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Abstract

Eosinophil cationic protein (ECP) is a ribonuclease secreted from activated eosinophils
that may cause tissue injure as a result of eosinophilic inflamation. ECP posseses
bactericidal, antiviral and helminthotoxic activity and inhibits mammalian cell growth.
The mechanism by which ECP exerts its toxicity is not known but it has been related to
the ability of the protein to destabilize lipid bilayers. We have assessed the involvement
of some cationic and aromatic surface exposed residues of ECP in the inhibition of
proliferation of mammalian cell lines. We have constructed ECP mutants for the
selected residues and assayed their ability to prevent cell growth. W10 and W35
together with the adjacent stacking residue are critical for the damaging effect of ECP
on mammalian cell lines. These residues are also crucial for the membrane disruption
activity of ECP. Other exposed aromatic residues packed against arginines (R75F76 and
R121Y122) and specific cationic amino acids (R101and R104) of ECP play a secondary
role in the cell growth inhibition. This may be related to the ability of the protein to bind

carbohydrates such as those found on the surface of mammalian cells.



1. Introduction

Eosinophil cationic protein (ECP) is a small cationic protein (pI =10.8) contained in the
secondary granules of human eosinophils [1]. Eosinophils release their granule content
as a result of activation by many stimuli such as complement and immunoglobulins
[reviewed in 2]. ECP is a single polipeptide with a molecular mass of 15.5 kDa but
glycosylated forms with Mr values ranging from 16 to 21 kDa have also been purified
from eosinophils. The amino acid sequence [3] and three dimensional structure show
that ECP belongs to the pancreatic-type RNase family [4]. However, its ribonucleolytic
activity is low [5 and 6] and does not appear to be related to many of its biological
properties. ECP levels in body fluids is currently used as a marker of eosinophil activity
and turnove, with high counts of ECP being associated with the pathogenesis of many
inflammatory diseases [reviewed in 7]. Extracellular deposits of ECP are found in
tissues undergoing eosinophilic inflammation and correlate well with tissue damage [8,
9, 10, and 11]. Intraventricular injection of ECP in guinea pig brains induce the
destruction of the surrounding nervous tissue producing a characterized syndrome
known as the Gordon phenomenon [12]. ECP besides its detrimental effects on host
tissue can also act as a host defense protein due to its bactericidal [13], helminthotoxic
[14, 15 and 16] and antiviral activities [17]. A growth inhibitory effect by ECP on
lymphocyte and mammalian cell lines has also been described [18, 19 and 20] .
Interestingly, the other RNase of eosinophils, eosinophil-derived neurotoxin (EDN),
which shares 67 % amino acid identity with ECP, has 50 - 100 times more enzymatic
activity [21 and 22] but less drastic biological properties than ECP.

The molecular basis of the ECP effect on eukaryotic cells remain unknown; ECP
citotoxicity has been related to the high number of Arg residues on the molecular

surface that allows the protein to interact with negatively charged target molecules on



the cell membrane and with destabilization of the phospholipid bilayer [13, 23 and 24].
Two Trp residues have also been related with the pathogenic activity of ECP [20 and
24]. 1t is still unclear whether cell death is the direct result of membrane disturbance
produced by ECP or if the ribonucleolytic activity of the enzyme is also a necessary
factor. Although the RNase activity is required for ECP to be neurotoxic [25] and to
reduce viral infectivity [17] the cytosolic RNase inhibitor does not abolish the toxicity
of ECP for Trypanosoma cruz [15]and a mutagenesis constructed variant of ECP with
no RNase activity keeps its toxicity to bacteria [26]

The present study evaluates the contribution of specific basic and aromatic amino acid
residues located on the protein surface (WI10K-, W35A/R36A-, R75A/F76A- and
R101A/R104A-ECP) and at the loop D115-Y 122 on the ECP effect on mammalian cell
viability (Figure 1). The loop region 115-122 is absent in RNases A, 1, 4 and 5 and it is
in this region where more differences of sequence and structure between ECP and EDN
are found. These mutants had been previously selected to analyse the bactericidal and
membrane-lytic activities of ECP [24]. To assess the role of specific amino acids we
have selected two mammalian cell lines: HL-60 cells (human acute promyelocytic
leukaemia cell line) that grow in suspension and show a strong growth inhibition by
ECP [20] and HeLa cells (human cervix adenocarcinoma cell line) that grows adhered.
The effect of ECP mutant forms has been compared to those obtained with wild type

recombinant ECP (rECP).

2. Materialsand Methods
Ste-directed mutagenesis, expression and purification of ECP variants
A human ECP synthetic gene was used to obtain rECP and the mutants [6]. Mutants

were constructed using either standard PCR techniques or Quick Change Site-Directed



Mutagenesis kit (Strategene, La Jolla, CA) following the procedure described by
Carreras et al. (2003) [24]. The recombinant proteins were expressed in E.coli
BL21(DE3) strain (Novagen, Madison, WI) using the pET11c expression vector and
were purified from inclusion bodies as described previously [6]. The homogeneity of
the purified proteins which contain an additional formyl-methionine residue at the N-
terminus was checked with 15% SDS-PAGE and Coomassie Blue staining and by
MALDI-TOF mass spectrometry.

Cell growth assay

Human acute promyelocytic leukemia cell line HL-60 and cervix HeLa adenocarcinoma
cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC) (USA). HeLa
cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) (Vitacell,
USA) and HL-60 cells were maintained in RPMI 1640 medium (Vitacell, USA) at 37
°C in a humidified atmosphere of 5 % CO,. Both media were supplemented with 10 %
heat inactivated fetal calf serum, 2500 units/mL penicillin and 2.5 mg/mL streptomycin.
The effect of rfECP and the mutants on the growth of cells was determined by a
colorimetric assay using the Cell Proliferation kit I (MTT) (Roche, USA). 3,000 to
10.000 cells/well were plated in 96-well dishes (Orange Scientific, Belgium) and
incubated overnight at 37 °C, 5% CO,. The effect of rECP and variants on the cell
growth was assayed treating the cells with protein concentrations ranging from 0.1 uM
to 125 uM. Protein samples were diluted in PBS and filtered (0.2 um filters, Orange
Scientific). Negative controls of cell growth were carried out adding the same volume of
PBS in media without protein and positive controls by addition of 0.1 % (v/v) Triton in
PBS. The effect of RNase A to the culture under identical conditions was also assayed
as a negative control. Six days after treatment, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide) was added following the working instructions supplied



by Roche, and cell growth was monitored by measuring the difference in absorbance
between 540 nm and 690 nm. In each set of assays, analyses were carried out in
duplicate or triplicate.

Cell viability

The effect or rECP and variants on the cell viability was assessed by the trypan blue
exclusion test. 0.5% (w/v) of trypan blue in water was added to cells cultured for six
days under the conditions described in the cell growth assay. Viable and non-viable
cells were counted with a hemocytometer. Cell morphology changes associated to the
effect of rECP with respect to control cells were observed with a phase-contrast inverted
microscope (Olympus [X70).

Data analysis

ICs (protein concentration required for 50% growth inhibition) for ECP and mutants
was calculated using the Grafit 5.0 program. Data were expressed as the mean + SE of
duplicate assays. The Student’s test was used to estimate the significance of the values
determined for mutants with respect to those of rECP. A p value < 0.01 was considered
statistically significant. Wilcoxon matched pairs signed ranks test was used to compare
the effect on the cell growth between a mutant and rECP when the initial cell numbers

were different.

3. Results and Discussion

Effect of rECP on mammalian cell lines

ECP has toxic effects on different mammalian cell types. This capacity was first
described from the strong correlation between the ECP release from eosinophils
associated to eosinophil inflammatory condition and tissue necrosis in different organs

[10]. ECP dose-related damage was observed in tracheal epithelium [11] and ECP also



inhibits in a dose-dependent manner the proliferation of human plasma cell lines related
to the immunoglobulin production inhibition [18 and 19]. Recently, the ECP effect has
also been studied in different mammalian cell lines and an inhibitory growth effect
dependent on cell line was observed [20]. To study ECP inhibitory effect on eukaryotic
cell growth we have selected two mammalian cell lines, HL-60 and HeLa cells that
grow in suspension and adhered, respectively.

