1 intercanvia el GDP per una molécula de GTP (Gorlich i Kutay,
1999). Aixi, la direccionalitat del transport depén de la formacié de dos reservoris
diferenciats de Ran (FIGURA 3.25). Un unit a GTP a I’interior del nucli gracies a
I"accio de la proteina RCC1 i I'altre a GDP per hidrolisi d' aquest nucledtid en €
citoplasma mitjancant I’ acci6 activadora de la proteina GAP (Gorlich i Kutay, 1999).

FIGURA 3.25.
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L’ estat de Ran ésdeterminat per ladistribucié asimetrica dels seusreguladors. La proteina unida
a cromatina RCC1 (o RanGEF) actua com a factor d intercanvi GDP-GTP per Ran. RCC1 promou la
dissociacié del GDP de Ran, i per tant permet la unié del nucledtid GTP. Donat que RCC1 es troba
unit a la cromatina, la Ran nuclear és majoritariament unida a GTP. Una vegada que Ran deixa €l
nucli, dues proteines relacionades d' unié a Ran, RanBP1 i 2, cooperen amb la proteina activadora de
I’activitat GTPasa de Ran (RanGAP) per induir la hidrolisi del GTP en Ran. El resultat és que la
concentraci6 citoplasmética de Ran-GTP es manté molt baixa (Kuersten et al., 2001).

3.13.3. Analis d’importacié nuclear de PE5i PM5 en cél -lules per meabilitzades

Per la seva mida, tant PM5 com PE5 serien capaces de translocar a nucli per
simple difusié passiva No obstant, els baixos nivells d'internalitzacié d’ambdues
proteines, sumat a fet que probablement poques de les molecules internalitzades son
capaces de trandocar a citoplasma, va determinar que els nivells d’acumulacio
nuclear d’ aguestes proteines no fossin suficients com per a poder-les detectar en els
assgjos de transit intracel-lular redlitzats (APARTAT 3.12), en els quals s havia
observat tan sols acumulacio lisosomal
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Amb la finalitat de superar aguesta limitacio, es va adaptar e protocol
d’ importacié nuclear descrit per Adam et al. (1990), sobre cel-lules de creixement
adherent de la linia HeLa. Aquest procediment es va utilitzar per anaitzar la
importacio nuclear de la variant citotoxica PE5 en relacié a PM5. L’assaig va
consistir en la permeabilitzacio selectiva de les membranes plasmatiques per mitja
d'un tractament amb digitonina, un detergent que no atera la integritat de
I’embolcall nuclear, a fi de superar la limitaci6 que implica el baix rendiment
d endocitos de les variants estudiades.

A fi de comprovar que el tractament amb digitonina no alterava |’embolcall
nuclear, es va andliitzar la importacié a nucli del Dextra de 72 KDa marcat
fluorescentment (Dextra-TRITC), tant en presencia com en abséncia d’ ATP. Per la
seva mida (72 kDa), massa gran per travessar els NPC per smple difusié passiva, i
pel fet de no presentar cap sequéncia que en determini un transport actiu, aquesta
molécula no és capag de creuar les membranes nuclears. Els resultats obtinguts en
presencia d’ ATP es mostren ala FIGURA 3.26. Es pot observar que aquesta moléecula
no és capag de travessar la membrana nuclear ni per difusié passiva ni per transport
actiu. El Dextra no colocalitza en cap de les condicions assgjades amb el Sytox
Green, un agent fluorescent que s'intercalaen el DNA, i que S ha utilitzat en aquest
treball afi de delimitar el compartiment nuclear. El mateix resultat es va obtenir en
abséncia d’ ATP (imatges no mostrades). Aquest experiment va servir per confirmar
la integritat de I’embolcall nuclear en I'assaig, fet que ens ha permeés validar la
tecnica.

FIGURA 3.26.

Sytox Green Dextra (72 kDa) Superposicié

+ATP

Analisi de la localitzacié nuclear del Dextra-TRITC (72 kDa) en cél-lules HeL a. Les cél-lules es
van incubar durant 12 min a 30°C amb 1 mg/ml de Dextr&TRITC, en preséncia d'un sistema
regenerador d’ ATP. Labarrad escalarepresenta 20 um.

La possible utilitzacié del transport actiu per les variants PE5 i PM5 es va
analitzar mitjancant dos tractaments. En el primer, la incubacio de les cél-lules amb
I’enzim es varealitzar en presencia d’ un sistema regenerador d’ energia (ATP). En €
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segon, es va pretractar |’ extracte citoplasmatic amb un enzim capag d' hidrolitzar

I”’ATP endogen, I'apirasa, i laincubacio de les cél-lules amb I’enzim es va realitzar
en absenciad’ ATP.

FIGURA 3.27.

