i,
Universitat
de Girona
o

ANALISI DE LA SELECTIVITAT PER A CEL-LULES
TUMORALS DE RIBONUCLEASES
CITOTOXIQUES | DESENVOLUPAMENT D'EINES
PER AUGMENTAR AQUESTA SELECTIVITAT

Gloria Garcia Galindo

Per citar o enllagar aquest document:
Para citar o enlazar este documento:
Use this url to cite or link to this publication:

http://hdl.handle.net/10803/394027

ADVERTIMENT. L'accés als continguts d'aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets
de la persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats 0 materials
d'investigaci6 i docéncia en els termes establerts a I'art. 32 del Text Ref6s de la Llei de Propietat Intel-lectual
(RDL 1/1996). Per altres utilitzacions es requereix l'autoritzacié prévia i expressa de la persona autora. En
qualsevol cas, en la utilitzacié dels seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la
persona autora i el titol de la tesi doctoral. No s'autoritza la seva reproduccié o altres formes d'explotacio
efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicaci6 publica des d'un lloc alie al servei TDX. Tampoc
s'autoritza la presentaci6 del seu contingut en una finestra o marc alieé a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacién debe respetar los
derechos de la persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en
actividades o materiales de investigacién y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto
Refundido de la Ley de Propiedad Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacion
previa y expresa de la persona autora. En cualquier caso, en la utilizacién de sus contenidos se debera
indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona autora y el titulo de la tesis doctoral. No se
autoriza su reproduccién u otras formas de explotacion efectuadas con fines lucrativos ni su comunicacion
publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacion de su contenido en una
ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de la tesis como
a sus resiimenes e indices.

WARNING. Access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It
can be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the
terms established by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and
previous authorization of the author is required for any other uses. In any case, when using its content, full
name of the author and title of the thesis must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit
use or public communication from outside TDX service is not allowed. Presentation of its content in a window
or frame external to TDX (framing) is not authorized either. These rights affect both the content of the thesis
and its abstracts and indexes.




=
Universitat

de Girona
[

Tesi doctoral

Analisi de la selectivitat per a cel {ules tumorals de
ribonucleases citotoxiques i desenvolupament

d’eines per augmentar aquesta selectivitat

Gloria Garcia Galindo

2016






=
Universitat

de Girona
[

Tesi doctoral

Analisi de la selectivitat per a cel {ules tumorals de
ribonucleases citotoxiques i desenvolupament

d’eines per augmentar aquesta selectivitat

Memoria presentada per optar al titol de doctora per la Universitat de Girona

Gloria Garcia Galindo

2016

Programa de Doctorat en Biologia Molecular, Biomedicina i Salut

Vistiplau Vistiplau
El director de Tesi La directora de Tesi
Dr. Antoni Benito Mundet Dra. Maria Vilanova Brugués
Professor Titular Catedratica

de Bioquimica i Biologia Molecular de Bioquimica i Biologia Molecular



Aquesta Tesi ha estat realitzada amb el suport del Ministerio de Educacion (beca AP2010-
4965), del Ministerio de Ciencia e Innovacion (projecte BFU2009-06935/BMC), de Ia

Universitat de Girona (ajut SINGI12/04) i del Ministerio de Economia y Competitividad
(projecte BIO2013-43517-R).









Wissenschaft bann dic letyten Ritsel der Natur wicht lisen, Sie bann es
Tedl des Ritsels sind, das win lisen wollen.
WMax Planck

,7/[ mes jarw

,7/ 5 meva ijxm

o " “Pascisia, " dow:zya i e _Nbmesio






AGRAIMENTS

Quan vaig acabar la carrera, al juny de 2010, no veia el moment de posar-me a
comengar la tesi doctoral amb una il lusié enorme. Aleshores se’m feia molt llunya el moment
d’escriure la tesi: primer havia de fer el master, després demanar una beca predoctoral,
obtenir-la... Quedaven moltissims anys per endavant plens d’experiéncies al laboratori, nervis,
riures, plors... Alts i baixos que no hauria pogut superar sense el recolzament de moltes
persones i ara que s'acosta el final del cami crec que és el moment de donar-los un

reconeixement especial.

Primer de tot, voldria agrair a la Maria, a en Toni i a en Marc haver-me acceptat per fer
no només la tesi en el vostre grup, siné també el treball final de master i el treball de la beca
de col 1aboracié. Fa molt de temps des que vam comencar tot aixo, i per aquest motiu us vull
donar les gracies per I'enorme confianga que heu dipositat en mi al llarg de tots aquests anys.
Voldria fer una mencioé especial a en Toni, per rebre’m al teu despatx en qualsevol moment i

d’imprevist, sempre disposat a escoltar els meus problemes, i que no han sigut pas pocs.

Moltissimes gracies també a tots els integrants de BQ107, els que ja hi eren abans i els
que han anat passant després. Gracies a en Pere, la Jess, en Roger Vila, la Mariona, '’Anna i en
David Soler, per transmetre’m en algun moment o altre el vostre saber, per tenir uns minuts
per a mi i ajudar-me en els entrebancs del dia a dia al laboratori o donar-me anims quan les
coses no sortien com jo volia. Abans de continuar, pero, vull fer un petit incis per agrair a la
Jess haver-me ajudat tant i tant amb el tema dels cultius cel lulars, per ser el meu recolzament
en moments de desesperacié i per ajudar-me a interpretar els resultats i a decidir el seglient
pas: gracies per ser-hi sempre que t'he necessitat. Com no, moltes gracies també a la Vero i a
en Santi, practicament vam iniciar plegats aquest viatge i m’enduc de vosaltres molt bons
records inesborrables. | gracies també pels bons moments que hem passat plegats fora del
laboratori: berenars, sopars, excursions, barbacoes, viatges, dies de platja, banys a les gorgues
de ca les Planes... moments que recordaré per sempre més. Gracies també a en Diego, en
Joan, en Txus, la Lorena, la Cristina Ruiz, la Sonia Feu, la Rosa, en David Roura, la Natalia, la
Miriam, en Juanjo, la Nerea i la Rebeca; estudiants de TFG i TFM que en algun moment hem
compartit vivéncies al laboratori, i que se m’han fet més grates al vostre costat. Per
descomptat, vull donar-li les gracies a I'lmma, la nostra técnic, per preparar-nos els reactius i

encarregar-nos les comandes amb tanta dedicacio.



Moltes gracies també a les veines de BQI105, que sempre han estat disposades a donar
un cop de ma. Tampoc m’oblido dels becaris de la resta del departament de Biologia: els
sopars, les excursions i sobretot els moments d’anar a dinar, moments plegats d’anécdotes

molt divertides. Gracies.

Fora de I'ambient del laboratori també hi ha hagut gent amb qui he compartit moltes
hores d’esbarjo i de riures i que han aconseguit que m’evadis de les preocupacions inevitables
de la recerca. Als meus companys d’alemany, sobretot a la Gemma Rosellé i a la Sandra
Izquierdo, i a les meves dues professores, Anna Rodriguez i Mercé Ribera: Ich mochte mich bei
euch dariiber bedanken, nicht nur mit euch Deutsch zu lernen, sondern auch eure geschatze
Gesellschaft, unsere lustigen Abendessen, die Ausflige nach Deutschland und besonders die
lachenden Momenten beim Unterricht. Vielen Dank. També voldria agrair a la professora Mar
Antén, del departament de catala del Servei de Llengiies Modernes de la UdG, no només per
tot el que he apres durant el curs de C2, sind també per resoldre tots els meus dubtes amb

tanta diligéncia sempre que ho he necessitat.

Finalment, el meu agraiment més especial als meus pares i a la meva germana, ja que tot
aquest cami no I’hagués pogut fer sense el recolzament, la comprensié i 'amor incondicional
que m’han brindat sempre. Us estimo. Aquesta tesi la dedico també a algi molt especial per a
mi que durant gairebé tota la meva vida ha estat sempre fidelment al meu costat, que formava
part de la meva familia, pero que durant la redaccidé d’aquesta tesi se n’ha anat per sempre
més. No oblidaré mai tots aquests anys que hem passat juntes, a les dures i a les madures.

Encara que no et pugui veure, alla on vagi, sé que ets al meu costat.



INDEX GENERAL

index general

index de figures

index de taules

Llista d’abreviatures
Publicacions derivades
Resum

Resumen

Summary

I. INTRODUCCIO
I.1. Les ribonucleases com a agents antitumorals

I.1.1. Ribonucleases antitumorals naturals

I.1.1.1. BS-RNasa
1.1.1.2. Onconasa
I.1.1.3. Amfinases

I.1.1.4. Lectines jSBL i cSBL
1.2.  Estratégies per aconseguir ribonucleases no naturals
citotoxiques
1.2.1. PE5
1.2.2. NSLPE5iPEIO
1.3. Apoptina
[.3.1.  Estructura primaria
1.3.2.  Mecanisme d’induccié de I'apoptosi
.3.3. Estratégies per millorar I’eficiéncia d’internalitzacié

de I’'apoptina en cél lules tumorals

2. OBJECTIUS

3. MATERIALS | METODES
3.1. Material biologic
3.1.1.  Soques bacterianes
CANNE Escherichia coli DH5a
3.1.1.2. Escherichia coli BL2 1 (DE3)
3.1.1.3. Escherichia coli Rosetta™ 2(DE3)

Vi
IX
X
Xl
XV
XVl

0 o0 U1 Uu1 L K

10
13
14
14
15

16

23
25
25
25
25
25



3.2,

3.3.

3.4.

3.5.

3.1.2. Vectors

3.12.1. pONC
3.122.  pMs
3.123.  pES
3.1.24.  pNLSPE5
3.1.25.  pEIO

3.1.2.6. pET-28ApopAProALeu

3.1.3. Linies cel {ulars eucariotes i condicions de cultiu

Meétodes microbiologics
3.2.1. Medis de cultiu
3.2.2. Antibiotics

3.2.3. Cultius liquids de soques bacterianes

3.2.4.  Manteniment de les soques

Cultiu de cél {ules eucariotes

3.3.1. Medis i condicions de cultiu

3.3.2.  Expansié de linies cel {ulars de creixement adherent
3.3.3.  Congelacié i descongelacié de les linies cel {ulars
3.3.4. Recompte del nombre de cél lules
Técniques de DNA recombinant
3.4.1. Obtencio de DNA plasmidic (Miniprep)
3.4.2.  Electroforesi de DNA en gel d’agarosa
3.4.3. Purificacio de fragments de DNA a partir de gels d’agarosa

(GeneClean)

3.4.4. Estimacié espectrofotométrica de la concentracio de DNA
3.4.5. Utilitzaci6 d’enzims que modifiquen el DNA

3.4.5.1. Tractament amb enzims de restriccié

3452 Defosforilacié del DNA a 'extrem 5’

3453. Reaccié de lligament amb la DNA lligasa de T4

3.4.6. Mutageénesi dirigida per oligonucledtid mitjangant el métode de

QuikChange™

3.4.7. Disseny de seqiiéncies dsDNA per introduir seqiiéncies especifiques

a les RNases

3.4.8. Obtencié de ceél lules competents d’E. coli

3.4.9. Transformacié de cél {ules competents d’E. coli

3.4.10. Seqiienciacié6 de DNA

Metodes d’expressio i purificacio de proteines recombinants

26
26
26
26
26
27
27
27
28
28
29
30
30
31
31
31
32
33
33
33
34

34
35
35
35
36
36

36

38
39
39
40
42



3.5.1. Expressi6 heterologa d’RNases

3.5.2.  Purificacio6 d’RNases recombinants

3.5.2.1.
3.5.2.2.
3.5.2.3.

Procediment de purificacié de variants de I’'HP-RNasa
Purificacié de 'onconasa

Purificacié d’He-PE10_ApopAProALeu

3.6. Analisi i caracteritzacio proteica

3.6.1. Determinacié de la massa molecular

3.6.2. Determinacié de la quantitat de proteina

3.6.2.1.
3.6.2.2.

Métode espectrofotometric

Métode de Bradford

3.6.3. Electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida

3.6.4. Andlisi de la interaccié entre RNases i l'inhibidor

3.6.5. Anadlisi de Pactivitat citotoxica sobre linies cel lulars eucariotes

3.6.5.1.
3.6.5.2.
3.6.5.3.
3.6.54.
3.6.5.5.
3.6.5.6.

Assaig de proliferacio cel lular

Analisi dels efectes citotoxics i citostatics

Analisi del cicle cel {ular

Assaig de l'activacio de les procaspases

Analisi de I'expressio proteica per Western Blot
Separacio de les fraccions nuclear i citoplasmatica

de cél {ules tractades amb ND-RNases

4. RESULTATS I DISCUSSIO
4.1.  Analisi de la selectivitat de PE5 i NLSPES5 per a cél {ules

tumorals

4.1.1.  Assaigs de citotoxicitat

4.1.2.  Estudi de 'efecte de les ND-RNases sobre la proliferacié i la

viabilitat cel fular

4.1.3. Analisi de l'efecte de PE5 i NLSPE5 sobre la distribucié de fases

del cicle cel {ular

4.1.4. Caracteritzacié de 'apoptosi induida per PE5 i NLSPE5

4.1.5. La selectivitat de les ND-RNases esta condicionada per la

sobreexpressié de p27KIPl jlo p2 | WAFIICIPI

4.2. Fusié d’ND-RNases citotoxiques a determinants de

I’apoptina

4.2.1. Estratégies per conferir selectivitat a FTHP-RNasa mitjangant

I'addicié d’un NES i regulable per fosforilacio

42
43
43
45
45
47
47
47
47
48
48
50
5
51

52
52
53
54

56

59

61
61

62

64
67

70

73

73



4.2.1.1.
4.2.1.2.
4.2.13.

4.2.14.
4.2.1.5.
4.2.1.6.

Descripcio dels NES i Psite

Obtencid de les variants NES_PE5 i NES_Psite_PE5
Produccio i caracteritzacio de les variants
NES_Psite_PE5

Estratégia d’obtencié de les variants PEIO_NES_Psite
Produccio i caracteritzacio de PEIO_NES Psite

Avaluacié de I'index de selectivitat

4.2.2. Estratégia per conferir selectivitat a 'THP-RNasa mitjan¢ant

la seva fusié a apoptina

422.1.
4222.
4.223.

4224

Construcci6 de la variant H¢-PE10_ApopAProALeu
Produccié i purificacié d’He-PE10_ApopAProALeu
Analisi de la capacitat d’Hs-PEIO_ApopAProALeu
d’evadir I'RI

Citotoxicitat d’He-PEI0_ApopAProAlLeu per a

cél ules tumorals i no tumorals

5. DISCUSSIO GENERAL

6. CONCLUSIONS

7. BIBLIOGRAFIA

73
74

77

82

85

89

91

91

92

94

94

97

107



INDEX DE FIGURES

Figura 1.1. Estructura del complex RI-RNasa A 9
Figura 1.2. Representacié esquematica de la posicid dels residus

que formen I'NLS de PE5 10
Figura 1.3. La citotoxicitat de les ND-RNases és el resultat de la

competencia entre 'Rl i I'a-importina per unir-se a les ND-RNases I
Figura 1.4. Estructura primaria de I'apoptina I5
Figura 4.1. Efectes sobre la proliferacio i la viabilitat de la linia cel lular

CCD-18Co causats pel tractament amb PE5 i NLSPE5 63
Figura 4.2. Efectes de PE5 i NLSPES sobre la distribucié de fases del cicle

cel lular de la linia CCD-18Co després de 72 h de tractament 64
Figura 4.3. Expressio a la fraccié cel lular total de la ciclina D, la ciclina E,

p27KIPl j p2 IWAFI/CIPI en cel fules CCD-18Co tractades amb 21 pM

de PE5 o 5,5 uM d’NLSPE5 65
Figura 4.4. Variacio del nivell d’expressioé citoplasmatica de la ciclina D,

p27KIPl i p2 IWAFI/CIPI en cel Jules CCD-18Co tractades amb 21 pM

de PE5 o 5,5 uM d’NLSPE5 67
Figura 4.5. Activacié de les procaspases 3, 8 9 en cél lules CCD-18Co

tractades amb PE5 o NLSPE5 68
Figura 4.6. Variacio del nivell d’expressié de Bax, Bcl-2, XIAP, INK

i p-JNK en cél lules CCD-18Co tractades amb 2| yM de PE5 o amb

5,5 yM d’NLSPE5 69
Figura 4.7. Efectes antiapoptotics de p27KIPI 71
Figura 4.8. Interaccions de p2 | WAFIICPI en e| citoplasma i paper en la

inhibicid de I'apoptosi 72
Figura 4.9. Representacié esquematica de les variants de NES_Psite_PE5
construides en aquest treball 74
Figura 4.10. Esquema del procés de construccio dels mutants pNES_PES

i pPNES_Psite_PE5 76
Figura 4.11. Analisi de la interaccid de 'Rl amb les diferents variants

NES_Psite_PE5 79
Figura 4.12. Analisi de la interaccio de 'Rl amb les diferents variants NES_PE5 8|
Figura 4.13. Representacié esquematica de les variants PEI0_NES_Psite
construides en aquest treball 83

Figura 4.14. Esquema del procés de construccio dels mutants pPEIO_NES_Psite 84

\



Figura 4.15. Analisi de la interaccid de 'Rl amb les diferents variants
PEI0_NES_Psite

Figura 4.16. Esquema del procés de construccioé de la variant
pH¢-PEI0_ApopAProALeu

Figura 4.17. Analisi electroforetic del procés de purificacié
d’He-PE10_ApopAProALeu

Figura 4.18. Purificacio per gel-filtracio d’'He-PE10_ApopAProALeu

Figura 4.19. Inhibicié de I'activitat ribonucleolitica d’'He-PE10_ApopAProALeu

per efecte de I'RI

Vi

88

92

93
93

94



INDEX DE TAULES

Taula 3.1. Caracteristiques generals de les linies cel lulars que apareixen
en aquest treball

Taula 3.2. Programa d’anellament per hibridar les cadenes codificants i
no codificants

Taula 3.3. Coeficients d’extincido molar (280 nm) pel calcul de
concentracio de les proteines d’aquest treball

Taula 4.1. Valors d'ICso (uM) de 'onconasa, PE5 i NLSPES per a les
linies cel lulars indicades

Taula 4.2. Descripci6 de les diferents sequiencies NES i Psite utilitzades
Taula 4.3. Sequéncia dels oligonucleotids dissenyats i seqliencies
aminoacidiques codificades corresponents a les seqiieéncies NES i

Psite utilitzades per crear les noves variants de I’'HP-RNasa

Taula 4.4. Oligonucleotids utilitzats en les reaccions de QuikChange™
per obtenir pNES_PE5

Taula 4.5. Rendiments de purificacid obtinguts per a cada una de les
variants de NES_Psite PES5 i relacié de pesos moleculars teorics i

observats per MALDI-TOF

Taula 4.6. Valors d’ICso (uM) de PE5 i les seves variants de NES_Psite_ PE5

obtinguts sobre la linia tumoral NCI-H460, i sobre les linies no tumorals
HaCaT, CCD-18Co i HEK-293

Taula 4.7. Rendiments de purificacié obtinguts per a cada una de les
Variants de NES_PES5 i relacio de pesos moleculars teorics i observats
per MALDI-TOF

Taula 4.8. Valors d'ICso (uM) de PE5 i les seves variants de NES_PE5
obtinguts sobre la linia tumoral NCI-H460

Taula 4.9. Oligonucleotids utilitzats en les reaccions de QuikChange™
per obtenir pE10_NES_Psite

Taula 4.10. Rendiments de purificacié obtinguts per a cada una de les
variants de PE10_NES_Psite i relacié de pesos moleculars teorics

i observats per MALDI-TOF

Taula 4.11. Valors d'ICso (uM) de PEIO i les seves variants de
PE10_NES_Psite obtinguts sobre la linia tumoral NCI-H460 i

sobre la linia no tumoral CCD-18Co

Taula 4.12. Valors d'ICys (uM) de PEIO i les seves variants de

Vi

28

38

47

6l
73

75

77

78

78

80

8l

85

86

86



PE10_NES_Psite obtinguts sobre la linia no tumoral CCD-18Co
Taula 4.13. index de selectivitat de I'onconasa, PE5 i de les variants
NES_Psite_PE5

Taula 4.14. Valors d'ICso (uM) de PE5 i PEIO per a les linies cel lulars
tumorals indicades

Taula 4.15. Valors d'ICso (uM) de PE10, Hs-ApopAProAlLeu i
He-PE10_ApopAProALeu per a la linia cel lular tumoral NCI-H460

i la no tumoral CCD-18Co

VI

87

89

90

95



LLISTA D’ABREVIATURES

ABC
Abs
AP-1

ASKI/MEKKS

Bax

Bcl-2
BS-RNasa
CAV
CDK
CDK2
cDNA
CKI

CMV
CRMI
cSBL
C-terminal
Da, kDa
ddNTP
DMEM
DMSO
dNTP
dsDNA
EDTA
FBS
Gnd-HCI
GSH
GSSG
HPLC
HP-RNasa
hTR

1Cso

IDP

transportadors ATP-binding cassette
absorbancia

proteina activadora |

apoptosis signal-regulating quinase | /mitogen-activated
protein kinase kinase 5

bcl-2 associated x protein

B-cell lymphoma 2 protein
ribonucleasa de semen de bou

virus de I'anémia del pollastre
quinases dependents de ciclines
quinasa dependent de ciclina 2

DNA complementari

inhibidor de quinasa depenent de ciclina
citomegalovirus

exportina |

lectina de Rana catesbeiana

carboxi terminal

dalton, quilodalton
dideoxiribonucleotid-5’trifosfat

medi Eagle modificat per Dulbecco
dimetil sulfoxid
desoxiribonucleotid-5’trifosfat

DNA de doble cadena

acid etilendiaminatetraacétic

sérum fetal bovi

clorur de guanidini

glutatié reduit

glutatié oxidat

cromatografia liquida d’alta resolucio
ribonucleasa pancreatica humana
telomerasa RNA humana
concentracio de proteina que provoca una reduccio del
50% de la proliferacio cel fular

proteina intrinsecament desestructurada

IX



IPTG
JNK
iSBL
LB
LRS

MALDI-TOF

MAPKKK
MDR

MTT

Mw
ND-RNasa
NES
Ni-NTA
NLS
N-terminal
O/N

plv

p2 | WAFI/CIPI
p27KIPI

p53

PAGE
PBS

PCR

P-gp

Pl
PKB/Akt
PKCB
Psite

RI

RNasa A
RNasa
ROS

RPMI
SAPK
SARS

isopropil-B-D-tiogalactopiranosid
quinases c-jun N-terminal

lectina de Rana japonica

medi Luria-Bertani

seqliencia rica en leucines
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry

MAP quinasa quinasa quinasa
multirresisténcia a farmacs antitumorals
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
pes molecular

ribonucleasa dirigida a nucli

senyal d’export nuclear

niquel-acid nitriltriacétic

senyal de localitzacié nuclear

amino terminal

overnight

relacio pes/volum

inhibidor | A de quinases dependents de ciclines
inhibidor |B de quinases dependents de ciclines
proteina supressora de tumors
electroforesi en gel de poliacrilamida
tampo fosfat sali

reaccio en cadena de la polimerasa
P-glicoproteina

iodur de propidi

proteina quinasa B

proteina quinasa C 3

lloc de fosforilacio

inhibidor de ribonucleases

ribonucleasa de pancrees bovi
ribonucleasa

espécies reactives de I'oxigen

medi Roswell Park Memorial Institute
proteines quinases activades per estres

sindrome respiratoria severa aguda

X



SDS
TAE
TB
TEMED

Tris
uv

viv

XIAP

dodecil sulfat de sodi

tamp6 Tris-Acetat EDTA

medi Terrific-Broth
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina
temperatura de fusio
Tris-hidroximetil-aminometa
ultraviolat

relacié volum/volum

X-linked inhibitor of apoptosis protein
coeficient d’extincié molar

longitud d’ona

Xl



PUBLICACIONS DERIVADES

G. Garcia-Galindo, J. Castro, A. Vert, M. Ribo, M. Vilanova i A. Benito. Analysis of selective
cytotoxicity for tumor cells of nuclear-directed human ribonuclease variants. Dins: E. Pinart, editora. |
Jornada del programa de doctorat en Biologia Molecular, Biomedicina i salut. Abstract Book.

Girona. Universitat de Girona; 2016. p. 19-20. ISBN: 978 84 8458 463 6

Xl



RESUM

El grup de recerca d’Enginyeria de Proteines ha desenvolupat diferents variants
citotoxiques de la ribonucleasa pancreatica humana dirigides a nucli (ND-RNases) amb
I'objectiu d’aconseguir farmacs antitumorals no genotoxics que puguin ésser utilitzats ja sigui
sols o com a complements dels farmacs antitumorals actuals. Aquestes ND-RNases contenen
una o més senyals de localitzacié nuclear (NLS) que les dirigeixen cap a aquest compartiment
cel lular, on no existeixen mecanismes per inhibir I'activitat ribonucleolitica. Entre les ND-
RNases que presenten major citotoxicitat destaquen PE5 i NLSPES, les quals sén citotoxiques

per a un ampli ventall de linies cel {ulars tumorals.

En el present treball s’ha estudiat la selectivitat de PE5 i NLSPES per a cél {ules tumorals.
Amb aquest proposit, s’ha determinat la citotoxicitat d'ambdues ND-RNases en quatre linies
cel lulars no tumorals (HaCaT, CCD-18Co, HEK-293 i IBR.3.G) i se I'ha comparada amb la
citotoxicitat que presenten en cél {ules tumorals. A més, s’ha estudiat el mecanisme molecular
promogut per ambdues ND-RNases, utilitzant com a model la linia cel lular CCD-18Co. S’ha
investigat I'efecte sobre la distribucié del cicle cellular i sobre els mecanismes de mort
cel lular, mesurant l'activacid de caspases i I'expressid de diferents proteines involucrades en
'apoptosi i el cicle cel {ular. Els resultats obtinguts indiquen que ambdues ND-RNases son
citotoxiques per a céllules no tumorals només a elevades concentracions. Aixi mateix, la
citotoxicitat no genera canvis en la distribucio de les fases del cicle cel {ular, en contraposicid
amb el que ocorre en cél lules tumorals. La mort cel lular es produeix mitjangant I'apoptosi a
través de I'activacio de las procaspases 3, 8 i 9. El patro d’expressiod de proteines involucrades
en l'apoptosi i el cicle cel lular difereix de l'induit en cél lules tumorals, on destaca I'augment
de p27XIPl, i en menor grau de p2|WAFI/CIPI_ E| canvi en el nivell d’expressié d’aquestes dues
proteines permet explicar perque les cél lules tumorals son més sensibles a I'accié d’aquestes

ND-RNases.

Per altra banda, s’han dissenyat diferents estratégies per millorar la selectivitat de les
ND-RNases que han consistit en fusionar-les amb diferents tipus de senyals d’exportacio
nuclear (NES) regulables per fosforilacio, introduides a I'extrem N- o C-terminal de les ND-
RNases. En cél {ules tumorals, les quals sobreexpressen aquelles quinases que poden fosforilar
una Thr adjacent al NES, les RNases haurien de quedar retingudes a nucli, mentre que en
cél lules no tumorals haurien de ser redirigides al citoplasma. Aquesta estratégia també s’ha
dut a terme fusionant una ND-RNasa amb una variant de I'apoptina, (H¢-ApopAProALeu).

L’apoptina és una proteina viral que presenta selectivitat per a cellules tumorals en part

XM



gracies a la seva retencié al nucli també per un mecanisme de fosforilacio. Del conjunt de
construccions, cap va presentar una selectivitat selectivament superior respecte a les proteines

parentals, probablement a causa del fet que les seqiiencies dels NES no eren funcionals en

'entorn proteic.
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RESUMEN

El grupo de investigacion de Ingenieria de Proteinas ha desarrollado diferentes variantes
citotoxicas de la ribonucleasa pancreatica humana dirigidas a nucleo (ND-RNasas) con el
objetivo de conseguir farmacos antitumorales no genotoxicos que puedan ser utilizados ya sea
solos o como complementos de los farmacos antitumorales actuales. Estas ND-RNasas
contienen una o mas senales de localizacion nuclear (NLS) que las dirigen a este
compartimiento celular, donde no existen mecanismos para inhibir su actividad
ribonucleolitica. Entre las ND-RNasas que presentan mayor citotoxicidad destacan PE5 y

NLSPES5, las cuales son citotoxicas para un amplio panel de lineas celulares tumorales.

En el presente trabajo se ha estudiado la selectividad de PE5 y NLSPE5 para células
tumorales. Con este proposito se ha determinado la citotoxicidad de ambas ND-RNasas en
cuatro lineas celulares no tumorales (HaCaT, CCD-18Co, HEK-293 y IBR.3.G) y se ha
comparado con la citotoxicidad que presentan en células tumorales. Asimismo, se ha estudiado
el mecanismo molecular promovido por ambas ND-RNasas, sobre todo utilizando como
modelo la linea celular CCD-18Co. Se ha investigado su efecto sobre la distribucion del ciclo
celular y sobre los mecanismos de muerte celular, midiendo la activacion de caspasas y la
expresion de diferentes proteinas involucradas en la apoptosis y el ciclo celular. Los resultados
obtenidos indican que ambas ND-RNasas son citotéxicas para células no tumorales sélo a altas
concentraciones. Ademas, su citotoxicidad no genera cambios en la distribucion de las fases
del ciclo celular, en contraposicion con lo que ocurre en células tumorales. La muerte celular
se produce mediante apoptosis a través de la activacion de las procaspasas 3, 8 y 9. El patron
de expresion de proteinas involucradas en la apoptosis y el ciclo celular difiere del inducido en
las células tumorales, donde destaca el aumento de p27XIPl, y en menor grado de p2 | WAFI/ICIPI,
El cambio en el nivel de expresion de estas dos proteinas permite explicar porque las células

tumorales son mas sensibles a la accion de estas ND-RNasas.

Por otra parte, se han disenado diferentes estrategias para mejorar la selectividad de las
ND-RNasas que han consistido en fusionarlas con diferentes tipos de sefales de exportacion
nuclear (NES) regulables por fosforilacion, introducidas en el extremo N- o C-terminal de las
ND-RNasas. En células tumorales, las cuales sobreexpresan aquellas quinasas que pueden
fosforilar una Thr adyacente al NES, las ND-RNasas deberian quedar retenidas en el nucleo,
mientras que en células tumorales deberian de ser redirigidas al citoplasma. Esta estrategia
también se ha llevado a cabo fusionando una ND-RNasa con una variante de la apoptina, (H¢-

ApopAProALeu). La apoptina es una proteina viral que presenta selectividad para células
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tumorales en parte debida a su retencion en el nicleo también por un mecanismo de
fosforilacion. Del conjunto de construcciones ninguna presenté una selectividad
significativamente superior respecto a las proteinas parentales probablemente debido a que las

secuencias de los NES no eran funcionales en el entorno proteico.
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SUMMARY

The Protein Engineering research group has previously developed nuclear-directed
human pancreatic ribonuclease variants (ND-RNases) in order to obtain non-genotoxic
antitumoral drugs that can be used either alone or as complements of present antitumoral
drugs. These ND-RNases possess one or more nuclear localization signals (NLS) that direct
them to the cell nucleus, where does not exist any mechanisms to inhibit their activity. PE5
and NLSPE5 are the ND-RNases that exhibit higher cytotoxicity over a panel of tumor cell

lines.

In this work, we have studied the selectivity of PE5 and NLSPE5 for tumor cells. We
have determined the cytotoxicity of both ND-RNases on four non-tumor cell lines (HaCaT,
CCD-18Co, HEK-293 and I1BR.3.G) and we have compared it with that obtained for treated
tumor cell lines. Moreover, we have studied the molecular mechanisms triggered by both ND-
RNases in the CCD-18Co cell line. We have measured their effects on the cell cycle
distribution and on the cell-death mechanisms, ie. the activation of caspases and the
expression of several apoptosis- and cell cycle-related proteins. The results show that both
RNases are cytotoxic for non-tumor cells only at high concentrations. In addition, cytotoxicity
does not change the cell cycle phase distribution in contrast to what is observed for treated
tumor cells. Cell death is produced through apoptosis by activation of procaspases-3, -8 and -
9. The expression pattern of cell-cycle and apoptosis related proteins differ from that induced
in tumor cells. In non-tumor cells stands out an increase on p27XIP! expression level, and to a

lesser degree an increase of p2|WAFIICIPI a5 responsible for the selectivity of the ND-RNases.

On the other hand, we have designed different strategies in order to improve the
selectivity of these ND-RNases, which have consisted in fusing them to different nuclear
export signals (NES) that are controlled by phosphorylation introduced at N- or C-terminus of
the ND-RNases. Thus, ND-RNases stay in the nucleus in tumor cells that overexpress those
kinases that can phosphorylate a Thr residue adjacent to the NES, while they are redirected to
the cytoplasm in non-tumor cells. This strategy has been also achieved fusing a ND-RNase with
an apoptin variant, (H¢-ApopAProALeu). Apoptin is a viral protein with antitumor activity
selective for tumor cells. This selectivity is partially due to its nuclear retention promoted by a
residue phosphorylation that invalidates a nuclear export sequence. Any of the constructs
presented selectivity for cancer cells higher than the parental enzymes possibly because the

NES was not functional in the environment of the proteins.
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INTRODUCCIO

El cancer és un procés caracteritzat per un creixement cellular descontrolat,
independent dels teixits del seu voltant i dels factors que controlen la proliferacié cel lular
presentant capacitat d’envair i disseminar-se per qualsevol teixit o organ, en un mecanisme
anomenat metastasi. Té el seu origen en una sola cél {ula i la transformacié d’'una cél {ula no
tumoral a tumoral és un procés multifasic que requereix que tinguin lloc una série

d’alteracions, que sén el resultat de la interaccié de factors genétics, fisics, quimics i biologics.