The effect of rECP on HL-60 cell cultures was checked by means of the trypan blue
exclusion test using protein concentrations up to 20 uM (Figure 2 A). The decrease in
the number of alive cells is dependent on the rECP concentration. The number of dead
cells, even though it can be underestimated as dead cells may have disappeared by the
time the measure is made, only shows a slight increase with protein concentration.
These profiles suggest that rECP has a cytostatic effect on HL-60 cells. The same effect
was described by Maeda et al., 2002 [20] using K562 and A431 cell lines. Nevertheless,
we have to consider the presence of a non negligible cytotoxic effect at high protein
concentration. This cytotoxic effect is observed when the morphology of the cells
treated with 20 uM of rECP is compared to that of the control cells (Figure 2 B) and
when it is found that the number of alive cells after treatment with 20 uM of ECP is
lower than the initial cell number. The growth inhibitory effect of rECP was determined
for HL-60 and HeLa cells using the MTT assay. rECP shows an ICsy value
(concentration that produces 50% inhibition) of ~ 5 uM for HL-60 cells (Figure 3 and
Table I) and ~ 10 uM for HeLa cells (data not shown). These results indicate a slight
difference in the growth inhibitory activity of rECP depending on whether the cells
grow either in suspension or adhered. No detectable effect was observed for RNase A

under the same conditions.



Effect of ECP mutants on the mammalian cell growth

In order to identify the key residues involved in the growth inhibitory effect of ECP we
have tested ECP mutants with substitutions at specific basic or aromatic residues
located on the protein surface (W10K-, W35A/R36A-, R75A/F76A- and
R101A/R104A-ECP) and at the loop D115-Y122 (Figure 1). This loop is a large
insertion (with respect to RNase A) specific for ECP, EDN and RNases 6, 7 and 8. The
mutants in this latter region corresponded to the deletion of the whole sequence ((A115-
122)-ECP mutant), the substitution of ECP specific amino acids for the corresponding
EDN residues ((115-122 EDN)-ECP mutant) and changes in specific amino acids
(R121A- and R121A/Y122A-ECP mutants), respectively. In all cases the selected
amino acid substitutions do not alter the protein overall structure nor its RNase activity
[24]. Maintenance of the RNase activity in all mutants eliminates any relationship
between the changes observed on cell growth and enzymatic activity.

Figure 3 shows the effect of different protein concentrations of rECP and mutants on the
cell growth of HL-60 cells. The ICsy value was determined for each variant and the
results are summarized in Table I. The statistical significance for the ICsy value
differences of mutants in comparison to rECP is very high (p < 0.002) for W35A/R36A-
and W10K-ECP and high (p < 0.01) for R101A/R104A-, R75A/F76A-, R121A/Y122A-
and A115-122-ECP. In all cases the observed changes in the growth inhibitory activity
for each mutant were maintained in assays with different number of initial cells
(Wicoxon p <0.05).

The interaction of a protein at the cell surface is a key step in the appearance of a
pathogenic activity. This process has also been studied with other members of the
pancreatic-type RNase family such as bovine seminal RNase (BS-RNase) and frog

RNases. BS-RNase is a dimeric protein, selectively cytotoxic for malignant cells (28),



that binds to the cell surface of mammalian cells and can destabilize negatively charged
membranes, in the same way as it is observed for ECP [24]. The results on the cellular
growth inhibitory activity of rECP and mutants have been compared to the study on
their membrane-lytic and bactericidal activity [24]. For ECP, the Pearson coefficient
between ICsy value and the membrane-lytic activity (Table I) shows a quite high
negative correlation (p = -0.84); these results might mean that the growth inhibition of
ECP on mammalian cells is mainly due to its membrane-lytic activity. The Pearson
coefficient has been also determined between the ECP bactericidal activity against E.
coli and S aureus strains and the membrane-lytic activity (Table I) and a moderate (p =
-0.81) and low (p = -0.57) correlation values were obtained, respectively. This
difference might be due to a particular binding or other specific effect on the surface of
the bacteria cell, depending on whether it is a Gram-positive or Gram-negative species.
A study on the cationization of RNase A and human RNase 1 has concluded that the
increase in the protein net charge facilitates their cellular uptake [29]. However, our
results indicate that specific basic amino acids on the ECP protein surface might play
different roles, as the abolition of some positive charges gives rise to variable increases
for the corresponding ICsy values and in some cases such as that of the R121A-mutant
this effect is not even observed.

The ICsy values for the modified forms of ECP (Table I) show that the region Trp35-
Arg36 (Figure 4A) followed by that of Trp10 (Figure 4B) have a critical implication in
the inhibition of HL-60 cells proliferation. These results correlate well with the
involvement of these regions in the membrane disruption properties of ECP (Table I).
Besides, the affinity of ECP for heparin, a negatively charged glycosaminoglycan found
on the surface of some mammalian cells, is partly dependent on its Trp residues [20].

The Trp35-Arg36 region is also necessary for the bactericidal activity of ECP on both



gram positive and gram negative bacteria [24 and Table I]. Thus, it seems reasonable to
state that the regions where the two Trp of the molecule are localized, specially the
Trp35 region, are critical for the ECP cytostatic and/or cytotoxic properties on cells.
The effect would be due to the disruption of the cell membrane.

In the ECP molecule we can find other surface exposed aromatic residues close to the
side chain of contiguous Arg residues, which have also been analyzed by mutagenesis
(Figure 1). This is the case of regions Arg75-Phe76 (Figure 4C) and Argl21-Tyrl22
(Figure 4E) that show a slight contribution to the membrane-lytic activity of ECP and
play a secondary role in the ECP’s inhibitory growth effect (Table I). The involvement
of these exposed aromatic residues which do not participate in the membrane-lytic
activity of ECP (Phe76 and Tyr122) on cell growth inhibition might be explained from
the results reported for the recognition of membrane carbohydrates by legume lectins
(Phytolacca americana). In this case stacking interactions between hydrophobic
residues (Phe, Tyr, Trp of Leu) of the lectin and the pyranose ring of N-
acetylglucosamine from the carbohydrates are critical for stabilizing the interaction
between the protein and the sugar [30]. The involvement of the loop 115-122, specific
for ECP, has also been analyzed. Substitution by the corresponding EDN sequence does
not reduce the ECP’s cellular growth inhibitory properties. The effect of the deletion of
the region 115-122 ((A115-122)-ECP mutant) (Figure 4 F) might be mainly related to
the involvement of residue Tyr122 (Table I).

Sructural analysis

The exposed surface residues here studied are unique to ECP in the pancreatic-type
RNase family and were identified as key residues considering the ECP and EDN
evolutionary divergence [26 and 31]. While the combination Trp-Arg is unique for ECP

in this protein family, it is a common feature in many cytotoxic peptides [32]. Stacking
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interactions with the side chain of Arg36 (Figure 4A) maintain the orientation of the
aromatic ring of Trp35 in the tertiary structure of ECP. A synergistic effect between
both residues (Trp35 and Arg36) could explain their critical contribution to the
disrupting properties on the cell membrane (Table I). The positive charge of Arg can
interact electrostatically with the negative charges on the cell surface. Besides, the bulky
hydrophobic part of the side chain of Arg can orientate Trp in the correct geometry to
interact with phospholipid or carbohydrate ligands present in the membrane. On the
other hand, the affinity of ECP for heparin, a negatively charged glycosaminoglycan
found on the surface of mammalian cells, is partly dependent on its Trp residues [20].
The presence of structures with bulky or hydrophobic side-chains, such as Arg or Lys,
concentrated around aromatic residues have also been described in the carbohydrate-
binding site of lectins from pokeweed (Phytolacca americana) [30].

The cationic residues Argl0O1 and Argl04 (Figure 4D) have a complementary role in
both membrane-lytic activity and growth inhibitory activity. These two cationic residues
could bind by electrostatically to either negatively charged phospholipid or negatively
charged carbohydrates, or both. In this context, positively charged residues of lectins are
known to establish electrostatic interactions with negatively charged carbohydrates. Just
to mention an example, six arginine residues of the lectin endostatin participate in the
binding to heparin [33]. Increasing the net positive charge of sialic acid-binding lectins
increases both its internalization and anti-tumor action [34].