Sytox Green PE5-Alexa Superposicié

+ATP

-ATP

Sytox Green Super posicié

+ATP

Analisi del’acumulacié nuclear de PE5i PM5 en preséncia o absénciad’ ATP. Lescél-lulesHela
s'incubaren 30 min a 30°C en presencia de PE5 o de PM5 (2,3 uM). La barra d’ escala representa 10
um en lasérie d’ imatges corresponents a PES5, i 30um en la série d’imatges corresponents a PM5.
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A la FIGURA 3.27 es presenten les imatges obtingudes en aquests primers assg 0s
per a les variants PE5 i PM5. Tal i com ja s ha comentat, la mida de les dues
proteines és prou petita com per a permetre el seu transport a nucli per difusio
passiva a través dels NPC. D’acord amb aix0, S observa que tant PE5 com PM5
presenten una certa localitzacié nuclear en abséncia d’ATP, en forma de petits
granuls. Arabé, s observa que en presenciad ATP es produeix un increment notable
de I’acumulacié nuclear de PE5, que no es produeix en el cas de PM5. Aquest
resultat suggereix que PE5 és conduida a compartiment nuclear mitjancant un
mecanisme de transport actiu depenent d’energia, a més a més del transport passiu.
Mentre que la presencia de PM5 en e nucli és tan sols el resultat d’un procés de
difusio passiva, que no depén d’ aports energetics.

Aquestes dades semblen indicar que la fracci6 de PE5 que aconsegueix translocar
dels endosomes al citoplasma, és capag d’ emprendre una ruta de transit alternativa a
la de la seva proteina parental, que la condueix a un compartiment on I’enzim és
capag de dur a terme la seva accid catalitica sense ser inhibit per I'hRI (de
localitzacio citoplasmética): el nucli delacél-lula

3.13.4. Cinética d’importacié nuclear de PE5i PM5

A fi d' optimitzar les condicions de |’ assaig, es va mesurar la cinética d’ importacio
anucli de PE5 i PM5 en cél-lules HeLa. Es va andlitzar diferents temps d’incubacié
de les cél-lules amb I’enzim, en un interval de 0 a 45 min, a 30°C i en presencia o
abséncia d’'ATP. Les imatges obtingudes es presenten a les FIGURES 3.28, 3.29 i
3.30. En totes elles els nuclis s"han marcat amb el Sytox Green, després de lafixacié
delescéd lules.

A la FIGURA 3.28 s observa que € transport de PE5 a nucli en presencia d’ ATP
és molt rapid, assolint e maxim als 10 min. No s observen diferencies entre els 0- 5
min, indicant que el procés de transport actiu assoleix €l seu maxim entre 51 10 min
després del’inici de laincubacio.

Quan la mateixa cinética de transport es va repetir en absencia I’ ATP (a la
FIGURA 3.29 es mostren les imatges corresponents als temps 0 i 15 min), s observa
de nou que els nivells d’ acumulaci6 nuclear de PE5 eren molt baixosi similars als de
PM5 (FIGURA 3.30). Als 0 min d'incubacié, el marcatge de PE5 és més intens en el
citoplasma que en € nucli. A partir dels 15 min pero, el marcatge a I’interior del
nucli és superior a del citoplasma (FIGURA 3.29). Cal comentar que es van realitzar
incubacions fins a 45 min, perd aguestes no mostraren diferéncies respecte a les
mostres incubades 15 min. Aquests resultats suggereixen la unié de PE5 amb algun
component nuclear. Aquest segrest generaria un gradient de concentracions que
afavoriria la difusié passiva de I’enzim envers I'interior del nucli, determinant una
Ileu acumulacié en aquest compartiment tot i I’ absenciad’ ATP.
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FIGURA 3.28.

Temps Sytox Green PE5-Alexa Superposicio

Analisi de I'acumulacié nuclear de PE5 en presencia d’ATP, a diferentstemps (0, 2, 5, 10i 15
min). La barrad’ escala representa 30 um.
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FIGURA 3.29.

Temps Sytox Green PE5-Alexa Superposicié

(min)

Analisi del’acumulacio nuclear de PE5 en absenciad’ATP, a0i 15 min. Labarra d’ escala representa 30 um.

La cinética de transport de PM5 és la mateixa tant en abséncia com en presencia
d’' ATP, demostrant que la proteina és transportada a nucli per difusié passiva. A la
FIGURA 3.30 es presenten les imatges per aquest transport en presenciad’ ATP, com a
exemple. No es detecten practicament diferencies entre el temps 0 i els 15 min, tot |
gue apareix una lleu acumulacié de PM5 en I'interior del nucli a partir dels 10 min,
similar a la de PE5 en les mateixes condicions. Aquesta petita acumulacio
possiblement s explica per la mateixa rad esmentada anteriorment, o sigui, pel fet
gue la interaccié de I’enzim amb algun component de I'interior del nucli genera un
gradient de concentracions favorable a la seva difusio passiva envers aguest
compartiment.

A partir d' aquests resultats, es va determinar que €l temps optim d’incubacié de
PE5 en cél-lulesHeLa erad entre 5i 10 min en presénciad ATP, i de 15 min en la
seva abséncia. Com que per a PM5 no existeixen diferencies entre els temps 0 i 15
min, es va decidir realitzar a partir d’ aquest moment incubacions de 12 min, un
temps intermig entre els dos valors corresponents a PES.
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FIGURA 3.30.