El cancer és una de les principals causes de mort a tot el mén. Per aquest motiu,
combatre el cancer és un dels grans reptes de la medicina moderna. La principal linia d’actuacio
contra el cancer és la cirurgia, en aquells casos que és possible, complementada amb Ila
quimioterapia. Molts agents quimioterapeéutics utilitzats per combatre el cancer sén agents que
tenen com a diana el DNA, ja que les cél fules tumorals, en comparacid amb les cél lules no
tumorals, sén més propenses a acumular danys en el DNA a causa de la seva major taxa de
replicacio i dels déficits tant en els punts de control del cicle cel ular com de la maquinaria de
reparacié del DNA. No obstant aixo, molts dels agents quimioterapéutics que s’estan utilitzant
estan limitats per un escas index terapéutic, toxicitats significatives o per I'adquisicié de
resisténcies. Aixi mateix, després de 10-15 anys d’un tractament quimioterapéutic poden
apareixer cancers secundaris que no tenen cap relacié amb el cancer primari, la qual cosa és

conseqiiéncia de la genotoxicitat dels agents antitumorals emprats.

Es per aquest motiu que hi ha un gran interés en desenvolupar firmacs més selectius
que no danyin el DNA. Durant les dues ultimes décades, el tractament del cancer ha
evolucionat des d’agents citotoxics no especifics fins a la terapéutica basada en mecanismes
més selectius que no afecten el DNA. Algunes alternatives son la utilitzacid d’anticossos lligats
a entitats tumoricides com radionuclids o toxines, els quals s’uneixen selectivament a antigens
associats a tumors presents a la superficie cel lular [I]. No obstant aixo, el principal problema
d’aquestes construccions és I'elevada toxicitat d’aquestes toxines aixi com la immunogenicitat

que provoquen per ser proteines foranies [2].

Una alternativa com a substituts de la quimioterapia classica és la utilitzacié de molécules
que interfereixin en la funci6 de 'RNA, com és el cas de les ribonucleases (RNases). La
interferéncia en el metabolisme de 'RNA permet interrompre el flux d’'informacié entre el

genoma i les proteines, sense que es provoquin danys permanents en el DNA.
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I.1. Les ribonucleases com a agents antitumorals

Les RNases constitueixen un grup d’enzims extremadament heterogeni, tant pel que fa a
Iestructura com per la funcid biologica que realitzen. Catalitzen el trencament d’enllagos
fosfodiester en 'RNA, i es troben presents en tots els éssers vius. Les funcions de les RNases
no només es limiten a la degradaci6 de 'RNA, sindé que algunes d’elles presenten altres
funcions biologiques especials, com ara la maduracié cel fular, la mort cel {ular, la defensa
contra infeccions parasitaries o microbianes, I'angiogénesi o la resposta immunologica contra

virus [3].

D’entre aquestes propietats especials, en destaca sobretot |'activitat citotoxica selectiva
per a céllules tumorals que presenten alguns membres de la superfamilia de les RNases
pancreatiques. Els membres d’aquesta familia no tenen especificitat per a la sequiéncia d’'RNA a
degradar, pero si que mostren preferéencia pels nucleotids de pirimidina en la posicié 3' en

relacio a I'enllag fosfodiester que s’ha de trencar [4].

La base molecular del mecanisme de citotoxicitat de les RNases no es coneix del tot.
Perqué una RNasa esdevingui citotoxica s’han de donar una serie de requisits. Primer, 'RNasa
ha de ser estable a temperatura fisiologica [5]. En segon lloc, ha d’interaccionar amb la
membrana cel 1ular, ser endocitada i al llarg d’aquesta via ser translocada al citosol, abans que
arribi a lisosomes per evitar la seva degradacio. La translocacié a citoplasma es pot afavorir
conjugant la proteina amb lligands com la transferrina, factors de creixement que tinguin
receptors a membrana o anticossos contra proteines de membrana [6]. En tercer lloc, ha de
ser activa i capa¢ de degradar 'RNA cel lular en el citoplasma. Per aixo, 'RNasa ha d’evitar la
inhibicid per part de I'inhibidor d’RNases (RI) [5]. L'RI es troba present en el citosol de totes
les céllules de mamifers i actua protegint la cellula de potencials entrades d’RNases
extracel lulars al citosol [7]. L’'RIl s’uneix estequiométricament a diferents membres de la
familia de les RNases pancreatiques, amb una relacié estequiométrica d’l:l, inhibint-ne
l'activitat. La inhibicid es produeix perqué alguns dels residus de ’'RNasa que sén importants
pel reconeixement de I'RI també estan involucrats en lactivitat catalitica de I'enzim [8]. Aixi
doncs, la poténcia d’'una RNasa com a agent citotoxic dependra de la capacitat per superar

cadascuna d’aquestes etapes mantenint la seva activitat i estabilitat [9, 10].
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I.1.1. Ribonucleases antitumorals naturals

D’entre els membres de la superfamilia de les RNases pancreatiques amb activitat
antitumoral, en destaquen sobretot la ribonucleasa de semen de bou (BS-RNasa), 'onconasa,

les amfinases de Rana pipiens i les lectines de Rana japonica i de Rana catesbeiana (jSBL i cSBL).

I.1.1.1. BS-RNasa

La BS-RNasa és una proteina homodimeérica que presenta activitat antitumoral,
aspermatogenica i immunosupressiva [| 1-17]. Les dues subunitats estan unides mitjangant dos
enllagos disulfur entre la Cys3| d’'una subunitat amb la Cys32 de I’altra subunitat i per enllagos
no covalents. Existeixen dues formes quaternaries diferents que coexisteixen, anomenades
MxM i M=M [18]. En la forma MxM, es produeix un intercanvi dels dominis N-terminals d’'una
subunitat cap a l'altra, mentre que en la forma M=M cada subunitat conserva els seus propis

dominis N-terminals (revisat a [19]).

S’ha demostrat que les propietats antitumorals de la BS-RNasa depenen de la seva
dimeritzacié [20], ja que aquesta conformacio evita la seva unié a 'Rl per impediment estéric
[21], i aixi pot conservar lactivitat ribonucleolitica. El mecanisme de citotoxicitat per a
cél fules tumorals no es coneix del tot. Tot i aixo, s’ha descrit que la BS-RNasa entraria a la
cél lula per endocitosi i progressaria a través de la xarxa del trans Golgi on, en algun moment,
es translocaria al citosol [22]. Una vegada al citosol, la BS-RNasa degradaria I'rRNA, inhibint la
sintesi proteica i, per tant, induiria la mort cel lular. En contraposicid, sembla que en cél ules
no tumorals aquest procés es veuria bloquejat en algun punt de la ruta intracel {ular prevenint
la seva arribada al citosol [23]. Un fet interessant és que s’ha localitzat BS-RNasa en el nucléol
de les cel fules tumorals SVT2 i HT29 pero no en cél {ules no tumorals 3T3 [23, 24], fet que
ha portat a plantejar la hipotesi que la BS-RNasa té efectes proapoptotics perqué indueix la

degradacié de la subunitat RNA de la telomerasa humana hTR [24].

1.1.1.2. Onconasa

L’onconasa, també anomenada ranpirnasa (nom comercial) o P30 (nom inicial), és una
RNasa d’amfibi que es troba present tant en embrions primerencs com en oocits no fecundats
de la granota lleopard Rana pipiens [3, 25-31] la qual presenta activitat antitumoral in vivo [32],
a més d’activitat aspermatogenica, embriotoxica i immunosupressora [33]. Es tracta d’una

proteina formada per una sola cadena polipeptidica [34] que pertany a la superfamilia de les
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RNases pancreatiques, de les quals 'RNasa A n’és el paradigma [35]. Una caracteristica
important és la seva extraordinaria estabilitat conformacional, deguda a la seva estructura
altament compacta i a la preséncia de quatre ponts disulfur intracatenaris, la qual és critica per

a la seva activitat citotoxica [34, 36].

L’onconasa, atés que presentava una potent activitat antitumoral d’ampli espectre contra
cancers tals com el de céervix, de mama, colon, pancreatic, d’ovari i de prostata, va ser
considerada inicialment com una bona candidata per esdevenir un farmac antitumoral. De fet,
es tracta de la primera RNasa en entrar a assajos clinics. Va superar amb éxit la fase |, on es va
determinar la dosi optima tolerada per tractar tumors solids [37]. Posteriorment en la fase Il
es va assajar en pacients amb cancer de pulmo de cél lules petites [38], cancer de cél ules
renals [39], cancer de mama [40] i mesotelioma maligne [41]. El fet que I'onconasa provoqués
una disminucié de la progressié del mesotelioma maligne va justificar els estudis posteriors en
fase Il per a aquesta classe de tumor. En la part inicial d’aquesta fase, el tractament amb
'onconasa s’associava a una supervivéncia superior en comparacié amb el tractament amb
doxorubicina [42, 43]. Tot i ser poc immunogénica en humans [44], 'onconasa va presentar
una elevada toxicitat renal a elevades concentracions, encara que reversible en discontinuar el
tractament [45], fet que podria estar relacionat amb la seva elevada estabilitat que la protegiria
de la proteolisi [34]. Malgrat que els resultats obtinguts eren prometedors i la proteina ja
estava en la fase confirmatoria lllb, Alfacell Corporation (avui Tamir Biotechnology,

www.tamirbio.com) va interrompre els assajos en considerar la Food and Drug Administration

(FDA) que l'onconasa no millorava la supervivencia global dels pacients tractats de manera
rellevant [46]. No obstant aixo, 'onconasa manté I'estatus de farmac orfe pel tractament del
mesotelioma maligne no operable [43, 47]. Actualment s’esta assajant I'onconasa en altres tipus
de cancer, com per exemple en el tractament conjunt amb la gemcitabina de I'adenocarcinoma
pancreatic huma [48]. Per altra banda, 'onconasa combinada amb pemetrexed i carboplati es
troba en fase |l d’assajos clinics per al tractament del cancer de pulmé de cél lules petites.
També esta sent testada en assajos preclinics contra virus patogenics com el virus del dengue,
el virus de la febre groga, el coronavirus SARS, el citomegalovirus (CMV) i el virus del

papil loma huma [49].

Existeix una controversia sobre com entra I'onconasa dins la cél {ula. Mentre que uns
estudis afirmen I'existéncia de receptors d’alta i baixa afinitat de I'onconasa a la superficie
celular [50, 51], altres estudis contradiuen la seva existéncia [52]. S’ha suggerit que
l'onconasa, gracies a la seva naturalesa cationica, s’uneix a la superficie cel lular mitjangant

interaccions electrostatiques [53, 54]. Després d’unir-se a la membrana, I'onconasa és
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internalitzada per endocitosi. Una vegada translocada al citosol [50], degrada 'RNA cel ‘lular, ja
que evadeix completament I'accié de I'RI [7, 55]. De fet, la constant de dissociacié del complex
format per I'onconasa i 'Rl és aproximadament 107 vegades més gran que la del complex
format entre 'Rl i 'RNasa A [56]. A més, I'onconasa evadeix completament I'accié de I'Rl in
vivo, ja que s’ha vist que ni incrementant [7] ni silenciant [57] els nivells d’RI s’afecta la seva
citotoxicitat. Un cop ha internalitzat dins la céllula, s’ha descrit que I'onconasa degrada
preferentment els tRNAs, deixant practicament intactes tant 'rRNA com 'mRNA [58], la qual
cosa inhibeix la sintesi proteica i provoca la mort cel lular per apoptosi [59, 60]. No obstant
aixo, cada vegada hi ha més evidéncies que la degradacié dels tRNAs i la inhibicio de la sintesi
proteica no son les Uniques causes d’induccié de l'apoptosi [60-62]. Estudis recents han
demostrat que l'onconasa regula I'expressio de miRNA en linies cel lulars tumorals de
mesotelioma pleural maligne (H2959, H2373 i H2591) i conclouen que I'onconasa controlaria
la proliferacié cel lular, la invasio, la migracié i I'apoptosi a través de la modulacié dels miRNA

[63] o dels seus precursors [64].

Els efectes de I'onconasa difereixen en funcié del tipus celfular. En céllules Hela,
'onconasa indueix l'activacié de la quinasa c-Jun N-terminal (JNK) seguida de I'activacié de la
caspasa 9, la qual activa les caspases executores 3 i 7. En aquesta linia no intervé la caspasa 8
[65]. En canvi, no hi ha diferéncies d’expressié de JNK en la linia cel lular NCI/ADR-RES [66].
La diferencia podria raure en el fet que la funcié de JNK depen de l'estat de p53 (revisat a
[67]), ja que s’ha vist que JNK té un efecte antiapoptotic en cél fules que sén p53- (com és el
cas de les cél lules NCI/ADR-RES [68]), mentre que la funcié de JNK és proapoptotica en
cél lules p53+ (com és el cas de la linia Hela [69]). Altres estudis indiquen que en la linia
cel lular de leucemia HL-60 es produeix l'activacio de proteases de serina juntament amb
aquestes caspases [70], pero en linies celulars de neuroblastoma provoca I'apoptosi
independentment de I'activacioé de les caspases, en un procés similar a l'autofagia [71]. A més,
I'activacio de I'apoptosi per 'onconasa és independent de p53 [60], fet que suposa un avantatge

a I'hora de tractar cél {ules tumorals p53 deficients respecte a molts farmacs genotoxics.

També en funcid del tipus cel fular, I'efecte que exerceix I'onconasa sobre el cicle
cel {ular és diferent. En diferents tipus cel lulars 'onconasa atura la proliferacio cel fular a la
fase Go/G) del cicle cel {ular [32, 62, 72], pero hi ha excepcions. En cél fules NIH/3T3 l'atura a
la fase G2/M del cicle [73], mentre que no altera la proporcié de cél {ules a les diferents fases

del cicle cel lular en cél {ules Jurkat [74] ni en cel fules NCI/ADR-RES [66].
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Tot i que 'onconasa és selectiva per a ceél fules tumorals, el mecanisme que expliqui
aquest fet es desconeix. S’ha apuntat que les céllules tumorals presenten més carregues
negatives sobre la superficie cel fular que les cel lules no tumorals [75, 76] i que, per tant, la
interaccio que facilitaria la posterior induccié de I'apoptosi es donaria gracies a I'atraccio entre

carregues negatives (membrana cel lular) i carregues positives (onconasa).

1.1.1.3. Amfinases

Després del descobriment de I'onconasa, es va purificar una altra RNasa citotoxica
d’oocits de Rana pipiens anomenada amfinasa [77], de la qual se n’han identificat 4 variants. Es
tracta d’'una RNasa homologa de la familia de les RNases pancreatiques, és més basica que
l'onconasa i és la de major pes molecular d’entre totes les RNases de granota. Tot i que
lamfinasa té menys activitat catalitica que I'onconasa, ambdues RNases presenten una
citotoxicitat similar [78]. Sha demostrat que presenta activitat citotoxica i citostatica per a

diferents linies cel fulars tumorals [77, 78] aturant el cicle cel lular en la fase G, [78].

1.1.1.4. Lectines jSBL i cSBL

A part de I'onconasa i les amfinases, s’han purificat altres RNases d’origen amfibi amb
activitat antitumoral, les quals es van obtenir a partir d’oocits de Rana japonica (jSBL) i Rana
catesbeiana (cSBL). Presenten activitat lectina i s’uneixen a cél {ules que contenen acid sialic a la
membrana cel lular [79, 80]. Ambdues RNases presenten les mateixes peculiaritats estructurals
que lonconasa, incloent la distribucid dels quatre ponts disulfur, elevada estabilitat i la
presencia del residu de piroglutamic a I'extrem N-terminal. Aquestes dues proteines
exerceixen la seva activitat citotoxica a través de I'aglutinacio de les cél lules tumorals en lloc

de degradar 'RNA [81].

1.2. Estratégies per aconseguir ribonucleases no naturals

citotoxiques

Molts estudis que s’han realitzat amb la finalitat d’utilitzar les RNases com a agents
terapeutics s’han centrat en aconseguir el seu alliberament al citosol, compartiment cel lular
que, com ja s’ha dit anteriorment, conté 'Rl que és capag d’'unir-se a alguns tipus d’RNases i

inhibir la seva activitat. Les RNases pancreatiques de mamifer sén menys immunogeniques i
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tenen més activitat ribonucleolitica [82], aixi com menys toxicitat renal [83] que I'onconasa.
L’'inconvenient que presenten és que estan fortament inhibides per I'RI (Figura I.1) i per aquest

motiu no son citotoxiques [55].

Figura I.1. Estructura del complex RI-RNasa A. L’inhibidor d’RNases (Rl) es mostra en blau i I'RNasa

A en vermell (codi pdb | DFJ [84]). Imatge obtinguda amb el programa Chimera [85].

Per solucionar aquest problema s’han buscat diferents alternatives no excloents basades
en I'enginyeria de proteines que permetessin a les RNases de mamifer evadir I'accio de I'Rl, les

quals es detallen a continuacié:

I. Disminucié de [Idfinitat per IRI: les RNases que mostren poca afinitat per I'RI
gairebé no es veuen inhibides, essent 'onconasa un exemple paradigmatic, tal i
com s’ha esmentat a I'apartat I.1.1.2. Per aquest motiu, s’han descrit variants de
’RNasa A i 'RNasa pancreatica humana (HP-RNasa) que han estat obtingudes
per mutagénesi dirigida amb I'objectiu d’impedir la unid a 'RI. Per una banda,
s’han canviat els residus que sén importants per a aquesta unié per aconseguir
impediments estérics i/o repulsions electrostatiques [83, 86]. Per altra banda
s’ha provocat la dimeritzacid de la proteina [87-89]. En aquestes variants, la
disminucié de la constant de dissociacié del complex RNasa-Rl incrementa la

seva activitat citotoxica [90].

2. Saturacié de I'RI: la concentracio d’Rl al citosol es troba entre el 0,01-0,1 % de la
proteina total [91]. Si arriba prou quantitat d’RNasa al citosol, les molécules d'RI
lliures poden arribar a exhaurir-se, permetent que aquelles noves molécules
d’RNasa que arribin al citosol puguin degradar sense impediments 'RNA
cel ular. L’activitat citotoxica d’algunes variants d’RNases, les quals estan unides
quimicament o geneticament a un lligand associat a tumor i que in vitro es veuen

inhibides per I'RI, podria explicar-se per aquest mecanisme.
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3. Unié a altres molécules que eviten la captura per I'RI: el citoplasma és un ambient
altament concentrat, per tant, la interaccié que es doéna in vitro no s’ha de
produir necessariament in vivo. En tot cas, si les RNases s’uneixen a altres
molécules, aquest fet els pot permetre modular la seva unid amb I'Rl. Un
exemple d’aquesta estratégia és la de dirigir aquestes RNases cap a nucli,
compartiment lliure d’Rl, en dotar-les d’'un senyal de localitzacié nuclear (NLS),
establint-se una competéncia entre les importines i 'Rl per unir 'RNasa.
Aquests tipus d’'RNases, denominades ND-RNases (acronim de nuclear directed

RNases), es descriuen a continuacio.

1.2.1. PES

PE5 és una variant de ’HP-RNasa que presenta cinc substitucions a 'extrem N-terminal
respecte a 'HP-RNasa (Arg4Ala, Lys6Ala, GIn9Glu, Aspl6Gly i Serl7Asn) [92] i incorpora a
més dues altres mutacions: Gly89Arg i Ser90Arg [10]. Aquests darrers canvis generen en la
seva seqiiéncia tres regions basiques, formades per la Lys| i els clusters d’arginines 31-33 i 89-

91, les quals doten a PE5 d’'un NLS conformacional bipartit no convencional (Figura 1.2) [93].

Figura 1.2. Representacié esquematica de la posicié dels residus que formen ’NLS de PES. Es
remarquen en taronja els residus que formen part de 'NLS conformacional bipartit. Imatge obtinguda amb el

programa Chimera [85].

Tot i que aquests residus estan repartits per tota la seqiiéncia i es troben separats per
més de 90 residus, conformacionalment es troben molt propers en I'espai i la seva disposicio
topologica recorda a la d'un NLS bipartit. Aquest NLS permet a PE5 unir-se a I'a-importina
[93], la qual el dirigeix cap a nucli, i en concret al nucléol, mitjangant un transport actiu
depenent de Ran i GTP [94]. Sha demostrat que degrada preferentment 'RNA nuclear,
deixant 'RNA citoplasmatic intacte [95] i que la presencia d’aquest NLS resulta cabdal tant per
al seu transport a nucli [93] com per a la seva activitat citotoxica [95]. Tot i ser una RNasa
molt sensible a la inhibicio per I'RI, té activitat citotoxica [94] ja que la regié de reconeixement

de Pa-importina se solapa amb la regié de reconeixement de I'Rl. D’aquesta manera, es
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produeix un equilibri entre la forma lliure de PE5 i la forma unida a 'Rl o a I'a-importina,
establint-se una competéncia. Com que PE5 escapa molt poc de I'inhibidor [94], hi haura una
quantitat petita de PES lliure al citosol, que sera captada per I'a-importina. El segrest en el nucli
d’aquesta forma lliure per part de la importina desplacaria I'equilibri PE5-RI del citosol cap a la
forma lliure, permetent de manera progressiva la seva importacié a nucli (revisat a [96])

(Figura 1.3).

a-importina

Figura 1.3. La citotoxicitat de les ND-RNases és el resultat de la competéncia entre 'Rl i I’a-
importina per unir-se a les ND-RNases. Una vegada al citosol, les ND-RNases poden unir-se a I'a-importina o
a I'RI. Lafinitat de les RNases per a ambdues proteines determinara amb quina s’unira principalment. No obstant
aixo, les molécules d’ND-RNases capturades per I'O-importina seran alliberades al nucli i, per tant, al citosol es
produeix un desplagament de I'equilibri que afavoreix la dissociacié del complex PE5-RI. Aixi doncs, les ND-RNases
seran transportades progressivament cap al nucli on podran degradar 'lRNA nuclear. L’inhibidor d’RNases (RI) es
mostra de color taronja (codi pdb | DFJ [84]), PE5 de color lila i I'a-importina de color blau (codi pdb IEE5 [97]).

Les diferents estructures s’han obtingut amb el programa Chimera [85].

In vitro PE5 té una citotoxicitat 5-15 vegades menor a la de I'onconasa per a cél fules
tumorals [66, 94] i en canvi, la seva citotoxicitat sobre cél lules no tumorals de fibroblasts, N1,
és 20 vegades inferior a la de 'onconasa. Aquests resultats semblen indicar que I'especificitat
de PE5 per a les cél {ules tumorals podria ser com a minim igual a la de I'onconasa [66]. A
diferencia de I'onconasa, PE5 té un efecte majoritariament citotoxic per a cél {ules tumorals,

encara que a baixes concentracions també presenta un minim efecte citostatic [66].

S’ha estudiat com PES5 indueix la mort de cellules tumorals NCI/ADR-RES. Aquestes
céllules tractades amb PE5 presenten els signes classics de mort cel lular per apoptosi:
desestabilitzacié de la membrana cel lular, formacié de cossos apoptotics, condensacié de la
cromatina, fragmentacio nuclear, translocacié de la fosfatidilserina i activacio de les caspases 3,
8 9 [66]. L’'apoptosi induida per PE5 en aquesta linia cel lular és independent de Bcl-2 i de Bax
[66]. A més, PE5 també indueix apoptosi a través de la sobreexpressié p2IWAFCPI j |3

subfosforilacid de la forma p46 de JNK [66]. En aquest cas, p2 | WAFCIPI actua com un inhibidor
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no enzimatic de les proteines quinases activades per estres (SAPKs)/JNKs [98]. S’ha vist que en
funcié de I'estat de p53 [67] JNK pot promoure la supervivéncia cel 1ular, ja que intervé en la
proliferacio, transformacié cellular i progressio tumoral o bé pot estar involucrada en
I'apoptosi. Aixi doncs, en cél lules tumorals NCI/ADR-RES PE5 actua a través de p2|WAFI/ICIPI]

inhibint JNK i activant 'apoptosi [66].

La progressio del cicle cel lular es veu aturada durant I'apoptosi induida per PE5 [66]. En
NCI/ADR-RES, PE5 promou I'acumulacio de cél lules en les fases del cicle cellular S i Go/M,
efecte que ve acompanyat d’una disminucié del nombre de cél lules en la fase Go/G, [66]. Per
tant, o bé PE5 atura el cicle en les fases S i G2/M, o bé mata preferentment les cél {ules que es
troben en la fase Go/G|. Aquests canvis en el cicle cel lular vénen lligats a la sobreexpressié de
la ciclina E i de p2IWAFIICIPI [66]. Per una banda, la ciclina E és propia de la fase G, i promou
entrada a la fase S a través de la unié a CDK2. En estudis previs d’altres grups s’ha vist un
increment dels nivells de ciclina E després d’una aturada del cicle en fase S o G2/M [99, 100].
Per altra banda, p2IWAF/CIPI també actua d’inhibidor dual de quinases depenents de ciclines
(CDKs) [101] i de P'antigen nuclear de proliferacié cel lular [102]. Relacionat amb aixo, altres
estudis han demostrat que una sobreexpressié de p2|WAFCPPI genera una aturada del cicle
cel fular en fase G|, G; [103] o S [104]. Per tant, 'augment de I'expressié de la ciclina E i
p2 | WAFI/CIPI en cél fules NCI/ADR-RES tractades amb PE5 explicaria perqué hi ha una major

acumulacié d’aquestes cél ‘lules en les fases S i Go/M.

Aixi mateix, s’ha observat que en cél{ules multirresistents a farmacs antitumorals
(cél lules MDR), com ara les linies NCI/ADR-RES i NCI-H460/R, PE5 és citotoxica, i a més, és
capag de reduir la quantitat de P-glicoproteina (P-gp) acumulada [105]. També s’ha demostrat
que PE5 és sinergica amb la doxorrubicina en cel lules NCI/ADR-RES [105]. La P-gp és una
glicoproteina situada a la membrana cel {ular que pertany a la familia dels transportadors ABC
(ATP binding cassette transporters) i pot expulsar de l'interior cellular un ampli espectre de
farmacs antitumorals donant lloc a I'aparicié del fenotip MDR. S’ha postulat que la reduccié de
P-gp induida per PE5 podria estar relacionada amb la disminucié observada de la fosforilacié de
JNK [66], que al seu torn podria disminuir I'expressié del gen de la P-gp (mdrl). La relacio
entre JNK i P-gp es troba en el fet que JNK fosforila i activa c-Jun, que juntament amb c-Fos,

formen el factor de transcripcié AP-1, el qual pot unir-se al promotor de mdrl [106].
Un dels avantatges que presenten les RNases és que els seus efectes sén pleiotropics,
aixo vol dir que poden interferir en multiples vies i processos biologics. Precisament a causa

d’aquests efectes tan diversos és dificil establir un mecanisme de citotoxicitat per a les RNases
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antitumorals. Tot i aixO, estudis realitzats mitjangant microarrays de cDNA huma per
determinar el patré d’expressio génica de célfules NCI/ADR-RES tractades amb PE5 han
mostrat que s’indueix I'expressid diferencial de 647 gens, els quals s’agrupen en diferents
categories en fer una analisi d’ontologia génica [107, 108]. D’aquestes categories, les més
importants per explicar el mecanisme de citotoxicitat exercit per PE5 sén metabolisme de
lipids i carbohidrats, resposta a l'estrés i adhesid6 i migracid cellular. PE5 disminueix
especialment I'expressid de gens que formen part de rutes metaboliques que es troben
desregulades en les cél lules tumorals (glucolisi, sintesi i degradacié de lipids i vies de sintesi
d’aminoacids). Aquesta disminucié ve ajudada per la subexpressié d’oncogens i sobreexpressio
de gens supressors de tumors que actuen sobre I'expressié dels gens que codifiquen pels
enzims de les rutes metaboliques de les biomolécules esmentades [107, 108]. Aixi mateix, PE5
incrementa I'expressio de gens involucrats en I'eliminacié d’espécies reactives d’oxigen (ROS) i
disminueix I'expressié de gens associats a I'adquisicid de resisténcia a multiples farmacs (MDR)
[107, 108]. Aquests resultats concorden amb les dades obtingudes a partir de ['estudi
d’expressio dels miRNAs en cél {ules tractades amb PE5 on s’ha vist que aquest potencial
farmac provoca la disminucié de I'expressié de miRNAs relacionats amb el desenvolupament i
progressio del tumor, amb la quimioresistencia i amb el descontrol del metabolisme. Aquests
canvis en els miRNAs, juntament amb els canvis d’expressio dels mRNAs, explicarien el

mecanisme de citotoxicitat de PE5 [107].

1.2.2. NLSPES5 i PEIO

A partir de PE5 s’han construit noves ND-RNases per millorar-ne les propietats. Per
aconseguir que un farmac antitumoral pugui ser utilitzat amb finalitats terapéutiques, és
desitjable que a banda de ser selectiu per a les cél lules tumorals generi la minima resposta

immunologica.

Per disminuir la immunogenicitat de PE5 es va construir PEIO, una variant en la qual es
van revertir tres canvis introduits a I'extrem N-terminal de 'HP-RNasa (posicions 9, 16 i 17),
els quals no participen en la formacié de 'NLS [109]. Aquesta nova variant té la mateixa
citotoxicitat, estabilitat térmica, eficiéncia catalitica i habilitat per evadir 'Rl que PE5 [109].
PEIO presenta una sequiéncia molt més propera a I'HP-RNasa conservant les mateixes

propietats que PES5.

Per augmentar la citotoxicitat de PE5, es va decidir incrementar la seva eficiéncia

d’entrada a nucli a través de la insercié d’una nova seqiiéncia NLS a I'extrem N-terminal [109].
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La seqiiencia NLS escollida va ser la de I'antigen T gran del virus SV40, la qual se sabia que
s’unia de manera eficient a I'a-importina [I10]. La nova variant, anomenada NLSPE5, és deu
vegades més citotoxica que PE5 [109]. Tot i que in vitro escapa lleugerament de I'Rl, in vivo,
molt probablement, queda inhibida ja que és incapag de degradar 'RNA citosolic [109], fet que
també demostra que la seva citotoxicitat depén de la capacitat de degradar 'RNA nuclear
[109]. S’ha pogut comprovar que els efectes d’NLSPES sobre les cél lules tumorals sén analegs
als de PE5 en la linia cel fular NCI/ADR-RES. En aquesta linia, NLSPE5 indueix un increment de
dues vegades els nivells de p2IWAFI/CIPI j ciclina E, deixant la ciclina D, inalterada [109]. Aixi
mateix, la proporcio de cél lules apoptotiques primerenques i tardanes a diferents temps
d’incubacio és del mateix ordre que PE5 [109]. Finalment, NLSPE5 activa les procaspases 3, 8 i

9, seguint el mateix patré que PE5 [109].

1.3. Apoptina

L'apoptina és una proteina petita codificada en el genoma del virus de I'anémia del
pollastre (CAYV, sigles en anglés de chicken anémia virus), el qual pertany a la familia Circoviridae

del génere Gyrovirus.

El genoma de CAV conté tres marcs de lectura solapats que donen lloc a un RNA
policistronic que codifica per a tres proteines diferents [I11-114], les quals s’expressen en
cél {ules infectades pel CAV [I13, 114]. VPI correspon la proteina de 51 kDa que constitueix
la capsida viral [I15]. VP2 és una fosfatasa de 24 kDa, la qual es creu que intervé en el procés
de replicacio viral [116] i en 'assemblatge de la capsida viral [I17]. VP3 o apoptina és una
proteina de 14 kDa i que no té una funcid clara. S’ha vist que I'apoptina indueix la mort
celular en diversos tumors humans [118, 119]. Aquesta citotoxicitat és selectiva per a
ceél lules tumorals [120], ja que l'apoptina provoca la mort cel {ular en més de 70 linies
cel lulars tumorals, d’entre les quals es troben linies de tumors humans com per exemple el
melanoma, hepatoma, limfoma, etc., mentre que les céllules no tumorals, tals com les
endotelials, hepatocits o cel lules mare hematopoétiques, sembla que no es veuen afectades

[118, 119].

1.3.1. Estructura primaria

L’apoptina esta formada per 121 aminoacids i no presenta homologia de seqliencia amb

cap altra proteina coneguda [112]. L’extrem C-terminal conté un NLS bipartit: 'NLS| comprén
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els residus 82-88 i I'NLS2 els residus I11-121 [I21, 122]. A més, presenta un senyal
d’exportacié nuclear (NES) reconegut per I'exportina | (CRMI) [123, 124] format pels residus
97-105 (Figura 1.4). L'apoptina presenta un lloc de fosforilacid (Thr108) adjacent al NES el qual
regula la seva funcionalitat. L’extrem N-terminal presenta una sequéncia rica en leucines (LRS)
que abasta els residus 33-46, la qual esta involucrada en P'acumulacié nuclear [123] i en la
multimeritzacié de I'apoptina, aixi com en la interaccié amb altres proteines [I18, 125]. Es
interessant destacar que l'apoptina pot formar multimers globulars compostos per 30-40
monomers units per enllagos no covalents a través del domini de multimeritzacié present en

extrem N-terminal [126, 127] (Figura |.4).