In summary, the two Trp residues in the ECP molecule can bind both phospholipids and
carbohydrates on the cell surface and this mediate the protein uptake by the cell.
Exposed cationic residues such as ArglOl and Argl04 can establish electrostatic
interactions and bind negatively charged molecules on the surface of cell (anionic

phospholipid and sugars). The exposed aromatic residues, which do not participate in
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the membrane lytic activity of ECP (Phe76 and Tyrl22), could promote stacking
contacts with carbohydrates. Our results also indicate that the RNase activity only is not
enough to justify the ECP toxicity against eukaryotic cells, as mutants with impaired

cellular growth inhibitor activity keep their RNase activity.
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Figurelegends
Figure 1. Representation of three-dimensional structure of ECP (1QMT.pdb) obtained
by X-ray crystallography showing the position of the mutated residues. The figure was

drawn with MOLSCRIPT program [28].

Figure 2. Effect of rECP on HL-60 cultured cells. A. Cells were treated with different
rECP concentrations ranging from 0 to 20 uM. In this assay 3x10° initial cells /well
were used. On day 6 of incubation viable and non-viable cell numbers were counted by
trypan blue exclusion (e alive and o dead cells). B. Effect of rECP on the morphology
of HL-60 cells. Control cell culture (B.1) and cell culture containing 20 uM rECP (B.2)

were observed after 6 days. Original magnifications are x 40.

Figure 3. Effect of rECP and mutants on the cell growth of HL-60 cells determined by
MTT assay (Roche). For each ECP mutant different protein concentrations ranging
from 0.1 uM to 125 uM were assayed and in each case the effect was expressed as the
percentage of viable cells respect to the control. In this set of experiments 3,000
cells/well were plated. Experimental values were adjusted using Grafit 5.0 program. In
each figure (A, B and C) the effect of rECP is presented as reference and the ECP

variants are indicated at the right.

Figure 4. Detailed pictures of the ECP structure at the selected studied regions. The
figures were drawn using PyMol, DeLano Scientific©. Dashed lines indicate hydrogen
bonds; a-helices are coloured in red and B-sheets are coloured in cyan. Neighbour

residues to the mutated amino acids are labelled and shown in sticks.
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Table |: 1Cs values for HL60-cells and comparison of the effect on bacterial

survival and membrane-lytic activities of ECP and its mutants

Protein [Cso (UM) Fold increasein bacterial  Membrane-lytic
HL60-cells®  survival dueto the effect of activity
the mutations’
S. aureus E. coli % L eakageon

liposome vesicles
rECP 54+ 0.2 1 1 100
W35A/R36A 294+ 0.8** 26 89 35
WI0K 13.5+ 0.8** 13 1.3 65
R101A/R104A 10.6 £ 0.3* 1.2 30.4 50
R75A/F76A 93+ 0.8* 1.1 16.7 80
RI21A 2 £ 1.1 5 1 96
RI21A/Y122A 11.3+ 1.3* 16.2 3.2 80
(A115-122)-ECP 10 + 0.5% 13.6 4.7 73
(115-122 EDN)-ECP 33+ 0.2 0.8 1.9 78

* ICso values were obtained using the Grafit 5.0 program. * p < 0.01 and ** p < 0.002

versus rECP.

> ¢ Values were taken from Carreras et al., (2003). ° In each case the effect on the

bactericidal activity was analysed using a 2 uM protein concentration. Cultures were

maintained with the protein for 4 h and the CFU/mL were determined after 12 h culture.

The effect of a mutant on the bacterial survival was expressed as the ratio between the

values (CFU/mL) obtained for this mutant and those for rECP.

¢ Effect of 5 uM protein concentration on the leakage of liposome vesicles.
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Figure 3
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Resultats i discussio

RESULTATS | DISCUSSIO

La identificacid de regions i residus unics en 'ECP i, per tant, potencialment
involucrats en l'especificitat immunologica i/o funcions bioldgiques de la proteina s’ha
basat en I'estudi estructural i funcional de 'ECP en relacié amb altres proteines de la
superfamilia de la RNasa A. Aquesta identificacié s’ha portat a terme a partir de Ila
superposicid6 de l'esquelet de la seqliéncia primaria de I'ECP en [lestructura
tridimensional de 'EDN, I'analisi de I'homologia de seqiiencies entre 'ECP i diferents

RNases i I'estructura tridimensional de 'ECP.

1 DETECCIO IMMUNOLOGICA DE L’ECP PER UN ANTICOS
ESPECIFIC

El eosinofils son cel-lules efectores en processos infecciosos, principalment per
parasits, i en malalties d’hipersensibilitat (Gleich i col-1.,1993). Els eosinofils s’activen
en resposta a diferents estimuls per alliberar el contingut dels seus granuls que
exerceixen moltes de les seves funcions. En consequéncia, cal que algun marcador de
I'estat d’activacio dels eosindfils i la seva relacié amb diversos estats patoldgics. Tai i
col'l.,(1984) van desenvolupar dos anticossos monoclonals, EG1 i EG2, que prometien
distingir entre les formes secretades i emmagatzemades de 'ECP. EG1, que s’havia
obtingut a partir d'immunitzar ratolins amb extractes d’eosindfils en repos, reconeix tant
la forma secretada com emmagatzemada de 'ECP. EG2, obtingut a partir de la
immunitzacié de ratolins amb les proteines secretades dels eosinofils, només reconeix
les formes secretades de 'ECP pero no diferencia entre ECP i EDN. A partir d’aqui,
s’han publicat més de 150 articles on s’ha utilitzat EG2 com a marcador d’eosindfils
activats. Les conclusions d’aquests treballs sén diverses, pero, en general, assenyalen
la presencia d’eosindfils activats en diferents estats patologics i els implica amb la
patogenesi de la malaltia corresponent.

Posteriorment, perd, s’ha demostrat en diferents treballs que EG2 no discrimina
immunohistoquimicament entre eosindfils activats i en repds i que la seva reactivitat
depén, principalment, del meétode utilitzat en la preparacié de la mostra i la

concentracio d’anticos que s'utilitza (Jahnsen i coll.,1994 a i b, Jahnsen i coll.,1995 i
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Nakajima i coll.,1999). A més, no s’han aclarit quines son les diferéncies estructurals,
si €s que n’hi ha, entre les formes secretades i emmagatzemades de 'ECP. Rosenberg
i Tiffani (1994) van determinar que 'EG2 només detecta la forma completament
desglicosilada de 'ECP i 'EDN i la forma glicosilada de menor massa molecular de
'ECP (18 kDa) i 'EG1 pot detectar les tres formes glicosilades de I'ECP (18, 20, 22
kDa) la qual cosa suggereix que l'activacié esta lligada a la deglicosilacio de les
proteines dels granuls. Nakajima i coll.,(1999), perd, no van poder reproduir els
resultats de Rosenberg i Tiffani (1994).

1.1 Disseny i obtencio d’un anticos especific per al’ECP

Per detectar immunologicament 'ECP s’ha escollit la regi6 D115-Y122 de la
proteina com a epitop per obtenir anticossos especifics per la proteina. La regié D115-
Y122 forma un bucle exposat al solvent en les RNases d’eosinofil (ECP i EDN) i és on
es diferencia més I'esquelet de les dues proteines. Aquest bucle no es troba en les
RNases A, 1, 4 i 5. La cerca al banc de dades de sequéncies de proteines ha indicat
que la sequéncia escollida només té homologia amb altres seqiéncies d’'ECP de
mamifers. Mentre es realitzava aquest treball, es va resoldre I'estructura tridimensional
de I'ECP per cristal-lografia i difraccié de raigs X (Boix i coll.,1999). L’estructura
tridimensional de la proteina ha permés confirmar que el bucle 116-119 (L 7 loop 7,) és
una de les regions on I'esquelet de 'ECP es desvia més del de 'EDN (figura 8.A) i on
es troben les diferéncies principals entre I'estructura global de les RNases d’eosinofil i
les RNases 1, 4 i 5. El bucle L7 forma una gran insercio entre les cadenes 84 i85
(figura 8.B) i s’empaqueta mitjangant ponts d’hidrogen amb I'extrem N-terminal (Boix i
coll.,1999).