Temps Sytox Green PM5 -Alexa Super posicié
(min) n

15

Analisi del’acumulaci6 nuclear de PM5 en presenciad’ATP, a0, 10i 15 min. Barrad' escala: 30 um.

3.13.5. Caracteritzacié del transport nucleocitoplasmatic de PE5i PM5

El requeriment energetic del transport de PE5 al nucli suggereix que aquest enzim
probablement utilitza la via classica d’ importacio nuclear, depenent Ran. Per
comprovar-ho, es van dur a terme diversos assgjos de transport nuclear de PE5 i PM5
en presencia de GTP,S, un analeg no hidrolitzable del GTP que inhibeix |’acci6 de
Ran, inhibint aixi la via classica de transport nuclear (Efthymiadis et al., 1998).

A fi de confirmar la validesa del disseny experimental, els assajos es van realitzar
també per la proteina BSA-NLS-FITC (amablement cedida pel Dr. Urs Greber,
Zurich, Suissa), una proteina portadora d’un segment NL S que és conduida al nucli
de les cél-lules mitjancant la via classica de transport actiu , depenent de Ran.
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La FIGURA 3.31 mostra els resultats obtinguts en I'assaig d’'importacié nuclear
d aguesta proteina, combinant els parametres presencia/absencia d'ATP i
preséncia/absencia de GTPyS. Com es pot comprovar, € nivell d’acumulacio de
BSA-NLS-FITC en abséenciad ATP a nucli és molt baix, disminuint encara més en
presencia de GTPyS. En presenciad ATP i absencia de GTPyS s observa la maxima
eficiencia d’ acumulacio nuclear.

Ficura 3.31.

-GTP/S  +GTPS

&

+ATP

-ATP

Analis de I'acumulacié nuclear de la BSA-NLS-FITC en cdl-lules HeLa. Les cél-lules es van
incubacié de 12 min a 30°C amb 10 uM de la proteina, en preséncia/absencia d'ATP, i en
preséncia/abséncia de GTPyS 300 uM. Labarrad’ escala representa 20 um.

La caracteritzacio del transport nucleocitoplasmatic de PES i de PM5 es presentaa
les FIGURES 3.32 i 3.33, respectivament. Per a PE5 es pot observar que la maxima
eficiencia de transport a nucli es produeix en presenciad’ ATP i abséncia de GTPyS,
igual que en e cas de la BSA-NLS-FITC. En aguest tractament, després d'una
incubacio de 12 min a 30°C s assoleix la saturacié completa del nucli. En absencia
d ATP, I’acumulacié nuclear és menor i no s arriba a la saturacio demostrant, doncs
que € transport de PE5 requereix aport d’ energia. Per la seva banda, |’ acumulacio
nuclear de PM5 no ha estat afectada ni per I’ ATP ni pel GTPyS, indicant que aquesta
variant és conduida al nucli per un proceés de difusio passiva.

152



3. Resultatsi Discussio

Pel que fa al tractament en abséncia d’ ATP de PES5, i als tractaments +/- ATP de
PM5, s observa per ales dues proteines unalleu presencia nuclear, en forma de petits
granuls. Probablement, la interaccio de la fraccio d’enzim translocada a nucli per
difusi6 passiva amb algun component subnuclear, genera un gradient de concentracié
favorable al’ entrada de |la proteina per aquest procés fisic (FIGURES 3.3211 3.33).

Quan en I'assaig en presencia d'ATP sSaddiciona GTP,S (tractament
“+ATP/+GTPR,S"), I'eficiéncia de transport a nucli de PE5 disminueix (FIGURA
3.32). La comparaci6 d’ aguest resultat amb les dades obtingudes amb la BSA-NLS-
FITC suggereixen la participacio de Ran en € procés de transport nuclear de PE5,
indicant que I’enzim podria emprendre la via classica d'importacid nuclear. No
obstant, en aguestes condicions s observa encara una certa acumulacio de PE5S a
nucli (FIGURA 3.32). Aquesta podria ser deguda a que el metabolisme dels nucledtids
d adeninai de guanidina estan molt relacionats (Kondo et al., 2000), i I' ATP present
al medi pot reconstituir els nucleotids de GTP necessaris per a I’ activitat de Ran
(Schwoebel et al., 2002).

El tractament més efectiu per inhibir I'acumulacié nuclear de PES ha demostrat
ser la incubacio en abséncia d’ATP i en presencia de GTR,S (-ATP/+GTR,S)
(FIGURA 3.32). La menor acumulacié nuclear de PE5 en aguestes condicions
confirma que el seu transport actiu a nucli és depenent de Ran, ja que en aguest
tractament, |’activitat de Ran ha estat inhibida per la preséncia de GTP,S i per
I’abséncia ' ATP a medi. A les imatges s observa que la presencia de I’enzim al
citoplasma és superior ala del nucli, tot i que S'intueixen unes petites acumulacions
en forma puntgjat en I’interior del nucli. Aquestes probablement corresponen a la
fraccié de PE5 que ha assolit €l nucli per difusio passiva, tal i com ja s’ ha comentat
préviament.

