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1.RESUM

L'interes per I'estudi de les ribonucleases va en augment gracies a la seva activitat citotoxica. El
disseny i la produccié de zimogens de ribonucleases que puguin ser especificament activats
per proteases de patogens, constitueix un enginyés mecanisme per controlar la seva activitat
enzimatica i, conseqiientment, la seva citotoxicitat. Aquesta estrategia podria ser utilitzada per
la construccid de nous agents quimioterapeutics que puguin evadir els mecanismes de
resisténcia a drogues desenvolupats per alguns organismes patogens, com és el cas del Virus
de la Immunodeficiéncia Humana (HIV).

En aquest treball es descriu la construccid d’un nou agent antiviral basat en zimogens de
ribonucleases. S’han construit vuit variants de zimogens d’Onconasa® (ONC, ribonucleasa
altament citotoxica d’oocits i embrions primaris de Rana pipiens) i quatre variants de zimogens
de Ribonucleasa pancreatica humana (HP-RNasa), homologues de la Ribonucleasa de pancrees
bovi (RNasa A). En el cas de 'ONC, es pretén treure partit de la seva elevada estabilitat i la gran
capacitat d’internalitzacid en cél-lules eucariotes. En canvi, en 'HP-RNasa s’ha aprofitat el fet
de ser esperable una baixa reaccié immunologica. Mitjangant permutacio circular s’han unit els
extrems N- i C- terminals d’aquestes RNases amb diferents seqiiéncies aminoacidiques que
contenen una diana de reconeixement i hidrolisi especifica per la proteasa del Virus de la
Immunodeficiencia Humana (HIV-1 PR), i s’han generat nous extrems N- i C- terminals. Les
seqliencies connectores ocasionen 'obstruccio del centre actiu. Aixi s’"han creat zimogens de
RNases activables especificament per la HIV-1 PR, enzim indispensable pel cicle viral del HIV-1.

En presencia de la proteasa del HIV-1, els zimogens d’ONC i HP-RNasa s’activen in vitro (amb
una eficiencia d’entre el 10-100% en funcié de la diana), mantenint una elevada estabilitat
sobretot pels zimogens d’'ONC, perd resultant, aquesta estabilitat, un dels punts critics pels
zimogens d’HP-RNasa. S’ha caracteritzat I'activitat ribonucleolitica dels zimogens abans i
després de la incubacié amb HIV-1 PR, i s’ha observat que I'augment de k../Kw de la
ribonucleasa respecte el zimogen és baix en el cas de les variants d’ONC, pero d’unes 150
vegades per les d’HP-RNasa. Mitjangant marcatge fluorescent i microscopia confocal, s’ha
observat que els zimogens d’ONC presenten una molt bona internalitzacié en limfocits-T
humans, a més de no presentar, en cap dels casos, citotoxicitat en cél-lules Jurkat en cultiu
abans de l'activacid de I'enzim. Finalment, |'estructura i dinamica de la forma intacta del
zimogen ONCFLG, determinada per espectroscopia per Ressonancia Magnética Nuclear (NMR),
aixi com el modelat de la forma escindida, representen eines de gran valua per explicar els
canvis en l'eficiencia catalitica dels zimogens deguts al processament dut a terme per la HIV-1
PR. La comprensié del context estructural i de la dinamica del procés d’activacio és un primer
pas pel desenvolupament de nous farmacs més efectius pel tractament de malalties
relacionades amb patogens que expressin una proteasa especifica clau. Pel fet d’iniciar una
cascada citotoxica a partir de I'activitat de la proteasa i no de la seva inhibicid, és d’esperar
que aquesta estrategia sigui menys susceptible als mecanismes de resisténcia.

Aixi doncs, els zimogens d’'ONC i d’"HP-RNasa representen una estratégia prometedora, nova i
versatil, per a la produccié d’una nova classe d’agents pel tractament del HIV/SIDA.
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SUMMARY

The interest for the study of ribonucleases is increasing due to its citotoxicity. Design and
production of ribonuclease zymogens that could be specifically activated by proteases of
patogens, would provide an ingenious mechanism to control their activity and, consequently,
their cytotoxicity. This strategy could be used to design new chemoterapeutic agents that can
evade known mechanisms of drug resistance developed for some pathogenic organisms, like
the Human Immunodeficiency Virus (HIV).