Domini .
A Domini d,i:]i';; ;O"_",“'
de multimeritzacié unioa
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Figura |.4. Estructura primaria de Papoptina. A. Es veuen representats els dominis clau de 'apoptina:
LRS (seqliencia rica en leucines), NLSI i NLS2 (senyal de localitzacié nuclear bipartit), NES (senyal d’export
nuclear), lloc de fosforilacié Thr108, aixi com un domini d’'unié a SH3. B. Seqiiéncia de I'apoptina amb indicacié dels

residus que formen els dominis esmentats abans.

1.3.2. Mecanisme d’induccié de I’apoptosi

La selectivitat per a cél lules tumorals de I'apoptina és depenent de la seva localitzacio
subcel Jular. L’apoptina en cél lules tumorals es troba al nucli, mentre que en céllules no
tumorals es troba majoritariament en el citosol [121]. Diferents dades experimentals indiquen
que aquesta localitzaci6 depén de I'NLS bipartit i del NES que es pot inactivar per la
fosforilacié de la Thr108. Aquesta fosforilacié sembla impedir el reconeixement del NES per
part de CRMI [121-123]. El NES és inactiu només en cél {ules tumorals, ja que la fosforilacio
de la Thr108 depen de la presencia de determinades quinases que es troben sobreexpressades
només en cel fules tumorals [121, 122]. Atés que en cél lules no tumorals el NES és actiu, tot i
I'entrada d’apoptina al nucli, aquesta és enviada de nou al citoplasma [123] on és degradada pel
proteasoma [123, 125, 128]. S’han descrit dues quinases implicades en aquest procés, CDK2

[124] i PKCP [129], que fosforilen especificament la posicié 108 adjacent al NES.
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Alguns estudis han mostrat que la substitucié de la Thr108 per altres residus no afecta
en gran mesura la localitzacié de la proteina al nucli en cél lules tumorals [130]. Tot i aixo, s’ha
descrit que la funcié de la Thr108 pot ser assumida per alguna de les treonines en les posicions
106 i 107 [131]. Per altra banda, s’ha demostrat que aquesta proteina presenta dos dominis
inductors de I'apoptosi, on el domini N-terminal (residus 1-69) és independent de la
fosforilacié per generar apoptosi [121]. Aixi doncs, la fosforilacid de la Thr108 seria necessaria
només per a la induccié d’apoptosi per part del domini C-terminal (residus 70-121) [121, 122,
130]. Tanmateix, I'apoptosi exercida per cada domini per separat és menys potent que la de

I'apoptina sencera [121].

1.3.3. Estratégies per millorar I’eficiéncia d’internalitzacié de

I’apoptina en cél-lules tumorals

Gracies a la capacitat de matar selectivament les cél fules tumorals, s’han realitzat
multiples estudis per tal d’usar I'apoptina com a farmac antitumoral (revisat a [I31, 132]).
Tanmateix, la seva entrada eficient en cél lules tumorals segueix sent un repte, sobretot per la

seva tendéncia a formar agregats.

Actualment, la utilitzacié de vectors virals és el métode més utilitzat per introduir
I'apoptina a l'interior cel lular. Per exemple, la transfeccié del gen de I'apoptina mitjangant
vectors adenovirals inhibeix la progressid6 del tumor en models murins [I33]. De totes
maneres, 'elevada resposta immunologica enfront dels adenovirus [134, 135] fa que aquesta
estratégia no sigui la més indicada per ser aplicada en clinica. També s’han desenvolupat
meétodes no virals, a través de la utilitzacié de soques bacterianes [136, 137], o bé per injeccio
intratumoral [138] o per electroporacié [139]. Malgrat tot, una expressié¢ temporal com a
consequiencia d’aquests métodes disminueix la seva eficiencia. A més, aquest tipus d’estratégia

implica la mutagenesi per insercio en les cél lules transfectades.

Per dltim, s’ha plantejat que una manera alternativa per tal que I'apoptina pugui entrar
dins les cel ules sigui en la forma proteica, fusionant-la a una proteina que li permeti travessar
la membrana cel lular. Un exemple és la fusié del domini 4 de la proteina de transduccié
(PTD4) a l'apoptina, la qual in vivo inhibeix la progressid de diferents tipus de tumors
xenoimplantats sense afectar cél fules no tumorals malgrat que també s’hi localitza la proteina
[140]. A més, PTD4-apoptina és sinergica amb altres agents quimioterapeutics com la
dacarbacina [141]. Tot i aixo, com ja s’ha dit anteriorment, I'apoptina salvatge té una enorme

capacitat de formar agregats, fet que dificulta no només la seva internalitzacio, sin6 també la
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purificacié. Per aquest motiu, Ruiz-Martinez i col laboradors del nostre grup de recerca han
dissenyat una variant soluble de I'apoptina, anomenada H¢-ApopAProALeu, a la qual se i han
eliminat els residus 1-43 creant d’aquesta manera una variant de l'apoptina que manté
practicament les mateixes propietats citotoxiques que |'apoptina salvatge, tant si és
administrada a través d’un sistema de transfeccié o exogenament (Ruiz-Martinez et al. enviat a
publicacié). A més, s’ha demostrat que Hes-ApopAProALeu és una proteina IDP (intrinsically
disordered protein) i, per tant, es tracta d’'una proteina desestructurada (Ruiz-Martinez et al.

enviat a publicacid).






2. OBJECTIUS






OBJECTIUS

En el camp de la biomedicina i dins del desenvolupament d’agents antitumorals, és
important obtenir farmacs citotoxics que siguin selectius per a cél lules tumorals, pero és tant
o més important conéixer els mecanismes responsables d’aquest fet. En base a aquest
coneixement, es poden establir els fonaments que serviran, en un futur, per obrir noves vies al
desenvolupament de farmacs més selectius i que generin menys resisténcies. Les RNases son
potencialment citotoxiques per la capacitat de degradar 'RNA amb el consegiient silenciament
de I'expressio genica i, per tant, de la induccié de la mort cel {ular. Tanmateix, moltes de les
RNases pancreatiques naturals no manifesten activitat citotoxica de manera natural. L’'HP-
RNasa ha sigut proposada com a candidata a ser modificada per esdevenir farmac antitumoral a
causa: i) del seu origen huma, que permet pensar en una baixa immunogenicitat, ii) de
presentar in vivo una retencié renal menor i tenir mil vegades més activitat ribonucleolitica que
altres RNases citotoxiques com I'onconasa. Una de les estratégies de modificacio utilitzades
per dotar de citotoxicitat 'HP-RNasa ha estat la introduccié en la seva seqliencia d’'un senyal
de localitzacié nuclear (NLS) aconseguint les anomenades RNases dirigides a nucli (ND-

RNases). Les més estudiades han sigut PE5 i NLSPES.

Els dos objectius principals d’aquest treball han sigut:

I.  Analitzar la selectivitat de PE5 i NLSPE5 per a linies cel {ulars tumorals.

2. Incrementar aquesta selectivitat fusionant a RNases citotoxiques (PE5 i PEI0)
determinants que permetin retenir-les al nucli de les céllules tumorals i

alliberar-les al citosol en les no tumorals on haurien de ser inhibides.

Per aconseguir aquests objectius s’han proposat els seglients subobjectius:

I. Determinar quins mecanismes moleculars son responsables de la induccio de
mort cel fular en linies cel fulars no tumorals tractades amb PE5 o NLSPES i
comparar-los amb els que es donen en les linies tumorals tractades amb les

mateixes proteines.

2. Construir un conjunt de variants de PE5 i PEI0 que cadascuna d’elles incorpori,
a l'extrem N- o C-terminal, una combinacié entre un senyal d’exportacio
nuclear i una diana de fosforilacié reconeguda per quinases sobreexpressades en
cél lules tumorals. La finalitat sera identificar parelles NES/diana que facin que el

NES sigui regulable per fosforilacié. Aquests NES seran actius en cél lules no
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tumorals desplagant 'ND-RNasa fora del nucli i inactius en cél lules tumorals

permetent la seva acumulacié al nucli.

Construir una proteina de fusié entre PEIO i una variant soluble de I'apoptina,
amb la finalitat de situar la seva sequéncia NES juntament amb el lloc de
fosforilacié en el context proteic en queé es troben dins la proteina sencera tal i
com es déna de manera natural, per tal de dotar la nova ND-RNasa de la

selectivitat de I'apoptina.
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3.1. Material biologic

3.1.1. Soques bacterianes

3.1.1.1. Escherichia coli DH5a

Aquesta soca ha sigut utilitzada en tots els processos de clonatge ja que presenta una
elevada taxa de transformabilitat, a més del genotip hsdR[7(rk-mk+), que li proporciona la
capacitat de metilar el DNA propi i alhora lincapacita de destruir qualsevol DNA fora.
Aquesta caracteristica és essencial per tal d’obtenir el DNA que sera utilitzat com a motlle a
les reaccions de mutagenesi dirigida per oligonucleotid, atés que ha d’estar metilat a la
sequliencia reconeguda per I'enzim de restriccié Dpnl [142].

Genotip: F-, 080AlacZAM|5, A(lacZYA-argF), U169, deoR, recAl, endAl, hsdR|7(rk- mk+),
phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl

3.1.1.2.  Escherichia coli BL21(DE3)

S’ha usat aquesta soca per a I'expressio de les diferents proteines recombinants que
s’expressen sota el control del promotor de 'RNA polimerasa de T7. La soca presenta la
particularitat que el gen int del genoma bacteria porta inserit el profag DE3 (derivat del fag A).
Conseqiientment, el gen int bacteria resta inactivat, i per tant, el profag DE3 no es pot escindir
del genoma ni tornar-se a integrar, de manera que roman com a lisogen estable. El profag DE3
conté el promotor lacUV5, un fragment inicial del gen lacZ i el gen que codifica per 'RNA
polimerasa de T7. En aquestes condicions, I'inic promotor capa¢ d’induir la transcripcié de
'RNA polimerasa de T7 és el promotor lacUV5, el qual és induible amb IPTG. En afegir IPTG a
un cultiu d’aquesta soca en fase exponencial de creixement, es transcriu 'RNA polimerasa de
T7, la qual transcriu el gen que ha estat clonat darrera del promotor reconegut per aquesta
polimerasa [143].

Genotip: F—, ompT-, hsdS(rB— mB-), dem+, gal, A(DE3), lon-

3.1.1.3. Escherichia coli Rosetta™ 2(DE3)

Rosetta és la denominacié d'una serie d’hostes d’expressid creats a partir de la
transformacio de la linia BL21(DE3) d’E. coli amb el plasmidi pRARE. Aquest vector codifica per

a set tRNAs que reconeixen set codons de baixa frequéncia d’Us a E. coli (AGA, AGG, AUA,
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CUA, GGA, CCC i CGG), pero comuns en cellules eucariotes. Aquesta soca permet
augmentar els nivells d’expressio de proteines, el gen de les quals presenta aquests codons
[144]. El vector pRARE incorpora un gen de resisteéncia a cloramfenicol com a marcador de
seleccid. Aquesta soca va ser utilitzada per millorar 'expressio del mutant PEIO_HIV_CDK2.

Genotip: F-, ompT, hsdSB(rB- mB-), dem, gal, A(DE3), pRARE (CamR)

3.1.2.Vectors

3.1.2.1. pONC

pONC és un vector derivat del plasmidi pET22b(+) que porta clonat el gen de

'onconasa fusionada a la seqliéncia senyal pelB d’exportaciéd periplasmatica [86].

3.1.2.2. pM5
Aquest plasmidi porta clonat un gen el qual és un hibrid format a partir dels gens de la
BS-RNasa (residus | a 20) i PHP-RNasa (residus 21 a 128) [92]. Com a resultat, el gen de la
variant, anomenada PM5, de 'HP-RNasa presenta cinc mutacions: Arg4Ala, Lys6Ala, GIn9Glu,

Aspl6Gly and Ser|7Asn. El gen de PM5 es troba flanquejat a I'extrem 5’ per un fragment del
plasmidi pET |7 i per un fragment del plasmidi pET22 a 'extrem 3’.

3.1.2.3. pES

pE5 és un vector derivat de pET17b que conté una variant de PM5 a la qual se li han

introduit les mutacions Gly89Arg i Ser90Arg per mutagenesi dirigida [94].

3.1.2.4. pNLSPE5

pNLSPE5 és un vector derivat de pET |7b que conté el gen de PES fusionat a un NLS de
lantigen T gran del virus SV40 a 'extrem 5’ [109].
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3.1.2.5. pEIO

Es tracta d’'un vector derivat de pES que conté una variant del gen de PE5 en el qual tres
residus de I'extrem N-terminal s’han revertit als de I'HP-RNasa salvatge (GIn9Glu, Asp16Gly i
Serl7Asn) [109].

3.1.2.6. pET-28ApopAProALeu

Aquest vector derivat de pET28a conté el gen truncat de l'apoptina, al qual se li ha
escindit la seqliencia que codifica per als residus 1-43 de I'apoptina salvatge, eliminant d’aquesta
manera la regié de multimeritzacié (Ruiz-Martinez et al. enviat a publicacio). A més, a I'extrem
5’ del gen truncat de 'apoptina hi ha una regié que codifica per a sis histidines, la qual s’utilitza
per a la seva purificacié per cromatografia d’afinitat (IMAC). Per a la construccié de pET-
28ApopAProALeu es va utilitzar el gen de I'apoptina salvatge [145] que estava inserit en un
vector anomenat pCMV-Apoptin, amablement cedit per la professora Malvash Tavassoli (King’s

College, UK).

3.1.3. Linies cel-lulars eucariotes i condicions de cultiu

En aquest treball s’han emprat les linies cel lulars que es detallen a la Taula 3.1. La linia
de cancer de pulmé huma NCI-H460 i la linia cel lular de cancer d’ovari huma OVCAR-8 es
van obtenir del diposit de linies cel lulars tumorals del National Cancer Institute-Frederick
(tumor repository-USA). La linia cel {ular de cancer de pulmé huma fenotip MDR, NCI-
H460/R, va ser cedida amablement pel Dr. Sabera Ruzdiji¢ de I'Institute for Biological Research
(Belgrad, Serbia). La linia cel lular de cancer d’ovari huma fenotip MDR, NCI/ADR-RES (abans
anomenada MCF-7/Adr) [146], va ser cedida amablement pel Dr. Ramon Colomer de PInstitut
Catala d’Oncologia de Girona, Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta (Girona, Espanya). La
linia cel fular limfoblastica de limfocits T humans, Jurkat, la linia cel lular de cancer de cérvix
huma, Hela, les linies cel {ulars de cancer de mama MCF-7 [147], SK-BR-3 [148] i MDA-MB-
231 [149], la linia celdular de queratinocits humans, HaCaT, i la linia cel {ular humana de
fibroblasts de colon normals, CCD-18Co, es van obtenir d’Eucellbank, (Universitat de Barcelona,
Barcelona, Espanya). La linia cel fular humana embrionaria de ronyé HEK-293 i la linia cel fular
humana de fibroblasts de teixit epitelial, I1BR.3.G, es van obtenir de 'European Collection of

Cell Cultures (ECACC, Porton, UK).
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Taula 3.1. Caracteristiques generals de les linies cel {ulars que apareixen en aquest treball.

Organisme Tipus cel {ular Organ Morfologia  Creixement Tumoral
Glandula
SK-BR-3 Homo sapiens | Adenocarcinoma Epitelial Adherent Si
mamaria
MDA-MB- Glandula
Homo sapiens | Adenocarcinoma Epitelial Adherent Si
231 mamaria
Glandula
MCF-7 Homo sapiens | Adenocarcinoma Epitelial Adherent Si
mamaria
OVCAR-8 | Homo sapiens | Adenocarcinoma Ovari Epitelial Adherent Si
NCI/ADR-
RES Homo sapiens | Adenocarcinoma Ovari Epitelial Adherent Si
Carcinoma de
NCI-H460 | Homo sapiens Pulmo Epitelial Adherent Si
cél fules grans
NCI- Carcinoma de
Homo sapiens Pulmo Epitelial Adherent Si
H460/R cél ules grans
Cervix
HelLa Homo sapiens | Adenocarcinoma ; Epitelial Adherent Si
uteri
Sang
Jurkat Homo sapiens Limfocit T Limfoblast Suspensio Si
periferica
Queratinocits
HaCaT Homo sapiens Pell Poligonal Adherent No
immortalitzats
Ceél ules
HEK-293 Homo sapiens Ronyé Epitelial Adherent No
embrionaries
Fibroblasts
IBR.3.G. Homo sapiens Pell Fibroblast Adherent No
transformats
CCD-
18C Homo sapiens Miofibroblasts Colon Fibroblast Adherent No
o

3.2. Meétodes microbiologics

3.2.1. Medis de cultiu

Pel creixement i propagacié de les diferents soques bacterianes s’han utilitzat els medis
de cultiu LB (Luria-Bertani) i TB (Terrific Broth). El medi LB s’ha utilitzat de manera general en
el creixement de les soques, mentre que el medi TB, molt més ric i que permet un creixement
cel lular molt elevat, s’ha utilitzat per a I'expressié de I'onconasa. La composicié per un litre de

cada un d’ells és la seglient:
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Medi LB

Triptona I0g
Extracte de llevat 5¢g
NaCl 10g

S’enrasa a un volum final de | litre amb aigua destil lada. Seguidament s’ajusta el pH a 7,2
amb NaOH i després s’esterilitza a 'autoclau durant 20 min a 121 °C. Per a I'obtencié de medi

solid per plaques de cultiu s’afegeix 15 g d’agar per litre de medi (1,5% final).

Medi TB

Triptona 12¢g
Extracte de llevat 24¢
Glicerol (80%) 4 ml
Fosfat potassic monobasic 230¢g
Fosfat potassic dibasic 12,50 g

La triptona, I'extracte de llevat i el glicerol es dissolen en 900 ml d’aigua destil lada,
mentre que les sals es dissolen en 100 ml. Les dues solucions s’esterilitzen per separat a
lautoclau durant 20 min a 121 °C. Una vegada estérils, les diferents solucions es reuneixen,

mantenint les condicions d’esterilitat necessaries.

3.2.2. Antibiotics

A continuacid es detallen com s’han preparat els estocs d’antibiotics per suplementar els

medis de cultiu.

Ampicil‘lina. Antibiotic de seleccid de les cel lules que contenen plasmidis derivats de
pETI7b i pET22b(+). Es prepara en una solucié estoc 100 mg/ml en aigua destil fada. Una
vegada preparada aquesta solucio, s’esterilitza per filtracié (0,22 pm de diametre de porus) i es
guarda aliquotada a -20 °C. Per al seu Us, la solucié mare s’addiciona al medi en condicions

esterils a una concentracié de treball de 100 pg/ml.

Kanamicina. Utilitzat per seleccionar cél lules que contenen vectors derivats de pET28.
Es prepara en una solucié estoc de 50 mg/ml en aigua destil ada, s’esterilitza per filtracié i es

guarda aliquotada a -20 °C. La seva concentracio6 de treball és de 50 pg/ml.
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Cloramfenicol. En transformar la soca Rosetta™ 2(DE3) amb el vector corresponent, a
part del marcador de seleccié del plasmidi, s’ha d’afegir cloramfenicol com a antibiotic de
seleccio especific del vector pRARE. El cloramfenicol es prepara com a una solucié estoc de 35
mg/ml en etanol. Una vegada preparada la solucié6 es guarda aliquotada a -20 °C. La

concentracio de treball és de 35 pg/ml.

3.2.3. Cultius liquids de soques bacterianes

El volum del medi de cultiu ha de ser sempre com a maxim |/5 part de la capacitat del
flasco. Els cultius de menys de 10 ml s’han preparat sempre a partir d’una colonia unica aillada
en placa de Petri o bé d'un glicerinat. Per a cultius de volum superior sempre s’ha fet créixer
abans un preinocul de volum adequat, referit normalment com a cultiu overnight (O/N), per
després afegir-lo al medi de cultiu a una relacié 1:100 (inocul:medi). El temps d’incubacié dels
cultius O/N ha estat sempre d’entre 12 i 15 h. No s’han realitzat incubacions de més durada ja
que pot veure’s reduida la poblacié de cél {ules portadores del vector d’interés, a favor de la
poblacio de ceél lules sense vector. Tot els cultius s’han incubat a 37 °C i en agitacié constant

d’entre 180 i 250 rpm.

3.2.4. Manteniment de les soques

Per al manteniment a curt termini (dues setmanes aproximadament) de les soques d’E.
coli, es cultiven en plaques de Petri amb medi LB. Un cop sembrades, les plaques s’incuben en
posicid invertida a 37 °C durant una nit fins que les colonies siguin visibles i després es guarden

a 4 °C segellades amb parafilm, també en posicio invertida.

Per a la conservacio a llarg termini s’inocula una colonia de la soca desitjada en 10 ml de
medi LB i s’incuba a 37 °C en agitacio (250 rpm) O/N, es barregen en un tub Eppendorf esteéril
800 pl del cultiu saturat i 200 pl d’'una solucié de glicerol 80% esterilitzada a I'autoclau (15%

final). Shomogeneitza i es guarda a -80 °C.

Per inocular un cultiu a partir d’'un d’aquests estocs congelats, es toca la superficie del
glicerinat (superficialment descongelat) amb una nansa de Kolle, esterilitzada a la flama, i es
realitza una estria en medi solid. Posteriorment, un cop crescudes les colonies, se’n selecciona
una i s’inocula a un nou medi liquid. El glicerinat es retorna al congelador sense que s’hagi

deixat descongelar completament.

30



MATERIALS | METODES

3.3. Cultiu de cél {ules eucariotes

3.3.1. Medis i condicions de cultiu

Les cél fules NCI-H460 es cultiven rutinariament a 37 °C en una atmosfera humidificada
amb un 5% de CO; en medi RPMI (Gibco, Alemanya) suplementat amb un 10% d’FBS (Gibco,
Alemanya), 50 U/ml de penicil lina i 50 U/ml d’estreptomicina (Gibco, Alemanya). La resta de
linies cel fulars emprades en aquest treball es cultiven rutinariament a 37 °C en una atmosfera
humidificada amb un 5% de CO; en medi DMEM (Gibco, Alemanya) suplementat amb un 10%
d’FBS (Gibco, Alemanya), 50 U/ml de penicildina i 50 U/ml d’estreptomicina (Gibco,
Alemanya). Periodicament s’han realitzat controls per comprovar 'abséncia de contaminacio

per Mycoplasma.

Per tal de preparar els medis suplementats amb FBS i els antibiotics es descongela el
serum bovi fetal préviament inactivat i dispensat en vials de 50 ml i es tempera el medi DMEM
o RPMI (500 ml). S’hi addicionen 50 ml de sérum bovi fetal inactivat i 5 ml de solucié estoc de

penicil lina-estreptomicina.

3.3.2. Expansié de linies cel:lulars de creixement adherent

Quan les cel lules arriben a condicions de confluencia es procedeix a subcultivar per a

assegurar-ne el seu creixement exponencial.

Per a les linies de creixement adherent, els cultius s’han subcultivat en un estat de
semiconfluéncia d’entre el 75 i el 90%. Si es dilueixen més tard, el fenomen d’inhibicid per
contacte entre les cél lules atura el seu creixement i, finalment, condueix a la seva mort. Si se
subcultiven abans, s’obté una fase de laténcia més llarga de la normal, alentint-se I'establiment

del cultiu. Les caracteristiques de creixement varien per a cada linia cel fular.

El primer pas per al subcultiu de cél lules que creixen en monocapa és desenganxar-les
del substrat mitjangant un tractament amb tripsina. La suspensié de cél lules resultant pot ser

subdividida o diluida tot seguit en medi fresc.

Inicialment s’elimina el medi vell amb una pipeta estéril, es renta la monocapa de

cél lules adherides al flasc6 amb 10 ml de PBS (Gibco, Alemanya) esteéril per tal d’eliminar les
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restes de FBS del medi, les quals actuarien inhibint I'accié de la tripsina, i s’afegeix la solucio de
tripsina-EDTA Ix (Gibco, Alemanya) a 37 °C fins que cobreixi la monocapa de cellules
adherida a la superficie del flascé (~3 ml per a flascons de cultiu de 75 ml). S’incuba el flasco a
37 °C i 5% CO,, controlant regularment al microscopi el moment en que les cél fules deixen
d’estar adherides. Una vegada les cél lules s’han deslligat de la superficie del flasco, s’afegeix 9
ml de medi complet fresc i temperat a 37 °C, pipetejant la suspensié de cél {ules repetidament.
Aquesta accié6 mecanica permet dissociar les cél lules que encara romanen lligades entre elles
o a la superficie del flasco. En aquest punt es pot realitzar la dilucid que correspongui en nous
flascons i s’incuba en un incubador saturat de vapor d’aigua a 37 °C i 5% CO, Per a la simple
propagacio del cultiu cal subcultivar cada vegada que les cel lules assoleixin la preconfluéncia,

que sol ser cada 3-4 dies.

3.3.3. Congelacié i descongelacié de les linies cel-lulars

Per a la congelacié de les linies cel lulars primerament s’aspira el medi del flascé amb
cél lules crescudes fins a un 80% de confluéncia, i si son cél fules adherents, es desadhereixen
mitjangant un tractament amb tripsina. Després, se centrifuguen 5 min a 405 xg i s’elimina el
sobrenedant. A continuacid, es resuspen el sediment amb el volum necessari de medi fred per
tal de tenir 2-4 x106 cél lules/ml. En un criotub es posen 900 pl de medi amb cél lules i s’hi
afegeix tot seguit 100 pul de DMSO (Sigma, EUA). Cal tenir en compte que els agents
crioprotectors, malgrat ser imprescindibles en el procés de congelacio, son altament toxics per
a les cél {ules a temperatura ambient i a concentracions superiors al 2%. Per aquest motiu és
aconsellable realitzar la congelacié i descongelacié amb la maxima rapidesa possible per tal de
garantir-ne la viabilitat cel lular. Shomogeneitza i es congela en un diposit de congelacid
gradual d’isopropanol a -80 °C durant 24 h. Es transfereixen els vials a un tanc de nitrogen

liquid per a una conservaci6 a llarg termini.

Per tal de recuperar les cél lules congelades i minimitzar I'efecte de la mort cel {ular és
imprescindible fer una sembra a una alta densitat. S’agafa el vial del recipient de nitrogen liquid,
i es colloca en un bany d’aigua préviament temperat a 37 °C. Quan les cél fules s’acaben de
descongelar, a fi de minimitzar el contacte amb el DMSO, es transfereix rapidament el
contingut del vial a un tub de centrifuga esteril que conté 10 ml de medi fresc. Se sembren les
cel lules en un flascd T75 i s’incuba a 37 °C en una atmosfera del 5% CO; durant 24 h. Passat
aquest temps, es controlen els cultius 24 h per tal d’assegurar que les cél lules s’han adherit a
la superficie del flasco i que evolucionen correctament. Es canvia el medi per tal d’eliminar el

DMSO.
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3.3.4. Recompte del nombre de cél-lules

El recompte cel fular es porta a terme mitjangant la utilitzacid del blau tripa a I'l%
(Sigma, EUA) en cambra de Neubauer. Les cél 1ules vives apareixen refringents i clares, mentre
que les mortes s’observen tenyides de blau. Aixo es deu a que el colorant no pot penetrar a

les cel {ules vives, mentre que si que ho pot fer a les mortes.

Es tripsinitzen les cél {ules i s’afegeix la suspensio cel ‘lular a un tub estéril de centrifuga,
se centrifuga 10 min a 405 xg i es resuspenen les cél {ules amb 5 ml de medi de cultiu. Es
prepara un Eppendorf amb 40 pl de blau tripa 0,1% i 10 pl de suspensié cel lular assegurant
una perfecta homogeneitzacid de la suspensid per evitar alteracions en el resultat del
recompte. Es prepara I'hemocitometre (Cambra de Neubauer) amb la col locacié d’un
cobreobjectes i s’aplica la mostra sota el cobreobjectes per capil laritat. Finalment, es disposa
’hemocitometre al microscopi invertit i es recompten les céllules que apareixen als 4

quadrants, els quals a la vegada estan subdividits en 16 quadrats.
Per obtenir la concentraci6 de cél lules s’aplica la formula segiient:

nXFD
|4

On N és el nombre de cél {ules per ml, 7 és el nombre mitja de cél lules per quadrant, FD és el

factor de dilucié en afegir el blau tripa i V és el volum del quadrant (ml).

3.4. Tecniques de DNA recombinant

3.4.1. Obtencié de DNA plasmidic (Miniprep)

En aquest treball s’ha utilitzat el kit comercial QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen)
seguint el protocol que descriu la casa comercial. Breument, es transfereix 1,5 ml d’un cultiu
de nit de ceél fules transformades amb el vector d’interés a un tub Eppendorf, se centrifuga a
20.500 xg durant 30 s i s’elimina el sobrenedant per aspiracié. Es repeteix el procés tres
vegades i es resuspén el sediment amb 250 pl de solucié de resuspensié. En aquest pas es
produeix el trencament de les ceél fules i I'eliminacié del RNA. S’afegeixen 250 pl de solucio de

lisi cellular. La solucié esdevé viscosa i lleugerament clara a causa de la desnaturalitzacié del
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DNA. A continuacié s’afegeix 350 pl de solucié neutralitzadora. En aquest punt la solucié es
torna térbola i blanquinosa a causa de la precipitacié del DNA genomic. Se centrifuga 10 min a
20.500 xg. S’aplica el sobrenedant a una cromatografia d’adsorcié de matriu de silica i se
centrifuga durant 60 s a 20.500 xg. La silica de les columnes reté el DNA. Després es renta el
DNA amb 750 pl de solucié de rentat que conté etanol. Es fan dos centrifugacions de 60 s per
eliminar les restes d’etanol. S’asseca durant 15 min a 37 °C per acabar d’eliminar I'etanol, el
qual podria interferir en les reaccions enzimatiques posteriors i finalment s’elueix el DNA amb
50 pl de solucié d’elucié centrifugant | min a 20.500 xg. EI DNA purificat es pot

emmagatzemar a -20 °C.

3.4.2. Electroforesi de DNA en gel d’agarosa

Es barreja en 50 ml de tampd TAE (Tris-Acetat 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) la
quantitat d’agarosa necessaria per aconseguir el percentatge adequat. S’escalfa la barreja en un
matras Erlenmeyer fins a fondre I'agarosa en pols, i després d’uns 5-10 min temperant, s’hi
afegeix 5 pl de bromur detidi 5 mg/ml (Sigma, EUA; concentracid final de 0,5 pg/ml) tot
homogeneitzant suaument. El bromur d’etidi és un agent que s’intercala entre les bases del
DNA i permet la visualitzacié dels fragments. Saboca la barreja en el motlle del gel i es deixa
solidificar. Es posa el gel a la cubeta, i aquesta s’lomple de TAE x|. Es carreguen les mostres i
s’aplica un corrent de |10 V durant aproximadament 30 min per fer coérrer les mostres, a les
quals s’hi ha afegit tampo de carrega. El DNA, de carrega negativa, anira migrant cap al pol
positiu. Es poden veure els fragments de DNA transil fJuminant el gel amb llum UV, gracies al

bromur d’etidi intercalat que emet fluorescéncia.

3.4.3. Purificaci6 de fragments de DNA a partir de gels

d’agarosa (GeneClean)

Per dur a terme la purificacié6 de fragments de DNA s’ha utilitzat el kit comercial
QIAquik® Gel Extraction Kit (Quiagen), que permet purificar fragments d’entre 70 pb i 10 kpb,
seguint el protocol de la casa comercial. Es talla la banda de DNA minimitzant al maxim la mida
del fragment escindit, es posa a un tub Eppendorf i es pesa. Se solubilitza el fragment amb 300
pl de tampé de solubilitzacid per cada 100 mg de gel. A continuacio s’incuba 20 min a 50-60 °C
o fins que el fragment de gel estigui totalment dissolt, i es carrega la solucié a la columna
d’adsorcid de silica. Tot seguit se centrifuga 60 s a 12.000 xg, s’elimina el sobrenedant i

s’addicionen 750 pl de tampé de rentat (conté etanol). Se centrifuga dues vegades 60 s a
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12.000 xg i s’evaporen les restes d’etanol mantenint 15 min a 37 °C. Finalment, s’elueix el

DNA amb 35-50 pl de tampé d’elucié.

3.4.4. Estimacié espectrofotométrica de la concentracié de

DNA

Per fer una estimacid de la quantitat de DNA present a una dissolucio, s’ha mesurat
'absorbancia a 260 nm. S’accepta de forma general que una unitat d’absorbancia (Abs) a 260
nm equival a una concentracié de 50 pg/ml de DNA de doble cadena. En el cas dels
oligonucleotids comercials, adquirits a Roche Diagnostics SL (Roche Molecular Biochemicals,
Alemanya), s’han emprat les equivaléncies de dades d’Absy i concentracié subministrades per

la casa comercial.

3.4.5. Utilitzacié d’enzims que modifiquen el DNA

3.4.5.1. Tractament amb enzims de restricci6

Durant aquest treball s’han utilitzat enzims de restricci6 de tipus Il per obtenir
fragments de DNA amb extrems cohesius, els quals es poden purificar i unir per donar lloc a
molécules de DNA quimeériques. A continuacié es detallen les condicions generals que s’han

emprat.