Aixi mateix, la caracteritzacié del transport nuclear de PE5 i PM5 es van dur a
terme també en preséncia del detergent CHAPS. Aquest detergent provoca la
permeabilitzacié selectiva de I’embolcall nuclear, permetent aixi la lliure difusié de
les molécules entre € nucli i € citoplasma. En aquestes condicions, |’ observacio
d’ acumulacio nuclear de la molécula estudiada indica que aquesta s’ esta fixant sobre
algun component subnuclear (Baldin et al., 1990).

La permeabilitzacié de la membrana nuclear per efecte del CHAPS va
proporcionar unes imatges similars a les obtingudes en el tractament en absencia
d'ATP i en presencia de GTR,S (“-ATP/+GTP,S’). La permeabilitzacio de
I’embolcall nuclear permet que els enzims es distribueixin equitativament entre €l
nucli i el citoplasma, per mitja de la difusié passiva. En €l nostre cas pero, s observa
que en I'interior del nucli PE5 i PM5 s acumulen en forma de petits granuls, la qual
cosa indica que ambdds enzims estan interaccionant amb algun component
subnuclear, probablement €l nucleol (FIGURA 3.32 1 3.33). Aquest resultat coincideix
amb les dades obtingudes en els estudis inicials, les quals evidenciaven I existencia
d acumulacio nuclear de PES i PM5 en absenciad’ ATP.
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FIGURA 3.32.

Sytox Green PE5-Alexa Super posicio

-ATP +ATP

+ATP
+ CHAPS

Caracteritzacio de la importacié nuclear de PE5 en cél-lules Hel a. Les cél-lules Hel a es van incubar amb
PE5 (2,3 uM) 12 min a 30°C. La caracteritzacié de la importacié nuclear es va realitzar en preséncia/abséncia
d'un sistema regenerador d’ ATP, en presencia/absencia de GTPyS 300 uM, i en preséncia/abséncia de CHAPS
0,025 %. Labarra d’ escala representa 20 pm.
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FIGURA 3.33.

Sytox Green

+ATP
+ CHAPS -ATP +ATP

-ATP
+ CHAPS

Caracteritzacio de la importacié nuclear de PM5 en cél-lules HeL a. Les cél-lules HelL.a es van
incubar amb PE5 (2,3 uM) 12 min a 30°C. La caracteritzacio de laimportacio nuclear es va realitzar
en preséncia/abséncia d'un sistema regenerador d' ATP, i en presencia/absencia de CHAPS 0,025 %.
Labarra d’ escala representa 20 pm.

3.13.6. Caracteritzacio del compartiment subnuclear on s acumula PE5

Els resultats presentats fins a moment per a PE5 i PM5 mostraven que, en els
tractaments en els quals s'inhibia el transport actiu, la difusié passiva era suficient

155



3. Resultatsi Discussio

per provocar una lleugera acumulacio de I’enzim a l’interior del nucli en forma de
petits granuls, la morfologia dels quals era similar a la del nucleol (veure FIGURES
3.321 3.33).

El nucli conté diferents subestructures que es caracteritzen per no posseir
membranes que les delimitin, perd que poden considerar-se compartiments
individualitzats per diferents raons. contenen un seguit de proteines residents; poden
ésser morfologicament identificables per microscopia optica i electronica; i perque,
almenys per algunes d’ elles, poden aillar-se en una forma enriquida (Dundr i Misteli,
2001). Els compartiments nuclears més estudiats son el nucléol, el compartiment dels
factorsdetall i unio (splicing factor compartment, SCF) i els cossos de Cajal.

El nucléol és el compartiment nuclear més important i més facil d'identificar. La
seva funcié principal és la formacié de les subunitats ribosomals. Esta constituit per
tres subestructures amb funcions diferenciades, que es distribueixen de manera
concentrica: € centrefibril-lar, el component fibril-lar dens que embolcallal’ anterior,
i el component granular que recobreix tota I’estructura. El nucléol s organitza a
voltant dels clusters dels gens ribosomals o rDNA repetits en tandem. El
processament de I’rRNA es produeix de manera radial, de I’interior cap a |’ exterior
del nucleol. Els gens codificants per I'rRNA son transcrits per I'RNA polimerasal en
el centre fibril-lar. Tot seguit, els pre-rRNA son modificats mitjancant metil-lacio i
transformacié d'uridines en pseudouridines, en el component fibril-lar dens.
Finament, en e component granular els rRNA acaben de ser modificats i son
ensamblats amb les proteines ribosomals (Carmo-Fonseca et al., 2000; Olson et al.,
2000; Scheer i Hock, 1999).

Per tal de caracteritzar el compartiment nuclear on s acumula PED5, es va realitzar
I”assaig de transport nuclear en presencia de I'enzim i en abséncia d’ ATP durant 12
min i a30°C, i es va procedir després de lafixacié de la preparacio, al marcatge amb
I’ anticos monoclonal Ki67, dirigit especificament contra el component fibril-lar dens
del nucléol, on s'ha descrit que es produeix part de la maduracié I'rRNA (Kill,
1996).