Here we report the construction of a new antiviral agent based on ribonuclease zymogens.
Eight variants of Onconase® zymogens (ONC, a high cytotoxic ribonuclease from oocytes and
primary embrios of Rana pipiens) and four variants of Human Pancreatic Ribonuclease (HP-
RNase) have been constructed. Both of them are homologues of the Bovine Pancreatic
Ribonuclease (RNase A). The interest of ONC lies on its high conformational stability and its
quick internalization process in eukaryotic cells, whereas the interest on HP-RNase is based on
its low immunologic response. By circular permutation, we connected the amino and carboxyl
termini of those enzymes with aminoacid sequences that are recognized and cleaved by the
Human Immunodeficiency Virus Protease (HIV-1 PR), obstructing their active site and
generating new N- and C- termini. In this way, ribonuclease zymogens that can be specifically
activated by HIV-1 protease have been created.

ONC- and HP-RNase- zymogens are activated in vitro (10-100% of activation eficiency
depending on the sequence used), and mantain a high conformational stability mainly in ONC
variants, but resulted critic in HP-RNase zymogens. The catalytic eficiency before and after
activation has been studied, and the increase of RNase k.,./Ky compared to the precursor has
been low in ONC zymogens, but 150-fold for those of HP-RNase. ONC zymogens can internalize
in human T-lymphocyte Jurkat cells efficiently, and do not show any cytotoxicity in this type of
cells before their activation. Finally, the structure and dynamics of intact form of ONCFLG
variant, determined by Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy (NMR), as well as the
cleaved form model, provide valuable insight into the changes in the catalytic efficiency of
zymogens caused by the hydrolysis conducted by the HIV-1 protease PR. The understanding of
the structural environment and the dynamics of the activation process represents a first step
toward the development of more effective drugs for the treatment of diseases related to
pathogens expressing a specific key protease. By taking advantage of the protease’s activity to
initiate a cytotoxic cascade, instead of its inhibition, this approach is thought to be less
susceptible to known resistance mechanisms.

ONC and HP-RNase zymogens represent a promising, new and versatile strategy for the
production of a new type of anti-HIV/AIDS agents.



RESUMEN

El interés por el estudio de las ribonucleasas va en aumento gracias a su actividad citotdxica. El
disefio y la produccion de zimdgenos de ribonucleasas que puedan ser activables
especificamente mediante proteasas de patdgenos, constituye un ingenioso mecanismo para
controlar su actividad enzimatica y, consecuentemente, su citotoxicidad. Esta estrategia podria
ser utilizada para la creacidon de nuevos agentes quimioterapéuticos que puedan evadir los
mecanismos de resistencia a drogas desarrollados por algunos organismos patdgenos, como es
el caso del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV).

En este trabajo se describe la construccién de un nuevo agente antiviral potencial basado en
zimégenos de ribonucleasas. Se han construido ocho variantes de zimégenos de Onconasa®
(ONC, ribonucleasa altamente citotoxica de oocitos y embriones primarios de Rana pipiens) y
cuatro variantes de zimégenos de Ribonucleasa Pancreatica Humana (HP-RNasa), homdlogas
de la Ribonucleasa Pancreatica Bovina (RNasa A). En el caso de ONC, se pretende sacar partido
de su elevada estabilidad y su gran capacidad de internalizacion en células eucariotas,
mientras que para la HP-RNasa es esperable una menor respuesta inmunolégica. Mediante
permutacién circular se han unido los extremos amino y carboxilo terminales de estas enzimas
con diferentes secuencias aminoacidicas que contienen una diana de reconocimiento e
hidrélisis especifica para la proteasa del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV-1 PR),
ocasionando la obstruccion de su centro activo, y generando nuevos extremos N- y C-
terminales. Asi se han creado zimdgenos de ribonucleasas activables especificamente por la
proteasa HIV-1 PR, enzima indispensable en el ciclo viral del HIV-1.