Neosystem Laboratoire (Estrasburg, Franga) va obtenir anticossos policlonals
utilitzant com a antigen un péptid sintétic conjugat a una proteina transportadora, que
comprén el bucle 115-122 de 'ECP i uns aminoacids extres de la sequéncia de la
proteina (D112-P123). Vam purificar el serum immunitzat mitjangant una cromatografia
d’afinitat amb 'ECP immobilitzada per assegurar que els anticossos interaccionaven
amb la corresponent regié de la proteina quan es troba en I'estructura tridimensional
nadiva i no amb la proteina transportadora o amb altres conformacions que el péptid

pogués adoptar.
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Figura 8. A. Sobreposicio de I'esquelet de 'ECP (en negre) i TEDN (en vermell). La regi6é del
bucle D115-Y122 s’ha senyalat amb un requadre. B. Imatge detallada de la regié D115-Y122 de
'ECP. La figura s’ha fet utilitzant PyMol, DeLano Scientific ©. Els ponts d’hidrogen s’han marcat
amb linies discontinues, les helix-a en vermell i les fulles 8 en blau clar. Els atoms de carboni
estan marcats en gris, els d'oxigen en vermell i els de nitrogen en blau fosc.
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1.2 Caracteritzacio de I'anticos D112 — P123
S’ha assajat la reactivitat de I'anticos D112—P123 pel péptid sintetic D112—-P123 i

'ECP recombinant en estat nadiu i desnaturalitzat i amb altres proteines control. La
técnica I’ELISA ha permés comprovar que I'anticds reconeix el péptid sintétic i TECP
correctament plegada. Per transferéncia Western s’ha comprovat que I'anticos reconeix
'ECP desnaturalitzada en condicions reductores i no reductores. L'abséncia de
reactivitat creuada de l'anticos amb 'RNasa A, EDN o altres proteines control s’ha
verificat tant per trasnferéncia Western com per transferéncia blot. Per tant, es pot
concloure que la regié D115-Y122 permet discriminar immunoldgicament 'ECP de
'EDN i I'RNasa A. Fins al moment de la publicacié del treball les Uniques RNases
humanes que contenien el bucle 115-122 eren 'ECP I'EDN i 'RNasa 6. Recentment,
s’ha identificat dues noves RNases humanes (RNasa 7 i 8) que també contenen aquest
bucle amb diferent grau d’homologia de seqliéncia amb 'ECP (Harder i Schroder 2002,
Zhang i col‘1.,2002 i Zhang i col1.,2003) i amb les que la possible reactivitat creuada
amb l'anticos D112-P123 esta per determinar. Aixd no obstant, si tenim en compte que
'anticos és capag¢ de discriminar entre 'ECP i 'EDN, que tenen conservats 9
aminoacids en la regié 112-123, sembla poc probable que l'anticds pugui recong&ixer
les RNases 6, 7 i 8 que només conserven 4 aminoacids o0 menys en la seqiéncia amb
la qual interacciona I'anticos (figura 8).

D’altra banda, l'origen cel-lular d’aquestes RNases humanes és diferent. En
eosinofils s’expressen unicament 'ECP i TEDN, mentre que en monocits i neutrofils
s’ha trobat mMRNA que codifica per a ’'RNasa 6. Les RNases 7i 8 no s’expressen en

leucocits.
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RNasa 1 EGS--------- P
RNasa 2 DNRDQRRDPPQYP
RNasa 3 DNRD - PRDSPRYP

RNasa 4 EGN--------- =]
RNasa 5 ENG----------
RNasa 6 DPPQ - KSDPP - YK
RNasa 7 KPPQ - KKDSQQFH
RNasa 8 DPPQ - QGDPG - YP

Figura 9. Alineacié de la seqiiéncia d’aminoacids corresponent a la regié 112—123 de 'ECP o
(RNasa 3) de les proteines humanes de la superfamilia de la RNasa A.

La quantitat minima d’antigen (rECP) necessaria per poder ser detectada per
I'anticos es troba entre 1i 50 ng segons la técnica i les condicions utilitzades.

La sensibilitat de I'anticos D112—-P123 per 'ECP és comparable a la d’altres
anticossos descrits (Tai i col'l.,1984).

Utilitzant ''ECP com a antigen i en condicions no reductores, I'anticds EG1 a una
concentracio final 10 ug/mL déna un senyal lleugerament inferior al que s’observa per a

una concentracié final 0.2 ug/mL de I'anticos D112-P123.

1.3 Deteccio de I'ECP en fluids corporals per I'anticos D112—

P123
Un cop provat que I'anticos D112-P123 pot detectar 'ECP recombinant produida

en un sistema procariota tant en condicions reductores com no reductores, era
important examinar quines isoformes de 'ECP nadiva soén reconegudes per I'anticos.
En les mostres de granuldcits i esput analitzades amb I'anticos anti D112— P 123, es
pot detectar, per transferéncia Western, una banda del mateix pes molecular que la
rECP i que correspondria a la forma no glicosilada de 'ECP i unes bandes de pes
molecular superior que es poden associar a les formes glicosilades de la proteina
(figura 4.B del capitol 2). En les mostres de plasma només es detecta la banda que
correspon a la forma no glicosilada de 'ECP, segurament perqué la concentracio de

'ECP glicosilada en plasma esta per sota del limit de deteccié de I'anticos (figura 4.B.
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del capitol 2). En conclusid, es pot afirmar que la reactivitat de I'anticos anti-D112—
P123 no esta afectada per la glicosilacio de la proteina i, per tant, es pot utilitzar en
estudis encaminats a analitzar les diferents isoformes de 'ECP o quantificar els nivells
d’ECP en diferents condicions fisioldgiques.

Els nivells dECP en fluids corporals s’utilitza com a marcador en processos
inflamatoris (revisi6 Venge i col-l.,,1999). Aix0 no obstant, s’ha observat que la
concentracio d’ECP en fluids bioldgics varia molt segons el métode de col-leccié de la
mostra (Grebski i col'l.,1998, Klimek i Rasp 1999). S’ha comercialitzat un sistema
automatitzat per detectar 'ECP en fluids corporals (sistema UniCap). Aquest métode
compta amb un protocol estandarditzat que esta resultant molt util en estudis clinics ja
que permet la reproduccio i comparacio de resultats. La falta, pero, d’'informacio sobre
'epitop que reconeix I'anticos d’aquests sistemes limita molt la utilitzacié d’aquests
anticossos en investigacio basica.

Per veure la possible aplicacio de I'anticos D112-P123 en estudis quantitatius
s’ha examinat la reproductivitat del métode. S’ha fet una densitometria de les bandes
obtingudes per transferéncia Western de diferents concentracions de proteina en
quatre experiments independents i s’ha obtingut una recta de regressié amb una r* =
0,9999 (figura 3, capitol 2).

La determinacio dels nivells d’ECP en esput mitjangant el sistema UniCap i amb

'anticos D112-P123 ha mostrat una bona correlacié entre tots dos métodes.

2 DETERMINANTS ESTRUCTURALS D’ ACTIVITATS
BIOLOGIQUES ESPECIFIQUES DE L’ECP

El seglient que ens vam plantejar va ser identificar els determinants estructurals
de la toxicitat de I'ECP, l'altre aspecte de la proteina amb més repercussions
fisiologiques. Amb aquest objectiu s’ha considerat quins sén els passos limitants,
descrits a la bibliografia, perqué una RNasa sigui toxica i s’han analitzat respecte a la
informacio de qué es disposa per 'ECP i altres péptids antimicrobians. A partir d’aqui,
hem escollit aquells residus o regions de la proteina que per les seves caracteristiques
(posicid en l'estructura tridimensional, abséncia en RNases no toxiques, residus
implicats en la citotoxicitat d’altres péptids i proteines amb activitat antimicrobiana)
podrien estar involucrats en alguns dels passos clau dels mecanisme de citotoxicitat de
'ECP.
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Dins la familia de la RNasa A hi ha, com a minim, cinc representants
(ribonucleasa seminal bovina (BS—RNasa), tres RNases d’amfibis altament
relacionades: onconasa, i les lectines de Rana japonica (RJE-RNasa) i Rana
catesbeiana (RCE—RNasa) i TECP amb activitat citotoxica enfront de diferents tipus
cel-lulars.