A la FIGURA 3.34 es mostren els resultats d’ aguest experiment. Es pot comprovar
a les imatges que PE5 (en vermell) se situa just a I'interior del compartiment
delimitat per I’ anticos Ki67 (en verd), el centre fibril-lar del nucléol, precisament on
s ha descrit que es produeix latranscripcié de I'rRNA per part de laRNA polimerasa
I (Kill, 1996). Aixi doncs, PE5 sacumula especificament al subcompartiment
nucleolar, en contacte amb e seu substrat d actuacié: I'rRNA, probablement.
D’aquesta manera PE5, se situa en la mateixa locaitzacié subnuclear que
I"angiogenina (Moroianu i Riordan, 1994). En |'apartat anterior, els assgjos de
permeabilitzacio de les membranes nuclears per efecte del CHAPS posaven de
manifest que PM5 presenta també afinitat per algun component subnuclear,
probablement I'rRNA. Aixi doncs, la interaccio de les ribonucleases amb I'rRNA
seria una propietat intrinseca dels propis enzims, i no una consequiencia del triplet
d Arg present en PES.

156



3. Resultatsi Discussio

FIGURA 3.34.

PE5-Alexa Ki67 Super posicio

Caracteritzacio del compartiment subnuclear on s'acumula PES. Andlisi de colocalitzaci6 seguida
per microscopia confocal de fluorescéncia de I’ anticos Ki67 (verd) en cél-lules Hel.a sotmeses a una
reaccié d’'importacio nuclear en presénciade PE5 (vermell) i en absénciad’ ATP. Lestresfiguresdela
linia superior es mostren ampliades 10 vegades en laliniainferior. Barra d’ escala de la série superior:
20 um. Barrad'escalade la sérieinferior: 2 um.

A lamateixafigura s observa que el marcatge citoplasmatic corresponent a PE5S té
un aspecte puntejat, molt similar a que es va obtenir amb I’anticos BIP per a
marcatge del reticle endoplasmatic (veure FIGURA 3.20). Aix0 suggereix que la
proteina PE5S incorporada en I'interior de la cel-lula gracies a la permeabilitzacio de
la membrana plasmatica, es fixa sobre d'agun component citoplasmatic,
probablement el's ribosomes del reticle endoplasmatic rugos.

El conjunt de resultats obtinguts per la variant PE5 demostren que la proteina
segueix una via activa de transport al nucli, diferent a la utilitzada per I’ angiogenina.
Per |’angiogenina s ha descrit un mecanisme d’importacié nuclear/nucleolar via
transport passiu a través dels NPC, i una acumulacio nucleolar mediada per la
seqguencia NTS, que determina la interaccid de I’ enzim amb algun component encara
desconegut del nucléeol (Efthymiadis et al., 1998). Aquesta interaccié determina la
formacio d un gradient de concentracions favorable ala difusio de |’ angiogenina cap
a lI'interior del nucli, d’una manera independent d’ energia. A diferéncia de PE5, la
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presencia d’ATP a medi sembla actuar inhibint |’acumulacié nuclear de
I”angiogenina (Lixin et al., 2001).

Per a PE5, en canvi, la preséncia de dos segments de tres Arg (segments 31-33 i
89-91), fruit de I'addicio6 de dues Arg davant de I’Arg91 en PM5, determina
I”acumulacié nucleolar de I’'enzim per mitja de la via classica de transport actiu,
actuant probablement com a part d'un NLS. Aquest segment determinaria la
interaccié de I'enzim amb els receptors d importines del citoplasma, les quals
conduirien el seu transport a nucli per mitja d’'un mecanisme actiu. Alhora, la
interaccié de PE5 amb les importines podria actuar dificultant lainhibici6 de PES per
part de I’ hRI, per un simple mecanisme de competéncia. Aixi doncs, les substitucions
introduides en aquesta variant podrien promoure la citotoxicitat de la ribonucleasa a
dos nivells. proporcionant una via de transport eficient de I'enzim a seu
compartiment dianai permetent superar lainhibicio del’hRI.

No obstant, i donada |a natural esa heterogenia dels NLS, les dades obtingudes fins
al moment no sén suficients per delimitar la seqliéncia precisa que constitueix €l
segment NLS en PES. El fet de que lamgjoria d’NL S presents en mamifers tinguin
una estructura bipartida suggereix gque els dos triplets d’ Arg (31-33 i 89-91) podrien
formar part d’aguest NLS. Tanmateix, aquests dos segments es troben separats
sequiencialment per una distancia molt superior a la dels espaiadors tipics presents en
els NLS bipartits, que son de només 10-12 residus. Aixi mateix es desconeix quins
dels residus adjacents als dos triplets d’ Arg formarien també part de I’ NLS.