En presencia de la proteasa HIV-1 PR, los zimégenos de ONC y HP-RNasa se activan in vitro
(con una eficiencia entre el 10-100% en funcién de la diana), manteniendo una elevada
estabilidad sobretodo en el caso de los zimdégenos de ONC, pero resultando un punto critico
para los zimégenos de HP-RNasa. Se ha caracterizado su actividad ribonucleolitica antes y
después de la incubacidn con la proteasa HIV-1 PR, y se ha observado que el aumento de
keat/Km de la ribonucleasa respeto el zimdgeno es bajo en el caso de las variantes de ONC, pero
de unas 150 veces en las de HP-RNasa. Se ha visto que los zimdgenos de ONC presentan una
muy buena internalizacion en limfocitos-T humanos, ademds de no presentar, en ningun caso,
citotoxicidad en células Jurkat en cultivo antes de su activacion. Finalmente, la estructura vy el
dinamismo de la forma intacta del zimégeno ONCFLG, determinada por Resonancia Magnética
Nuclear (NMR), asi como el modelo de la forma procesada, representan herramientas de gran
valor para poder explicar los cambios en la eficiencia catalitica de los zimdgenos una vez
activados por la proteasa HIV-1 PR. La comprension del contexto estructural y del dinamismo
del proceso de activacion es un primer paso para el desarrollo de nuevos farmacos mas
efectivos para el tratamiento de enfermedades relacionadas con patégenos que expresen una
proteasa especifica. Debido al hecho de iniciar un proceso citotdxico a partir de la actividad de
la proteasa y no de su inhibicidn, cabe esperar que esta estrategia sea menos susceptible a los
mecanismos de resistencia.

Asi, los zimégenos de ONC y HP-RNasa representan una estrategia prometedora, nueva y
versatil para la produccidn de una nueva clase de agentes para el tratamiento del HIV/SIDA.
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2. INTRODUCCIO

2.1. REGULACIO DE LA FUNCIO PROTEICA

Les proteines sén biomolécules conformades per la polimeritzacié d’aminoacids, combinant les
20 tipologies diferents d’aquests. Presenten multiples organitzacions possibles en quatre
nivells estructurals (seqléncia primaria aminoacidica, elements d’estructura secundaria,
estructura tridimensional i associacié de subunitats en I'estructura quaternaria) determinats
segons la seva seqliencia d'aminoacids i les condicions ambientals. Historicament, es creia que
la funcié d’una proteina venia donada per la seva estructura tridimensional, relacionant cada
estructura proteica amb una funcié especifica. Actualment, pero, tot i que aquesta premisa és
certa en molts casos, es coneixen cada vegada més excepcions. Algunes proteines, conegudes
com a proteines intrinsecament desplegades (IDP), no tenen una estructura 3D definida i
poden dur a terme diferents funcions [1] (revisat a [2]). Altres proteines desenvolupen
funcions diferenciades (moonlighting) activant una o altra funcié mitjancant I'associacié amb
lligands concrets o segons les condicions ambientals [3, 4]. Globalment, hi ha proteines tan
diverses com el conjunt de funcions que poden dur a terme: suport estructural determinant la
morfologia i I'organitzacid interna de la cel-lula, moviment, funcié enzimatica catalitzant les
reaccions bioquimiques, reserva energetica, moléecules transportadores, manteniment cel-lular
rutinari, defensa contra elements forans, comunicacio intercel-lular, resposta intracel-lular,...
Per aixo, la funcid proteica és essencial pel funcionament cel-lular ja que és necessaria per una
part important de les tasques que es duen a terme a una cel-lula. Per un bon desenvolupament
d’aquesta activitat bioldgica en cal una regulacié altament acurada [5, 6]. En general, una
proteina pot ser regulada a diferents nivells i per més d’una estrategia. Si la necessitat d’'una
funcidé proteica concreta és immediata, el procés de sintesi pot resultar excessivament lent.
Aixi, sovint la regulacid es déna a nivell post-traduccional, i utilitzant altres mecanismes

(revisat a [7]), establint xarxes complexes de regulacié entre proteines.