S’ha dedicat molts esforgos a estudiar la BS-RNasa i 'onconasa per la seva
potencialitat en el tractament de diferents cancers. El mecanisme d’actuacié d’aquestes
RNases no esta completament definit, perd sembla que presenten alguns punts en
comu. La BS-RNasa és I'linica proteina dimérica de la familia de la RNasa A i presenta
una toxicitat selectiva davant de cél-lules tumorals (revisio a D’Alessio i col-l.,1997). La
proteina s’uneix especificament a llocs d’'unié de la matriu extracel-lular i entra a la
celllula per un mecanisme d’endocitosi (Mastronicola i coll.,1995). RNases no
citotoxiques, com la RNasa A, no tenen llocs d’unié a la matriu extracel-lular i no poden
penetrar a l'interior de la cél-lula. La BS-RNAasa un cop a I'endosoma pot arribar al
trans Golgi i d’aqui al citosol. El pas del trans Golgi al citosol no és evident pero
I'habilitat de la proteina per permeabilitzar membranes (Manchefio i col-l.,1994),
propietat no compartida per la RNasa A, li podria permetre travessar la membrana del
trans Golgi. L’efecte final al citosol és degradar I'rRNA, inhibint la sintesi de proteina
(Mastrionicola i col.,1995) i, al mateix temps, induir 'apoptosi a la cél-lula diana (Sinatra
i col'l.,2000).

L’onconasa o proteina P30 es va purificar per primer cop dels extractes d’oocits
de Rana pipiens a partir de la seva activitat anticancerigena in vitro i in vivo (Ardelt i
coll.,1991). Actualment es troba en estudis clinics en fase Il per la terapia de diferents
carcinomes. Wu i col. (1993) van observar que I'onconasa s’uneix a la membrana
citoplasmatica de la cél-lula diana per dos llocs d’afinitat diferents, pero, fins al moment,
no s’ha identificat el seu receptor a la superficie cel-lular. Al citosol, 'onconasa degrada
el tRNA i inhibeix la sintesi de proteina (lordanov i coll.,2000). Per un mecanisme
alternatiu, I'onconasa també pot induir I'apoptosi a la cél-lula diana (lordanov i
col'l.,2000). Una caracteristica comuna de l'onconasa i la BS-RNasa és la seva
resisténcia a I'inhibidor d’RNases que es localitza al citosol de les cél-lules de mamifer
(Boix i col‘1.,1996 i Murthy i col'l.,1996).

L’efecte tumoricida i citostatic de les RNases de Rana catesbeiana i Rana
Japonica es deu a la unio a les glicoproteines de la superficie cel-lular, internalitzacio i
degradacio de 'RNA (Irie i col-l.,1998).
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En resum, dos dels punts decisius perqué una RNasa sigui toxica son una via
d’entrada a la cél-lula diana i una activitat RNasa funcional a l'interior de la cél-lula, que
implica I'habilitat d’escapar de l'inhibidor de RNases. De fet, RNases no toxiques
(RNasa A i EDN) poden adquirir activitat citotdxica, enfront de dianes especifiques,
quan es conjuguen quimicament o es fusionen amb lligands de receptors que
s’internalitzen (revisié a Rybak i Newton, 1999).

Quan vam iniciar aquest treball, 'ECP era I'inica RNasa humana amb una
activitat clarament citotoxica per un ampli espectre de dianes que comprén cél-lules
procariotes, eucariotes i virus. L'EDN té una activitat toxica molt reduida per la majoria
de tipus cel-lulars. L’activitat patogenicida de 'ECP s’havia associat a la naturalesa
cationica de la proteina, que li permetria interaccionar amb la superficie negativa de les
cél-lules (Rosenberg i Dyer, 1995) i a la capacitat de la proteina per fer porus en
membranes (Young i coll.,1986). Lehrer i col. (1989) van observar que lactivitat
bactericida de I'ECP es correlaciona amb la permeabilitzacié seqlencial de la
membrana externa i interna d’E. coli. La relacié entre I'activitat citotdxica i ribonucleasa
és tema de debat. Mentre l'activitat enzimatica és intrinseca a I'activitat antivirica i
neurotoxica, no és necessaria per l'activitat parasiticida i bactericida (revisio Boix,
2001). D’altra banda, l'activitat enzimatica de 'ECP, a diferéncia de la BS-RNasa i
'onconasa, és inhibida per 'inhibidor de ribonucleases (Domachowske i col-l.,1998).

Amb tot, la interaccio entre 'ECP i la membrana cel-lular sembla que és decisiva

per explicar, almenys en part, el caracter toxic de la proteina.

2.1 Model per I’estudi de I'activitat sobre membranes de I'ECP

En aquest treball s’ha posat a punt un model per estudiar I'efecte de 'ECP en
membranes cel-lulars.

Aquest model es basa a avaluar I'habilitat de I'ECP per desestabilitzar
membranes a partir de I'analisi de I'alliberament d’'un marcador fluorescent de l'interior
de vesicules lipidiques. Hem comprovat que 'ECP té la propietat de permeabilitzar els
liposomes, a diferéncia de I'EDN i la RNasa A. A fi destudiar si l'efecte
desestabilitzador de membranes es deu al caracter catidonic de la proteina, tal com
s’havia proposat, s’han preparat liposomes amb diferent proporcié de lipids anionics
respecte de neutres. L’activitat de 'ECP sobre la bicapa lipidica depén fortament de la

carrega negativa neta de la membrana sintética. Aquest resultat és analeg a I'observat
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en estudis amb péptids antimicrobians on s’observa una baixa afinitat per fosfolipids
neutres en comparacié amb fosfolipids acids (revisi6 a Oren i Shai,1998). D’altra
banda, la resisténcia d’alguns bacteris s’ha associat a nivells baixos de fosfolipids

anionics a la seva membrana (revisié a Andreu i Rivas, 1998).

2.2 Disseny de les variants de I'ECP

Per analitzar la contribucié de regions i aminoacids especifics en I'activitat
patogenicida de 'ECP s’ha considerat que en la unié entre proteines i membranes
poden estar involucrades tant interaccions hidrofobiques com electrostatiques (Sitaram
i Nagaraj, 1999). S’han obtingut formes modificades, per mutagénesi dirigida (taula 2),
de 'ECP en aquells residus hidrofobics i cationics més exposats en l'estructura
tridimensional de la proteina (Boix i col-l.,1999) i que son especifics de 'ECP, ja que
poden ser regions potencials d’interaccié amb la membrana cel-lular. S’han seleccionat
especialment aquells aminoacids que soén diferents en 'EDN, que comparteix un 67%
d’homologia de seqiiéncia amb I'ECP, perd que no és bactericida. Els valors del
percentatge d’area superficial accessible als solvent (SASA) ha confirmat que els
residus especifics de 'ECP, W35, R36, R75, F76, R101, R104 i R121, es troben a la
superficie de la molécula (vegeu taula 1 del capitol 3 i figura 10.A). També s’ha
seleccionat I'altre triptdfan de la molécula (W10) que es troba parcialment exposat i
proxim al centre actiu.

D’altra banda, després de comprovar que la regié D112-P123 permet diferenciar
immunologicament 'ECP ens hem interessat a examinar quina pot ser la implicacio
d'aquesta regidé en les funcions bioldgiques de la proteina. Per estudiar la funcio
d’aquesta regié s’han construit les variants seglients: un mutant on s’ha eliminat tota la
regio D115-Y122 ( (A 115-122)-ECP) (figura 10.B), un on s’ha substituit la regi6é del
bucle D115-Y122 pels aminoacids d’aquesta regid en 'EDN (115-122 EDN)-ECP
(figura 10. B), un mutant puntual de 'aminoacid R121 per a A i un de doble mutant dels
residus R121/Y122 per a A.

La prediccid de l'estructura tridimensional dels mutants de 'ECP per Internal
Coordinate Modeling (ICM MolSoft), ha mostrat que no s’han produit desviacions
significatives en [l'estructura respecte de I'ECP salvatge. Per tant, les possibles

diferéncies en les activitats bioldogiques de les variants de 'ECP respecte a I'ECP
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salvatge es poden atribuir a I'efecte de la modificacié en els aminoacids substituits i no

a un canvi secundari que alteri de forma significativa I'estructura tridimensional.

A

A Fl iz

JA1EY

Figura 10. A. Diagrama esquematic de I'estructura de 'ECP resolta per difraccié de raigs X
(1QMT.pdb) on es mostren els residus que s’han canviat en les diferents variants.