El volum d’enzim de restriccié addicionat a la reaccié no ha sigut mai superior al 10% del
volum final de la digestio. Aixo és degut al fet que els enzims de restriccié son subministrats en
solucions al 50% de glicerol i per a molts d’ells, una concentracié de glicerol superior al 5% en
la barreja de reaccié els fa perdre I'especificitat de reconeixement (conegut com a activitat
star). Aquesta péerdua d’especificitat també es pot manifestar si la concentracié d’enzim
respecte a la de DNA és massa elevada (> 25 U/ug de DNA). Les barreges de restriccid s’han
incubat a 37 °C entre | i 3 h. En el cas de reaccions amb dos enzims de restriccid diferents,
I'addicié dels enzims era simultania quan tots dos presentaven activitat optima a les mateixes

condicions, és a dir, en el mateix amortidor.
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3.4.5.2. Defosforilacié del DNA a ’extrem 5’

Quan s'utilitzen enzims de restriccio és possible que es formin extrems cohesius
complementaris que podrien recircularitzar, com és el cas de fer servir un Unic enzim de
restriccié. Per evitar-ho, s’ha fet servir el kit comercial Thermo Scientific FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase ® (Thermo Fisher Scientific, EUA), el qual es basa en un enzim anomenat
fosfatasa alcalina que elimina el grup fosfat dels extrems 5’ i 3’ del DNA, RNA, nucleotids i
també elimina grups fosfat de proteines. En aquest treball s’ha fet servir aquesta fosfatasa
alcalina per eliminar els grups fosfat de I'extrem 5’ del DNA. El protocol utilitzat es detalla a

continuacio:

Es prepara la barreja:

Plasmidi tallat 17 pl

Reaction Buffer (10x) 2 ul

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase I pl
2. Es barreja bé i s’incuba durant 10 min a 37 °C.

S’atura la reaccioé escalfant la mostra durant 5 min a 75 °C.

4. El producte resultant es pot utilitzar directament en la reaccio de lligament.

3.4.5.3. Reacci6 de lligament amb la DNA lligasa de T4

Per tal d'unir fragments de DNA, préviament purificats a partir d’'un gel d’agarosa, cal
barrejar els fragments de DNA que es volen lligar amb el volum necessari d’amortidor de la
DNA lligasa de T4 (Roche Diagnostics SL, Alemanya). Aquest amortidor el proporciona
concentrat deu vegades la casa comercial juntament amb I'enzim, i és recomanable guardar-lo
en aliquotes de 5-10 pl a -20 °C. En la reacci6 de lligament s’utilitza una relacioé entre vector i
insert de [:4. A continuacié s’afegeix | unitat de DNA lligasa de T4 i s’incuba la reaccié de
lligament a 18°C durant 15-20 h. Alternativament es poden fer incubacions de 2-4 h a

temperatura ambient. La mescla obtinguda s’utilitza per transformar cél lules competents.

3.4.6. Mutagénesi dirigida per oligonucleotid mitjancant el

métode QuikChange™

El metode QuikChange™, desenvolupat per Stratagene (EUA), permet introduir una

mutaci6 especifica en una seqiiéncia de DNA coneguda, utilitzant DNA de doble cadena com a
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motlle. El procés consta de dues etapes: una amplificacid no exponencial amb un termociclador
per tal de produir DNA mutat i una digestié amb I'enzim de restriccio Dpnl per tal d’eliminar

el DNA parental.

Per a aquest métode és necessari un vector de doble cadena metilat portador del gen a
modificar, dos encebadors sintétics que han de ser complementaris entre ells i que continguin
en la seva seqliencia la mutacié desitjada i una DNA polimerasa molt processiva que permeti
amplificar tot el vector, de manera que al posar la mescla de reacci6é al termociclador es
generen plasmidis portadors dels gens amb la mutacié desitjada. El producte és tractat amb
I'enzim de restriccio Dpnl. Dpnl és un enzim de restriccid de tipus Il que reconeix la diana
GATC uUnicament quan la guanina es troba metilada a la posicié 6’. La funcio del Dpnl és digerir
el DNA que contingui una cadena parental (reconeix DNA metilat o hemimetilat) i aixi
seleccionar el DNA sintetitzat que conté la mutacié a les dues cadenes (DNA no metilat). La
reaccié de digestié es realitza a 37 °C durant un minim d’l h. El producte digerit pot ser

transformat directament sobre cél lules d’E. coli.

Disseny dels oligonucleotids: De manera general, quan es vol substituir una unica base per
una altra, els oligonucleotids utilitzats per a la mutagenesi han de tenir una longitud de 21
bases, amb la mutacid centrada. En el cas d’insercions, delecions o canvis de més d’'una base
consecutiva, els oligonucleotids han de tenir com a minim una longitud de |5 bases a cada
costat de la regid6 de mutacid. La longitud de cada brag s’ha d’ajustar de manera que la
temperatura teorica d’hibridacié (o temperatura de fusié, Tm) sigui superior a 42 °C, d’acord

amb la formula segiient:

Tm = 81.5 + 0.41 - (%GC) — 675/N — % desaparellament

On %GC és el percentatge de bases de G i C de I'oligonucleotid, N és el nombre de nucleotids de
Poligonucleotid i %desaparellament és el percentatge de nucleotids que no hibriden amb la sequiéncia patré. El
protocol de QuikChange™ recomana que els oligonucleotids tinguin una Tm per sobre de 70 °C, per tal de poder

ajustar la temperatura d’hibridacié de la PCR.

Els oligonucleotids van ser subministrats, de manera liofilitzada, per Roche Diagnostics
S.L. (Roche Molecular Biochemicals, Alemanya). Aquests liofilitzats es van resuspendre amb
200 pl d’aigua milliQ, es va determinar la seva concentracié espectrofotométricament, i es van

preparar aliquotes de cada oligonucleotid a la concentracié de treball per a cada metodologia.
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Reaccié d’amplificacio:

Pfu Buffer (x10) S5l
dNTP mix Il
dsDNA motlle (~50 ng) 2 ul
Oligonucleotid 3’ (25 ng/pl) 5l
Oligonucleotid 5’ (25 ng/pl) S5l
Aigua milliQ esteril 32 ul
Pfu Turbo® DNA Polimerasa (1 U) [ ul

Programa (Termociclador):

Desnaturalitzacio inicial 3mina95°C
Desnaturalitzacio | mina 95 °C

Hibridacio | mina 55 °C x 20 cicles
Extensio 12 min a 68 °C

Indefinidament a 4 °C

3.4.7. Disseny de seqiiéncies dsDNA per introduir seqiiéncies

especifiques a les RNases

Una alternativa a la digesti6 amb enzims de restriccié i posterior purificacio de
fragments dsDNA és la del disseny d’una seqiiéncia especifica a partir de dos oligonucleotids
que, en aparellar-se, formen un segment dsDNA i que posteriorment pot ser introduit en un
vector. En el disseny d’aquests oligonucleotids s’ha de tenir en compte 'aparellament de bases

i que els extrems cohesius mantinguin la pauta de lectura adequada.

Taula 3.2. Programa d’anellament per hibridar les cadenes codificants i no codificants.

Temperatura Temps Temperatura Temps Temperatura Temps

92 °C 5 min 71 °C 3 min 49 °C 2 min

89 °C 3 min 69 °C 2 min 45 °C I min

86 °C 2 min 67 °C 2 min 4] °C I min

84 °C | min 65 °C 2 min 37 °C I min

81 °C 2 min 63 °C 2 min 33°C I min

79 °C 3 min 61 °C 2 min 29 °C I min

76 °C 3 min 57 °C 2 min 4°C Indefinidament
73 °C 2 min 54 °C 2 min
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Per a lanellament o hibridacié cada parella d‘oligonucleotids ha d'estar a una
concentracio equimolar. Seguidament s’executa el seglient programa al termociclador (Taula

3.2).

3.4.8. Obtencié de cél-lules competents d’E. coli

Es posen 10 ml de medi LB a una ampolla de 75 ml i s’hi inocula la soca desitjada d’E. coli
procedent del socari, partint del glicerinat. S'incuba durant tota la nit a 37 °C i 180 rpm.
L’endema, es reinocula a una dilucié /100 a partir del cultiu de nit (100 pl de cultiu de nit en
I0 ml de medi) i s’incuba a 37 °C i 180 rpm fins a assolir una Abssso de 0,6-0,7
(aproximadament 2 h). Saliquota en tubs Eppendorf o es transfereix a un tub Falcon de
manera esteril. A continuacié se centrifuga a 4.000 xg a 4 °C durant 10 min i es descarta el
sobrenedant de manera estéril. Tot seguit es resuspén el sediment amb el mateix volum de
CaCl, 100 mM fred i estéril. Sincuba en gel durant un minim de 30 min. Se centrifuga
novament a 4.000 xg a 4 °C durant 10 min i es descarta el sobrenedant de manera estéril.
Seguidament es resuspen el sediment amb 1/10 del volum de CaCl, 100 mM fred i estéril. A
partir d’aqui es poden transformar les cél Jules competents o emmagatzemar-les a -80 °C. En
cas de guardar-les, en el pas final s’ha d'utilitzar una solucié de CaCl, 100 mM amb glicerol

[5%.

3.4.9. Transformacié de cél‘lules competents d’E. coli

Primerament s’afegeix estérilment, a cada aliquota de 100 pl de cél fules competents, 2
pl de DNA plasmidic si prové de minipreps o 10 pl de DNA si prové de la reaccié amb Dpnl
posterior al QuikChange™ o d’un lligament (un maxim de 50 ng de DNA a un volum que no
sobrepassi 1/10 del volum de la fraccié o aliquota). A continuacié s’agita suaument, colpejant
amb un dit, per tal d’homogeneitzar la solucié. S'incuba en gel durant -2 h (minim 20 min) i
s’efectua un xoc térmic posant els tubs Eppendorf al bany a 42 °C durant 1,5 min. S'incuben els
tubs en gel durant [0 min, s’afegeixen 300 pl (transformants de minipreps) o 600 pl
(transformants de QuikChange™ i lligaments) de medi LB liquid a cada tub Eppendorf i s’incuba
a 37 °C en agitacio suau durant | h per tal de realitzar la recuperacio fenotipica. Despreés se
centrifuga durant 5 min a 800 xg, s’elimina el volum de medi necessari fins un volum final de
120 pl i se sembra en plaques d’agar LB suplementades amb I'antibiotic pel qual el vector
proporcioni resisténcia (marcador de seleccio). Finalment s’incuben les plaques en una estufa a

37 °C O/N, fins que s’observin les colonies transformants (12-15 h).
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3.4.10. Seqiienciacié6 de DNA

La sequenciacid del DNA de les construccions realitzades en aquest treball ha estat el
metode que ha permeés validar els diferents clons obtinguts. S’ha seguit 'anomenat métode del
dideoxiribonucleotid [150, I51], emprant el kit comercial ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA), el qual utilitza I'enzim AmpliTag® DNA
polymerase. La técnica es basa en reaccions de seqiienciacié ciclica, sintetitzant una cadena
complementaria a la cadena motlle, per part de la polimerasa, fins que s’incorpora un
dideoxiribonucleotid marcat fluorescentment (ddNTP) al qual li manca el grup OH en 3’ de la
ribosa, de manera que s’atura la sintesi. Com que la variant de la polimerasa AmpliTag® DNA
polymerase, de Thermus aquaticus, no presenta activitat correctora 3'—5’, s’evita que elimini
aquests dideoxiribonucleotids (ddNTPs) que s’incorporen a la cadena. D’aquesta manera es
van generant fragments de diferents mides aleatoriament, els quals son posteriorment separats
segons la longitud i identificats mitjangant un seqlienciador automatic que detecta la preséncia
dels fluorofors. Hi ha quatre tipus de ddNTP, un per cada nucleotid, els quals porten

incorporat un fluorofor diferent, per facilitar la seva identificacio.

Per portar a terme aquesta técnica, cal obtenir préviament gran quantitat del fragment
de DNA a seqlenciar. Les copies del DNA s’aconsegueixen utilitzant la reaccié en cadena de la
polimerasa PCR amb encebadors en direccié 5’ i 3’ als extrems de la zona d’interés. En vectors
de la série pET, els primers universals T7term i T7prom son compatibles, ja que sén
complementaris a les regions del promotor i finalitzador dels gens clonats. Llavors, un cop
amplificat el fragment de DNA a sequenciar, es realitza una segona PCR amb els ddNTPs i
'enzim AmpliTag® DNA polimerase. Existeix la possibilitat de realitzar la segona PCR
directament a partir de minipreps si aquestes contenen una quantitat elevada de DNA. A

continuacio es detallen les condicions per a dur a terme la primera i la segona PCR.

Primera PCR (amplificacié de Pinsert)

Barreja de reaccio:

Aigua milliQ esteril 35,5 ul
DeepVent Buffer (x10) 5ul
Oligonucleotid T7Prom (5 pmol/pl) 2,5 ul
Oligonucleotid T7Term (5 pmol/pl) 2,5 pl
dsDNA motlle (~50 ng) 2,5 pl
dNTPs 10 mM (0,4 mM final) 2,5l
DeepVent DNA Polimerasa (I U) 0,5 pl
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Programa (Termociclador)

Desnaturalitzacio inicial 3mina95°C

Desnaturalitzacio | min I15sa94°C

Hibridacio | mina 50 °C x 30 cicles
Extensio | minI5sa72°C

Extensio final 5mina72°C

Indefinidament a 4 °C

Precipitacié del producte de PCR: Es recupera el producte de PCR i s’hi afegeixen 0,

volums d’acetat sodic 3 M pH 5,5 i 3 volums d’etanol absolut refredat a -20 °C. Tot seguit
s’agita en un vortex i es guarda a -80 °C durant | h o bé a -20 °C O/N. Passat aquest temps, se
centrifuga durant 25 min a 20.500 xg i s’elimina el sobrenedant. A continuacio s’hi afegeixen
500 pl d’etanol 70% fred (-20 °C) i se centrifuga durant 5 min a 20.500 xg, s’aspira el
sobrenedant i es deixa assecar el sediment a 37 °C durant [0-15 min. Després es resuspen el
sediment amb 20 pl d’aigua milliQ estéril. Finalment, es purifica el DNA amplificat mitjangant
un gel d’agarosa 1% i un posterior GeneClean de la banda retallada, per tal d’eliminar la resta

d’oligonucleotids.

Reaccié de seqiienciacié (PCR asimétrica o segona PCR)

Utilitzant el kit comercial ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.l Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, EUA), com a motlle el dsDNA obtingut en la primera PCR i com a
encebador T7Prom o T7Term per separat permet sequenciar el gen des dels seus dos

extrems. Les condicions d’aquesta segona reaccié son:

Barreja de reaccio:

dsDNA motlle 6 ul
Sequencing Buffer (x5) 2yl
Encebador (T7Term / T7Prom, 5 pmol/pl) 0,5 pl
Ready mix 1,5 pl

La Ready Mix és subministrada per la casa comercial i conté ddNTPs, dNTPs, Tris-HCI

(pH 9,0), MgCl, i la polimerasa AmpliTag® DNA polimerase i pirofosfatasa alcalina.
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Programa (Termociclador)

Desnaturalitzacio inicial 2 mina 96 °C
Desnaturalitzacio 305296 °C

Hibridacio I5sa50°C x 25 cicles
Extensio 4 min a 60 °C

Indefinidament a 4 °C

Precipitacié de la reaccié de seqiienciacié: Els diferents fragments amplificats es precipiten

afegint al producte de la reaccié | ul ’EDTA 125 mM; | pl d’acetat sodic 3 M pH 5,2 i 25 pl
d’etanol absolut refredat a -20 °C. Es vorteja suaument i es deixa |5 min a temperatura
ambient. Es centrifuga 15 min a 20.500 xg, s’aspira el sobrenedant, s’hi afegeix 35 pl d’etanol
70% fred i es vorteja suaument. A continuacié se centrifuga 10 min a 20.500 xg, s’aspira el
sobrenedant i s'asseca |15 min a l'estufa a 37 °C. Finalment es resuspén amb 10 pl de
formamida, es vorteja suaument i es deixa 10 min a temperatura ambient, fent un pols de
centrifuga posterior per recollir tot el volum. En aquest treball l'anilisi de la reaccié de
seqlienciacié es va dur a terme mitjangant el sequienciador del Laboratori d’Ictiologia Genética

de la Universitat de Girona.

3.5. Meétodes d’expressio i purificaci6 de proteines

recombinants

3.5.1. Expressiéo heterologa d’RNases

Les diferents variants de I'HP-RNasa recombinant han sigut produides a partir de
cel lules d’Escherichia coli (BL21(DE3)) transformades amb el vector corresponent tal i com s’ha

publicat en treballs anteriors [152, 153].

A partir d’'un glicerinat o d’una colonia aillada d’'una sembra en placa d’E. coli BL21(DE3)
transformat amb el vector corresponent es realitza un inocul en 10 ml de medi LB suplementat
amb ampicil fina 100 pg/ml. S'incuba durant 30 min i es reinocula a una dilucié 1/100 sobre 50
ml de medi LB suplementat amb ampicil lina 100 pg/ml. D’aquesta manera s’assegura que la
fase estacionaria no és massa llarga i que la quantitat de cél lules viables és suficientment gran.
S’incuba durant 10-12 h a 37 °C i sota agitacié constant a 180 rpm. A partir del cultiu de nit

s’inoculen amb una dilucid 1/100 5 flascons Erlenmeyer amb 400 ml de medi liquid LB
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suplementat amb ampicil lina 100 pg/ml. Es deixa créixer el cultiu a 37 °C sota agitacid
constant de 250 rpm durant 3 h, fins que s’assoleix una Abssso de 2-2,5. En aquest moment
s’afegeix al cultiu IPTG (Fisher, EUA) a una concentracio final de | mM, partint d’'una solucio
mare de 200 mM en aigua milliQ preparada just abans d’induir. Es deixa créixer el cultiu induit
durant 3-4 h, en les mateixes condicions i, tot seguit, se centrifuga a 7.500 xg durant 7 min per
tal de recollir les cél lules. Aquestes es guarden a -20 °C fins el moment de comengar el
procés de purificacio. Per tal d’analitzar la produccié de proteina recombinant durant la
induccio, es prenen mostres d’| ml de cultiu en el moment anterior a la induccié i al finalitzar
el temps d’induccié. Les mostres se centrifuguen a 12.000 xg durant | min, s’elimina el
sobrenedant per aspiracio i es resuspén el sediment cel lular amb 200 pl de tampé d’aplicacio
de proteines x| amb [B-mercaptoetanol. Lanalisi de [I'expressi6 es duu a terme
electroforeticament, utilitzant gels de poliacrilamida SDS tenyits amb blau de Coomassie per

visualitzar proteines.

En aquelles construccions en qué I'expressié s’ha dut a terme a partir de la soca d’E. coli
Rosetta™?2 (DE3) el medi LB ha d’estar suplementat amb ampicil 1ina 100 pug/ml i cloramfenicol
35 pg/ml. Per a la produccié de la variant He-PE10_ApopAProALeu el medi LB ha d’estar

suplementat amb kanamicina 50 pg/ml.

Per a I'expressio de I'onconasa s'utilitza el mateix protocol que per a les variants de
I'HP-RNasa, excepte que el cultiu es fa en medi Terrific Broth suplementat amb 100 pg/ml

d’ampicil lina fins que s’assoleix una Abseo de 2 aproximadament.

3.5.2. Purificacié d’RNases recombinants

3.5.2.1. Procediment de purificacié de variants de ’HP-RNasa

El protocol utilitzat [92, 152] parteix del sediment del cultiu induit. Aquest és lisat
mitjangant la premsa de French i s’aillen els cossos d’inclusid, que és on es troba la major part
de la proteina recombinant produida. El procés continua amb la desnaturalitzacié d’aquests
agregats amb clorur de guanidini (Gnd-HCI) i amb la seva reduccié amb glutatié reduit (GSH).
La mostra, desnaturalitzada i reduida, es dilueix lentament gota en gota en un tampé de
replegament. A través de la dilucid, tant el Gnd-HC| com el GSH passen a estar a una
concentracid molt baixa, de manera que s’inicia el replegament i, gracies a la preséncia de
glutatié oxidat (GSSG), es produeix la reoxidacio de les cisteines de 'HP-RNasa. La mostra

s’incuba en aquestes condicions a 4 °C durant 24-48 h i es procedeix a la seva concentracio
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per mitja d’'un sistema d’ultrafiltracié tangencial. La mostra ja concentrada es dialitza contra

I'amortidor d’equilibrat d’'una columna de bescanvi cationic Mono-S d’'HPLC, de la qual s’elueix

mitjangant un gradient de clorur de sodi. Es recull el pic principal del cromatograma, que

correspon a la proteina pura i homogenia.

De manera detallada, el protocol adaptat per a la purificacid a partir de dos litres de

cultiu induit és el seglient:

Les cél lules, provinents de la centrifugacié de 2 | de cultiu, es resupenen en 30 ml
de Tris-HCI, 50 mM EDTA 10 mM (pH 8,0).

Les cél {ules se sotmeten tres vegades a la premsa de French a 1.100 psi.

Se centrifuga el lisat a 12.000 xg durant 45 min a 4 °C per tal de sedimentar els
cossos d’inclusié.

Es descarta el sobrenedant i se solubilitza el sediment en 10 ml de Tris-Acetat 100
mM, Gdn-HCI 6 M, EDTA 2 mM (pH 8,5). S’afegeix GSH (Sigma, EUA) en pols fins
a una concentracio final de 0,1 M. S’ajusta el pH a 8,5 amb Tris solid i tot seguit es
bombolleja amb N; per tal de desplagar 'O, present. Es deixa la solucié tancada
sota agitacié suau 2 h.

Se centrifuguen les mostres a 12.000 xg durant 30 min a 4 °C, amb la finalitat
d’eliminar el material insoluble.

Es dilueix el sobrenedant, abocant-lo gota a gota, en 2 | de Tris-Acetat 100 mM, L-
Arg 0,5 M, GSSG (Sigma, EUA) | mM, EDTA 2 mM (pH 8,5).

S’incuba la mostra a 4 °C sense agitacio, durant un minim de 24 h.

S’ajusta pH de la mostra a 5,0 amb acid acétic glacial per tal d’aturar la reoxidacio.
En aquest punt la major part de la proteina s’ha d’haver replegat, pero és possible
que apareguin precipitats de molécules mal plegades, que poden ser eliminats per
centrifugacio de la mostra a 15.000 xg durant 30 min a 4 °C.

Es concentra la mostra per ultrafiltracié tangencial fins a uns 150 ml utilitzant el
Pellicon 2 Cassette (Millipore, EUA).

Es dialitza la mostra contra 5 | d’acetat sodic 50 mM (pH 5,0) a 10 °C, fent un
canvi de dialisi usant sacs de dialisi Spectra/Por® MWCO: 3.500.

Se centrifuga a 15.000 xg durant 30 min, es reserva el sobrenedant i es filtra amb
un filtre de 0,22 ym.

S’aplica la mostra a una columna Mono-S HR 5/5 FPLC (Amersham Biosciences,
EUA) d’intercanvi cationic. El tampo d’equilibrat és acetat de sodi 50 mM (pH 5,0),

i la proteina s’elueix amb un gradient lineal de 0 a | M de NaCl, el qual ha de ser
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optimitzat per cada una de les variants, ja que les diferéncies en la seqiiéncia
aminoacidica que determinen diferéncies en carrega neta de la proteina,
comporten diferéncies en lafinitat per la columna. L’elucié de la proteina se
segueix amb una mesura continua d’absorbancia a 280 nm i es recull el volum
corresponent al pic principal del cromatograma.
4.  Es dialitza la mostra enfront d’aigua milliQ per tal d’eliminar les sals de la mostra.
I5. Es congelen les mostres a -80 °C i es liofilitzen.

6. La mostra liofilitzada s’emmagatzema a -20 °C en un recipient tancat.

En la purificacio d’NLSPES5, per a la resuspensio i tractament amb la premsa de French es
va utilitzar acetat sodic 50 mM, EDTA 10 mM (pH 5,0), per tal de mantenir la proteina en la

forma insoluble [154].

3.5.2.2. Purificacio de 'onconasa

En el cas de 'onconasa, la purificacio és analoga a la de les ND-RNases pero cal afegir un
pas addicional en el procés de purificacio per tal de permetre la ciclacid del residu GIn N-
terminal a acid piroglutamic. Aquest residu és essencial per a I'activitat catalitica i les seves
propietats citotoxiques [29, 56, 155]. La ciclacio es realitza en un pas extra de dialisi després
de la concentracié de la mostra per filtracié tangencial. Aixi doncs, es dialitza la mostra contra
5 | de fosfat potassic dibasic 200 mM, EDTA 2 mM (pH 7,2) a temperatura ambient per un
periode de 72 h, incloent un canvi de dialisi amb 3 | del mateix tampé [153]. La mostra activada
és llavors dialitzada contra 5 | de fosfat potassic dibasic 20 mM, EDTA 2 mM (pH 7,2) durant
24 h, centrifugada a 15.000 xg durant 30 min a 4 °C per descartar el material insoluble i
carregada en una columna FPLC Mono-S HR 5/5 (Amersham Biosciences, EUA) equilibrada
amb fosfat potassic 20 mM, EDTA 2 mM (pH 7,2), i eluida amb un gradient lineal de 0 a | M de
NacCl.

3.5.2.3. Purificacio d’H,-PEI10_ApopAProALeu

El protocol de purificacié d’H¢-PEIO_ApopAProAlLeu canvia respecte a la resta de
variants purificades pel fet d’incorporar un segment de sis histidines a I'extrem N-terminal que
permet la seva purificacié a través d’una cromatografia d’afinitat (IMAC). El protocol és el que

es detalla a continuacio:
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Els sediments cel fulars obtinguts a partir del cultiu induit es resuspenen amb |5
ml de solucié S (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, PMSF | mM (pH 7,4)).

Les cél lules es lisen utilitzant la Premsa de French i s’aillen els cossos d’inclusio
per centrifugacio a 12.000 xg durant 45 min a 4 °C.

El sediment es resuspen amb 5 ml de solucio |, (Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM,
Urea 7 M, Imidazol 5 mM (pH 7,4)). S’afegeix GSH a una concentracio final de 0,1
M, s’ajusta el pH a 7,4 amb Tris solid, i la mostra s’incuba a temperatura ambient
durant 2 h sota una atmosfera de nitrogen per permetre la solubilitzacié proteica.
La fraccio insoluble es descarta per centrifugacié a 12.000 xg durant 30 min a 4 °C
i posteriorment la proteina solubilitzada es barreja amb 5 ml de reina Ni-NTA
equilibrada préviament amb solucio || i es deixa en incubacié O/N a temperatura
ambient. A 'endema es realitza el cromatografia d’afinitat (IMAC).

S’empaqueta la reina a les columnes i s’elueix el través.

Un cop eluit el través es fa un primer pas de rentat passant 5 volums de columna
de la solucio ;.

Es fa un segon pas de rentat passant per les columnes 5 volums de Tris-HCI 50
mM, NaCl 500 mM, Urea 7 M, Imidazol 20 mM (pH 7,4).

Per eluir la proteina es fan passar per les columnes 7,5 volums de Tris-HCI 50
mM, NaCl 500 mM, Urea 7 M, Imidazol 500 mM (pH 7,4), recollint la fraccié E.
Aquesta fraccid és on s’elueix la totalitat d’He-PEI0_ApopAProALeu.

Es dilueix la fraccié E gota a gota en 500 ml Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, L-
Arg 100 mM, acid L-Glutamic 100 mM, EDTA | mM, GSH | mM, GSSG | mM
(pH 8,1) per permetre el replegament de la proteina i s’incuba durant 48 h a 4 °C.
Per aturar la reaccié d’oxidaciod, es fa baixar el pH a 5 amb HCl i les proteines es
concentren per ultrafiltracié tangencial utilitzant el Pellicon 2 Cassette (Millipore,
EUA) fins a 150 ml.

La mostra concentrada es dialitza en aigua milliQ i es liofilitza.

Un cop liofilitzada, es carrega la totalitat de la mostra en una columna de gel-
filtraci6 Sephadex G75 HR 10/30 (Pharmacia) equilibrada amb Tris-HCI 50 mM,
NaCl 100 mM, EDTA | mM pH 7,4, amb I'objectiu de recollir la fraccio
monomerica de la proteina.

Finalment, la fracci6 monomeérica es torna a dialitzar en aigua milliQ, es liofilitza i

s’emmagatzema a -20 °C.
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3.6. Analisi i caracteritzacio proteica

3.6.1. Determinacié de la massa molecular

La massa molecular de les proteines recombinants estudiades en aquest treball s’ha
comprovat per espectrometria de masses MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight) en un Ultraflex-TOF de Bruker Daltonics, dels Serveis

Técnics de Recerca del Parc Cientific i Tecnologic de la Universitat de Girona.

3.6.2. Determinacié de la quantitat de proteina

3.6.2.1. Meétode espectrofotometric

A partir de I'absorbancia a 280 nm, es va calcular la concentracié de les diferents

proteines segons la llei de Lambert-Beer:

Abs,g, = [proteina] - g55¢ - 1

On Absago és 'absorbancia a 280 nm, [proteina] és la concentracié de la proteina a la mostra (M), €250 és el

coeficient d’extincié molar a 280 nm (M-! cm-') i | és la longitud de pas de la cubeta utilitzada (cm).

Taula 3.3. Coeficients d’extinci6 molar (280 nm) pel calcul de concentraci6é de les proteines

d’aquest treball.

Proteina Proteina

NES(Apop)_PE5 7950 PE10_Apop_MCM2 7950
NES(Tlarge)_PES5 9440 PEI10_Tlarge_Apop 9440
NES(ISGF)_PE5 9440 PE10_Tlarge_MCM2 9440
NES(HIV)_PE5 7950 PEI10_ISGF_Apop 9440
Apop_Apop_PE5 7950 PEI0_HIV_Apop 7950
Apop_MCM2_PE5 7950 PEI10_HIV_MCM2 7950
Tlarge_Apop_PE5 9440 H,-PE10_ApopAProALeu 9565
Tlarge_ MCM2_PES5S 9440 Onconasa 10470
ISGF_Apop_PE5 9440 PES 7950
ISGF_MCM2_PE5 9440 NLSPES5S 7950
HIV_MCM2_PE5 7950 PEIO 7950
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Els coeficients d’extincié molar €250 es van obtenir de la prediccid feta per I'aplicacio
ProtParam del portal ExPASy, que son calculats segons el métode de Pace [156]. A la Taula 3.3

es mostren els €280 utilitzats per a cada proteina.

3.6.2.2. Meétode de Bradford

La determinacio de la quantitat de proteina total també s’ha dut a terme utilitzant el
metode de Bradford [157]. Aquest métode es basa en el canvi del maxim d’absorcio, de 465
nm a 595 nm, del colorant Coomassie Brillant Blue G-250 (Bio-Rad, EUA) en soluci6 acida quan

s’uneix a proteines.

Inicialment, cal preparar una solucié mare de BSA (Bio-Rad, EUA) a una concentracié de
100 pg/ml en aigua milliQ, a partir de la qual poder construir una recta patré (0 pg/ml, 5 ug/mi,
10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/ml i 40 pg/ml) amb la qual determinar
la concentracio de la mostra problema. A més, cal preparar una dilucié de la mostra problema
amb la finalitat de poder interpolar el seu valor d’absorbancia a 595 nm amb la seva
concentracio. Es dilueix I:5 el reactiu de Bradford amb aigua milliQ. Es barregen 40 pl de cada
una de les dilucions i de la mostra problema amb 40 pl de reactiu de Bradford diluit. S’incuben
totes les reaccions a temperatura ambient durant 5 min i es fa una lectura de I'absorbancia a

595 nm.

3.6.3. Electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida

L’electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfat sodic
(SDS-PAGE) s’ha utilitzat de manera rutinaria per a la determinacié del contingut proteic de
cadascuna de les fraccions cel 1ulars, i el seguiment dels processos de purificacio, aixi com per

a la determinacié del grau de puresa de les mostres obtingudes al final del procés.

En aquest treball s’ha utilitzat el metode d’electroforesi discontinua descrit per Lane &
Harlow [158]. Aquest métode es caracteritza per la utilitzacié d’un gel superior o gel apilador
(amb una concentracié d’acrilamida insuficient per separar les proteines) que té com a funcié
concentrar les proteines abans que entrin en el gel inferior o gel separador (amb una

concentracio superior d’acrilamida) el qual permetra separar les proteines.

En aquest treball s’han emprat gels separadors de dos percentatges diferents

d’acrilamida, segons la mida de les proteines a analitzar. Aixi, s’han utilitzat gels separadors al
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15% d’acrilamida (i gel apilador al 5% d’acrilamida) i 0,75 mm de gruix per al seguiment de la
purificacié de les diferents RNases i per a la determinacié del grau de puresa de les mostres
obtingudes al final del procés; mentre que per a I'analisi de diferents proteines implicades en el
cicle cellular per western blot s’han emprat gels separadors al 12,5% d’acrilamida (i gel
apilador al 3% d’acrilamida) i 1,5 mm de gruix. Es detalla el protocol de confeccio dels gels,

apilador i separador.