2.1.1. SINTESI PROTEICA | TRANSPORT AL LLOC DEL REQUERIMENT

Sintesi proteica: transcripcio i traduccié. El primer punt de control de la funcid proteica és a
nivell temporal gracies a I'obtencid de la proteina al moment en qué es requereix. La cél-lula
controla la quantitat de proteina que es va produint en diferents punts del flux d’'informacio
que va des dels gens del DNA fins a la produccié proteica. Aixi, la quantitat de proteina
dependra en primer lloc de la taxa de transcripcié de DNA a RNA missatger (mRNA), que és
regulada per la forca del promotor i els operadors que aquest presenta, per I'accié de factors
de transcripcié especifics (repressors o activadors) [8] i per modificadors de I'estructura de la

cromatina (a organismes eucariotes). Els mRNAs podran patir modificacions post-



INTRODUCCIO

transcripcionals. La quantitat de mRNAs també es pot ajustar, variant la taxa de degradacié
d’aquests, efectuada per processos d’'RNA d’interferencia (iRNA) fets per micro RNAs (miRNA)
[9] i, també, per les ribonucleases (RNases). Posteriorment, aquests mRNAs es traduiran a
proteines [10], sintetitzant I'estructura primaria, i seguidament en moltes proteines es donara
una organitzacio estructural (plegament) per tal d’assolir una conformacio tridimensional. En
molts casos, aquest plegament donara lloc a la seva estructura nativa, en la qual sera
funcional. Un control acurat de I'inici de la transcripcid i la traduccid permet sincronitzar la

regulacié de multiples gens que codifiquen per productes amb una activitat interdependent.

Compartimentalitzacio i transport. No totes les proteines sén especifiques i és interessant
tenir les proteines localitzables per a optimitzar la seva funcid. Aixi, el segon nivell de regulacié
de la funcié proteica és espaial, trobant-se la majoria de proteines confinades a llocs concrets
de la cél-lula, bé sigui la membrana, un organul concret, una vesicula de transport, o
mitjangant la unié al citoesquelet o a complexes macromoleculars [11]. Per tal de direccionar
les proteines especificament a un punt concret, algunes presentaran una seqiéencia peptidica
(peptid senyal de localitzacid) i altres seran marcades mitjangant la unié post-traduccional de
biomolecules o fragments d’aquestes. Aquestes senyalitzacions seran reconegudes per
proteines transportadores, que les dirigiran al compartiment adequat. Algunes proteines seran
presents en la seva forma activa només al compartiment on sdn requerides, inactivant-se per
algun dels mecanismes de regulacié existents quan es troba a un lloc on no és necessaria. Per
exemple, els factors nuclears kappa B (NF-kB) és una familia de factors de transcripcio
expressats de forma ubiqua. Regulen |'expressid de proteines essencials en la resposta a
I'estres, el manteniment de la comunicacid intercel-lular i la regulacié6 de la proliferacié
cel-lular i apoptosi. Aquesta proteina desenvolupa la seva funcié al nucli, perd quan no és

requerida, és segrestada al citoplasma en forma inactiva (unida al seu inhibidor (IkB)) [12].

2.1.2. EFECTE DE FACTORS AMBIENTALS

Les proteines estan adaptades per plegar-se i funcionar de forma Optima en les condicions
concretes del compartiment cel-lular on operen. Segons si I'ambient és reductor o oxidant, la
forga ionica, la preséncia de molécules polars, el pH, la temperatura... la proteina actuara a les
seves capacitats maximes o la seva activitat es veura atenuada. Condicions reductores o
oxidants propiciaran el trencament o la formacié de ponts disulfur entre cisteines,
respectivament. Segons el pH, es donaran processos de protonacio i desprotonacio, que poden
modificar la carrega local o global de la proteina. Aquests canvis podran fer variar la seva
estructura i funcié i I'associacio a altres proteines. En condicions extremes de temperatura,
salinitat, concentraci6 de desnaturalitzants, deshidratacié... els organismes acumulen
molécules organiques de baix pes molecular, anomenades osmolits (com alguns aminoacids

(Gly, Pro), poliols (glicerol, sorbitol), sucres (sucrosa), metilamines (trimetilamina-N-oxid,
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sarcosina)...). Aquestes molécules ajuden a les proteines a mantenir el plegament i eviten la
formacid d’agregats [13, 14]. Si el pH és molt extrem o la temperatura molt elevada respecte el
seu optim, es pot arribar a donar una desnaturalitzacid i un trencament dels enllagos peptidics

que formen I'estructura primaria (protedlisi) duent a la degradacio de la proteina.