Cal destacar que els dos triplets d’ Arg es troben localitzats en regions exposades
de la superficie de PE5, justament en dues de les tres superficies de contacte entre
I’enzim i I’hRI. Aquest fet suggereix que, si algun dels dos triplets (o bé tots dos)
formen part de I'NLS, és probable que es produeixi un fenomen de competéncia
entre I'’hRI i les importines citoplasmatiques per a la formacié del complex, ja que
aguestes darreres interaccionen amb I’enzim anivell del seu NLS. D’ aquesta manera,
tal i com ja s'ha introduit préviament, a més de promoure € transport de PE5 a
nucli, els receptors citoplasmatics podrien competir amb |’hRI per la interaccio amb
I”enzim. Aixi es podria explicar perque |’ enzim és capag de dur aterme la seva accio
toxicatot i ser sensible al’hRI. Amb les dades obtingudes fins al moment pero, no es
pot confirmar agquesta hipotesi.

El fet que PE5S no mostri una major internalitzacio respecte la resta de variants, ni
resistencia a I’hRI, ni una major estabilitat, ni tampoc una carrega neta positiva
superior (almenys respecte a |’ HP-RNasa), indica que € transport actiu a nucli és el
factor principal que en determina la citotoxicitat. S obre d’ aguesta manera una nova
estrategia per al desenvolupament de ribonucleases citotoxiques, per mitja de
I” addici6 de segments NL S que determinin la seva direccionalitzacié a nucli.
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3.14. Discussio general

Un dels interessos del grup de recercaen el qual s integra aguest treball consisteix
en aprofundir en les bases moleculars que determinen la citotoxicitat de certes
ribonucleases, a fi d obtenir variants citotoxiques de I’'HP-RNasa les quals, a més
[larg termini, puguin ésser emprades com agents quimioterapeutics. Donat € seu
origen huma, aquestes proteines serien probablement menys immunogéniques que
les ribonucleases de reconeguda activitat citotoxica, com |’onconasa, d' origen
amfibi, o laBS-RNasa, d’ origen bovi.

El mecanisme de citotoxicitat de les ribonucleases amb propietats citotoxiques
esta constituit essencialment per tres etapes. La primera consisteix en lainteraccié de
la proteina amb la superficie cel-lular i la seva internalitzacio. La segona inclou €l
seu transport intracel -lular i la seva translocacio a citoplasma, on la ribonucleasa té
accés al seu substrat, I'RNA. La darrera etapa implica la degradacio d’ aguest
substrat, per la qua cosa I’enzim ha de conservar les seves caracteristiques
estructurals i catalitiques, aixi com evitar el bloqueig de I'hRI (Rybak i Newton,
1999).

Les ribonucleases pancreatiques, com I’'RNasa A i I"'HP-RNasa (totes dues
sensibles a I'hRI), tot i ser mil vegades més actives sobre I’'RNA gue |’ onconasa
(Boix et al., 1996), no son citotoxiques. Només I’ onconasa i laforma dimérica de la
BS-RNasa, ambdues resistents a I’accio de I’ hRI, presenten propietats citotoxiques
(Murthy i Sirdeshmukh, 1992; Wu et al., 1993; Wu et al., 1995; Youlei D'Alessio,
1997). Arran d aquests resultats, alguns autors han correlacionat la capacitat de
resistenciaal’ hRI amb latoxicitat de les ribonucleases (Haigis et al., 2003; Leland et
al., 1998).

Aixi, afi d’ obtenir variants citotoxiques de I’RNasa A o de I’'HP-RNasa, diversos
autors han utilitzat com a estratégia de treball la generacio de formes de la proteina
resistents a I'hRI. Aquestes variants s'han obtingut per mitja de la introduccio
d' impediments estérics que bloguegen la unié amb I’hRI, com ara la formaci6 de
dimers a partir de ribonucleases monomeriques (Di Donato et al., 1994; Di Gaetano
et al., 2001; Piccoli et al., 1999; Suzuki et al., 1999), la uni6 de I’enzim a una
molécula transportadora (De Lorenzo et al., 2002; Futami et al., 1999; Jinno et al.,
1996; Newton et al., 2001a; Psarras et al., 2000; Psarras et al., 1998; Suzuki et al.,
1999; Youle et al., 1993; Zewe et al., 1997), o bé la substitucié de residus situats en
lainterficie de contacte entre la ribonucleasa i I'hRI (Bretscher et al., 2000; Gaur et
al., 2001; Leland et al., 1998; Leland et al., 2001).

L’ estructura tridimensional del complex RNasa A + pRI (Kobe i Deisenhofer,
1995; Kobe i Deisenhofer, 1996) mostra que la superficie de contacte entre I’enzim i
el seu inhibidor esta localitzada en els llagos a2B1, B2B3 i B4B5. Per al’RNasa A,
sha demostrat que les substitucions Gly88Arg o Gly88Asp, en e llag B4p5,
permeten que I’enzim escapi de I’accié de I'hRI (Leland et al., 1998). En un treball
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del nostre grup, es va construir una variant de I'HP-RNasa que presentava les
substitucions Asn88Arg i Gly89Ser (Pous et al., 2000). Amb aguests canvis, la
sequéncia d’aminoacids en e llag B4p5 era practicament idéntica a la que
presentaven les variants de I’'RNasa A construides per Leland et al. (1998) i que
escapaven al’hRI. Tanmateix, la nova variant derivada de la proteina humana no va
arribar a adquirir resisténcia a I’hRI. Aquest comportament diferencial ens va
suggerir que I'HP-RNasa i I’'RNasa A interaccionen de manera diferent amb
I"inhibidor.