Gel separador al 15% d’acrilamida (4 ml: 0.75 mm gruix):

Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1) al 40% 1,5 ml
Tamp6 del gel separador (x4) (Tris-HCI 1,5 M; SDS 0,4% (pH 8,8)) I ml
Aigua milliQ 1,5 ml
Persulfat amonic 10% (p/v) 30 pl
TEMED 3l

Gel apilador al 5% d’acrilamida (2 ml; 0,75 mm gruix):

Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1) al 40% 0,25 ml
Tampé del gel separador (x4) (Tris-HCI 0,5 M; SDS 0,4% (pH 6,8)) 0,5 ml
Aigua milliQ 1,25 ml
Persulfat amonic 10% (p/v) 30 pl
TEMED 3l

Gel separador al 12,5% d’acrilamida (8 ml; 1.5 mm gruix):

Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1) al 40% 2,5 ml
Tamp6 del gel separador (x4) (Tris-HCI 1,5 M; SDS 0,4% (pH 8,8)) 2 ml
Aigua milliQ 3,5 ml
Persulfat amonic 10% (p/v) 60 pl
TEMED 6 pl

Gel apilador al 3% d’acrilamida (4 ml; 1.5 mm gruix):

Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1) al 40% 0,3 ml
Tampé del gel separador (x4) (Tris-HCI 0,5 M; SDS 0,4% (pH 6,8)) I ml
Aigua milliQ 2,7 ml
Persulfat amonic 10% (p/v) 30 ul
TEMED 3l

Es prepara la barreja de components del gel separador, sense afegir inicialment el
TEMED i el persulfat amonic 10%, que faran iniciar la polimeritzacié. Un cop el suport de
polimeritzacié amb els vidres esta muntat, s’afegeix aquests dos components restants i s'aboca

la barreja enmig dels vidres del gel, evitant la formacié de bombolles. S’afegeix una capa fina
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d’aigua milliQ per evitar malformacions del front. Una vegada el gel separador hagi
polimeritzat, es pot retirar la capa d’aigua. Llavors es passa a la preparacio del gel apilador que,
com en el cas anterior, s’hi afegeix el TEMED i el persulfat amonic 10% quan estigui tot a punt.
Una vegada dins el motlle, es posa la pinta formadora de butxaques. Somple la cubeta
d’electroforesi amb I'amortidor d’elucio (Tris-HCI 25 mM; SDS 0,1%; glicina 192 mM; (pH
8,5)). Posteriorment, es posa els vidres amb el gel polimeritzat a la zona d’encaix dels

accessoris del kit.

Preparaci6 de les mostres:

Les mostres es preparen aplicant amortidor d’aplicacié de mostres x4 (Tris-HC| 50 mM,
SDS 8%, glicerol 20% i blau de bromofenol 0,02%) a una relacié de 3:1. Si es vol que
I'amortidor tingui caracter reductor s’afegeix [3-mercaptoetanol (15% v/v) al tampé d’aplicacié.
Es bullen les mostres 5 min a 90 °C. Es carreguen les mostres al gel i es connecta la font
d’alimentacié a un voltatge inicialment baix, i un cop el colorant arriba al gel separador es pot
apujar fins a uns 150-200 V. Quan el colorant del tampé d’aplicacié assoleix I'extrem inferior
del gel es pot aturar el pas de corrent. A partir d’aqui es pot tenyir amb blau de Coomassie o

realitzar algun altre tipus de revelat, com electrotransferéncia tipus Western blot.

Tincié del gel de poliacrilamida amb blau de Coomassie

Per a la tincié del gel de poliacrilamida amb blau de Coomassie, se submergeix el gel,
preferiblement en agitacid, en soluci6 Coomassie (Coomassie Blue 0,1% (p/v), metanol 45%
(v/v), acid acetic 10% (v/v)). Posteriorment s’elimina I'excés de colorant amb diversos rentats

amb acid acetic al 7% fins que les bandes proteiques es vegin ben contrastades.

3.6.4. Analisi de la interaccié entre RNases i I’inhibidor

Amb l'objectiu d’analitzar el nivell d’interaccié entre les variants de 'HP-RNasa i I'RI,
s’ha emprat una variant d’'un meétode basat en la visualitzacié de la degradacio del substrat 16S-
i 23S-rRNA d’Escherichia coli per les RNases en preséncia o abséncia de 40 unitats d'Rl (on una
unitat és la quantitat necessaria per inhibir I'activitat de 5 ng d’'RNasa A en un 50%), en un gel
d’agarosa [159, 160]. I5 ng de cada RNasa es dissolen en 20 pl de tampé RIB (HEPES 20 mM,
NaCl 125 mM, DTT 10 mM, EDTA | mM (pH 7,0)) i s’incuben durant 10 min a25°Camb 0o
40 unitats de Rl (Promega, EUA). Després s’afegeixen a les mostres 4 pg de 16S- i 23S-rRNA
(Roche, Suissa) s’incuben durant 10-30 min més a 25 °C. Les reaccions s’aturen per l'adicié de
3 pl de tampd STOP (sacarosa 40%, blau de bromofenol 0,25%, dietilpirocarbonat 0,2%) i es

carreguen en un gel d’agarosa a I'l,2%. En aquelles mostres on s’observa degradacié del
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substrat en preséncia d’Rl, 'enzim no ha perdut la seva activitat RNasa, i per tant, no ha estat

inhibit per I'RI.

3.6.5. Analisi de [Pactivitat citotoxica sobre linies cel-lulars

eucariotes

3.6.5.1. Assaig de proliferacioé cel 1ular

L’assaig de proliferacio es basa en la utilitzacié una sal de tetrazolium (MTT; Sigma, EUA)
que en cél lules viables és reduida a un producte derivat del formazan, el qual absorbeix a 570
nm. Aquesta reduccid la realitzen deshidrogenases mitocondrials de la cadena respiratoria

mitocondrial presents en les cél lules metabolicament actives.

El protocol és el segiient:

Se sembren les cél ules en plaques de 96 pous a la densitat apropiada: 1.900
cél lules/pou per NCI-H460, 3.500 cél lules/pou per HaCaT, 2.000 cél lules/pou
per CCD-18Co, 2.500 cellules/pou per HEK-293 i 3.000 cél lules/pou per
IBR.3.G.

2. S’incuben les plaques durant 24 h a 37 °C i 5% CO..

3. Es tracten les cel ules amb diferents concentracions de RNasa (0,001-10 uM per a
'onconasa i NLSPES o 0,1-30 pM per a la resta de RNases) previament filtrades
en un volum final de 200 pl per pou. S’hi afegeix un control de viabilitat utilitzant
només medi sense RNasa.

4. S’incuben les plaques durant 72 h a 37 °C i 5% CO..

5. S’aspira el medi i afegir 100 pl de medi fresc a cada pou. Seguidament, s’hi afegeix
10 ul 'MTT (Sigma, EUA) (0,5 g I’'MTT dissolts en 100 ml de PBS).

6. S’incuben les plaques a 37 °C i 5% CO, -4 h.

7. Es mesuren 'absorbancia a 570 nm amb el lector de plaques multipou Synergy 4

(Biotek Instruments, EUA).

El valor d’ICso representa la concentracio d’'RNasa necessaria per inhibir la proliferacié
cel lular un 50%, i en cada cas aquest valor es calcula per interpolacid lineal a partir de les
corbes de creixement obtingudes. Totes les dades estan expressades com la mitjana * la

desviacié estandard d’almenys tres experiments independents amb tres répliques cadascun.
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3.6.5.2. Analisi dels efectes citotoxics i citostatics

Per poder analitzar aquests efectes, es realitza un recompte simple de les cel lules
tractades vives i mortes utilitzant un hemocitometre combinat amb I'assaig d’exclusio del blau

tripa basat en I'abséncia de tincié en cél fules viables.

l. Se sembren en plaques de cultiu cel fular de 6 cm de diametre 143.000 cél lules
CCD-18Co en 3,5 ml de medi.

2. S’incuben les plaques a 37 °C en una atmosfera al 5% CO; durant 24 h.

3. Es tracten les cél lules amb PE5 (0 pM; 5,5 pM; 15 uM; 21 pM i 42 pM) i NLSPE5
(0 uM; 0,7 uM; 3 uM; 5,5 uMi Il pM) en medi DMEM 10% FBS.

4. S’incuben les plaques a 37 °C en una atmosfera al 5% CO; durant 24, 48 o 72 h.

5. Es recullen el sobrenedant i les cél lules adherides i se centrifuga a 870 xg durant
10 min. A continuacié s’elimina el sobrenedant amb cura de no perdre cél lules.

6. Es resuspén el sediment amb 30 pl de PBS fred.

7. Es prepara en un tub Eppendorf 10 pl de suspensio cel lular i 40 pl de blau tripa a
I'1% (dilucié I:5).

8. Es disposa 'hemocitometre en el microscopi de contrast de fases invertit i es
realitza el recompte de les cel lules observades als quadrants. Les cél lules vives
s’observen refringents mentre que les mortes queden tenyides de color blau. Les
dades es representen com el percentatge de cél lules totals de cada tractament
respecte al total de les célules control (proliferacio cellular) o com el
percentatge de cél {ules viables respecte al total de cada tractament (viabilitat

cel lular).

3.6.5.3. Analisi del cicle cel 1ular

L’analisi del cicle cel lular es duu a terme mitjangant la tincié amb iodur de propidi (PI).

El protocol adaptat al cultiu de la linia cel lular CCD-18Co es detalla a continuacio:

Se sembren les cél fules CCD-18Co (360.000 cél lules/placa de 100 mm) en 8 ml
de medi.

2. S’incuben les plaques a 37 °C en una atmosfera al 5% CO; durant 24 h.

3. Es tracten les cél lules amb PE5 o NLSPE5 en medi DMEM 10% FBS.

4. S’incuben les plaques a 37 °C en una atmosfera al 5% CO, durant 72 h.
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Es recullen el sobrenedant i les cél lules adherides i es renten amb 5 ml de PBS
fred, i després se centrifuga tot a 460 xg durant 10 min a 4 °C. Es resuspenen bé
amb 500 ul de PBS fred.

Es fixa amb etanol al 70% fred diluit en PBS: s’hi afegeixen 4,5 ml d’etanol gota a
gota a la suspensié cel fular mentre aquesta es vorteja suaument.

Slincuba durant un minim de 60 min en gel. En aquest punt es poden
emmagatzemar les cél {ules a -20 °C durant diverses setmanes.

Es prepara RNasa A | mg/ml en acetat sodic 0,01 M pH 5,2; s’escalfa a 100 °C
durant |5 min, es deixa refredar lentament a temperatura ambient i s’ajusta el pH
afegint 0,1 volums (20 pl) de Tris-HCI IM pH 7,4. Aquest tractament elimina les
possibles DNases.

Se centrifuguen les mostres a 1.000 xg durant 5 min a 4 °C i es descarta I'etanol
per decantacio.

Es renta el pellet amb 5 ml PBS 1% BSA fred i se centrifuguen les mostres a 500
xg durant 10 min a 4 °C.

Es resuspenen les cél lules amb PBS (580.000-650.000 ceél {ules/ml) i a continuacio
es tracten amb RNasa A (100 pg/ml) i Pl (40 pg/ml) (Molecular Probes, EUA) a 37
°C durant 30 min previ a I'analisi per citometria de flux. S’analitzen un minim de
10.000 cel fules de la poblacié seleccionada amb el citometre de flux FACSCalibur
(BD Biosciencies, EUA). La distribucio del cicle celfular s’analitza utilitzant el

programa Flow]o (Freestar, EUA).

3.6.5.4. Assaig de I’activaci6 de les procaspases

L’activitat catalitica de les caspases 3, 8 i 9 ha sigut mesurada en aquest treball mitjangant

el kit d’assaig colorimetric APOPCYTO (MBL, Japo) seguint les instruccions del fabricant.

L’assaig es basa en el trencament de substrats cromogenics, DEVD-pNA, |IETD-pNA i LEHD-

pNA per les caspases 3, 8 i 9, respectivament.

El protocol es presenta adaptat per a cél fules CCD-18Co tractades amb PE5 i NLSPES:

Se sembren les cél {ules (600.000 cél {ules/placa 100 mm) en 8 ml de medi DMEM
10% FBS i s'incuben durant 24 h a 37 °C i 5% CO..

Es tracten les cél lules amb PE5 o NLSPE5 durant 48 i 72 ha 37 °C i 5% COsen
medi privat de serum (0,5% FBS).

Es recullen les cél lules adherents i flotants i se centrifuguen a 460 xg durant 10

min a 4 °C.
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4. Es fan dos rentats amb PBS fred i se centrifuga a 21.500 xg durant 10 min a 4 °C,

es descarta el sobrenedant i en aquest punt es poden emmagatzemar els pellets a

-20 °C.
5. Es resuspenen les cél lules amb tampé de lisi fred i s’incuben en gel durant 10 min.
6. Se centrifuguen els lisats a 10.000 xg durant 5 min a 4 °C per precipitar les restes

cel lulars i es recull el sobrenedant.

7. Es determina la concentracié total de proteina dels extractes cel lulars pel
metode de Bradford i s’ajusta la concentracié de proteina a 20 pg/10 pl en tampé
de lisi.

8. S'afegeix DTT al 2x Reaction Buffer del kit comercial de manera que la
concentracio final sigui de DTT 10 mM.

9. Es barreja per a cada tub Eppendorf: 10 pl de 2x Reaction Buffer DTT 10 mM, 10
ul de lisat (20 pg de proteina total) i | pl del substrat de la caspasa corresponent
(DEVD-pNA, IETD-pNA o LEHD-pNA 10 mM) a cada tub.

10. S’incuben les mostres incubar a 37 °C durant 4 h. La reaccié es mesura pels canvis
en 'absorbancia a 405 nm. Totes les dades estan expressades com la mitjana % la
desviacié estandard d’almenys tres experiments independents amb tres repliques

cadascun.

3.6.5.5. Analisi de I’expressi6 proteica per Western blot

El procés per a la realitzacié d’'un Western blot a partir de lisats (fraccié cel lular total)

de la linia CCD-18Co és el segiient:

l. Se sembren les cel fules (360.000 cél lules/placa 100 mm) i al cap de 24 h se les
tracta amb PE5 o amb NLSPE5 durant 72 h (els tractaments han de provocar en
tots els casos una disminucié del 50% en la proliferacié cel lular (ICso)).

2. Es recullen les cél fules i se centrifuguen a 400 xg durant 5 min a 4 °C.

3. Es fan dos rentats amb PBS fred, se centrifuguen a 18.000 xg 10 min a4 °Ci es
descarta el sobrenedant. En aquest punt es poden congelar els sediments a -80 °C.

4. Es resuspen el sediment amb 200-250 pl de tampd de lisi Ix vortejant fins que
estigui totalment resuspés. El tampd de lisi comercial es troba concentrat 10x
(Cell Signaling Technology, EUA), de manera que per cada 100 pl de tampo 10x,
cal afegir-hi 890 pl d’aigua milliQ i 10 pl de PMSF.

5. Es mantenen en gel durant 30 min i es vortegen cada 4-5 min.

6. Se centrifuguen les mostres a 18.000 xg 10 min a 4 °C.
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Es descarta el sediment i es determina la concentracio total de proteina
mitjancant el métode de Bradford.

Es preparen les mostres en funcié6 de la quantitat de proteina que es vulgui
carregar en un gel SDS-PAGE. En aquest treball, s’han carregat 25 pg per a la
quantificacié de la B-actina, p-JNK i Bax, 40 ug per a la quantificacié de Bcl-2 o 50
pg per a la quantificacié de la ciclina Dy, ciclina E, p21, JNK i XIAP.

Es preparen els gels SDS-PAGE al 12,5 % d’acrilamida, es carreguen les mostres i
es fan correr les electroforesis tal i com s’explica a I'apartat 3.6.3.

S’activa la membrana de PVDF (Millipore, EUA) submergint-la en metanol 100%
durant 15 s i després rentant-la amb aigua milliQ durant 2 min.

Se submergeix la membrana activada i les esponges en tampd
d’electrotransferéncia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, metanol 20% v/v, pH 8,3)
durant almenys 5 min. Es submergeixen també els papers VWhatman almenys 30 s.
Es munta el sistema d’electrotransferéncia segons I'ordre segiient a partir del
catode o pol negatiu (eliminant les possibles bombolles): esponja, paper Whatman,
gel de poliacrilamida, membrana activada, paper Whatman i esponja.

Es col loca el sistema dins la cubeta d’electrotransferéncia, s’hi posa també una
unitat refrigerant i una barra magnética, i s'omple la cubeta amb tampd
d’electrotransferencia.

Es connecta la font d’alimentacié i es deixa I'electrotransferéncia 2 ha 100 V a 4
°C.

Finalitzada la transferéncia, cal comprovar que els marcadors s’han transferit bé.
Se submergeix la membrana de PVDF en tampé TBST (Tris-HCI 10 mM; NaCl
100 mM; Tween-20 0,1%; pH 7,5) durant 5 min a temperatura ambient.

S’elimina el tampé de rentat, s’hi afegeix 10 ml de tampoé de bloqueig o BLOTTO
(tampo TBST 3% llet en pols) i s'incuba durant | hora a temperatura ambient i
amb agitacio.

S’elimina el tampo de bloqueig i es renta una mica la membrana amb TBST per
eliminar I'excés de llet.

S’incuba la membrana a 4 °C O/N amb [lanticos primari diluit en 6 ml de
BLOTTO. Els anticossos primaris contra Bcl-2 (# sc-7382; dilucio 1:500), Bax (#
sc-7480; dilucié 1:1.000), ciclina D, (# sc-20044; dilucio 1:500), ciclina E (# sc-247;
dilucid 1:500), p2 | WAFIICIPI (# sc-6246; dilucio 1:100), p27KPI (# sc-1641; dilucio
1:200), JNK (# sc-7345; dilucié 1:100), p-JNK (# sc-6254; dilucio 1:1.000) i [B-

actina (# sc-8432; dilucio 1:400) s’han obtingut de Santa Cruz Biotechnology
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(Santa Cruz, EUA). L'anticos primari contra XIAP (# 610716; dilucié 1:4.000) s’ha
obtingut de BD Transduction Laboratories, EUA.

Es descarta la solucié d’anticos primari i es fan tres rentats de 5 min cadascun amb
TBST a temperatura ambient i amb agitacio.

Es preparen 30 ml d’una dilucié 1:30.000 de P'anticos secundari Goat Anti-Mouse
IgG Peroxidase Conjugate (Calbiochem, Alemanya) en tampé de bloqueig, s’hi
afegeix a la membrana i s’incuba durant | h a temperatura ambient i amb agitacio.
S’elimina I'anticos secundari i es renta la membrana tres vegades durant 5 min amb
TBST a temperatura ambient i amb agitacio.

Es barregen 2 ml de la dissolucié A (substrat de la peroxidasa, conté luminol) amb
2 ml de la dissoluci6 B (conté peroxid d’hidrogen) del kit quimioluminiscent
Immobilon™ Western (Millipore, EUA).

S’aboca la dissolucié de deteccié sobre la membrana i s’incuba durant 5 min a
temperatura ambient i sense agitacio.

S’asseca la membrana amb paper de filtre i se la colloca entre dos plastics
transparents.

Es revela amb una camera CCD. Les imatges s’han capturat amb el sistema

FluorChem SP (Alpha Innotech, EUA).

L’analisi quantitatiu es basa en la intensitat de banda fent servir el programa Quantity

One (Bio-Rad Laboratories, EUA). La linealitat de I'assaig ha sigut comprovada préviament per

cada anticos monoclonal assajant diferents quantitats d’extractes cel lulars sense tractar per

Western blot. Totes les dades estan expressades com la mitjana + la desviacié estandard

d’almenys tres experiments independents amb tres repliques cadascun.

3.6.5.6. Separacio de les fraccions nuclear i citoplasmatica de cél {ules

tractades amb ND-RNases

El procés per analitzar I'expressio proteica diferencial del nucli i del citoplasma cel lulars

de la linia cellular CCD-18Co, utilitzant el kit PARIS (Life Technologies, EUA) va ser el

seglent:

2.

Se sembren les cel fules (370.000 cél lules/placa 100 mm) i al cap de 24 h se les
tracta amb una concentracio equivalent a I'lCso de PE5 o NLSPES durant 72 h.

Es recullen les cél lules i se centrifuguen a 400 xg durant 5 min a 4 °C.

56



MATERIALS | METODES

3. Es renten amb PBS fred, se centrifuguen a 400 xg 5 min a 4 °C i es descarta el
sobrenedant. Es resuspenen suaument les cél{ules amb 100-150 pl de Cell

Fractionation Buffer, en funcié de la concentracié proteica del lisat desitjada.

4. S’incuba en gel durant 10 min.

5. Se centrifuguen les mostres a 500 xg durant 5 min a 4 °C.

6. Se separa amb cura la fraccié citoplasmatica (sobrenedant) de la fraccié nuclear
(sediment).

7. Es renta el sediment nuclear amb el mateix volum de Cell Fractionation Buffer

utilitzat en el punt 4 per evitar la contaminacié de la fraccié nuclear amb
components de la fraccié citoplasmatica.

8. S’afegeix entre 37-75 pl de Cell Disruption Buffer al sediment nuclear, en aquest cas
interessa concentrar el lisat nuclear el maxim possible perqué la relacié
nucli:citoplasma es troba entre 1:2 i |:4. Es pipeteja vigorosament per lisar els
nuclis.

9. S’incuba la fraccié nuclear en gel durant 10 min.

0. Se centrifuguen les mostres a 20.500 xg durant 2 min a 4 °C. Les fraccions es van
emmagatzemar a -20 °C durant una setmana o bé a -80 °C durant dues setmanes.

1. Es determina la concentracié proteica pel metode del Bradford i realitzar el

Western blot tal i com es descriu a I'apartat 3.6.5.5.
Per a la determinacié de I'expressio proteica del citoplasma s’han utilitzat les mateixes

dilucions d’anticossos primaris i secundari descrites a I'apartat anterior. En el cas de la fraccid

nuclear, s’ha utilitzat una dilucio el doble de concentrada que I'establerta a 'apartat anterior.
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4.1. Analisi de la selectivitat de PE5 i NLSPES per a cel {ules

tumorals

En treballs anteriors del grup de recerca es van construir dues variants de 'HP-RNasa
dirigides a nucli que eren citotoxiques per a un ventall molt ample de linies cel fulars tumorals.
Aixi mateix es va observar que presentaven citotoxicitat selectiva, pero el nombre de linies
cel lulars no tumorals assajat fins a la realitzacio de la present Tesi era limitat [66]. Per aquest
motiu, un dels objectius ha estat determinar el mecanisme molecular de la citotoxicitat de les

ND-RNases sobre cél {ules no tumorals i comparar-lo amb el de cél fules tumorals.

4.1.1. Assaigs de citotoxicitat

En aquest treball s’ha mesurat la citotoxicitat de les ND-RNases (PE5 i NLSPES),
utilitzant I'assaig d’'MTT, sobre les linies cel {ulars no tumorals indicades a la Taula 4.1, ampliant
I'estudi inicial realitzat sobre cél lules no tumorals de fibroblast NI [66]. En aquest estudi es va
incloure 'onconasa per poder comparar els resultats atés que esta descrit que in vitro presenta
una bona selectivitat [7], i es va treballar amb linies cel {ulars tumorals a efectes de comparacio
[109]. A la taula 4.1 es presenten els valors d’ICso obtinguts per a un panell de quatre linies

cel lulars tumorals i quatre linies cel ulars no tumorals.

Taula 4.1. Valors d’ICso (uM) de Ponconasa, PE5 i NLSPES per a les linies cel {ulars indicades.
Els resultats es mostren com la mitjana + desviacié estandard d’almenys tres experiments independents amb tres
repliques cadascun. Les linies cel lulars NCI-H460, OVCAR-8, NCI/ADR-RES i Hela sén linies tumorals. Les linies
cel lulars HaCaT, CCD-18Co, HEK-293 i IBR.3.G son linies no tumorals.

Linia cel {ular Onconasa (pM) PE5 (uM) NLSPE5 (pM)
NCI-H460 0,40 £ 0,06* 0,57 £ 0,16 0,15 + 0,05
OVCAR-8 0,54 + 0,08 3,32 £ 0,59° 0,24 + 0,04

NCI/ADR-RES [,18 £0,17° 891 £ [,31* 0,96 + 0,05*

HelLa 0,15 +0,02* 1,74 £ 0,27* 0,26 + 0,04*
HaCaT 0,70 + 0,09 11,39 £ 0,33 0,92 +0,14
CCD-18Co 0,56 £ 0,10 21,00 + 1,78 542 +2,99
HEK-293 0,28 + 0,05 6,78 + 0,50 0,74 0,18
IBR.3.G 0,50 £ 0,13 6,29 + 3,07 0,75+0,10

6l

2 Valors extrets de Vert i col laboradors [109].
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Com es pot observar, 'onconasa presenta valors d’ICso per a linies cel {ulars tumorals i
no tumorals que no difereixen significativament. En canvi, tant per PE5 com per NLSPES5,
depenent de la linia no tumoral i tumoral comparades, la relaci6 de valors d'ICso no
tumoral/tumoral arriba a ser d’'unes 36-37 vegades. Aquest fet suggereix que les ND-RNases

poden presentar una selectivitat per a cél lules tumorals superior a la de 'onconasa.

Una vegada ampliat I'estudi de la citotoxicitat de PE5 i NLSPE5 amb més linies cel fulars
no tumorals i havent corroborat la seva citotoxicitat selectiva, a continuacié es va investigar
com aquestes RNases afectaven les céllules no tumorals i es va comparar amb el que es
coneixia sobre les cél {ules tumorals, amb la finalitat de determinar el seu mecanisme de
selectivitat. Aquest estudi es va realitzar sobre la linia cel fular CCD-18Co, ja que era la menys
sensible a les ND-RNases i, a la vegada, era la linia que presentava el temps de duplicacié més

gran, cosa que indicava que tenia el comportament més allunyat de les cél ules tumorals.

4.1.2. Estudi de I’efecte de les ND-RNases sobre la proliferacié

i la viabilitat cel-lular

L'assaig I’'MTT no permet diferenciar si I'efecte d’aquestes RNases sobre cél fules és a
causa d’'un efecte citotoxic o citostatic, per tant, es va investigar el seu efecte sobre la
proliferacio i la viabilitat cel {ular. Estudis previs havien demostrat que PE5 presentava un
efecte majoritariament citotoxic en la linia cel ular tumoral NCI/ADR-RES [66], tot i que a
concentracions baixes també s’observava un efecte citostatic. NLSPE5 va presentar un
comportament similar sobre la linia cel Jular NCI-H460/R [154]. La Figura 4.1 mostra I'efecte
de quatre concentracions diferents de PES5 i NLSPE5 sobre la proliferacié i la viabilitat de les

cél lules CCD-18Co al llarg de 72 h d’incubacio.

Tal i com es pot veure a la Figura 4.1, a les 24 h de tractament no hi ha un efecte clar
respecte a les cél lules no tractades. L’efecte d’'ambdues ND-RNases sobre la proliferacio i la
viabilitat de les céllules CCD-18Co es pot observar clarament a partir de les 48 h de
tractament i augmenta a les 72 h. En general, tant en el tractament amb PE5 com amb NLSPE5
es produeix una disminucié de les cél fules totals en el cultiu que és paral lel al de cél fules
viables a diferents temps d’incubacio, sigui quina sigui la concentraci6 d’RNasa que es faci
servir. Aixo indica que ambdues RNases tenen principalment un efecte citotoxic sobre les
cél lules no tumorals. Tot i aixo, PE5 presenta una lleugera capacitat d’aturar la proliferacid

cel {ular a baixes concentracions.
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Figura 4.1. Efectes sobre la proliferacié i la viabilitat de la linia cel jular CCD-18Co causats pel
tractament amb PE5 i NLSPES. Les cél fules van ser tractades amb diferents concentracions de PE5 (Ai C) o
de NLSPES (B i D) i es van estimar els efectes a les 0, 24, 48 i 72 h després d’iniciar el tractament. La proliferacio i
la viabilitat cel lular es van determinar mitjangant el comptatge de cél lules tal i com s’ha descrit a I'apartat 3.6.5.2.

Els punts representen les mitjanes * desviacié estandard d’almenys 3 experiments independents.

Si es comparen els efectes descrits de PE5 i NLSPES sobre les linies cel fulars tumorals
(PES sobre la linia NCI/ADR-RES [66] i NLSPES sobre la linia NCI-H460/R [154]) i sobre la no
tumoral CCD-18Co, s’observa que aquestes dues ND-RNases tenen un comportament similar
independentment de la linia cel lular. Un fet interessant és que en cél fules no tumorals els
efectes es comencen a detectar més tard que en cel lules tumorals. En cél lules tumorals els
efectes de les ND-RNases a la concentraci6 més elevada ja es detecten al cap de 24 h de

tractament [66, 154], mentre que en cél lules CCD-18Co els efectes son patents al cap de 48

h.

Per altra banda, és interessant destacar que en tractar aquestes céllules durant 72 h

amb concentracions d’ND-RNases equivalents a la seva ICs, ni la proliferacio ni la viabilitat
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reflectides al grafic arriben al 50%. Tot i aixo, si es multipliquen els valors del percentatge de
cel {ules totals que queden pel percentatge de cél lules viables a concentracions equivalents a
I'lCso, el resultat obtingut es troba al voltant d’'un 50%, tant per PE5 com per NLSPE5. Aquest
resultat és logic ja que el valor d’ICso obtingut de les corbes de citotoxicitat mesura I'activitat
metabolica de cél lules que poden estar afectades per 'ND-RNasa sense que estiguin mortes.
El valor d'ICso no és un reflex de la quantitat de cel lules presents a I'assaig de viabilitat ni
tampoc al de proliferacié atés que en el primer es mesuren les cél lules vives exclusivament
mentre que en el de proliferaci6 es mesura el nombre total de ceél1ules, tant vives com

mortes. Per tant, es mesuren conceptes diferents.

4.1.3. Analisi de I’efecte de PE5 i NLSPES sobre la distribucio

de fases del cicle cel-lular

S’ha descrit que en cél lules tumorals la mort cel {ular induida per les ND-RNases va
acompanyada d’'una acumulacié de cél fules en les fases del cicle cellular S i G»/M que pot
interpretar-se de dues maneres. Les ND-RNases aturen el cicle cel{ular de les cél fules
tumorals a les fases S i Go/M o bé provoquen mort cel lular a la fase G| del cicle cel lular, la
qual cosa porta a un increment de les cél lules a les fases S i Go/M [66, 154]. Ates que els
resultats presentats a la Figura 4.1 ens indiquen que les ND-RNases no aturen la proliferacio
cel lular sin6 que tenen efectes citotoxics, seria d’esperar un comportament similar per part

de les cel lules no tumorals estudiades tractades amb PE5 i NLSPES.
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Figura 4.2. Efectes de PE5 i NLSPES sobre la distribucié de fases del cicle cel {ular de la linia
CCD-18Co després de 72 h de tractament. Distribucié del contingut de DNA de A) cél lules sense tractar, B)
de cel fules tractades amb 42 pyM de PE5 i C) de cél lules tractades amb || pM de NLSPE5. Les cél fules van ser
permeabilitzades, tenyides amb Pl i el contingut de DNA cel lular va ser analitzat per citometria de flux tal i com
s’ha descrit a I'apartat 3.6.5.3. Els resultats son representatius de tres assaigs independents. Es van analitzar valors

obtinguts a partir de com a minim 10.000 cél {ules de la poblacié seleccionada.
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Aixi doncs, es va investigar I'efecte que produia sobre la progressio del cicle cel lular de
la linia CCD-18Co una concentracié de PE5 o NLSPE5 equivalent a dues vegades la seva ICso.
La distribucio de fases obtinguda en cada cas es troba representada a la Figura 4.2. Els resultats
ens indiquen que la mort cel lular es déna en totes les fases del cicle cellular ja que no
s’aprecia cap canvi de distribucio respecte a les cél lules control (Figura 4.2). Per tant, els
efectes de les ND-RNases sobre les cél lules no tumorals son independents de la fase del cicle

cel lular en qué es trobin a diferéncia del que passa amb les cél lules tumorals [66, |54].

Paral lelament a aquesta analisi, es va dur a terme un estudi per Western blot de com el
tractament amb les dues ND-RNases afectava I'expressio de diferents proteines relacionades
amb el cicle cel lular. En concret, es van seleccionar les ciclines D, i E i els inhibidors de
ciclines p2 |WAFICPI j p27KIPI| En cél fules tumorals, PE5 i NLSPES indueixen un increment de
I'expressié de la ciclina E i de p2[WAFIICPI [66, 109]. Com es pot veure a la Figura 4.3, en la
linia CCD-18Co PE5 incrementa lleugerament I'expressio de p27KP! (en un 132% + 27)
respecte al control, mentre que els nivells de les ciclines D, i E i p2IWAFIICPI romanen
inalterats. NLSPE5 incrementa |'expressio de la ciclina Dy en un 141% % 14, el de la ciclina E en
un 208% + 34, el de p27KPl en un 190% * 52 i el de p2 IWAFI/CIPl en un |51% £ 5, respecte a les
cél lules sense tractar. Aixi doncs, els resultats ens indiquen que els efectes de les dues ND-
RNases sobre I'acumulacié de diferents proteines relacionades amb la gestié del cicle cel lular

en la linia no tumoral soén diferents (Figura 4.3).