2.1.3. UNIO AMB ALTRES MOLECULES | GRUPS

Unié no-covalent a molécules efectores: activadors i inhibidors. Un mecanisme molt rapid i
generalitzat de control de la funcié d’'una proteina és la induccié de canvis conformacionals
reversibles en resposta a molécules especifiques efectores, amb les quals pot interaccionar de
forma no-covalent. Aquests canvis alteren la capacitat catalitica de la proteina, duent a la seva
forma activa (si son induits per molécules activadores) o inactiva (si son inhibidors). La molécula
efectora pot ser molt petita o molt més gran que la proteina en qlestid i es pot unir al centre
actiu o a altres llocs d’unid. Els inhibidors es poden unir al centre actiu competint amb el substrat
(inhibidors competitius) o a un altre lloc (no competitius). En moltes rutes metaboliques
multienzimatiques s’utilitza aquest mecanisme de regulacio, de manera que el primer enzim es
veu inhibit pel producte final de la via. Un altre exemple de regulacié per una molecula
inhibidora és, per exemple, el NF-kB i I'inhibidor IkB (comentat anteriorment) o les RNases i el
seu inhibidor citosolic. En algunes proteines, a vegades es donen casos de cooperacié positiva o
negativa de lligands, en la qual la unié d’un afavoreix o impedeix la unié d’una altra molécula
amb I'enzim [15]. Un cas concret d’'unié amb molécules reguladores és |'al-losterisme [16]. En
algunes proteines que presenten estructura quaternaria formant estructures oligomeériques, una
vegada s’ha unit la primera molecula de lligand es pot alterar la conformacié de la resta de la
proteina fent que la unié amb els seglients efectors es vegi potenciada o inhibida. També
existeixen alguns casos d’inhibidors irreversibles, que s’uneixen fortament (de forma covalent o

no) o destrueixen un grup funcional de I'enzim essencial per a I'activitat.

Unio covalent amb grups o biomolécules. Una gran majoria de proteines sén controlades
mitjangant la unié covalent de grups (carboxilacions, nitrosilacions, acetilacions, metilacions,
hidroxilacions, amidacions, fosforilacions, glicosilacions, sulfatacions, unié amb lipids, a altres
proteines,...) o bé a través de la seva eliminacié. Mitjancant I'addicié/eliminacié de grups
covalents, es pot afectar al reconeixement i associacio entre proteines i amb altres molecules
(senyalitzacié proteica, associacié en complexes, ...). Amb aquest mecanisme també es pot
regular en forma d’interruptor la funcié d’una proteina, ocasionant un canvi conformacional
que la fan capag¢ o incapa¢ d’unir-se a un lligand. Per exemple, a través de fosforilacié-
desfosforilacid es regula gran quantitat de proteines [17], com el NF-kB, que podra activar la
transcripcié quan es troba fosforilat a un dels dos dominis de transactivacido [18]. Un
exemple de proteina regulada per acetilacio/desacetilacio son les histones. Les histones seran

acetilades mitjancant histona-acetilases (HATs), reduint I’afinitat del nucleosoma pel DNA.
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D’aquesta forma la cromatina es veura activada permetent la transcripcié. Quan la transcripcio
del gen ja no és necessaria, les histona-desacetilases (HDACs) actuen sobre les histones,

restaurant la cromatina a un estat de transcripcio inactiu [19].

2.1.4. PROTEOLISI

Proteolisi dirigida. Les proteines presenten un temps de vida mitja diferent segons la seva
estabilitat i la funcié que desenvolupen. La degradacio proteica es déna de forma extracel-lular
(digestié d’aliments) i intracel-lular (regulacido de la funcid proteica, prevencié de la seva
acumulacid i renovacio de les proteines i reciclatge dels aminoacids). Quan una proteina deixa
de ser necessaria sera degradada per part de proteases, enzims que hidrolitzaran els enllagos
peptidics. L'eliminacié de proteines de forma intracel-lular es controla a través dos métodes.
Mitjancant el transport al lisosoma (compartiment cel-lular amb concentracié de proteases)
s’eliminaran proteines de membrana, proteines extracel-lulars i proteines de vida llarga [20].
Les proteines de vida més curta i proteines defectives, seran degradades a través d’un
mecanisme ATP-depenent mediat per ubiqiitina. Aquestes proteines s’uniran a diverses
moléecules d’ubiquitina, i un cop poliubiqiitinades, seran una diana pel proteasoma, un
complex multiproteic que les degradara [21, 22]. Per exemple, I'inhibidor del NF-kB, quan no
és necessari perque interessa permetre la transcripcid de gens de resposta a l'estrés o

apoptosi, sera dirigit al nucleosoma, on sera degradat [12].