Ates que € nostre grup havia resolt I'estructura d'una variant de I"'HP-RNasa
(PM7), es va generar un model del complex PM7 + pRI (Pous et al., 2000), utilitzant
com a base I’ estructura del complex RNasa A + pRI (Kobe i Deisenhofer 1996). Per
la qual cosa es van substituir les coordenades atdomiques de I'RNasa A per les de
PM7, i esvan aplicar simulacions de dinamica molecular i minimitzacions d’ energia
(Pous et al., 2000).

En aquest model, es va observar que les interaccions entre I'HP-RNasa i I'hRI es
reparteixen de manera meés equitativa entre els tres llacos ja esmentats de I’ enzim que
no pas en els complexos RNasa A + pRI i angiogenina + hRI (Kobe i Deisenhofer,
1996; Papageorgiou et al., 1997) (FIGURA 3.1). Es va observar que € llag 233
exerceix un paper més important en la formacioé del complex PM7+pRI que en els
altres dos complexos. Aixi doncs, per tal d'impedir lainteraccio de I’ HP-RNasa amb
I"hRI es va optar per dur a terme substitucions d’aminoacids en més d’'una regio
alhora.

D’acord amb aixo, i utilitzant lavariant PM5 de|’HP-RNasa (Canals et al., 1999),
en aguest treball s’ han adoptat dues estratégies a fi d’ obtenir variants citotoxiques.
En la primera, es van reemplacar aminoacids en els tres llagcos implicats en la
formacio del complex amb I'’hRI (a2p1, 283 i B4B5), amb la finalitat de generar
variants resistents a I’inhibidor (serie PEX). En la segona, es va introduir un motiu
RGD (Arg-Gly-Asp) en un o meés dels tres llagos, a fi d afavorir per una banda la
seva interaccio amb la superficie cel-lular i per tant millorar els seus rendiments
dinternalitzacio, i per I'atra afeblir també la interaccio amb I’hRI (serie PIx). Aixi
mateix, es va dissenyar una serie mixta que combinava les dues estratégies anteriors
(PEXPIX).

Pel que fa ales diferents variants dissenyades seguint la primera estrategia (veure
FIGURA 3.2), cal destacar, per les caracteristiques que es descriuen més endavant, les
anomenades PE3 i PES. La variant PE3 incorpora dos canvis aminoacidics, els quals
introdueixen impediments electrostatics i eliminen interaccions de van der Waals en
els llagos a2B1l (Arg31Glu) i B4p5 (Arg91Ala). La variant PE5 presenta dues
substitucions en e llag P45 (Gly89Arg i Ser90Arg), les quals generen un
impediment estéric amb un grup detres Trp de I’ hRI.

Respecte a la segona estratégia, I’ addicié de motius RGD en regions de superficie
de la proteina, alguns autors sostenen que e fet que el motiu RGD es trobi a la
superficie de la proteina no és suficient per promoure la seva interaccié amb el
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receptor de la membrana plasmética, siné que cal que cal que I'RGD se situi en un
context compatible (Benito i Villaverde, 1994). En algunes proteines, el segment
RGD essituaen unllag llarg i flexible, tot i que amb una conformacié definida (com
és e cas de la proteina VP1 del virus de la febre aftosa, Acharya et al., 1989). No
obstant, en peptids sintétics s han obtingut afinitats més elevades restringint la seva
mobilitat amb enllagos disulfur (Zhang et al., 1994). Donada agquesta variabilitat, es
va decidir introduir el motiu RGD en diferents llacos de superficie de I'HP-RNasa.
En e cas de les variants PE3I2 i PI5, aquest motiu substitueix els residus 66 a 68
situats en el llag 233, e qual presenta un punt disulfur entre les Cys65i 72. A mes,
aquest motiu es va introduir en els llagos més flexibles a2B1 i B4p5, € primer
present en les variants PE3I1 i PI5 (substitucions GIn37Arg i Arg39Asp) i e segon
present Unicament en PI5 (substitucions Gly89Arg, Ser90Gly i Arg91Asp). Aixi
mateiX, aquestes substitucions van permetre eliminar un nombre important
d interaccions amb |’ hRI.