A B

CT PE5 NLSPES
300

vz Control

— — - Ciclina D,

250

—— —— Ciclina E 200

KIPI 150 4

% control

e p27

100 +
WAFI/CIPI

S —— D21

50

B-actina
— — — 0

CiclinaD, CiclinaE  p27"*  p21"AFvem

Figura 4.3. Expressio a la fraccié celiular total de la ciclina Di, la ciclina E, p27KIP! j
p2IWAFIICIPI en cél fules CCD-18Co tractades amb 21 uM de PE5 o 5,5 yM d’NLSPES. Després de 72 h
de tractament, les cél lules es van recollir i analitzar per Western blot utilitzant els anticossos monoclonals descrits
a I'apartat 3.6.5.5. A) Western blot d’'un experiment representatiu. B) Analisi densitometrica normalitzada respecte
a 'expressio de la B-actina per a cada tractament. Els valors representen les mitjanes d’almenys tres experiments

independents.
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La progressio del cicle cel lular depén de l'activacid dels complexos ciclina-quinasa
depenent de ciclina (CDK), els quals actuen conjuntament a la fase G| i G, per activar la S i la
mitosi, respectivament. Un dels mecanismes de regulacié d’aquest procés és a través de la
inhibicio dels complexos per part dels inhibidors de CDK (CKI). Els CKls de la familia Cip/Kip
s’uneixen tant a les ciclines com a les CDK i poden modular I'activitat de les ciclines D, E, Ai B

unides a les respectives CDKs [161].

Malgrat que els resultats del Western blot indiquen que hi ha canvis en I'expressio
d’algunes proteines implicades en la gestio del cicle cel {ular, les ND-RNases no modifiquen la
distribucio de fases d’aquest cicle en la linia CCD-18Co. Aquests resultats es poden explicar
de la segiient manera. Per PES, el fet que cap de les dues ciclines incrementi la seva expressio i
el lleuger increment de I'expressié de I'inhibidor dels complexos CDK-ciclina, p27KIPl, pot
explicar que la distribucid de cél lules a les diferents fases del cicle cel {ular no hagi variat. Aixi
mateix, per NLSPES, l'increment de p2|WAFI/CIPI j p27KIPI ambdds inhibidors dels complexos
CDK-ciclina E o D, els quals son els responsables principals de la transicié de G, a S [162,
163], podria explicar que el patré de fases del cicle cel fular fos igual al control no tractat. Es a
dir, en aquest segon cas, l'increment de ciclines es podria veure contrarestat per I'increment

dels inhibidors dels complexos CDK-ciclina.

A causa de la capacitat de p2 | WAFI/CIPI j p27KIPI d’aturar la progressio del cicle cel ular,
se€’ls sol considerar com a supressors de tumors. No obstant aixo, en els Ultims anys s’ha fet
evident que aquesta familia de CKls presenten altres funcions més enlla de la regulacio del cicle
cel lular, incloent efectes en la transcripcio, I'apoptosi i la migracié cel fular, algunes de les
quals s’exerceixen en el citosol (revisat a [164]). Per aquest motiu es va decidir estudiar
I'expressié de ciclina Dy, p27KIP1 j p2 [ WAFIICIPI 3 nucli i a citoplasma (Figura 4.4) amb la finalitat
de veure si aquest increment d’expressio es donava preferentment en un dels dos
compartiments de la cél {ula. Es van separar les dues fraccions i es va dur a terme una analisi
de I'expressio de les proteines esmentades a la fraccid nuclear i a la citoplasmatica. Els primers
experiments, emprant les mateixes quantitats de proteina aplicada a I'electroforesi i dilucio
d’anticos van permetre observar la variacio de I'expressio en el citoplasma pero en la fraccio
nuclear no es detectaven les diferents proteines. Pel que fa a la fraccié nuclear es van assajar
multiples condicions, perd no va ser possible obtenir uns resultats en que el senyal fos
suficientment intens sobre el soroll de fons per poder determinar uns valors de variacio
d’expressio fiables. Per aixo, només es mostren els resultats obtinguts a partir de la fraccié
citoplasmatica, els quals s’han determinat seguint les mateixes condicions emprades per assajar

la fraccio total. Tal i com es pot observar a la Figura 4.4, en el citoplasma de cel lules tractades
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amb PE5 es veu un increment de p27KPP! en un 285% + 50 mentre que les expressions de la
ciclina Dy i de p2IWAFIICIPI no canvien. En el cas d’'NLSPES, s’observa un increment en el
citoplasma de la ciclina Dy d’'un 198% * 20; de p27XP! d’un 320% + 97 i de p2IWAFIICIPI d’'un
215% + 21.

500
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T 400 4
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Figura 4.4. Variaci6 del nivell d’expressié citoplasmatica de la ciclina D, p27KIP! j p2 | WAFI/CIPI
en cél fules CCD-18Co tractades amb 21 pM de PE5 o 5,5 uM d’NLSPES. Després de 72 h de tractament,
les cél lules es van recollir, es va separar la fraccié citoplasmatica i es va analitzar per Western blot el grau
d’expressio de les proteines indicades utilitzant els anticossos monoclonals, tal i com s’ha descrit a I'apartat 3.6.5.6.
A) Western blot d’un experiment representatiu. B) Analisi densitométrica normalitzada respecte a I'expressio de la

[B-actina per a cada tractament. Els valors representen les mitjanes d’almenys tres experiments independents.

Com es pot veure, els efectes de les dues ND-RNases sobre I'acumulacié en el
citoplasma de diferents proteines relacionades amb la gestié del cicle cel {ular a la linia no
tumoral soén paral lels als que es produeixen en la fraccid cel fular total (Figura 4.3). PE5
augmenta lleugerament I'expressié de p27KP!, mentre que NLSPE5 provoca I'augment de la
ciclina D), p2IWAFIICIPI j p27KIPI (Figura 4.4). Per tant, aquests resultats suggereixen que els
efectes d’aquestes proteines podrien no estar relacionats amb la gestié del cicle cel lular, fet
que també podria explicar que la distribucid de cél lules a cada fase del cicle cel lular no hagi

canviat amb el tractament.

4.1.4. Caracteritzacié de I’apoptosi induida per PE5 i NLSPES

Es va estudiar si la citotoxicitat induida per les ND-RNases es produia per un
mecanisme d’apoptosi. Per aquest motiu es va investigar el nivell d’activacié de diferents
procaspases i el canvi d’expressio de diferents proteines implicades en I'apoptosi. Primerament,

es va analitzar el nivell d’activacié de les procaspases 3, 8 i 9 en la linia cel {ular no tumoral
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CCD-18Co després del tractament amb 42 yM de PE5 o || yM d’NLSPE5 (Figura 4.5). Com
es pot observar, PE5 i NLSPE5 indueixen l'activacié de les procaspases iniciadores 8 i 9 i la
procaspasa executora 3, tal i com s’ha descrit préviament en cél ules tumorals [66, 109]. Tant
PE5 com NLSPE5 promouen l'activacio de les tres procaspases a les 48 h de tractament essent
el nivell d’activacié lleugerament superior en el cas d’NLSPE5. No obstant aixo, el perfil
d’activaci6 és lleugerament diferent. En el cas de PE5 el nivell d’activacié augmenta fins almenys
les 72 h, mentre que en el cas d’'NLSPES es produeix la maxima activacié a les 48 h. Aquests
resultats semblen indicar que el tipus de procaspases activades i la seva seqiiéncia d’activacio

induits per ambdues RNases son els mateixos, tot i que els temps d’activacid poden variar

lleugerament.
Caspasa 3 Caspasa 8 Caspasa 9
5 5 5
[ Control 1 Control 1 Control
 48h — 48h I 48h
4 72h 4 72h 4 72h

Increments vs control
~

Increments vs control
Increments vs control

.ﬂ
-

PES NLSPE5 PE5S NLSPES PE5S NLSPES

Figura 4.5. Activaci6 de les procaspases 3, 8 i 9 en cél {ules CCD-18Co tractades amb PES5 o
NLSPES. Les cél lules van ser incubades amb 42 pM de PE5 i |11 yM d’NLSPE5 durant 48 h (barres negres) o 72 h
(barres ratllades). L’activitat catalitica d’aquestes caspases va ser mesurada en lisats de cél Jules senceres utilitzant
un assaig de deteccid colorimétric quantitatiu, tal i com s’ha descrit a I'apartat 3.6.5.4. Els resultats s’expressen com

a mitjana * desviacié estandard de tres experiments independents.

Aquest resultat és molt interessant, perqué en el desenvolupament d’un farmac
antitumoral és important que la mort cel {ular induida per aquest sigui a través d’apoptosi, ja
que si fos a través de necrosi podria provocar inflamacié o complicacions immunitaries als
pacients, fet que dificultaria la seva aplicabilitat en clinica. Es interessant destacar que el grau
d’activacié de les diferents procaspases respecte a les cél lules control (Figura 4.5) és dos o
tres vegades inferior al que s’observa en les ceél lules tumorals NCI/ADR-RES tractades amb
concentracions similars de les RNases [66, 109]. Per altra banda, el maxim d’activacio
s’observa entre les 48 i 72 hores per NLSPES5 i probablement per PE5 tal i com s’havia descrit
anteriorment en cél lules tumorals [66, 109]. L’elevat temps requerit per assolir la maxima
activacié és un reflex que aquestes ND-RNases exerceixen la seva accid a través de canvis en
I'expressid genica [66, 105, 108] més que no pas a través de canvis en la senyalitzacio cel {ular

que tindrien efectes més immediats.
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També es va caracteritzar per Western blot I'efecte produit en tractar cel lules CCD-
[8Co amb 21 pM de PE5 o 5,5 yM d’NLSPES, durant 72 h, sobre el nivell d’expressié de Bcl-2,
Bax, XIAP, JNK i la forma fosforilada de p46 JNK (Figura 4.6). Es de destacar que les dues
RNases promouen un patré d’expressio diferent d’algunes proteines relacionades amb
'apoptosi en aquesta linia cel fular no tumoral. Els nivells de XIAP, JNK i p-JNK romanen
inalterats quan es tracten les cél fules amb qualsevol de les dues ND-RNases. En canvi, el
tractament amb PE5 provoca una disminucié de Bcl-2 (63% + 14) acompanyada d’un increment

de Bax (127% % 28) que no s’observa en el cas del tractament amb NLSPES5.
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Figura 4.6. Variacié del nivell d’expressié de Bax, Bcl-2, XIAP, JNK i p-JNK en cél {ules CCD-
18Co tractades amb 21 yM de PE5 o amb 5,5 yM d’NLSPES. Després de 72 h de tractament, les cél lules
es van recollir i analitzar per Western blot utilitzant els anticossos monoclonals descrits a I'apartat 3.6.5.5. A)
Western blot d’'un experiment representatiu. En el cas de JNK s’indiquen les dues isoformes de 46 i 54 kDa
respectivament. B) Analisi densitométrica normalitzada respecte a I'expressié de la B-actina per a cada tractament.

Els valors representen les mitjanes d’almenys tres experiments independents.

Se sap que Bcl-2 bloqueja I'apoptosi sense afectar la proliferacié celular i la seva
expressio en diversos tumors malignes s’ha associat a un resultat clinic més favorable [165]. En
canvi, des que es va descobrir que Bax, una altra proteina membre de la familia Bcl-2, promou
apoptosi, es va proposar el quocient Bax/Bcl-2 per calcular el grau de susceptibilitat de les
cél lules a 'apoptosi [166, 167]. En el cas de cel fules no tumorals tractades amb PE5, el valor
d’aquest quocient és de 2 * |,04. Per tant, tal i com s’ha descrit en altres treballs [168, 169],
un valor >| és indicatiu que les cél fules han entrat en apoptosi. Tot i que és dificil d’explicar,
aquest resultat podria suggerir que els mecanismes d’activacié de I'apoptosi per part de les

dues ND-RNases son diferents quan es tracten cél lules no tumorals, en contraposicié amb el
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que s’havia observat anteriorment en tractar cél fules tumorals [66, 109]. Aquesta diferéncia
també es fa palesa en analitzar els efectes de les dues ND-RNases sobre diferents proteines

relacionades amb la gestio del cicle cel lular (Figura 4.3).

4.1.5. La selectivitat de les ND-RNases esta condicionada per

la sobreexpressié de p27'?! jlo p2 |WAFIICIPI

Tal i com s’ha descrit, les proteines p2|WAFIICIPI j p27KIPI. components de la familia
d’'inhibidors Cip/Kip, van ser inicialment identificades com a inhibidors del cicle cel lular. No
obstant, actualment se sap que també estan implicades en altres processos [170]. La regulacié
de les Cip/Kip es produeix a través d’una intricada i complexa xarxa de fosforilacions que
altera la seva localitzacié subcel {ular, les interaccions amb altres proteines i també la seva
estabilitat (revisat a [171, 172]), fet que explica que les seves funcions puguin ser diverses i en
alguns casos oposades. A més, poden variar depenent del tipus cel fular i de l'estat de
transformacié de les cél lules. Aixi, s’ha observat que en cél lules tumorals la induccié de

p27KPl j/o de p2 | WAFIICIPI pot tant afavorir com promoure la resisténcia a 'apoptosi [173-176].

PE5 i NLSPE5 produeixen un augment de I'expressio de p27KP! en les cél fules no
tumorals CCD-18Co, i aquest augment es localitza majoritariament al citoplasma, tal i com
s’'observa a la Figura 4.4. Els canvis induits en p27XIP! son remarcables ja que d’acord amb
estudis previs del grup no tenen lloc en cél {ules tumorals [66, 109]. L’acumulacié de p27KP! al
citoplasma explicaria perqué les cél lules CCD-18Co tractades amb les ND-RNases son més
resistents a I'apoptosi i, per tant, permetria entendre la selectivitat per a cél {ules tumorals.
S’ha descrit que al citoplasma p27KIP! té I'habilitat d’evitar I'activacio de les procaspases 2L i 3 i
l'alliberament de citocrom c al citosol [177], generant resisténcia a I'apoptosi (Figura 4.7). Per
aquesta rad, s’ha suggerit que la localitzacio citoplasmatica de p27KP! podria estar relacionada
amb la resisténcia a I'apoptosi d’alguns tipus de tumors i aquest fet seria independent de la
interaccid amb les ciclines i les CDK (revisat a [164]). Esta descrit que el moviment de p27KIP!
cap al citoplasma no es dona per mutacions del gen sin6é per una fosforilacié anomala de la
proteina per part de quinases sobreexpressades en cél 1ules tumorals, tals com PKB/Akt i SRC
[178]. Malgrat que la major part dels estudis sobre la funcionalitat de p27XP! s’han dut a terme
en cél Jules tumorals, la funcid antiapoptotica no esta restringida a aquest tipus de cél lules,
sin6 que també s’ha descrit per a cél lules no tumorals. Concretament, s’ha descrit que p27KIP!
juga un paper protector d’'una apoptosi excessiva durant un dany inflamatori en teixits no

tumorals [179].
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Figura 4.7. Efectes antiapoptotics de p27¥'""'. En el citoplasma p27"' evita l'activacié de
I'apoptosi a través de la inhibicié de I'alliberament de citocrom c i impedint I'activacié de les caspases 2L

i3.

La major sensibilitat de les cél fules tumorals a I'accié de les ND-RNases també es pot
explicar en part per I'accié de p2 | WAFI/CIPI particularment en el cas d’NLSPES. El tractament de
les céllules no tumorals CCD-18Co amb NLSPE5 promou un increment d’expressio de
p2 | WAFI/CIPI  que s’acumula sobretot al citoplasma (Figures 4.3 i 4.4). Aquest augment,
juntament amb la no variacié dels nivells de JNK i p-JNK en aquestes cél ‘lules, podria explicar
perqué les céllules no tumorals CCD-18Co tractades amb NLSPE5 presenten una major
resisténcia a I'apoptosi. Com ja s’ha comentat anteriorment, la localitzacio de p2|WAFI/CIPI
determina quin tipus de funcio realitza en la cél {ula. S’ha descrit que quan p2 | WAFI/CIPI presenta
una localitzacié citoplasmatica es pot unir a diferents proteines implicades en I'apoptosi, com
per exemple la procaspasa 3, caspasa 8, caspasa |0, les proteines quinases activades per estres
(SAPK/JNK) i la quinasa reguladora de senyal apoptotica | (ASKI/MEKKS), inhibint la seva

activitat i inactivant I'apoptosi (Figura 4.8) [180, 181].

p2 |WAFIICIPI pot bloquejar I'apoptosi unint-se a I'extrem N-terminal de la procaspasa 3,
evitant la seva activacié i, per tant, inhibint 'apoptosi [182]. S’ha descrit que la caspasa 3
activada trenca I'NLS de p2IWAFI/CPI| que queda retingut al citoplasma i a més no pot
interaccionar el complex ciclina-CDK2; tot plegat afavoreix el conjunt d’interaccions
inhibidores de I'apoptosi esmentades més amunt, dibuixant un mecanisme coordinat (Figura
4.8) [183]. En aquest treball no s’ha detectat cap trencament de p2|WAFIICIPI i3 que no s’ha
observat cap variacié6 de pes molecular entre les bandes corresponents a lisats de cél {ules
sense tractar i les bandes corresponents a les cél {ules tractades (Figures 4.3 i 4.4). Aquest fet
seria explicable perqué en el moment d’analitzar I'expressié de p2|WAFI/CIPI per Western blot
es van seleccionar les cél lules vives i no pas les mortes. S’ha descrit que I'efecte de la caspasa

3 sobre p2 | WAFI/CIPI no és observable en lisats provinents de cél lules vives [183].
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Figura 4.8. Interaccions de p2 en el citoplasma i paper en la inhibici6 de

P2 | WAFI/CIPI

I’apoptosi. citoplasmatica exerceix la seva funcié antiapoptotica pel fet que és capag

d’inhibir diverses proteines relacionades amb I'apoptosi. p21™W**"“P s'uneix i inhibeix I'activitat de

ASKI/MEKKS i aquesta no pot activar JNK/SAPK. A més p21"A"'“P! pot interferir en l'activacié de les

procaspasa 3 i de les caspases 8 i 10. Si finalment s’activa I'apoptosi, les caspases activades inhibeixen el

transport de p2 | WVAF/CP!

cap al nucli.

En certs tipus cel lulars p2|WAFI/CIPI podria contribuir a disminuir la sensibilitat de les
cél lules no tumorals al tractament amb NLSPE5 en inhibir I'apoptosi per estrés promoguda
per JNK actuant a dos nivells, ja sigui unint-s’hi directament inactivant-la o inhibint la MAP
quinasa ASKI/MEKKS [184], la qual al seu torn activa JNK [98] (Figura 4.8). De manera
general, es considera que JNK té un paper promotor de I'apoptosi pero en certs tipus de
tumors JNK pot tenir una funcid antiapoptotica. El paper antiapoptotic de JNK estaria
relacionat amb I'estatus de p53 a la cél 1ula. S’ha descrit que la via de JNK inhibeix I'aturada del
cicle cellular i I'apoptosi promoguda per p53 i que JNK només pot promoure els efectes
antiapoptotics en cél {ules deficients en p53 (revisat a [67]). Aixi, en cél {ules tumorals les ND-
RNases indueixen I'acumulacio de p2 IWAFI/CIPI 66, 109] fent disminuir els nivells de JNK activat
i aquest efecte, en tractar-se de céllules deficients en p53, promou I'apoptosi [66].
Contrariament, en ceél lules CCD-18Co tractades amb NLSPE5, que sén p53+, els nivells
d’activacié de JNK es mantenen invariables (Figura 4.6). Aixo pot indicar que la resisténcia a

'apoptosi induida per les ND-RNases en aquestes cél lules no depén de JNK.
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4.2. Fusio d’ND-RNases citotoxiques a determinants de

Papoptina

En aquesta Tesi, un dels objectius ha estat aconseguir variants de PE5 o PEI0 més
selectives sobre ceél lules tumorals mitjangant un sistema d’interruptor molecular, combinant
diferents sequéncies NES i dianes de fosforilacié per quinases sobreexpressades en cél lules
tumorals (Psite) que pugui emmascarar el primer, la combinacié dels quals sigui capag de dirigir
les RNases a nucli en cel lules tumorals (afavorint la citotoxicitat) i al citoplasma en el cas de

les cél lules no tumorals (afavorint la interaccié amb I'RI).

4.2.1. Estratégies per conferir selectivitat a I’HP-RNasa

mitjancant I’addicié d’un NES regulable per fosforilacié

4.2.1.1. Descripcio dels NES i Psite

Per a la construccié dels vectors que incorporaven un NES i un lloc de fosforilacié
fusionat al gen codificant les RNases respectives, es van utilitzar els vectors pE5 i pEIO els
quals han estat descrits anteriorment (veure apartat 3.1.2) [94, 109]. Les variants construides,
que incorporen aquests determinants moleculars a 'extrem N-terminal de ND-RNasa, es van
anomenar de manera general NES_Psite PE5 i aquelles que els incorporen a I'extrem C-

terminal es van anomenar PEIO_NES_Psite, ja que derivaven de PE5 i PEIO, respectivament.

Taula 4.2. Descripcio de les diferents seqiiéncies NES i Psite utilitzades.

Nom de la Seqiiéncia o
s X e A Referéncies
seqiiéncia aminoacidica
NES(Apop) VSKLKESLI Apoptina [122, 123]
NES(Tlarge) LYPELRRILTI Antigen T gran de I'adenovirus 5 [185]
NES(ISGF) | LLLKkMyLM | Componentsp84/p9l del factor de [186-188]
transcripcié ISGF-3
Transactivador tipus Rev del
NES(HIV) LPPLERLTL virus HIV-1 [189]
Psite(Apop) | TTT*PSRPRTA Apoptina [124, 128]
Component 2 del complex de
Psite(MCM2) | LTSS*PGRSSR manteniment del minicromosoma [190, 191]
(MCM2)

a |’asterisc (*) a la dreta d’un determinat residu indica que és susceptible de ser fosforilat per la CDK2.
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Per a les construccions es van seleccionar diferents NES que préviament havien estat
descrits com a funcionals quan s’inserien en una proteina recombinant (Taula 4.2). De manera
general, els diferents NES i Psite presentaven similitud de seqliéncia amb el NES de I'apoptina.
A més, es van seleccionar dos Psite reconeguts per la quinasa CDK2, la qual esta
sobreexpressada en diversos tipus de ceéllules tumorals (revisat a [192]). Les diferents
combinacions de NES i llocs de fosforilacié introduides tant als extrems N- com C-terminal de

les ND-RNases s’indiquen a les Figures 4.9 i 4.13.

4.2.1.2. Obtencio de les variants NES_PE5 i NES_ Psite PE5

Les construccions que incorporaven el NES i la diana de fosforilacio a I'extrem N-
terminal de 'ND-RNasa es van realitzar sobre PE5 utilitzant estratégies de mutagénesi dirigida

i mutagenesi en casset (Figura 4.9).

1469 1617 313233 89 9091

HP-RNasa KRKQ DS RRR G SR
PES KAAE GN RRR RRR
NLSPES PKKKRKVE KAAE GN RRR R RR
Apop_Apop_PE5 VSKLKESLI TTTPSRPRTA KAAE GN RRR RRR
Apop_MCM2_PES VSKLKESLI LTSSPGRSSR KAAE GN RRR RRR
Tlarge_Apop_PE5 LYPELRRILTI TTTPSRPRTA KAAE GN RRR RRR
Tlarge_MCM2_PE5 LYPELRRILTI LTSSPGRSSR KAAE GN RRR RRR
ISGF_Apop_PE5 LLLKKMYLM TTTPSRPRTA KAAE GN RRR RRR
ISGF_MCM2_PE5 LLLKKMYLM LTSSPGRSSR KAAE GN RRR R RR
HIV_Apop_PE5 LPPLERLTL TTTPSRPRTA KAAE GN RRR RRR
HIV_MCM2_PE5 LPPLERLTL LTSSPGRSSR KAAE GN RRR RRR

Figura 4.9. Representacié esquematica de les variants de NES_Psite_ PE5 construides en
aquest treball. S'indiquen també a 'esquema les ND-RNases PE5 i NLSPES. A la caixa de I'ND-RNasa s’indiquen
aquells residus que han canviat en la construccié de PE5 respecte a 'HP-RNasa i els residus que conformen I'NLS
conformacional bipartit. Cada color correspon a una seqiiéncia diferent de NES o Psite. A I'esquerra s’especifica el
nom de cadascuna de les variants NES_Psite_PE5 construides, on primer es detalla quin tipus de NES porta
incorporat (Apop, Tlarge, ISGF o HIV), seguit del lloc de fosforilacié o Psite (Apop o MCM2) i per dltim el tipus
d’RNasa.
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Per realitzar les construccions es va procedir a obtenir, en primer lloc, un segment de
dsDNA que codifiqués per als diferents NES a introduir. Per a cada tipus de sequiencia NES, es
van dissenyar 2 oligonucleotids complementaris, excepte en els extrems 5, (Taula 4.3).
D’aquesta manera, en hibridar-se formaven un fragment de dsDNA excepte en els dos
extrems on es reproduien les seqiiencies de les dianes ja tallades dels enzims de restriccid
Ndel i BamHlI. Per al disseny de les sequiéncies dels oligonucleotids es va tenir en compte que el
segment inserit mantingués la pauta de lectura de 'RNasa i I'is de codé d’E. coli. A la Taula 4.3

es detalla la sequiéncia dels diferents oligonucleotids utilitzats.

Taula 4.3. Seqiiéncia dels oligonucleotids dissenyats i seqiiéncies aminoacidiques codificades

corresponents a les seqiiéncies NES i Psite utilitzades per crear les noves variants de PHP-RNasa. A i

B corresponen a les cadenes complementaries de cada NES i Psite.

Seqiiéncia

Seqiiéncia oligonucleotidica 5 om
aminoacidica

NESApop B 5 gATCCAATCAggCTTTCTTTCAETTTgCTCACCA 3’
NESTlarge A 5 TATgCTgTATCCggAACTgCgCCgCATTCTgACCATTg 3'
NESTlarge B | 5 gATCCAATggTCAgAATgCggCgCAgTTCCggATACAECA 3’

VSKLKESLI

LYPELRRILTI

NESISGF A 5 TAtgCTgCTgCTgAAAAAAATgTATCTgATgg 3’ LLLKKMYLM
NESISGF B 5 gATCCCATCAgATACATTTTTTTCAgCAgCAgCA 3

NESHIV A 5 TATgCTgCCgCCgCTggAACgCCTgACCCTgg 3’

g~ 18 -E e 18 8 & &8 LPPLERLTL
NESHIV B 5 gATCCCAgggTCAggCgTTCCAgCggCggsCAgCA 3’
PsiteApop A 5 sATCCACCACCACCCCgAgCCgTCCgCgTACCgCgAgCCA 3’
pop g gngllg gLg gLgng TTTPSRPRTA

PsiteApop B 5 AgCTTggCTCgCggTACgCggACggCTC CgggeTggTggTg 3’

PsiteMCM2 A 5" gATCCCTgACCAgCAgCCCgggCCgTAgCAgCCgTAgCCA 3
PsiteMCM2 B 5 AgCTTggCTACggCTgCTACggCCCgggCTgCTggTCAgg 3’

LTSSPGRSSR

En segon lloc, per tal de fusionar PE5 amb el segment de dsDNA hibridat va ser
necessari introduir a 'extrem 5’ del gen codificant per PE5 les dianes de restriccio Ndel i
BamHI|, procés que es detalla a la Figura 4.10. Es va aprofitar que es disposava del plasmidi
pLINKMS utilitzat en la construccid d’NLSPES [109] (Figura 4.10-A) el qual conté entre el
codd AUG i la seqiiencia del gen de PM5 una sequiéncia espaiadora que ja contenia la diana
Ndel. Sobre aquest plasmidi es va realitzar una primera reaccié de mutagenesi dirigida per
oligonucleotid per convertir el gen de PM5 en el de PE5. Per aixo es van utilitzar els
oligonucleotids PESA i PE5B (Taula 4.4), que permetien substituir els residus Gly89 i Ser90 per
Arg. El vector resultant es va anomenar pLINKES (Figura 4.10-B). Seguidament es va realitzar
una segona reaccio de mutagenesi amb els oligonucleotids |kBamM5_1 i IkBamM5_2 (Taula

4.4) per tal d’introduir la diana de I'enzim de restriccié6 BamHI dins de I'espaiador a I'extrem 5’
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del gen codificant per PE5, obtenint-se el vector pLINK(Bam)E5 (Figura 4.10-C).
Posteriorment, es va digerir el vector pLINK(Bam)E5 amb Ndel i BamH|, es va purificar el
plasmidi que havia perdut un fragment de 20 pb i es va lligar amb els segments de dsDNA
corresponents als diferents NES (Figura 4.10-D), obtenint d’aquesta manera el conjunt de

mutants pNES_PE5 (pApop_PE5, pTlarge_PE5, pISGF_PE5 i pHIV_PE5).
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Mutants pNES_PES
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Hibridacié
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AiB

Digestid BamHlI Hindlll
=

Lligacié cassettes Psite
E “dg\

Mutants pNES_Psite_PES

Construccions NES_Psite_PE5:

NES(Apop) Psite(Apop) PES
NES{Apop)_Psite(MCM2)_PES
NES(Tlarge)_Psite{Apop)_PE5
NES(Tlarge)_Psite(MCM2)_PE5

NES(ISGF)_Psite(Apop)_PE5S
NES(ISGF)_Psite(MCM2)_PE5
NES(HIV)_Psite(Apop)_PE5
NES(HIV)_Psite(MCM2)_PES

Figura 4.10. Esquema del procés de construcci6 dels mutants pNES_PE5 i pNES_Psite_PES5.

Per ultim, per introduir en pNES_PE5 els llocs de fosforilacio es va procedir de la
mateixa manera. Per a cada Psite, es van sintetitzar dos oligonucleotids que un cop hibridats
codificaven pels respectius Psite (Taula 4.3). A Iigual que pels NES, les dues cadenes
complementaries deixaven a I'extrem 5’ cadenes senzilles que reproduien les seqliencies de les

dianes de restricciod ja tallades, en aquest cas, pels enzims de restriccio BamHl i Hindlll a 5’ i 3’,
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respectivament. Cada vector que contenia el NES a 5 es va digerir amb els enzims de
restriccid BamH| i Hindlll (Figura 4.10-D) i es va lligar amb els segments dsDNA codificants per
les diferents sequéncies Psite, obtenint-se els mutants NES_PsitePE5 (Apop_Apop_PES,
Apop_MCM2_PES5, Tlarge_Apop_PES, Tlarge_MCM2_PES, ISGF_Apop_PES,
ISGF_MCM?2_PES5, HIV_Apop_PE5 i HIV_MCM2_PE5) (Figura 4.10-E). Totes les construccions

es van comprovar per sequenciacié de DNA.

Taula 4.4. Oligonucleotids utilitzats en les reaccions de QuikChange™ per obtenir pNES_PES.

Nom Utilitzacio Seqiiéncia

PE5SA Substitucio G89R i | 5 gATTgTAgACTgACTAATCgTCgTAgATACCCTAATTgTC 3’
S90R en pLINKMS
PE5B per obtenir pLINKES | 5 gCACAATTAggsTATCTACEACEATTAgTCAgTCTACAATC 3’

Introduccid diana de
IkBamM5_1 5 AgCATgACTggtggATCCCAAATgggTCgggAT 3’
restriccié BamH| en

pLINKES per obtenir
IkBamM5_2 5 ATCCCgACCCATTTgggATCCACCAGTCATgCT 3
pLINK(Bam)E5

4.2.1.3. Produccioé i caracteritzacio de les variants NES_Psite PE5

Abans d’iniciar el procés de produccié i purificacio de cadascuna de les variants
construides, es va determinar el grau d’expressié de diferents colonies per tal de seleccionar
aquella que garantis el maxim nivell d’expressio. Per aixo es va analitzar electroforéticament
I'extracte cru de cultius induits provinents de diferents colonies, per tal de seleccionar aquella
que presentés la millor expressio. De les colonies seleccionades es va procedir a expressar i
purificar cada una de les variants d’acord amb el protocol descrit als apartats de Materials i

Meétodes 3.5.1.1 i 3.5.2.1.

Del conjunt de variants construides se’n van poder produir i purificar només les
indicades a la Taula 4.5, ja que no es va poder obtenir un nivell destacable d’expressio
d’HIV_Apop_PE5 i ISGF_MCM2_PE5, tot i haver provat la seva expressié en diferents soques
d’E. coli i condicions d’induccio. Els rendiments van ser molt variables, oscil 1ant entre els 4 mg
per litre de cultiu induit de Tlarge_ MCM2_PES i els més de 30 mg per litre de cultiu de
Tlarge_Apop_PE5. Un cop obtingudes les proteines purificades i abans de comengar la seva
caracteritzacio, es va comprovar la seva massa molecular per MALDI-TOF i, tal i com es pot

veure a la Taula 4.5, els pesos moleculars teorics no diferien dels obtinguts.
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Taula 4.5. Rendiments de purificaci6 obtinguts per a cada una de les variants de

NES_Psite_PES5 i relacié6 de pesos moleculars teorics i observats per MALDI-TOF.

Proteina Rendiment Mw teoric (Da) Mw observat (Da)
(mg/l de cultiu)
Tlarge_Apop_PE5 32,0 17649 17650
Tlarge_ MCM2_PES5S 4,0 17609 17613
Apop_Apop_PE5 10,6 17147 17147
Apop_MCM2_PE5 12,7 17106 17106
HIV_MCM2_PE5 4,1 17273 17284
ISGF_Apop_PE5 7,5 17415 17414

A continuacid, es va caracteritzar la citotoxicitat de les diferents construccions per a les
linies cel fulars no tumorals HaCaT, CCD-18Co i HEK-293 i com a control es va utilitzar la
linia tumoral NCI-H460, emprant I'assaig de viabilitat cel ular descrit a l'apartat 3.6.5.1 de
Materials i Métodes. A partir de les corbes de citotoxicitat obtingudes es van calcular els valors

d’ICso que es detallen a la Taula 4.6.