B. Figura detallada de la regi6 del bucle D115-Y122 en la ECP wt (gris), el mutant: ECP wt es
mostra en gris, el mutant (A 115-122)-ECP es mostra en groc i el mutant (115-122 EDN)-ECP,

en vermell.
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2.3 Activitat RNasa de les variants de I'ECP

Els valors dels parametres cinétics de les variants que hem construit han indicat
que no s’han produit canvis rellevants en I'activitat RNasa de les proteines. Aixd no
obstant, cal mencionar que la variant R101A/R104A té un valor d’eficiencia catalitica
aproximadament el doble que I'ECP salvatge (taula 2). Mallorqui-Fernandez i
col'1.,(2000) proposen que les carregues positives de la superficie cel-lular, com és el
cas dels residus R101 R104, podrien ser un dels factors que expliquen la baixa activitat
catalitica de 'ECP en dificultar 'accés de 'RNA al centre actiu. L’activitat enzimatica de
'ECP davant de substrats d’RNA assajats és inferior a la de 'EDN i 'RNasa A.
Rosenberg i Dyer (1995) proposen que els gens de 'EDN i 'ECP provenen d'una
duplicacié d’'un gen ancestral EDN-like. Els dos gens paralogs van estar sotmesos a
una seleccid positiva darwiniana que va resultar en una proteina altament catidnica i
toxica (ECP) i una proteina amb un activitat enzimatica superior (EDN) perd amb una
toxicitat inferior. Una eficiencia catalitica relativament baixa no descarta la seva

implicacio en una activitat biologica (Shapiro i col'l.,1986).

2.4 Efecte de les mutacions sobre les activitats biologiques de
I'ECP

Un cop analitzat que no s’han produit alteracions significatives ni en I'estructura
tridimensional ni en l'activitat RNasa de les proteines com a conseqiéncia de les
mutacions, s’ha avaluat l'efecte d’aquestes variants en activitats biologiques
especifiques de 'ECP.

Concretament, s’ha assajat I'efecte de 'ECP recombinant obtinguda en un
sistema procariota i les seves variants en I'estabilitat de les membranes sintétiques,
viabilitat de bacteris grampositius i gramnegatius i en el creixement d’'una linia cel-lular
derivada de carcinoma. Els canvis que s’ha observat en algunes variants en aquestes
activitats biologiques no es poden explicar per canvis en I'activitat RNasa ja que els

parametres cinétics son similars en les variants i 'ECP salvatge (apartat 2.3).

2.4.1 Disrupci6 de vesicules lipidiques

S’ha analitzat I'efecte de les variants de 'ECP sobre el model de membrana
descrit anteriorment (apartat 2.1 de la discussio). L’analisi de I'efecte de les variants

sobre els liposomes ha assenyalat que la regié W35R36 i en menor grau, el W10 i els
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residus cationics R101 i R104 estan implicats en la permeabilitzacié de les vesicules
lipidiques (taula 2).

La interaccié de 'ECP amb les membranes sintétiques i la implicacié dels dos
residus de triptdfans i aminoacids cationics especifics en aquesta uni6 fan de 'ECP un
model per estudiar la unid i la interaccidé de proteines amb membranes. No només per
les repercussions en I'ambit fisiologic i les aplicacions en el clinic, siné també, perqué
tant els triptdfans com els residus cationics s’han confirmat decisius per a I'acoblament
i 'estructura de proteines de membrana (Wimley i White, 1993).

Mesures experimentals amb péeptids completament hidrofilics (péptids de lisines),
on només es produeixen interaccions electrostatiques, mostren que els péptids no
poden introduir-se més enlla de la regié polar del fosfolipid. En I'escala d’hidrofobicitat
dels aminoacids de Wimley i White (1996) s’observa que els residus aromatics estan
especialment afavorits a la interfase de la bicapa lipidica. En la transferéncia dels
aminoacids des de la interfase de la bicapa lipidica a I'aigua el triptofan déna el valor
positiu més elevat d’energia lliure. Estudis de cristal-lografia i difraccié de raigs X de
proteines de membrana permeten observar que la cadena lateral del triptofan tendeix a
situar-se entre els caps polars i les cues hidrofobiques de les bicapes lipidiques
(Wallace i Janes, 1999).

La disposicié estructural de 'ECP a la membrana es pot proposar com el resultat
del compromis entre interaccions electrostatiques i hidrofobiques.

S’han descrit dos models per explicar la disposicid dels péptids en les
membranes i la seva conseguent desintegracio.

1. Model “barrel-stave”: consisteix en la formacié de porus transmembrana
gracies a la col-locacié transversal dels péptids a la bicapa lipidica. L’'observacié de
canvis en la conductancia de la membrana demostra el transport d’ions pel porus i la
possible causa de mort de la cellula (Christensen i col-1.,1988). L’any 1986, Young i
col. van descriure la formacié de porus transmembrana insensibles al voltatge per
'ECP.

2. Model “carpet-like”: les proteines s’uneixen a la superficie de la membrana i la
cobreixen parcialment (Pouny i col-l.,1992). Quan s’arriba a una concentracio critica de
proteina la bicapa es desestabilitza i perd la seva estructura.
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2.4.2 Activitat bactericida

Durant la preparacié del manuscrit del treball presentat en el capitol 2 es va

publicar I'existéncia d’'una nova RNasa humana (RNasa 7) amb activitat antimicrobiana
per un ampli espectre de microorganismes (Harder i Schréder (2002) i Zhang i coll.,
(2003)). Les dues RNases humanes amb activitat antimicrobiana ECP i RNasa 7 tenen
un pl sorprenentment elevat. Pero, mentre I'elevat pl de 'ECP és el resultat d’'un elevat
nombre d’arginines, a la molécula de 'RNasa 7 és consequéncia d’un elevat nombre
de lisines. Per tant, la cationicitat i I'activitat antimicrobiana d’aquestes dues proteines
sembla que s’ha adquirit independentment durant I'evolucié de 'ECP i la RNasa 7. Aixo
no obstant, la cationicitat per si sola no és suficient perqué una RNasa sigui citotoxica
ja que, per exemple, 'angiogenina (0 RNasa 5) té un p/ de 10,4 semblant al de la
RNasa 7 (p/ 10,5) i no és bactericida.

S’ha assajat I'efecte de 'ECP i les seves variants a concentracions fisiologiques
(0,5 uM a 2 uM) en la viabilitat d’E. coli i S. aureus (taula 2). En I'estudi de I'efecte de
'ECP recombinant sobre cultius bacterians s’ha observat un efecte bactericida (i no
només bacteriostatic) sobre E. coli comparable a I'efecte descrit per Lehrer i
col'l.,(1989) per a 'ECP nadiva purificada d’eosinofils.

De l'analisi de I'efecte de les diferents variants de 'ECP es pot destacar que el
mutant W35A/R36A té una activitat bactericida sensiblement inferior a la proteina
salvatge. Es produeix un augment aproximat de dues unitats logaritmiques en la
supervivencia (CFU/mL) quan es tracten els bacteris amb la variant W35A/R36A
respecte del tractament amb la proteina salvatge. Canvis d’'una unitat logaritmica es
consideren significatius en I'experiment d’activitat bactericida.

Les altres variants de 'ECP provoquen canvis diferents segons si es tracta de
bacteris grampositius o gramnegatius.

La regiéo D115-Y122 i el W10 tenen una implicacié en la toxicitat per a S. aureus
perd no per a E. coli. El tractament de S. aureus amb la variant on s’ha eliminat la regio
D115-122, el doble mutant R121A/Y122A i el mutant simple W10K augmenten
aproximadament una unitat logaritmica la supervivencia (CFU/mL) de S. aureus
respecte de la incubacié amb 'ECP salvatge.

Els residus cationics R101 i/o R104, R75 i/o alifatic F76 intervenen en la toxicitat
de la proteina per a E. coli perd no per a S. aureus. El tractament d’E. coli amb els
doble mutants R101A/R104A i R75A/F76A augmenten aproximadament una unitat
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logaritmica (CFU/mL) la supervivéencia d’E. coli respecte del tractament amb la
proteina salvatge.

La regi6 W35R36 de I'ECP que es troba molt exposada al solvent té una
implicacio rellevant en la toxicitat de la proteina per bacteris grampositius i gram
negatius que es pot correlacionar amb l'efecte observat sobre liposomes com a model
membrana.

L’efecte del W10 sobre les vesicules lipidiques pot explicar també la importancia
d’aquest residu per la toxicitat de la proteina per a S. aureus.

La relacié del residus R101 i/o R104 en la toxicitat de la proteina per a E. coli
s’entén per la importancia que hem observat que tenen aquests residus en les
interaccions electrostatiques entre I'ECP i els lipids carregats negativament de les
vesicules lipidiques.