En analitzar la resistencia a I’hRI de les diferents variants obtingudes en aquest
treball, es va observar que només les formes portadores de substitucions en més d’' un
lla¢ havien adquirit aquesta habilitat (PE3, PE3I1, PE3I2 i PI5). En concret, la
variant PI5, la qual presenta el major nombre de substitucions (tres motius RGD, un
a cadascun dels tres llacos), va mostrar la mgjor capacitat d' evasié al hRI (FIGURA
3.11 i TAULA 3.4). Aixi doncs, i d'acord amb treballs previs (Gaur et al., 2001,
Leland et al., 2001), es va confirmar que per tal d’'incrementar el valor de Ki de |’ HP-
RNasa per I'inhibidor, és necessari introduir més d'un canvi en les regions
implicades en la interficie de contacte proteina-inhibidor. Pel que fa alavariant PE5,
les substitucions realitzades practicament no van aterar la seva sensibilitat per
I"inhibidor. Aquest resultat és també consistent amb les dades presentades pel treball
de Gaur et al. (2001), en el qual les substitucions Gly89Arg i Ser90Arg sobre I’ HP-
RNasa no van modificar la seva afinitat per I'hRI.

Tot i que en el disseny de les variants es vaintentar evitar la substitucio de residus
implicats en el procés de catdlisi, la substitucio Lys66 per Arg en les variants PE3I2 i
PI5 comportava un canvi en e subseti no catalitic (pg) d'interaccié amb un grup
fosfat del substrat (Nogués et al., 1998). No obstant aix0, la substitucié conservativa
de laLys per una Arg no va afectar drasticament I’ eficiencia catalitica d’ aquests dos
enzims. Pel que fa a la resta de variants, en tots els casos es va observar una
eficiencia catalitica superior a 50 % de la presentada per PM5, indicant que
probablement |’ estructura de llur centre actiu era similar a la de la seva proteina
parental (TAULA 3.5).

Ates que les dades de citotoxicitat que s obtenen experimentalment son una
mesura indirecta del nombre de molécules capaces d’ assolir I’interior de la cél-lulai
de dur-hi aterme la seva activitat catalitica, en un primer moment es van considerar
com amillors candidates per esdevenir citotoxines, aquelles variants que van exhibir
una elevada activitat enzimaticaen presenciade I’hRI (PE3I1, PE3I2, PI5 i PE3).

Tanmateix, els resultats obtinguts en els experiments de citotoxicitat sobre les
diverses linies cel-lulars assajades no van permetre establir una correlacio directa
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entre la capacitat de resistenciaal’ hRI i lacitotoxicitat (FIGURES 3.12 i 3.13). Deles
diferents variants analitzades, només PE3 i PE5 van adquirir propietats citotoxiques
sobre les diferents linies cel -lulars tumorals. PE5 va demostrar ser unes 10 vegades
mMEs citotoxica que PE3, excepte sobre lalinia K562, la qual era sensible per igual a
la toxicitat de les dues variants. Els valors d'ICsp de PE5 foren entre 5-15 vegades
majors que els de I’ onconasa, inclosa en els assgjos com a control positiu. PE3 1 PES
van presentar propietats citotoxiques del mateix ordre que les que presenten altres
variants citotoxiques de I’HP-RNasa descrites en treballs previs (Gaur et al., 2001,
Leland et al., 2001). D’ acord amb les dades descrites ala literatura, la citotoxicitat de
PES3 pot explicar-se per la sevaresistencia al’hRI. No obstant, el fet que la proteina
mes citotoxica, PE5, mostri una sensibilitat significativa per I’'hRI ens indicaria que
la toxicitat de les ribonucleases no requereix necessariament la capacitat de
resistenciaal’inhibidor.

El fet que les variants portadores de motius RGD no adquirissin propietats
citotoxiques, vaindicar que la introducci6 d aquest motiu en regions de superficie de
les ribonucleases pancreatiques no és efectiva per tal de promoure I’ arribada de les
proteines al citoplasma de la cél-lula. Aixd no obstant, en aquest estudi no es podia
descartar la possibilitat que el motiu RGD fos eficac per promoure la internalitzacié
de les proteines, perod que determinés una via de transit intracel -lular no productiva a
nivell de translocacio a citoplasma, com seria € cas de la via de reciclatge. En
aguest sentit, alguns autors afirmen que la internalitzaci6 de certs receptors
d'integrina opera per un mecanisme d endocitosi (Oh et al., 1998), i que la seva
manca de degradacié (observada en el transcurs d experiments de marcatge
fluorescent) suggereix que aguestes proteines emprenen la via endosoma de
reciclatge i no la via degradativa lisosomal (Ghosh et al., 1998). Aixi, €l complex
Iligand/receptor viatjaria a través del compartiment endosomal de reciclatge de nou
cap alasuperficie cel-lular. Aquests treballs deixaven la possibilitat, suposant que les
variants portadores d' RGD s unissin als receptors d’ integrina de superficie cel-lular,
gue aquestes fossin internalitzades eficientment per aquests receptors, i que lavia de
transit seguida les allunyés del compartiment on es duu a terme la seva translocacio
a citoplasma. Es a dir, malgrat que es podria afavorir lainteraccio i I’endocitosi de
les variants, s estaria promovent una via ineficient de transport intracel -lular. Aixo
explicaria perqué la introduccié dels motiu RDG 37-39 0 RGD 66-68 en la v