Taula 4.6. Valors d’ICso (uM) de PES i les seves variants de NES_Psite_PE5 obtinguts sobre la
linia tumoral NCI-H460 i sobre les linies no tumorals HaCaT, CCD-18Co i HEK-293. Els valors

s’expressen com la mitjana * desviacid estandard d’almenys tres experiments independents cadascun amb tres

répliques independents.

Proteina NCI-H460 CCD-18Co HEK-293
Onconasa 04+0,l 0,7+0,1 0,6 +0,1 030l

PES 0,6 £0,2 11,4+0,3 21,0+ 1,8 6,8+0,5
Tlarge_Apop_PE5 090l 84 +0,9 12,3 £3,7 6915
Tlarge_ MCM2_PES5 0,50, 48 10,2 54+£1,.2 3,603
Apop_Apop_PE5 0,4 £0,2 72+07 24,8 £ 4,2 4207
Apop_MCM2_PE5 04 £0,l 49+ 1,2 17,1 £5,1 43x06
HIV_MCM2_PE5 0,50, 6,7 +0,3 22,0 £3,6 55+33
ISGF_Apop_PE5 0,7 £0,2 77 £0,7 9,7 £3,8 541,

Si es comparen els valors d’ICso obtinguts per les diferents variants de NES_Psite_PE5
amb el valor obtingut en tractar les mateixes cél lules amb PE5, s’observa que en la linia
tumoral NCI-H460 no hi ha un increment de la citotoxicitat. En canvi, en les linies cel {ulars no

tumorals la tendéncia és que la citotoxicitat sigui del mateix ordre o lleugerament més elevada
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que l'obtinguda en tractar aquestes linies amb PE5. Aquests resultats indiquen que cap de les
construccions NES_Psite_PE5 millora la selectivitat respecte a PE5. S’ha de destacar en canvi,
que tant PE5 com les variants construides presenten in vitro una selectivitat molt superior a la

de 'onconasa.

Com s’ha esmentat anteriorment, la capacitat d’'una RNasa d’evadir I'accié de I'Rl influeix
en la seva activitat citotoxica. Per aixo, un dels motius que podria explicar perque les variants
construides no augmentaven la seva selectivitat podria ser que I'RI tingués menys capacitat
d’inhibir-les en comparacié amb PE5. En aquest cas, la introduccié d’'un NES no suposaria un
augment de la selectivitat ja que al citosol 'RNasa també podria exercir la seva citotoxicitat.
Per aquest motiu es va analitzar la interacci6 amb I'RlI de cada una de les variants
NES_Psite PES5. Per a aquests experiments es va utilitzar PE5 com a control positiu d’inhibicio

per I'RI (Figura 4.11).

RI+ RI- R+ RI- R+ R R+ RI- R+ RI- R+ R RI+ RI- S

Figura 4.11. Analisi de la interacci6 de 'Rl amb les diferents variants NES_Psite_PES. Es
visualitza la degradacié del substrat 16S- i 23S-rRNA en preséncia (RI+) o abséncia (RI-) d'RI. El control de la

integritat del substrat s’indica com a “S”. El gel es va dur a terme en les condicions descrites a I'apartat 3.6.4.

Com es pot veure a la Figura 4.11, en preséncia d’Rl cap de les variants no pot degradar
el substrat, indicant que totes sén inhibides. Per tant, una major capacitat d’evasié de 'Rl no
podia ser la causa de la manca d’augment de selectivitat d’aquestes variants. Aixi mateix, una
altra possible explicacid per a la qual les construccions no presentaven una major selectivitat
podia ser pel fet que les seqiiencies NES no eren funcionals en aquestes construccions. Per
poder comprovar aquest raonament es va assajar la citotoxicitat de variants de PE5 que
portessin unit només el NES (variants NES_PE5 generades durant el procés de clonatge). Si la
citotoxicitat disminuia respecte a PE5 indicaria que el NES havia permés I'exportacié de la
variant, la qual hauria sigut inhibida per I'Rl i que, per tant, no podria degradar tant RNA

nuclear.
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Com en el cas de NES_Psite_PES5, per a cada una de les variants NES_PES5 es va testar el
grau d’expressié de diferents colonies transformades amb el corresponent plasmidi a partir de
I'analisi per SDS-PAGE de I'extracte cru dels respectius cultius, i es van seleccionar aquelles
que van presentar la millor expressio. Tot seguit es van produir i purificar cadascuna de les
variants NES_PE5 d’acord amb el protocol descrit als apartats 3.5.1.1 i 3.5.2.1. A la Taula 4.7
es mostren els rendiments obtinguts al final de cada procés de purificacio, aixi com els valors
de massa molecular observats i esperats per a cada variant. En general, es van obtenir
aproximadament 8,5-10 mg de proteina per litre de cultiu, amb excepcid de NES(HIV)_PE5. La

massa molecular observada de cada construccié per MALDI-TOF no va diferir de I'esperada.

Taula 4.7. Rendiments de purificacié obtinguts per a cada una de les variants de NES_PES5 i

relacié de pesos moleculars teorics i observats per MALDI-TOF.

Proteina (l:ge/T:ier:;';t) Mw teoric (Da) Mw observat (Da)
NES(Tlarge)_PE5 8,5 17078 17080
NES(Apop)_PE5 8,8 16570 16573
NES(HIV)_PE5 1,5 16743 16745
NES(ISGF)_PE5 9,8 16844 16842

A continuacio, es va determinar el grau d’escapament a I'Rl (Figura 4.12) incloent
I'onconasa com a control positiu i PE5 com a control negatiu d’escapament a I'Rl. Com es pot
observar al gel A de la Figura 4.12, NES(HIV)_PE5 no és capa¢ de degradar el substrat en
presencia de I'inhibidor indicant que no escapa a I'Rl, mentre que la variant NES(Apop)_PE5
evadeix completament I'accié de l'inhibidor. Aquest resultat no era esperable ja que no s’han
modificat els residus d’interaccié amb I'RI [193, 194]. Per contra, les variants NES(Tlarge)_PE5
i NES(ISGF)_PE5 presentaven molt poca activitat en les condicions assajades tant en preséncia
com en abséncia d’Rl (resultats no mostrats). Per tal de potenciar la visualitzacié de la
degradacio del substrat, a fi i efecte de confirmar que es tractava de variants inhibides per I'Rl,
es va repetir 'experiment triplicant la quantitat d’RNasa a I'assaig aixi com la d’Rl mantenint la
mateixa quantitat de substrat. Els resultats es presenten a la Figura 4.12-B. Es pot observar que
tant NES(Tlarge)_PE5 com NES(ISGF)_PE5 només degraden el substrat en abséncia de I'RI. El
fet d’haver hagut d’incrementar la concentracié de RNasa per analitzar I'escapament de I'RI

suggereix que aquestes dues variants presenten una activitat catalitica menor a la de PES5.

80



RESULTATS I DISCUSSIO

Rl+ RI- Rl+ RI- RI+ RI- Rl+ RI- S R+ RI- R+ RI- S

Figura 4.12. Analisi de la interacciéo de ’RI amb les diferents variants NES_PES5. Es visualitza la
degradaciod del substrat 16S- i 23S-rRNA en preséncia (RI+) o abséncia (RI-) d’RI. El control de la integritat del
substrat s’indica com a “S”. El gel A es va dur a terme en les condicions descrites que a I'apartat 3.6.4, en canvi, en

el gel B es va triplicar la quantitat d’RNasa i RI mantenint la mateixa quantitat de substrat.

Un cop analitzat I'escapament de les variants NES_PE5 de I'Rl, es va analitzar la
funcionalitat dels diferents NES dins del context de NES_PE5 mesurant la citotoxicitat de cada
variant en la linia tumoral NCI-H460 (Taula 4.8). Per aquest assaig, no era important que la
linia cel lular utilitzada fos tumoral o no tumoral, perqué la funcionalitat del NES no estava
condicionada a una fosforilacié per part de les quinases. Per tant, els efectes haurien de ser

valids en els dos tipus de linia cel {ular.

Taula 4.8. Valors d’ICso (UM) de PES5 i les seves variants de NES_PE5 obtinguts sobre la linia
tumoral NCI-H460. Els valors s’expressen com la mitjana * desviacié estandard d’almenys tres experiments

independents fets en triplicats.

Proteina ‘ NCI-H460
PE5 0,8 +0,2
NES(Tlarge)_PE5 0,7 0,2
NES(ISGF)_PE5 0,6 +0,1
NES(Apop)_PE5 0,6 +0,1
NES(HIV)_PE5 0,8 +0,2

A priori s’esperava que la presencia del NES disminuis 'efecte citotoxic de PES5 ja que el
NES, en cas de ser funcional, hauria d’exportar PE5 al citoplasma on seria inhibit per I'RI.
Tanmateix, si el NES no era funcional, els valors d’ICso haurien de ser similars als de la proteina
parental PE5. Els valors de la Taula 4.8 mostren que no hi ha diferéncies entre PE5 i les noves
variants NES_PE5 en la linia tumoral NCI-H460. No obstant aixo, per la variant

NES(Apop)_PES, la qual s’escapa de I'Rl, no es pot concloure que el NES no sigui funcional
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atés que un cop al citosol podria exercir la seva activitat ribonucleolitica, la qual cosa explicaria

que els valors d’ICso per la linia tumoral fossin del mateix ordre que els obtinguts per PE5.

Per la resta de variants es podria concloure a priori que els diferents NES no son
funcionals quan es localitzen a I'extrem N-terminal de PE5. De totes maneres, aquesta
conclusié s’ha de considerar amb reserves ja que, com s’ha comentat anteriorment, la
citotoxicitat de les RNases depén de molts factors (veure apartat |.l) i per tant, aquest
manteniment de la citotoxicitat pot deure’s a altres factors. Pel que fa a NES(Tlarge_PES5) i
NES(ISGF)_PE5, per exemple, malgrat que aquestes variants presenten una activitat
ribonucleolitica molt inferior a la proteina parental, segueixen mantenint uns valors de
citotoxicitat del mateix ordre. No hi ha una explicacié clara per a aquest resultat pero es pot
especular que la introduccié del NES en aquestes dues variants milloraria algun dels aspectes
que fan que una RNasa sigui citotoxica. Es podria pensar que ajuden a I'entrada de les
proteines a la cél lula, compensant la baixa activitat ribonucleolitica. Si aquest efecte fos prou
gran, fins i tot amb un NES no funcional, la sortida al citosol permetria que hi hagués prou
quantitat d’RNasa per saturar I'Rl i, malgrat la baixa activitat catalitica, es produis una
degradacid de I'RNA citosolic. Per tant, per aquestes dues variants, tampoc es podria
concloure de forma contundent que el NES no sigui funcional. Per la variant NES(HIV)_PE5
podem afirmar amb tota seguretat que el NES no és funcional atés que la citotoxicitat és del
mateix ordre que la presentada per PES, la proteina és inhibida per I'Rl i I'activitat no sembla

diferir de la parental.

En qualsevol cas, la introduccié d’'un NES a I'extrem N-terminal de PE5 no semblava ser

la millor construccié per dotar una ND-RNasa de major selectivitat.

4.2.1.4. Estratégia d’obtencioé de les variants PE10_NES_Psite

Arran dels resultats anteriors, es va plantejar la hipotesi que tant les seqiiéncies NES
com els llocs de fosforilacid situats a I'extrem N-terminal podrien no estar totalment
accessibles a la maquinaria cel lular encarregada de I'exportacié nuclear o que podrien afectar
significativament I'activitat catalitica de les variants construides. Un fet similar ha estat descrit
pel que fa a la funcionalitat de la posici6 d’'un NLS en funcié de I'extrem on s’insereix la
sequencia en una ND-RNasa, la qual és funcional a 'extrem N-terminal pero no pas a I'extrem
C-terminal [95]. Per aquest motiu es va decidir construir noves variants en que se situarien les
diferents combinacions de NES i Psite a I'extrem C-terminal. En aquest cas, les construccions

es van realitzar sobre la variant PEIO, ja que presentava la mateixa citotoxicitat que PE5 [109] i
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era més similar a 'HP-RNasa salvatge pel que fa a la seqliéncia aminoacidica. De manera

general, les noves variants van ser anomenades PEIO_NES_Psite (Figura 4.13).

1469 1617 313233 89 9091

HP-RNasa KRK R R R G SR
PES KAAE GN RRR R RR

PE10 KAA R R R R RR

PE10_Apop_Apop KAA R R R RRR VSKLKESLI | TTTPSRPRTA
PE10_Apop_MCM2 KAA R RR RRR VSKLKESLI LTSSPGRSSR
PE10_Tlarge_Apop KAA RRR R RR LYPELRRILTI TITPSRPRTA
PE10_Tlarge_MCM2 KAA RRR RRR LYPELRRILTI LTSSPGRSSR
PE10_ISGF_Apop KAA RRR RRR | LLLKKMYLM | TTTPSRPRTA
PE10_ISGF_MCM2 KAA R R R R RR LLLKKMYLM LTSSPGRSSR
PE10_HIV_Apop KAA RRR R RR LPPLERLTL TTTPSRPRTA
PE10_HIV_MCM2 KAA R R R R RR LPPLERLTL LTSSPGRSSR

Figura 4.13. Representaci6é esquematica de les variants PEI0_NES_Psite construides en aquest
treball. S’'indiquen també a I'esquema les ND-RNases PE5 i PEIO. A la caixa de 'ND-RNasa s’indica la seqiiéncia
d’aquells residus que han canviat en la construccié de PE10 respecte a 'HP-RNasa i els residus que conformen I'NLS
conformacional bipartit. Cada color correspon a una seqiiencia diferent de NES o Psite. A I'esquerra s’especifica el
nom de cadascuna de les variants PEI0_NES_Psite construides, on primer es detalla el tipus d’RNasa, seguit de la

seqiiencia NES que incorpora (Apop, Tlarge, ISGF o HIV) i per Gltim el lloc de fosforilacié o Psite (Apop o MCM2).

Per obtenir els diferents mutants de PEIO_NES_Psite es va seguir I'estratégia segiient.
Aprofitant que es disposava del vector pEIO [109] (Figura 4.14-A), es van realitzar dos
reaccions de mutagenesi dirigida per oligonucleotid consecutives. Amb la primera d’elles,
utilitzant la parella d’oligonucleotids PEIONdeCtA i PEIONdeCtB (Taula 4.9), se substituia el
codd STORP i la diana de restriccié Hindlll a I'extrem 3’ del gen per una diana de restriccio
Ndel. La segona reaccié reintroduia més enlla la diana Hindlll i el codé6 STOP mantenint la
pauta de lectura, gracies a la utilitzacio dels oligonucleotids PEIOHindCA i PEIOHindCB (Taula
4.9). El plasmidi resultant contenia el gen de PEIO entre dues dianes de Ndel i tenia a 'extrem
3’ una sequencia addicional amb un codd STOP final flanquejada per les dianes dels enzims de
restriccid Ndel i Hindlll. Aquest nou vector es va anomenar pEIO(3NdeHind) (Figura 4.14-B).

Paral lelament, a partir dels vectors que codificaven pels mutants NES_Psite_PE5 (Figura 4.14-
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C), es va digerir cada combinacié de NES i Psite amb els enzims de restriccio Ndel i Hindlll i es
va purificar cada fragment d’uns 70 pb (Figura 4.14-D). Seguidament, es va digerir el plasmidi
pEI0(3NdeHind) amb Ndel i Hindlll, de manera que el resultat de la digestid va ser I'escissio
del gen de PEIO entre les dues dianes de Ndel per una banda, i el vector obert entre les dianes
Ndel i Hindlll per una altra, els quals van ser purificats. El vector digerit es va lligar amb els
fragments que codificaven per les diferents combinacions de NES_Psite (Figura 4.14-E). Els
vectors resultants es van digerir de nou amb Ndel per tal de reinserir el gen de PEIO,
préviament obtingut, a I'extrem 5’ de les combinacions NES_Psite (Figura 4.14-F). D’aquesta
manera es van obtenir les diferents variants de PEIO_NES_Psite: PEIO_Apop_Apop,
PEI0_Apop_MCM2, PEIO_Tlarge_Apop, PEI0_Tlarge_ MCM2, PE10_ISGF_Apop,
PEI0_ISGF_MCM2, PEIO_HIV_Apop i PEIO_HIV_MCM2. Totes les construccions es van

comprovar per sequenciacio de DNA.
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Construccions PE10_NES_Psite

PE10 NES(Apop) Psite(Apop) PE10 NES
PE10_NES(Apop)_Psite(MCM2)  PE10_NES
PE10_NES(Tlarge)_Psite(Apop)  PE10_NES
PE10_NES(Tlarge) Psite(MCM2) PE10 NES

ISGF) Psite(Apop)
ISGF)_Psite(MCM2)
HIV)_Psite(Apop)
HIV)_Psite(MCM2)

Figura 4.14. Esquema del procés de construccié dels mutants pPE10_NES_Psite.
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Taula 4.9. Oligonucleotids utilitzats en les reaccions de QuikChange™ per obtenir

pPEI0_NES_Psite.

Utilitzacio Seqiiéncia

Substitucié de la di
PEI0NdeCtA ubstitucio de fa diana | ¢,  AAGATTCTACTCATATggACCAgCTTgCgeCC 3’

Hindlll i el codé STOP de

I'extrem 3’ de pEI0 per

PEI0NdeCtB Neel 5 ggCCgCAAgCTggTCCATATgAgTAGAATCTTC 3

PEIOHindCA | |entroduccid dela diana 5 CgAgCAgATCCgAAgCTTAACAAAZCCCy 3’

Hindlll i el codé STOP en

extrem 3’ de pEIO per

PEIOHIndCB | o E10(3NdeHind) 5 CgggCTTTgTTAAgCTTCggATCTgCTCg 3

4.2.1.5. Produccioé i caracteritzacio de PEI0_NES Psite

Un cop obtinguts tots els plasmidis que presentaven les seqiiéncies NES i els
corresponents llocs de fosforilacio a I'extrem C-terminal, es van fer proves d’induccié per
seleccionar aquelles colonies amb la millor expressio, a fi d’obtenir el major rendiment al final
del procés de purificacié. Es van poder seleccionar colonies que presentaven una molt bona
expressio, a excepcio de les construccions PEIO_HIV_MCM2 i PEIO_Apop_Apop. En el cas de
PEIO_HIV_MCM2 va ser necessari canviar de soca (E. coli Rosseta 2(DE3)) per aconseguir
nivells d’expressio suficients. En canvi, no va ser possible expressar pEl0_Apop_Apop a un
nivell suficient emprant diferents soques disponibles. La resta de variants PEIO_NES_Psite es
van produir i purificar d’acord amb els protocols descrits als apartats 3.5.1.1 i 3.5.2.1. A la
Taula 4.10 s’indiquen els rendiments obtinguts de cada produccié els quals van ser variables,
oscil fant entre 3,6 i 11,25 mg de proteina per litre de cultiu. La massa molecular de cada
construccié es va comprovar per MALDI-TOF, amb uns valors observats iguals als esperats

(Taula 4.10).

A continuacio es va analitzar I'activitat citotoxica de cadascuna de les construccions en la
linia tumoral NCI-H460 i en la linia no tumoral CCD-18Co per comprovar si amb la reubicacio
de les combinacions NES_Psite s’aconseguia que els NES es comportessin tal com era
d’esperar. Els valors d’ICso obtinguts es detallen a la Taula 4.11. Igual que pel conjunt de
variants NES_Psite_PE5, per a les PEIO_NES_ Psite també s’esperava un increment de

citotoxicitat en cel {ules tumorals mentre que en cél lules no tumorals la citotoxicitat hauria
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de disminuir per efecte de la relocalitzacié de les RNases al citosol i la seva posterior inhibicid

per I'RI.

Taula 4.10. Rendiments de purificacié6 obtinguts per a cada una de les variants de

PEI10_NES_Psite i relacié de pesos moleculars teorics i observats per MALDI-TOF.

Proteina (r::/T:::n:;It‘it) Mw teoric (Da) Mw observat (Da)

PE10_Tlarge_Apop 5,75 17866 17863
PE10_Tlarge_ MCM2 8 17826 17817
PEI10_Apop_MCM2 4,95 17456 17447
PEI10_HIV_Apop 3,6 17531 17521
PEI0_HIV_MCM2 5,35 17491 17492
PEI10_ISGF_Apop 11,25 17632 17629
PEI10_ISGF_MCM2 83 17592 17589

Taula 4.11. Valors d’ICso (uM) de PEI10 i les seves variants de PEI10_NES_Psite obtinguts sobre
la linia tumoral NCI-H460 i sobre la linia no tumoral CCD-18Co. Els valors s’expressen com la mitjana *

desviacio estandard d’almenys tres experiments independents cadascun fet amb tres répliques.

Proteina NCI-H460 CCD-18Co ‘
PEIO 1,8 0,2 >30
PEI0_Tlarge_Apop 1,3+0,5 19,9 + 4,6
PEI0_Tlarge_MCM2 1,5+0,4 21,8+6,2
PEI0_ISGF_Apop 1,1 0, 15,6 2,1
PEI0_ISGF_MCM2 0,8 +0,2 11,3+25
PEI0_Apop_MCM2 1,9£0,2 >30
PEI0_HIV_Apop 1,740, >30
PEIO_HIV_MCM2 24+£0, >30

Abans de valorar els resultats obtinguts per les construccions PEIO_NES_Psite, és
important esmentar que, en determinades repliques dels tractaments de la linia CCD-18Co
amb algunes de les variants PEIO_NES_Psite, els valors de citotoxicitat mesurats van ser
variables. No es va poder determinar un valor d’ICso atés que en algunes de les corbes de
supervivencia, a la concentraci6 maxima testada, no s’arribava a una inhibicié del 50% de la

proliferacio cel {ular. Per tant, no es va poder calcular una mitjana global fiable. Per aquest
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motiu, els valors d’ICso de la Taula 4.11 indicats amb el simbol “> 30” no impliquen una

disminucio clara de la citotoxicitat.

A trets generals, els resultats obtinguts amb les construccions PEIO_NES_Psite van ser
similars als de NES_Psite_PE5. Sobre la linia tumoral NCI-H460, la majoria de construccions
tenien una ICso similar a la de PEIO, mentre que sobre la linia no tumoral CCD-18Co, per les
circumstancies explicades anteriorment, no es va poder determinar el valor d’ICsx fins i tot per
a la variant parental PE10. Aquest fet dificultava poder comparar citotoxicitats i, per aixo, es
van calcular també els valors d’ICas només per a la linia CCD-18Co (Taula 4.12). Es important
recalcar, pero, que la robustesa del valor d'ICys no és la mateixa que la de I'lCso, perque

presenta una major variabilitat i, per tant, més error.

Taula 4.12. Valors d’IC25 (uM) de PEI10 i les seves variants de PE10_NES_Psite obtinguts sobre
la linia no tumoral CCD-18Co. Els valors s’expressen com la mitjana * desviacié estandard d’almenys tres

experiments independents fets en triplicats.

Proteina CCD-18Co
PEIO 14,9 + 4,5
PEI10_Tlarge_Apop 10,8 + 3,1
PEI10_Tlarge_MCM2 12,8 +2,6
PEI10_ISGF_Apop 6,5+ 1,1
PEI0_ISGF_MCM2 4,7%0,9
PEI0_Apop_MCM2 16,6 +7,4
PEI0_HIV_Apop 17,3 £ 8,6
PEI0_HIV_MCM2 208 £ 1,1

Si es comparen les ICys; de les diferents variants de PEIO_NES_Psite amb la variant
parental PEIO es pot observar que totes les variants presenten una citotoxicitat del mateix
ordre que I'obtinguda per PEI0. Per tant, la introduccié d’'una seqiiéncia NES_Psite a I'extrem

C-terminal tampoc va permetre aconseguir millorar la selectivitat de les ND-RNases.

Atesos els resultats, es va plantejar si la manca d’augment de selectivitat era deguda a
una major evasio de I'Rl, com inicialment es va plantejar en el cas de les variants
NES_Psite_PE5. Per aquest motiu es va analitzar el grau d’escapament de les variants
PEI10_NES_Psite de l'inhibidor. Tal i com es pot observar a la Figura 4.15, algunes de les
variants PEIO_NES_Psite no presentaven activitat catalitica per degradar 'rRNA en aquelles

condicions. En base a aquests resultats, no es pot saber si aquestes variants es troben inhibides
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per I'Rl, atés que la manca d’activitat pot emmascarar la inhibicié. Les variants analitzades que,
en aquestes condicions, presentaven activitat no escapaven de I'Rl, si bé algunes d’elles
presentaven menys activitat catalitica que PE10. Es interessant remarcar que I'activitat sembla
dependre del NES introduit. Tant el NES de I'antigen T gran com el d’HIV son els que tenen un
efecte més marcat en la disminucié de l'activitat mentre que els d’ISGF i de l'apoptina no
semblen afectar-la significativament. Atesos els resultats, no es pot explicar en base a una
inhibicid per I'RI que aquestes variants no hagin incrementat la selectivitat de les ND-RNases.
Tal com ja s’ha descrit anteriorment cal considerar que hi ha molts factors que poden afectar
la citotoxicitat d'una RNasa i el fet que malgrat disminuir I'activitat presentin citotoxicitat es

podria explicar tal com s’ha fet per les variants NES_PE5 (apartat 4.2.1.3).

Figura 4.15. Analisi de la interaccié6 de 'Rl amb les diferents variants PEI0_NES_Psite. Es
visualitza la degradacié del substrat 16S- i 23S-rRNA en preséncia (RI+) o abséncia (RI-) d'RI. El control de la

integritat del substrat s’indica com a “S”. Els gels es van dur a terme segons les condicions descrites a I'apartat 3.6.4.
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4.2.1.6. Avaluacio de I'index de selectivitat

Per tenir una visi6 global dels resultats obtinguts, en el cas de les variants
NES_Psite_PE5 s’ha fet una estimacid de la selectivitat de cada variant expressada com el
quocient entre el valor d’'ICso obtingut en tractar cada linia no tumoral amb la variant
corresponent respecte al valor d’ICso de la linia tumoral NCI-H460 tractada amb la mateixa
variant. Els valors es presenten a la Taula 4.13. Com més elevat és aquest valor, major
selectivitat té la proteina. En linies generals, i prenent els resultats sobre totes les linies
estudiades, es pot afirmar que amb aquesta estratégia no s’ha aconseguit una selectivitat
significativa en cap dels mutants construits. Les variants mantenen en menor o major grau la
citotoxicitat de la variant parental PE5 sobre la linia cel {ular tumoral NCI-H460. En canvi, en
cél lules no tumorals no s’ha aconseguit que les variants fossin significativament menys
citotoxiques que PE5. Tot i aixo, com es pot observar a la Taula 4.13, hi ha dues variants
NES_Psite_PE5 que presenten un index de selectivitat igual o una mica superior al de PE5
depenent de la linia no tumoral considerada, son Apop_Apop_PE5 i HIV_MCM2_PES.
Ambdues proteines presenten valors d’index de selectivitat similars als de PE5 si pel calcul
s'usen els valors d’lCso d’'HaCaT i HEK-293, pero els valors sén superiors si es prenen els
valors d'ICso de CCD-18Co. Les céldules de la linia CCD-18Co son les que es poden
considerar més similars a una cél lula normal, per tant, tot i que els resultats no son tan bons
com fora d’esperar, es pot dir que hi ha dues variants del grup NES_Psite_PE5 que presenten

una selectivitat incrementada respecte a la proteina parental.

Taula 4.13. index de selectivitat de PPonconasa, PES5 i de les variants NES_Psite_PES5. L'index de
selectivitat ha sigut calculat a partir del quocient entre els valors d’ICso de les cél lules no tumorals respecte als

valors d’lICso de les ceél lules NCI-H460 per cada una de les variants estudiades.

Proteina HaCaT / H460 | CCD-18Co/ H460 HEK-293/H460
Onconasa

PE5 20 37 12
Tlarge_Apop_PE5 10 14 8
Tlarge_MCM2_PE5 10 I 7
Apop_Apop_PE5 17 58 10
Apop_MCM2_PE5 I 38 10
HIV_MCM2_PE5 13 43 I
ISGF_Apop_PE5 12 15 8
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S’ha de ressenyar que la citotoxicitat de PE5 i PEIO també depén en part de la linia
cel {ular utilitzada (Taula 4.14). Per tant, no es pot descartar que la selectivitat obtinguda per a

cada variant hauria canviat si s’hagués utilitzat com a referéncia una altra linia tumoral.

Taula 4.14. Valors d’ICso de PE5 i PEI0 per a les linies cel 1ulars tumorals indicades. Els resultats

es mostren com la mitjana * desviacio estandard d’almenys tres experiments independents.

Linia cel {ular PE5 (pM) PEI10 (nM)
MCF-7 20,0 + 1,5° ND
MDA-MB-231 12,7 £ 2,0 ND
NCI/ADR-RES 89+ 1,3 89+ 1,6
NCI-H460/R 2,3+04° 3,3+0,5°
HelLa 1,7 +0,3° 1,9 +£0,4°
OVCAR-8 33106° 3,6+08°
Jurkat 13,1 +1,2° 13,2+0,8°

a Valors extrets de Castro i col laboradors [105]
b Valors extrets de Vert i col laboradors [109]

¢ ND. No determinat.

Pel que fa a les variants PEIO_NES_Psite, per les raons que s’han explicat a I'apartat
4.2.1.5., no s’ha pogut calcular I'index de selectivitat de les variants ni tampoc el de la proteina
parental, PE10. A més, tot i que es van comparar els assajos a tres nivells (ICso per a la linia
NCI-H460, ICys per a CCD-18Co i cada corba de supervivéncia per separat), els resultats no
permeten considerar que cap construccid millori clarament la citotoxicitat de PEIO. Per tant,
s’ha conclos que situar la combinacié NES_Psite a I'extrem C-terminal, tal com s’ha dissenyat
en aquest treball, no permet incrementar la selectivitat de les ND-RNases. Tot i aixo, per

PEI10_HIV_MCM2 s’aprecia un lleuger increment d’aquesta selectivitat.

Finalment, és interessant destacar que totes les variants construides son molt més
selectives que I'onconasa, I'inica RNasa que ha arribat a fase Il/lll d’assaigs clinics com a farmac

antitumoral [42].

Els resultats obtinguts per les variants tant de PE5 com de PEIO que son lleugerament
positius conviden a continuar buscant noves combinacions o construccions que puguin assolir

I'objectiu de millorar la selectivitat de les ND-RNases. Del conjunt de resultats obtinguts, les
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variants Apop_Apop_PES5, HIV_MCM2_PE5 i PEI0O_HIV_MCM2 sén les més susceptibles de

ser millorades en un futur per tal de guanyar més selectivitat.

4.2.2. Estratégia per conferir selectivitat a [I’HP-RNasa

mitjancant la seva fusié a I’apoptina

4.2.2.1. Construcci6 de la variant H,-PEI10_ApopAProALeu

Per tal d’aconseguir dotar de major selectivitat les ND-RNases es va proposar construir
una proteina de fusid entre variants de I'HP-RNasa i I'apoptina. L’apoptina presenta un
mecanisme de citotoxicitat, en part, lligat a una seqiiencia NES regulable per fosforilacio [121-
123]. La quimera construida permetria assajar una construccido NES_Psite en un entorn que, en
principi, seria similar al que es dona en 'apoptina, presentant més possibilitats de mantenir la

funcionalitat.

Per a la creacié de la proteina de fusido entre I'apoptina i una ND-RNasa es va
seleccionar PEIO i un mutant de lapoptina al qual se li havia eliminat el domini de
multimeritzaci6 pero que conservava la seva activitat citotoxica selectiva per a cél {ules
tumorals (Ruiz-Martinez et al. enviat a publicacio). Aquesta variant facilitava poder obtenir la
proteina recombinant de manera soluble ja que en no tenir el domini de multimeritzacié
s’evitava la formacid d’agregats que podien fer precipitar la proteina durant el procés de
purificacié. La construccié resultant es va anomenar H¢-PEIO_ApopAProAleu. Va ser
construida a partir del vector que contenia el gen H¢-ApopAProALeu juntament amb una
sequiencia His-Tag a I'extrem N-terminal. Aquest gen és una variant de I'apoptina a la qual se li
ha escindit els residus [-43, eliminant d’aquesta manera les regions riques en prolines i en

leucines (Ruiz-Martinez et al. enviat a publicacio).

Per a la construccié d’He-PEI0_ApopAProALeu es va escindir el gen de pE10 del vector
pEI0(3NdeHind) (Figura 4.16-A) digerint amb I'enzim Ndel (Figura 4.16-B). A continuaci6 es va
digerir el vector pET-28ApopAProALeu (Ruiz-Martinez et al. enviat a publicacio) (Figura 4.16-
C) amb Ndel (Figura 4.16-D) i es van lligar els dos segments per donar lloc a la construccio

pH¢-PEI0_ApopAProALeu (Figura 4.16-E).

9l



RESULTATS I DISCUSSIO

N\ \
A nde nde Hmd\\\ C noet SIO\\
pE10(3NdeHind) pET-28ApopAProALeu
Digestio Ndel Digestio Ndel
B D gol

“rao —E | L.

Lligacio PE10

noe! noe' sab

pH-PELO_ApopAProALeu

Figura 4.16. Esquema del procés de construccié de la variant pH¢-PE10_ApopAProALeu.