L’embolcall dels bacteris proporciona a les cél-lules una barrera mecanica i de
permeabilitat, protegeix la cél-lula de les possibles influencies perjudicials de 'ambient
i manté l'elevada pressié osmotica interna. El peptidglica de la paret cellular es
considera el responsable de la integritat mecanica mentre que la membrana
citoplasmatica constitueix la barrera de permeabilitat. Aixd no obstant, s’ha proposat
que el peptidglica és el responsable de la lenta difusi6 de proteines a través del
periplasma (revisio a Dijkstra i col-l.,1996).

L’ECP per poder interaccionar amb la membrana citoplasmatica ha de travessar
les capes més externes de I'embolcall cellular. Es creu que el reconeixement dels
péptids antimicrobians i E. coli es déna per interaccions electrostatiques entre el péptid
cationic i el lipopolisacarid (LPS) de la membrana externa d’E. coli (Piers i col.,1994).
Els péptids desplacen els cations divalents que mantenen els LPS units i es perd la
integritat de la membrana externa (Peterson i col-l.,1987), aixd facilita 'accés del péptid
a la membrana citoplasmatica on exerceix la seva accio.

La superficie externa dels bacteris grampositius també té una carrega neta
negativa per la preséncia dels acids teicoids i una paret cel-lular que es caracteritza per
moltes capes de peptidglica amb molts entrecreuaments.

Els residus que no estan relacionats amb la permeabilitzacié de la membrana ni
amb l'activitat RNasa perd si en l'activitat bactericida podrien estar implicats en la
interaccié amb la superficie cel-lular. La regié R75F76 podria interaccionar amb el LPS,
mentre que la regié D115-122 podria afavorir la difusié de la proteina per la capa de

peptidoglica dels bacteris grampositius.
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2.4.3 Inhibicid de la proliferacio de linies cel-lulars tumorals

La toxicitat de 'ECP per a les cél-lules de mamifer es coneix des de I'any 1988
(Fredens i col'l.,1988). En diferents estudis s’ha relacionat 'TECP amb el dany tissular
resultat d’'una inflamacio per eosindfils (Motojima i col-l.,1988).

També s’ha descrit I'efecte inhibitori que produeix la proteina en la proliferacio de
limfocits (Kimata i col-l.,1992). Perd no ha estat fins a 'any 2002 que s’ha fet un estudi
in vitro de I'efecte de I'ECP en la proliferacié de diferents linies cel-lulars de mamifer
(Maeda i col‘l.,2002). Els resultats suggereixen que 'ECP té un efecte citostatic que
depén del tipus cel-lular. Utilitzant proteina marcada, els autors observen que 'ECP, a
diferéncia de 'RNasa A, s’uneix a la superficie cel-lular i s’Tacumula al citoplasma. Els
nostres resultats han corroborat que 'ECP inhibeix la proliferacié de la linia cel-lular
HL60 i I'efecte és principalment citostatic igual que per a la linia de carcinoma huma
d’epidermis (cél-lules A431) i per a la linia cel-lular mieloide (cél-lules K562) (Maeda i
col'l.,2002) i han afegit que també té un efecte inhibitori per a la linia cel-lular
d’adenocarcinoma huma Hela. Els valors d’ICs, de les diferents variants per a la linia
HL60 permeten destacar la importancia de la regio W35R36 i, menys accentuadament,
del residu W10 en la inhibicié de la proliferacié. Altres aminoacids cationics i aromatics
R75 + F76, R101 + R104 i Y122 i la regié D115-Y122 tenen un paper menys evident
en la inhibici6 del creixement de la linia cel-lular eucariota.

La implicacio de la regio W35R36 de 'ECP en la inhibicié del creixement cel-lular
s’explica per la participacié d’aquesta regi6 en I'efecte observat sobre liposomes com a
model membrana.

L’altre Trp de la proteina, el W10, que presenta una area d’exposicid6 menor al
solvent t&, en comparacié amb el W35, una participacid menor en la interaccioé de la
proteina amb la bicapa lipidica, que coincideix amb una menor contribucié en la
inhibicié de la proliferacio de les cél-lules.

La intervenci6 dels residus R101 i/o R104 en la inhibicid del creixement de la
linia cel-lular de leucémia es pot explicar per I'aparent participacié d’aquests residus en
la interaccio electrostatica entre la proteina i els fosfolipids anidonics de la membrana.

En el costat extracel-lular de les membranes plasmatiques de les cél-lules
eucariotes trobem els carbohidrats de glicolipids i glicoproteines de membrana que
intervenen amb el reconeixement intercel-lular. En el reconeixement i interaccié entre

proteines i glucids sén necessaries interaccions electrostatiques entre les carregues
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positives dels residus cationics i les carregues negatives dels glucids (Ricard-Blum i
col'l.,2004) i interaccions d’apilament (stacking interactions) entre els anells dels
residus aromatics de la proteina i els anells dels glucids (Hayashida i coll.,2003).

Els aminoacids que es relacionen amb la inhibicié del creixement perd no amb
lactivitat sobre membranes sén residus aromatics o cationics (R75F76 i Y122) que
podrien interaccionar amb els glucids de la superficie cel-lular afavorint la unié de la
proteina a la cél-lula.

No es pot excloure que residus que intervenen en la desestabilitazacié de la
membrana (R101 i/o R104, W35 i/o R36, W10) també puguin jugar algun paper en la
interaccié amb la superficie cel-lular. Maeda i col. (2002) observen que la unié de 'ECP
a I’heparina depén, en part, dels triptdfans de la proteina.

L’efecte de les diferents variants sobre la desestabilitzaci6 de membranes es
relaciona millor amb I'activitat antiproliferativa de linies tumorals que antimicrobiana,
probablement, perque les cél-lules eucariotes no tenen paret cel-lular i, en concret, en
la linia cellular HL60, en créixer en suspensid, no es ddéna la cohesié cel-lular i
arquitectura que trobariem en un teixit i I'inica estructura que trobem a la superficie

cellular és el glicocalix.

Taula 2. Propietats biologiques i activitat enzimatica de I'ECP i les seves variants

Disrupcio
Proteina ICsq HLE0? S. aureus E. coli licosomes Activitat RNAsa
CFU/mL® CFU/mL® P kcat/Ky, (M™'s™)¢
(%) °
ECPwt 5,4 2,4x10" 6,7x10° 100 8.500
W35A/R36A 29,4 *** 6,3x10° ** 6x10° ** 35 ** 13.700
W10K 13,5 *** 3,2x10° *** 8,9x10° 65 * 4.000
R101A/R104A 10,6 ** 3,1x10* 2x10°* 50 * 19.200
R75A/F76A 9,35 ** 2,6x10* 1,1x10° ** 80 3.900
R121A 2 1,2x10° 6,9x10° 95 9.000
R121A/Y122A 11,3 ** 4x10° 2,2x10* 80 10.700
(A 115-122) ECP 9,97 ** 3,3x10° ** 3,2x10% 73 5.700
(115-122EDN)ECP | 3,32 1,8x10" 1,3x10" 78 8.400

?Inhibicié del creixement de la linia cel-lular derivada de leucémia HL60. °CFU/mL de S. aureus
o E. coli que queden després d’'incubar durant 5 h a 37 °C els bacteris amb 2 yM de proteina.
°Disrupcio de vesicules lipidiques DOPC/DOPG per 'ECP i les seves variants. ¢ Parametres
cinétics utilitzant (Up);U > p com a substrat.

*** p <0,002, **p < 0,02, *p < 0,05.
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2.5 Mecanisme d’acci6 de I'ECP

En diferents treballs s’ha descrit una falta de correlacié directa entre I'activitat
sobre les membranes sintétiques i I'activitat antimicrobiana (Wu i col-.,1999). D’altra
banda, esta ampliament acceptat que en 'activitat antimicrobiana dels péptids cationics
esta implicita i és necessaria I'activitat sobre la membrana citoplasmatica. No obstant
aixo, és motiu de controvérsia si la disrupcié de la membrana cel-lular és la causa
directa i unica de la mort de la cél-lula o una activitat desestabilitzadora de la bicapa
lipidica és necessaria per produir una certa permeabilitzacié de la membrana, que
permeti 'accés de la proteina a la seva diana intracel-lular. Friedrich i col'l.,(2000)
proposen que els péptids antimicrobians, a banda de la membrana citoplasmatica,
poden interacctionar amb altres dianes anioniques com soén ara la paret cel-lular, el
DNA i 'RNA. El mecanisme exacte d’accié de 'ECP és avui encara una incognita. A
més, si es t&é en compte que la relacié entre I'activitat enzimatica i citotdxica varia en
funcioé del tipus de diana ens podem plantejar que 'ECP té diferents mecanismes

d’actuacié depenent de si actua sobre bacteris, parasits, cél-lules de mamifer o virus.