Tall i unio proteic. (Revisat a [23]). Algunes proteines presenten un domini intern amb la
particular capacitat d’autoescindir-se, degradant els enllagos peptidics que el flanquegen i
unint els extrems per a formar la proteina final. Aquesta regié s’Tanomena inteina, i les regions
que I'envolten, exteines. Quan una inteina s’autocatalitza, parlem d’un procés de tall i unid
proteic o splicing proteic [24]. Aquest procés és analeg al tall i unié dels introns que es déna als
MRNAs, pero ocorre de forma post-traduccional a nivell proteic. A diferéncia d’altres processos
de proteolisi, aguest mecanisme és autocatalitic i és independent de cofactors, d’enzims o
d’energia en forma d’ATP [25, 26]. Existeixen dos tipologies de tall i unié segons si la inteina es
troba integra (en cis) o dividida i s’associa (en trans) [27, 28]. Amb aquest mecanisme es poden
generar dues proteines funcionals a partir d’una sola cadena polipeptidica, una inclosa a la
seqiiéncia d’una altra. Un exemple és la ATPasa-H® vacuolar VMA1 de Saccharomyces
cerevisiae, proteina en la que fou descobert per primera vegada aquest mecanisme de tall i
unio [29, 30].

Proteolisi limitada i sintesi de zimogens. Moltes proteines son modificades de forma post-
traduccional mitjancant la digestié d’enllagos peptidics molt especifics que duen a una
regulacié o activacid, per exemple I'eliminacié de peptids senyal o de la metionina inicial,

I'activacié d’enzims, de factors de transcripcid, receptors,... Aquest és un tipus de regulacio
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irreversible, per tant un cop duta a terme l'activacid, es requereix d’altres mecanismes de
regulacié. En els casos de proteolisi en que es digereix un o alguns punts concrets parlem de
proteolisi limitada. Algunes proteines, eucariotes o virals, es sintetitzen com un gran precursor
poliproteinic, que requereix de la digestié limitada en punts o dianes especifiques per a obtenir
les proteines madures actives. Altres proteines es sintetitzen en forma de precursor, inactives,
i requeriran també d’un pas d’activacié per proteolisi limitada per a poder desenvolupar la
seva funcid. Exemples de proteines produides en forma de proproteines sén el col-lagen del
teixit connectiu, que es sintetitza en forma de procol-lagen; o en la coagulacié de la sang es
déna una cascada d’activacions proteolitiques, ja que la fibrina es forma a partir del fibrinogen,
gue és proteolitzat per la trombina, que al seu torn es forma a partir de la protrombina. En el

cas concret dels enzims, la proproteina s’Tanomena proenzim o zimogen.

Els zimdgens han estat seleccionats al llarg de I'evolucié per controlar I'activitat enzimatica,
concretament dels enzims proteolitics [31]. Com s’ha vist, la digestié d’algunes proteines diana
per part de proteases és critica per gran quantitat de processos biologics [31, 32]. Pero
I'activitat sense control de les proteases pot infligir severs danys, requerint-ne un control
estricte. Aquesta regulacié es realitza, de forma molt estesa, a través de la biosintesi i
transport de les proteases en forma de zimogens [33-35] (Figura 1). Gracies a la sintesi en
forma de proteases inactives, aquests enzims poden ser emmagatzemats sense perill i estar a
punt en suficient quantitat per quan siguin necessaris. Tipicament, els zimogens sén traduits
amb un prosegment que inhibeix I’activitat catalitica, obstruint el lloc d’unié al substrat [36],
alterant-lo [37, 38] o distorsionant el centre actiu [33]. Es mitjancant I'eliminacié del
prosegment per part d’altres proteases especifiques o a través de mecanismes d’autocatalisi
[33] que els zimogens son activats, rendint una proteasa madura. Aquesta, igualment podra
veure restringida la seva activitat proteolitica a través de la unié amb inhibidors cel-lulars [6,
33]. Exemples de zimogens sén la quimotripsina i la tripsina, sintetitzades a partir del

quimotripsinogen i el tripsinogen [39].