4.2.2.2. Produccio i purificacio d’H,-PE10_ApopAProALeu

Despreés d’haver confirmat per seqiienciaci6 de DNA que la construccié obtinguda era
pHe-PEIO_ApopAProAlLeu, es va procedir a transformar la soca d’E. coli BL21(DE3) amb el
vector corresponent i es van dur a terme proves d’induccié per seleccionar la colonia amb
millor expressio. Feta la seleccio es va produir la proteina seguint el procediment descrit a
lapartat 3.5.1.1. A la Figura 4.17 es presenta una analisi per SDS-PAGE del procés de
produccid dut a terme d’acord amb el protocol descrit a l'apartat 3.5.2.3. Com es pot
observar, es va partir d’un cultiu que va presentar molt bona induccié (carrils | i 2, Figura
4.17). Aixi mateix, a la figura es pot observar el seguiment del procés de purificacié per tal
d’anar seleccionant a cada etapa la fraccid on es trobava He-PEIO_ApopAProALeu. Tal i com
es pot veure, la proteina es trobava en els cossos d'inclusio perque el sobrenedant no en
presentava (carril 3, Figura 4.17) i, per tant, va ser necessari solubilitzar-la amb clorur de
guanidini, abans de purificar-la emprant la cua d’histidines N-terminal. Durant la cromatografia
d’afinitat (IMAC) es perdia certa quantitat de proteina en el través (carril 4, Figura 4.17) i en
els rentats posteriors (carrils 5 i 6, Figura 4.17), pero el rendiment final d’aquesta etapa va ser

elevat (carril 7, Figura 4.17).
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Figura 4.17. Analisi electroforétic del procés de produccié i de purificacio d’He-

PEI10_ApopAProALeu. Gel d'SDS-PAGE 15% en condicions reductores. M. Marcadors de massa molecular. I.
Extracte cel lular abans d’induir amb IPTG. 2. Extracte cel lular després de 3 h d’induccié amb | mM d'IPTG. 3.
Sobrenedant del lisat cel fular a pH 7,4. 4. Través cromatografia d’afinitat. 5. Rentat | (5 mM d’imidazol). 6. Rentat 2
(20 mM d’imidazol). 7. Eluit (500 mM imidazol).
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Figura 4.18. Purificacié per gel-filtraci6 d’H¢-PE10_ApopAProALeu. A) Cromatograma de He-
PE10_ApopAProALeu. S'indiquen amb un nimero els tres pics solapats. B) Analisi electroforétic en gel SDS-PAGE
15% en condicions reductores del procés de purificacié. M. Marcadors de massa molecular. I. Mostra corresponent
al pic | del cromatograma. 2. Mostra corresponent al pic 2 del cromatograma. 3. Mostra corresponent al pic 3 del

cromatograma.

Un cop es va obtenir la proteina semipura, es va procedir al seu replegament, es va
concentrar, dialitzar en aigua milliQ i liofilitzar. Finalment es va carregar a una columna de gel-
filtracio (Figura 4.18-A) per tal de continuar la seva purificacié. S’obtingueren tres pics solapats
a un volum d’elucié aproximat de 10 ml, els quals es van recollir en tres fraccions i es van
analitzar per SDS-PAGE (Figura 4.18-B) trobant-se H¢-PE10_ApopAProALeu majoritariament a
la fraccié6 2 del cromatograma. La fraccié de la cromatografia corresponent a la proteina

quimerica va ser dialitzada en aigua milliQ i liofilitzada. Per Ultim, es va confirmar la seva massa

93



RESULTATS I DISCUSSIO

molecular per espectrometria de masses MALDI-TOF, resultant que la massa esperada va ser
igual a l'observada ('esperada era de 25.531 Da mentre que la massa observada va ser de
25.549 Da). El rendiment final del procés de purificacid va ser de 9,4 mg de proteina per litre

de cultiu.

4.2.2.3. Analisi de la capacitat d’H,-PE10_ApopAProALeu d’evadir I’RI

Amb la finalitat de caracteritzar aquesta la nova proteina, es va analitzar la seva capacitat
d’evadir 'Rl en comparacié amb la proteina parental PEI0 que presenta activitat ribonucleasa
(Figura 4.19). Tal i com es despreén dels resultats obtinguts, no es pot saber si aquesta variant
escapa o no de I'Rl, perqué qualitativament no mostra activitat ribonucleolitica en abséncia

d’RI.

RI+ RI- RI+ RI- S

Figura 4.19. Inhibicié de Pactivitat ribonucleolitica d’Hs-PE10_ApopAProALeu per efecte de
’RI. Es visualitza la degradacié del substrat 16S- i 23S-rRNA en preséncia (RI+) o abséncia (RI-) d’RI. El control de

la integritat del substrat s’indica com a “S”. El gel es va dur a terme en les condicions descrites a I'apartat 3.6.4.

4.2.2.4. Citotoxicitat d’H,-PEI0_ApopAProALeu per a céliules

tumorals i no tumorals

Per determinar si aquesta nova construccié incrementa la capacitat d’induir la mort
cel lular selectiva de céllules tumorals respecte a les ND-RNases, es va estudiar la
citotoxicitat sobre la linia tumoral NCI-H460 i sobre la linia no tumoral CCD-18Co,
comparant-la amb la citotoxicitat presentada per les seves proteines parentals PEIO i H¢-

ApopAProALeu sobre les mateixes linies (Taula 4.15).
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Taula 4.15. Valors d’ICso (uM) de PEI0, Hs-ApopAProALeu i He-PE10_ApopAProALeu per a la
linia cel {ular tumoral NCI-H460 i la no tumoral CCD-18Co. Els resultats es mostren com la mitjana *

desviacié estandard d’almenys tres experiments independents.

Proteina ‘ NCI-H460 CCD-18Co ‘
PEIO 1,8+0,2 >30
H,-ApopAProALeu 75+ 1,3 >30°
H,-PE10_ApopAProALeu 48 + 0,6 19,1 £0,01

? Valors extrets de Ruiz-Martinez i col faboradors (Ruiz-Martinez et al. enviat a publicacid).

En el cas de les céllules CCD-18Co tractades tant amb PEIO com amb Hg-
ApopAProALeu no va ser possible determinar un valor d’ICsy, ja que a la concentracié maxima
testada la corba de supervivéncia no assolia una inhibicid de la proliferacié del 50%. Per tant, a

la Taula 4.15 s’han indicat aquests casos amb el simbol “> 30”.

Tal i com es pot veure a la Taula 4.15, la proteina de fusié He¢-PEIO_ApopAProALeu
presenta una citotoxicitat similar a la de les proteines parentals H¢-ApopAProALeu i PEIO per
a ceél lules tumorals. En canvi, H¢-PEIO_ApopAProALeu és més citotoxica per a cél lules no
tumorals que les proteines parentals. La citotoxicitat d’He-PEIO_ApopAProALeu podria
provenir només de la meitat apoptina ja que en 'assaig d’escapament no es va detectar activitat
ribonucleolitica. Per determinar que efectivament la proteina quimérica no era activa es va
mesurar la seva activitat catalitica i es va comparar amb la de PEI0, emprant com a substrat
citidina 2’,3’ fosfat ciclic (C>p) i treballant a concentracions saturants, seguint el procediment
descrit per Boix i collaboradors [195]. Amb aquest assaig es va veure que He¢-
PEIO_ApopAProAlLeu tan sols conserva un 6% de lactivitat presentada per la proteina

parental PEIO.

En base als resultats obtinguts, es pot especular que l'increment de citotoxicitat de la
quimera respecte a les proteines parentals, observat en céllules no tumorals, podria ser a
causa de la preséncia del segon NLS aportat per la meitat RNasa (practicament inactiva) que
permetria una major permanéncia de la construccio al nucli, contrarestant I'efecte del NES. A
més, H¢-ApopAProAlLeu és una proteina desestructurada (Ruiz-Martinez et al. enviat a

publicacid), per tant, la meitat apoptina podria afectar I'estructura de PEI0.

Es pot concloure doncs que la fusié de PE10 amb H¢-PEI10_ApopAProALeu provoca una
disminucié de la selectivitat per a cél lules tumorals. Per tant, malgrat la localitzacio de la

sequiencia NES_Psite en el context de la proteina, no es va assolir I'efecte buscat.

95






5. DISCUSSIO GENERAL






DISCUSSIO GENERAL

El cancer, tot i ser una malaltia habitualment considerada més propia dels paisos
desenvolupats, actualment és un problema global, ja que més del 60% de tots els cancers
(excloent el cancer de pell no melanoma) es produeixen en paisos del tercer mén [196]. L’'any
2012 hi van haver 14, milions de nous casos diagnosticats i es van produir 8,2 milions de
morts. A més, els estudis prediuen un increment de més de 20 milions de nous casos
diagnosticats anualment a partir del 2025 [197]. Per tant, véncer el cancer és un dels reptes
pendents de la medicina actual. Quan el tumor es troba localitzat i és de mida petita, molt
probablement I'extirpacid a través de cirurgia juntament amb un tractament de radioterapia
assolira bons resultats. Si es tracta de tumors no localitzats i dispersos per tot el cos, la
quimioterapia constitueix I'inic tractament. Un dels problemes de la quimioterapia classica, la
molécula diana de la qual és el DNA, és la baixa selectivitat, la qual cosa provoca efectes

secundaris a curt, mitja i llarg termini.

Per aquest motiu hi ha un enorme interés en el desenvolupament de farmacs
antitumorals més selectius. Un exemple seria la utilitzacio d’anticossos monoclonals que
s’uneixen especificament a un receptor que es troba sobreexpressat en cél lules tumorals, com
és el cas del trastuzumab. El trastuzumab (Herceptin® Genentech, California, EUA) és un
anticos monoclonal recombinant humanitzat que s’uneix especificament al domini extracel lular
del receptor tirosina quinasa HER2 [198], el qual es troba sobreexpressat en cél {ules tumorals
de cancer de mama metastatic [199]. Tot i que ha millorat la taxa de supervivéncia de pacients
amb cancer de mama HER?2 positiu [200, 201], s’ha obtingut un éxit relatiu a causa de I'aparicio

a curt termini de resisténcies (revisat a [202]).

Diferents grups estan desenvolupant nous farmacs antitumorals basats en RNases. Ates
que soén enzims que afecten 'RNA no son genotoxics i, per tant, els seus efectes sobre les
cél lules no tumorals son reversibles. A més, ja que afecten 'RNA, els efectes també son
pleiotropics. Aixo suposa un avantatge respecte als farmacs selectius que van dirigits contra
una unica diana ja que s’ha demostrat que, en alguns casos, no poden lluitar contra la
complexitat multifactorial del cancer. Dins d’aquestes RNases, I's de I'HP-RNasa és
interessant per diversos motius. El seu origen huma fa pensar que no presentara problemes
significatius d’immunogenicitat que podrien limitar-ne I'is o disminuir-ne la vida mitjana in vivo.
A més, contrariament al que ocorre amb I'onconasa, 'HP-RNasa no s’acumula als ronyons, de
manera que és d’esperar que les seves variants no presentin toxicitat renal [83]. Finalment, a
diferencia d’altres RNases, aquest enzim té més activitat endonucleasa [203], cosa que facilita
la inactivacié d’un ampli espectre de molécules d’'RNA amb un sol tall. Pel que fa a les RNases

que son capaces de dirigir-se al nucli, estudis previs han demostrat que tant PE5 com NLSPE5
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son citotoxiques per a un ampli panell de linies cel {ulars tumorals [66, 94, 109] i que indueixen

la mort cel {ular per apoptosi [66, 109].

La rad per la qual les RNases maten selectivament les cél fules tumorals ha sigut molt
discutida, i s’especula amb diverses teories (revisat a [9]). Una d’elles hipotetitza que les
RNases podrien ser selectivament reconegudes o bé internalitzades per les cél lules tumorals.
Aquesta hipotesi es basa en el fet que les cel lules canvien la composicié de la membrana
cel lular substituint les molécules de fosfatidiletanolamina per fosfatidilcolina durant el procés
de transformacio [204]. Aquest canvi implica un increment de les carregues negatives de la
superficie cel ular, fet que podria facilitar la interaccié amb les RNases, que presenten caracter
basic. Una altra hipotesi es basa en una ruta d’internalitzacio diferencial només productiva en
cél lules tumorals i no en cél lules no transformades, la qual permetria la translocacié eficient
al citosol de les RNases només en cél lules tumorals. Per exemple, s’ha comprovat la preséncia
de la BS-RNasa a la xarxa del trans Golgi de cél lules tumorals, fet que no s’observa en
cél lules no tumorals [23]. Per ultim, l'especificitat podria estar relacionada amb la major
sensibilitat de les cél lules tumorals al trencament de I'RNA. Per exemple, s’ha descrit que
'onconasa pot activar vies apoptotiques en cél fules tumorals que tenen gens supressors de

tumors inactivats que no soén accessibles en cél lules no tumorals [65].

En aquest treball s’ha volgut corroborar la selectivitat de les ND-RNases per a cél {ules
tumorals ampliant I'estudi dels efectes d’aquests enzims a un nombre significatiu de linies no

tumorals. Aixi mateix, s’han estudiat els mecanismes responsables d’aquesta selectivitat.

Es va mesurar la citotoxicitat de dues ND-RNases, PE5 i NLSPE5, sobre les linies
cel {ulars no tumorals HaCaT, CCD-18Co, HEK-293 i IBR.3.G. Com a control de cél fules
tumorals es va utilitzar la linia NCI-H460, obtenint valors d’ICso similars als descrits en estudis
previs del grup [109]. Aixi mateix, per ampliar el ventall de linies tumorals es van incloure els
valors d'ICso de les linies tumorals Hela, OVCAR-8 i NCI/ADR-RES obtinguts en estudis
anteriors [109]. Com a control positiu d’'una RNasa citotoxicament selectiva per a cél fules
tumorals es va emprar I'onconasa. Haigis i col 1aboradors [7] van demostrar que I'onconasa era
altament citotoxica per a totes les linies cel ulars tumorals testades, amb valors d’ICso de
'ordre de submicromolar, mentre que en cél {ules no tumorals I'lCso era unes 10 vegades més
gran. Tanmateix, en el cas d’NLSPES5, I'lCso per a cél {ules tumorals és, en la major part de les
linies assajades, del mateix ordre o lleugerament més baixa que la de 'onconasa pero I'lCso per
a cél lules no tumorals és d’'1,5 a 12 vegades més gran. En el cas de PE5, el valor d'ICso és d’I,5

a 10 vegades més gran que la de 'onconasa per a cél lules tumorals pero de 12,5 a 37 vegades
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més gran per a cél lules no tumorals. Per tant, aquestes dades suggereixen que la selectivitat

de PE5 i NLSPES5 per a cél lules tumorals és superior a la de 'onconasa.

A continuacié, emprant la linia no tumoral CCD-18Co, que era la linia més sensible a
accié d’aquestes ND-RNases, es van dur a terme un seguit d’estudis a fi i efecte d’establir la
base molecular del mecanisme de selectivitat de PE5 i NLSPES5. Saber com es comporten
aquestes RNases i esbrinar quines molécules s’alteren de manera diferencial en ceél lules
tumorals i en no tumorals pot obrir un cami a I'hora de perfeccionar I'accié d’aquests agents
terapeutics, a més de permetre el potencial descobriment de noves funcions de les molécules

que queden alterades per I'accié dels agents terapéutics.

PE5 i NLSPE5 mostren un comportament similar per a cél fules tumorals i no tumorals
pel que fa a la proliferacid i viabilitat cel lular. Ambdues ND-RNases sén citotoxiques a
concentracions elevades, encara que a baixes concentracions presenten un lleu efecte
citostatic. No obstant aixo, els seus efectes sobre la progressio del cicle cel lular en cél ules
no tumorals difereixen dels presentats en cél lules tumorals. PE5 i NLSPE5 provoquen una
acumulacié de les cél lules tumorals en les fases S i G2/M en les linies NCI/ADR-RES [66] i
NCI-H460/R [154]. Sorprenentment, PE5 i NLSPE5 no produeixen una acumulacié de cél lules
no tumorals CCD-18Co en cap fase del cicle cel lular en concret, per tant, PE5 i NLSPE5
maten les cél {ules tumorals independentment de la fase en qué es trobin. Aquesta troballa es
correlaciona amb el fet que, a I'hora d’investigar els efectes sobre determinades proteines
relacionades amb el cicle cel‘lular, com p27KIPI p2|WAFIICPI i [a ciclina D), la seva

sobreexpressio es troba localitzada al citosol.

Per altra banda, si bé tant en ceél lules tumorals com en no tumorals les dues ND-
RNases activen les procaspases 3, 8 i 9, s’han detectat diferéencies en la variacid de I'expressio
de proteines relacionades amb I'apoptosi en funcié de I'ND-RNasa assajada. PE5 incrementa
els nivells de Bax mentre que redueix els de Bcl-2. Si es calcula el quocient entre aquestes dues
proteines, el valor que s’obté indica que les cél lules han entrat en apoptosi [166-169]. En
canvi, aquesta diferéencia entre Bax i Bcl-2 no s’ha observat en cél lules no tumorals tractades
amb NLSPE5. Una altra divergencia entre cél lules no tumorals tractades amb PE5 o NLSPE5
es troba en I'expressié de p2IWAFIICPI| En cél {ules tumorals NCI/ADR-RES, PE5 i NLSPE5
produeixen una sobreexpressid de p2|WAFIICPI| fet que provoca la disminucio dels nivells
d’activacié de JNK [66, 109]. En canvi, en cél lules CCD-18Co, només NLSPE5 incrementa els
nivells de p2 | WAFI/CIPI | bero manté estables els nivells de JNK i p-JNK. Tanmateix, tant PE5 com

NLSPES5 indueixen un increment dels nivells citoplasmatics de p27XP! en cel {ules no tumorals,
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cosa que no s’ha observat en cél lules tumorals tractades amb aquestes ND-RNases [66, 109].
Aixi doncs, aquests resultats indicarien que PE5 i NLSPE5 tenen mecanismes d’activacié de

I'apoptosi diferents en cél lules no tumorals.

La base del mecanisme de selectivitat de PE5 i NLSPE5 per a cél lules no tumorals rau
majoritariament en I'expressié diferencial dels inhibidors CKI, p27KIPl i/o p2IWAFIICIPI 3]
citoplasma, els quals exerceixen altres funcions més enlla de la regulacid del cicle cel1ular,
algunes de les quals es duen a terme en el citosol [|164]. Aquest resultat és interessant, ja que
la majoria d’estudis que s’han realitzat sobre les diferents funcions de p27XIPl i de p2|WAFI/CIPI
s’han dut a terme en cél fules tumorals. La major part dels estudis coincideixen que p27KIP!
citoplasmatica té la capacitat d’inhibir o limitar els efectes de I'apoptosi, a través d’impedir
l'alliberament del citocrom c al citosol [177], fet que evitaria I'activacié de la procaspasa 9
[205]. Per altra banda, p2IWAFI/CIPI citoplasmatica evita I'apoptosi inhibint, entre altres, la
procaspasa 3 [182] i, a més, pot inhibir directament o indirectament JNK [98, 184]. Com s’ha
explicat anteriorment, es postula que la funcié de JNK en CCD-18Co pot ser proapoptotica,
pero en el cas de cél lules CCD-18Co tractades amb NLSPE5 no s’ha observat una disminucié
de I'expressio ni de JNK ni de la seva forma activada, siné que els nivells s’han mantingut iguals

als de les cél {ules sense tractar.

El segon objectiu d’aquest treball ha sigut el de dissenyar noves variants d’RNases
dirigides a nucli que presentin una major selectivitat. Es va decidir introduir en PE5 i PEIO
diferents seqliéncies d’exportacié nuclear (NES) condicionals que fossin regulables per la
fosforilacié catalitzada per quinases sobreexpressades en cél lules tumorals, concretament per
CDK2. La fosforilacié d’un residu proper a un NLS o NES és un dels mecanismes més comuns
a I’hora de regular el transport de proteines que contenen NLS i/o NES en la seva seqliéncia, a
través de I'augment o disminucid del reconeixement per part de les importines i/o exportines,
respectivament (revisat a [206, 207]). Per exemple, s’ha vist que a I'antigen T gran del virus
SV40 la fosforilacié de la Serl11/112 que flanqueja I'NLS, per part de la caseina quinasa 2
(CK2), incrementa el reconeixement d’aquesta seqiiéncia per la importina o/l unes 100
vegades, cosa que augmenta al seu torn l'eficiencia d’entrada d’aquest antigen a nucli unes 50
vegades [208, 209]. El mateix mecanisme és valid en el cas de I'exportacié nuclear, on la
fosforilacié de les Serl14 i Serl28 en el factor de transcripcié de llevats Pho4 incrementa
substancialment el seu reconeixement per part de I'exportina 4 (Msn5) [210]. En canvi, la
fosforilacid de la Ser152 en Pho4, propera a un NLS, per part de la quinasa depenent de ciclina
Pho80-Pho85, impedeix la unié de la importina 33 (Psel), evitant d’aquesta manera I'import

nuclear de Pho4 [211]. De la mateixa manera, la fosforilacié de la Thr174 i la Tyr176 en la
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proteina Hoglp, que pertany a la via d’alta osmolaritat per glicerol en llevats, emmascara el
NES i impedeix la seva unié amb I'exportina | (Xpolp) evitant I'exportacié nuclear [212]. Un
altre exemple de com la fosforilacié impedeix I'exportacid nuclear és I'apoptina. L’apoptina és
una proteina d’origen viral que mata especificament les cél lules tumorals humanes sense
afectar les cél lules no tumorals, fet que ha desencadenat un seguit d’estudis amb la finalitat

d’aprofitar aquesta caracteristica i aplicar-la en el camp de la terapia antitumoral.

Seguint aquest raonament, es van construir variants d’ND-RNases (PE5 i PEI0) que
incorporaven un NES, la qual cosa faria disminuir la citotoxicitat de la variant. Aquest NES
seria regulable per fosforilacié d’un residu proper reconegut per una quinasa sobreexpressada
en céllules tumorals. El que s’esperava era que en cél{ules tumorals aquestes quinases
sobreexpressades fosforilarien la diana i bloquejarien el NES afavorint la retencié de la
proteina a nucli, mentre que en cél fules no tumorals el NES seria accessible per unir-se a
exportines i facilitaria el seu transport a citoplasma, on la variant seria inhibida per I'RI. Si
I'estratégia funcionava, s’esperaria que en cél ules tumorals la citotoxicitat fos igual que la
presentada per PE5 o PEIOQ, pero que en cél lules no tumorals la citotoxicitat hauria de ser

clarament menor que la promoguda per les RNases parentals.

Inicialment es van construir les variants NES_Psite PE5, les quals incorporaven les
diferents combinacions de sequencies NES i llocs de fosforilacié a I'extrem N-terminal, en
aquests cas, de PE5. Un cop produides i purificades, es va determinar la citotoxicitat que
presentaven sobre una linia tumoral, NCI-H460, i sobre 3 linies no tumorals, HaCaT, CCD-
18Co i HEK-293. Aquestes variants mantenien una citotoxicitat similar a la de PE5 sobre la
linia NCI-H460 mentre que per a les linies no tumorals, en general, la citotoxicitat era igual o
major que PE5. Per tant, aquestes construccions no incrementaven la selectivitat, que era el
proposit desitjat, excepte en el cas d’Apop_Apop_PE5 i HIV_MCM2_PES on s’observava un
increment de selectivitat respecte a PE5 si es comparaven els valors d’'ICso de la linia NCI-
H460 i CCD-18Co. Una possible explicacié del perqué aquestes variants havien guanyat
citotoxicitat en cél {ules no tumorals era que evadien millor I'accié de I'Rl i, per tant, quan eren
redireccionades al citosol de les célfules no tumorals igualment estaven capacitades per
degradar altres tipus d’'RNA i mataven les célules. Tanmateix, aquesta hipotesi va ser
descartada pel fet que totes les variants obtingudes escapaven de I'RI. Aixi doncs, I'explicacié
més plausible va ser que el NES situat a 'extrem N-terminal de ’'ND-RNasa no era funcional.
Per aquest motiu, es van purificar les variants intermedies NES_PE5 que es van obtenir durant
el procés de construccié de les variants NES_Psite_ PE5. Amb les variants NES_PE5 es va

comprovar el grau d’escapament a linhibidor i, com en el cas de NES_Psite PE5, totes
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escapaven. En canvi, en estudiar la citotoxicitat de NES_PE5 per a la linia NCI-H460, es va
veure que totes tenien la mateixa ICso que PES. Es possible que aquest resultat sigui degut a
que el NES no sigui funcional a 'extrem N-terminal de les ND-RNases ja que en cas contrari la
citotoxicitat hauria d’haver estat marcadament inferior a la de PE5. De totes maneres, la
complexitat del mecanisme d’actuacié de les RNases fa que sigui complex poder afirmar aixo

amb rotunditat.

Aixi doncs, es van construir, produir i purificar altres variants situant les diferents
combinacions de NES_Psite a I'extrem C-terminal, en aquest cas, de PE10. Totes les variants
PEI0_NES_Psite van ser igual de citotoxiques que la variant parental per a la linia tumoral
NCI-H460. Malauradament, a I’hora de determinar la citotoxicitat per a la linia no tumoral
CCD-18Co, en molts casos no va ser possible determinar un valor d’lCso, de manera que es va
optar per calcular el valor d’'ICys el qual va permetre obtenir una mitjana, tot i saber que un
valor d’ICys és menys fiable que un d’'ICso. En comparar els valors d’lICys per a la linia CCD-
I18Co, cap variant disminuia substancialment la citotoxicitat respecte a PEIO i d’aquesta manera
cap incrementava la selectivitat significativament, excepte la variant PEIO_HIV_MCM2, on es va
apreciar un lleuger increment de la selectivitat. Aixi doncs, es va concloure que I'estrategia de
situar els NES_Psite a I'extrem C-terminal tampoc permetia assolir I'objectiu buscat. Va
sorprendre la manca d’increment de selectivitat, i per aixo també es va estudiar el grau
d’escapament a 'Rl per descartar un increment de citotoxicitat en cél fules no tumorals per
aquesta rad. No obstant aixo, es va veure que aquesta hipotesi quedava descartada per a
PEI10_ISGF_Apop, PEIO_ISGF_MCM2 i PEIO_Apop_MCM2, mentre que no va ser possible
determinar-ho per a PEIO_Tlarge_Apop, PEIO_Tlarge_ MCM2, PEIO_HIV_Apop i
PEI0_HIV_MCM2. Per tant, tot i els resultats obtinguts, Apop_Apop_PE5, HIV_MCM2_PE5 i
PEI0_HIV_MCM2 son les variants que, tot i no incrementar significativament la selectivitat,
son les candidates a ser millorades en properes construccions. Es podria plantejar allargar més
les sequiencies linker que separen el NES i el lloc de fosforilacié de 'RNasa, a fi d’assegurar que

les seqliencies siguin més accessibles a la maquinaria de transport cel fular i a les quinases.

La rad per la qual lestratégia de combinar diferents seqiiéncies NES que fossin
regulables per fosforilacié no ha assolit els resultats esperats és dificil de respondre. Arribats a
aquest punt és important ressaltar que quan s’introdueixen residus addicionals a la seqliéncia
d’una RNasa per tal de modificar o potenciar la seva citotoxicitat/selectivitat, el resultat final
pot no ser I'esperat a causa de diferents variables que son dificils de controlar. Les seqiiéncies
introduides podrien estar alterant les interaccions entre els diferents residus de la proteina

que al capdavall determinen la seva conformacio nativa. També podria modificar I'accessibilitat
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a determinades regions de la proteina, com per exemple els NLS, NES i llocs de fosforilacio,

aixi com I'activitat enzimatica i I'estabilitat.

Per ultim, el tercer objectiu ha sigut fusionar PEI0, una variant més humanitzada que
PE5, amb l'apoptina, una proteina amb una gran capacitat d’induir apoptosi en cél lules de
mamifer tumorals o transformades mentre que no afecta les cél fules primaries o les no
transformades [120]. Per tant, en aquest treball s’ha volgut aprofitar les propietats
antitumorals de I'apoptina, que estan lligades a la seva localitzacio cel lular, per crear He-
PE10_ApopAProALeu, una proteina quimérica amb una ND-RNasa, amb I'objectiu que I'efecte
combinat d’ambdues proteines sigui sinérgic sobre les cél fules tumorals i sobretot per tal que
s’aconsegueixi major especificitat. La variant He-ApopAProALeu es va considerar adequada per
a la fusio, per les raons que s’han comentat anteriorment a I'apartat 1.3.3. L’objectiu d’aquesta
construccid, doncs, és similar a les variants NES_Psite_PE5 i PEI0_NES_Psite, pero en el cas
de la proteina quimeérica, el que es pretenia era que el NES regulable per fosforilacio es trobés
en el context proteic en qué es troba en I'apoptina sencera. Malauradament, la proteina de
fusio és més citotoxica per a cél lules no tumorals en comparacié amb les seves proteines
parentals, de manera que la seva selectivitat per a cél lules tumorals s’ha reduit. La rad per la
qual H¢-PEIO_ApopAProALeu ha disminuit I'index de selectivitat no es pot saber. Pero no es
pot descartar que en fusionar les dues proteines s’hagin establert interaccions entre elles que
hagin alterat les seves propietats biologiques. De fet, se sap que la variant He-ApopAProALeu
és una proteina classificada com a intrinsecament desplegada (Ruiz-Martinez et al. enviat a
publicacio), de manera que en podria estar alterant o destorbant I'estructura de PEI0. A més,
una altra possible rad que explicaria I'increment de citotoxicitat podria ser pel fet que la
introduccié d’un segon NLS aportat per PEIO a la proteina quimeérica podria contrarestar
I'efecte del NES de I'apoptina truncada, per la qual cosa s’acumularien més molécules d’He-

PEIO0_ApopAProALeu al nucli.
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CONCLUSIONS

Les ND-RNases PE5 i NLSPE5 son selectivament citotoxiques per a ceél fules

tumorals i sén més selectives que 'onconasa.

Tant PE5 com NLSPE5 tenen efectes citotoxics sobre la linia cel fular CCD-18Co.

PE5 presenta un lleu efecte citostatic a concentracions baixes.

PE5 i NLSPES no alteren la proporcio de cél lules a les diferents fases del cicle
cellular en célfules no tumorals CCD-18Co, a diferéncia del que ocorre en

cél fules tumorals NCI/ADR-RES i NCI-H460/R.

El patré d’expressio de diferents proteines relacionades amb el cicle cel lular i
apoptosi en cél fules no tumorals difereix del presentat per cél lules tumorals,
després del tractament amb les ND-RNases. En cél fules no tumorals tractades
amb PE5 es produeix una disminucié de I'expressié de Bcl-2 i un lleuger increment
de Bax, acompanyat d’un increment de I'expressié de p27XIPl, mentre que quan sén
tractades amb NLSPE5 s’incrementa I'expressio de p27KIPl) p2|WAFI/CIPI j de les
ciclines D, i E. En canvi, en cél lules tumorals deficients en p53 tractades tant amb
PE5 com amb NLSPE5 es produeix un increment d’expressié de la ciclina E i de

p2 | WAFI/CIPI “acompanyat d’una disminucio de p-JNK.

PE5 i NLSPE5 indueixen I'activacié de les procaspases 3, 8 i 9 en céllules no

tumorals CCD-18Co, efecte que ja s’observa a les 48 h de tractament.

La selectivitat de les ND-RNases es pot explicar almenys en part per la
sobreexpressio citoplasmatica de p27KIP! ifo p2|WAFIICIPI| e|s quals protegeixen les
cél lules no tumorals de 'apoptosi gracies a la seva unio i inactivacié de diferents

proteines citoplasmatiques involucrades en aquest procés.

S’han dissenyat, construit, purificat i caracteritzat diverses variants de PE5 i PEIO a
les quals s’ha afegit una sequencia d’exportacié nuclear (NES) regulable per
fosforilacié (Psite), tant a 'extrem N- com a I'extrem C-terminal, amb la finalitat

d’aconseguir ND-RNases més selectives.

LRI inhibeix in vitro les variants NES_PES, excepte NES(Apop)_PE5 que n’escapa
completament. Les variants de NES_Psite_PE5 pateixen la mateixa inhibicid que la

variant parental PE5. En canvi, algunes variants del conjunt PEIO_NES_Psite
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mostren tan poca activitat en les condicions assajades, que no es pot afirmar si

interaccionen amb I'RI.

Les diferents sequiéncies NES unides a una diana de fosforilacié, situades tant a
l'extrem N- com C-terminal, no han assolit un increment significatiu de selectivitat
respecte a la proteina parental, amb excepcié de les variants Apop_Apop_PES5 i

HIV_MCM2_PE5 i PEIO_HIV_MCM2, les quals presenten un lleuger augment.

S’ha construit una proteina de fusié entre PEIO i una variant de l'apoptina
citotoxica soluble de manera que la parella NES_Psite es trobés en el seu context
proteic amb la finalitat de millorar la selectivitat. No obstant aixo, la construcciod
no presenta una millora de selectivitat. Aquest fet pot ser a causa de la influéncia
de la variant de I'apoptina sobre 'estructura de 'RNasa, atés que la primera és una
proteina caracteritzada com a intrinsecament desplegada. A més, la preséncia d’un
segon NLS podria contrarestar I'efecte del NES, fet que permetria una major
acumulacié al nucli de les cél lules no tumorals i, per tant, una major citotoxicitat

sobre aquestes cél lules, perdent selectivitat.
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