2.6 Possibles aplicacions terapeutiques de I'ECP

El problema de la creixent resisténcia dels microbis als antibidtics classics urgeix
el desenvolupament de nous agents antimicrobians. Els péptids bactericides son
components importants de la resposta innata d’organismes superiors (Boman i
col'l.,1995), i han sorgit com una nova classe d’agents terapéutics per complementar
els antibidtics existents o utilitzar-los com a alternativa. La gran varietat d’estructures,
mecanismes d’accidé i ampli espectre d’activitat toxica d’aquests péptids obre un gran
ventall de possibilitat per al desenvolupament de noves estratégies terapéutiques.

La utilitzacid6 d’aquests péptids com a agents clinics presenta, perd, dos
inconvenients principals; la poca selectivitat pel tipus celllular de molts d’aquests
péptids, que dificultaria la seva administracié sistémica, i la reaccié immunologica que
produeix a I'hoste. Les caracteristiques de 'ECP il-lustren la potencialitat i problematica
del desenvolupament d’aquests nous farmacs. L'ECP en ser una proteina humana
produiria una resposta immunoldgica menor al pacient en comparacio a I'administracio
de proteines que provenen d’altres espécies. El gran ventall d’activitats toxiques
d’aquesta molécula permet plantejar-se la seva possible utilitzacié en el tractament

d’infeccions per bacteris, parasits o virus. Aixd0 no obstant, la toxicitat de 'ECP per
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cél-lules de I'hoste (teixit nervios i epiltelli de la traquea, entre altres) en limita molt I's
clinic (Youle i col‘l.,1993).

S’han observat diferéncies en els requeriments estructurals per diferents dianes
cellulars d’'un mateix péptid, per exemple, la pérdua de l'estructura en hélix-a dels
péptids antimicrobians mellitin i paradoxin comporta la pérdua de I'activitat hemolitica
pero no bactericida (Oren i Shai 1998).

El coneixement dels diferents determinants estructurals de I'ECP implicats en la
toxicitat per a cada tipus de diana (p. ex., els estudiats en aquesta tesi) i la seva relacié
amb el mecanisme d’accié permetria el disseny de toxines basades en regions de

I'ECP implicades en la citotoxicitat per a un tipus cel-lular concret.

2.7 Funcio fisiologica de I'ECP

L’estudi dels eosinodfils s’ha centrat principalment en els efectes perjudicials que
tenen aquestes cél-lules per a 'organisme en I'asma i altres malalties inflamatories. El
paper dels eosindfils en la defensa de I'organisme és motiu de molta controvérsia i el
coneixement d’aquestes cél-lules és encara avui molt incomplet. La funcié classica que
s’havia atorgat a aquestes cél-lules és la defensa enfront de parasits, perd alguns
treballs han demostrat que in vivo els eosinodfils no sén els components principals de
defensa davant d’helmints (Sher i col-l.,1990).

El paper dels eosindfils en la immunitat enfront de bacteris no s’ha confirmat in
vivo, tanmateix, la identificacié de proteines en els granuls dels eosindfils amb activitat
bactericida en diferents ordres animals (Watanabe i coll.,1995, Lehrer i col. 1989,
Fondati (2003) i Fondati i col 2004) fa pensar en una funcié de defensa enfront
d’infeccions bacterianes comuna per als eosindfils de diferents espécies.

Els granuls secundaris dels eosinofils humans contenen quatre proteines (MBP,
ECP, EDN i EPO) amb conegudes activitats citotoxiques. Una possible activitat
sinérgica entre elles no es pot descartar.

La relacié entre la inflamacié i el cancer es coneix des de I'any 1863. L’'organisme
respon al dany tissular amb una resposta inflamatoria que es caracteritza per una
acumulacié de cél-lules inflamatories, factors de creixement i agents que promouen el
dany del material genetic que, sens dubte, potencien el risc de creixement tumoral
(revisié a Coussens i coll.,2002). L’activitat antiproliferativa de I'ECP en linies cel-lulars

tumorals (Maeda i col'l.,2002 i resultats d’aquesta tesi) i, per extensio dels eosindfils,
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podria tenir algun paper en la disminucié del risc de creixement cancerds en teixits
sotmesos a inflamacié cronica per eosindfils.

Rosenberg i Domachowske (2001) proposen que els eosinofils, gracies a les
dues ribonucleases dels seus granuls (ECP i EDN), poden ser un component de la
defensa enfront d’'infeccions viriques.

L'estudi de les proteines dels granuls dels eosinodfils pot ajudar a entendre la

funcio fisiologica dels eosinofils.
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Conclusions

CONCLUSIONS

1. S’ha obtingut un anticds policlonal per a 'ECP a partir d’'un péptid sintéetic

d’'una regio especifica de la proteina (aminoacids D112-P123).

2. L’anticos D112-P123 reconeix especificament 'ECP en condicions reductores
i no reductores i no té reactivitat creuada amb l'altra RNasa d’eosinofil, 'TEDN, amb la
qual comparteix un 67% d’homologia de seqiéncia, ni amb 'RNasa A ni amb altres

proteines control.

3. L’anticos D112-P123 pot detectar les formes nadives glicosilades i no

glicosilades de 'ECP en fluids corporals i granulocits.

4. L’ECP, a diferencia de 'EDN i 'RNasa A, pot desestabilitzar vesicules
lipidiques i aquest efecte augmenta amb la carrega negativa neta de les membranes

sintétiques.

5. S’han construit proteines modificades en els aminoacids cationics i aromatics

més exposats de la superficie de la proteina i en la regié del bucle D115-Y122.

6. L’analisi de l'estructura tridimensional dels mutants estudiats indica que no

s’han produit alteracions importants en I'estructura de la molécula.

7. Les variants de 'ECP que hem obtingut no modifiquen de forma important els
parametres cinétics i, per tant, els canvis en les activitats bioldgiques que s’observa en
els mutants respecte de 'ECP salvatge no s’expliquen per canvis en lactivitat

ribonucleasa.
8. Els aminoacids de la proteina que s’han implicat en les activitats bactericides

i citostatiques es poden relacionar amb la seva funcid en la desestabilitzacié de

membranes sintétiques i/o amb la interaccié amb altres dianes de la superficie cel-lular.
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9. L’ECP conté residus que poden interaccionar amb components comuns de la
superficie cellular d’eucariotes i procariotes (bicapa lipidica) i residus que

interaccionen amb components especifics de cada tipus cel-lular.

10. La regié W35R36 té un paper principal en l'activitat desestabilitzadora de
membranes de 'ECP que coincideix amb una funcié central d’aquesta regié en les
activitats bactericides per grampositius i gramnegatius i d’inhibicié de la proliferacié de

linies cel-lulars tumorals de la proteina.

11. EI W10 (l'altre triptofan de la proteina) i els aminoacids cationics R101R104
participen en la disrupcido de membranes i contribueixen d’igual manera en la inhibicio

de la proliferacié de linies cel-lulars tumorals.

12. L’activitat bactericida de 'ECP depén tant de residus amb una accio6 sobre la
desestabilitzaci6 de membranes, W35R36 i W10 per a S. aureus i W35R36 i
R101R104 per a E.coli, com de residus que interaccionen amb altres dianes cel-lulars,
regié 115-122 en S. aureus i R75F76 en E. coli.

13. L’activitat citostatica de 'ECP sobre cél-lules de mamifer es deu en part a
les regions on es troben els dos Trp de la proteina (W10 i W35), que tenen una funcio
en l'activitat sobre membranes i, secundariament, a altres regions on hi ha aminoacids
aromatics i/o cationics, R101R104, R75F76, regio 115-122, i especificament, Y122,
probablement implicats amb la interaccidé de la proteina amb els carbohidrats de la

superficie cel-lular.
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