Figura 1. Esquema dels mecanismes de regulacié de la funcié proteolitica.

Les proteases es regulen a través de |'expressio, al lloc i moment necessaris, en forma de zimogens. El zimogen sera
processat per un activador o a través de mecanismes d’autoproteolisi rendint la proteasa activa, que podra ser
regulada al seu torn per molécules inhibidores, o bé podra actuar sobre substrats proteics.
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L’absencia gairebé absoluta de zimogens en enzims no proteolitics podria constituir un indici
que la creacié d’un zimogen a partir d’'un enzim ja existent és més dificil que desenvolupar
mecanismes alternatius pel control de I'activitat enzimatica. A més, I’habilitat exclusiva de les
proteases per dur a terme |'activacié autocatalitica podria facilitar I'evolucié de zimogens de

proteases, pero no de zimogens d’altres enzims.

De forma similar a les proteases, les ribonucleases regulen gran quantitat de processos del
funcionament cel-lular, degradant un biopolimer essencial i manifestant una activitat
enzimatica que pot resultar toxica [40]. Aixi doncs, també els cal un control acurat.
Sorprenentment, pero, a diferencia de les proteases no es coneixen zimogens naturals de
ribonucleases, i la regulacid d’aquestes es duu a terme solament mitjancant molecules

inhibidores un cop s’ha produit la seva expressié [41, 42].

2.2. LES RIBONUCLEASES (RNases)

Els nivells d’acid ribonucleic (RNA) cel-lular, intermediari entre la informacié genetica de la
cél-lula i les proteines responsables del funcionament cel-lular, es regulen per una banda
mitjancant la seva sintesi a partir de la transcripcié feta per les RNA polimerases i, per altra
banda, la seva degradacié és catalitzada per processos d’iRNA i per ribonucleases (Figura 2).
Les RNases sén un grup heterogeni d’enzims que catalitzen el trencament d’enllagos
fosfodiéster de I'RNA. Les proteines d’aquest grup intervenen en multitud de processos

biologics i es troben en tots els dominis de la vida i en diversitat de teixits i fluids corporals.

Expressid iRNA inhibidor

L 1 _1

I DNA I I RNA I I Proteines I Func!o
proteica
nucleasesl ribonucleasesl proteasesl

[ Nucleotids ] [ Ribonucleotids ] [ Aminoacids ]

Figura 2. Implicacié de les ribonucleases en el flux de la informacié biologica.
Les ribonucleases poden ser toxiques degut a la degradacié de I'RNA cel-lular, impedint la traduccié dels RNA
missatgers (mMRNA) a proteines i el desenvolupament de la funcié proteica, necessaria pel funcionament cel-lular.
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2.2.1. DENOMINACIO DE LES RIBONUCLEASES

Les RNases es poden denominar segons diferents criteris (Taula 1). Si duen a terme la seva
accié a l'interior o a I'exterior de la cél-lula que les ha sintetitzat, es distingeixen en RNases
intracel-lulars o extracel-lulars. Les extracel-lulars solen ser inespecifiques i de baixa massa
molecular, mentre que les intracel-lulars, implicades en el metabolisme de I'RNA cel-lular,
tenen elevada especificitat i sén estructuralment més complexes. En relacié al tipus de catalisi,
distingim les exonucleases, que alliberen mononucleodtids a partir d’un extrem 5’ o 3’ lliure de
la cadena d’RNA, i les endonucleases, que trenquen enllacos fosfodiester interns de la cadena
d’RNA, generant oligonucleotids. Atenent a I'especificitat pel substrat podem diferenciar les
ribonucleases inespecifiques, que catalitzen la degradacié de tot tipus de molécules d’'RNA
(com ara la nucleasa estafilococal); les ribonucleases especifiques de base, que hidrolitzen les
cadenes d’RNA per I'extrem 3’ de residus de pirimidina (per exemple la RNasa T1, una
endonucleasa que talla amb una elevada especificitat després de la base G [43, 44], o la
Ribonucleasa Pancreatica Bovina (RNasa A) i homologues, que tot i no presentar una
especificitat de base absoluta si que mostren una preferéncia de base); i les ribonucleases
especifiques, que reconeixen caracteristiques concretes de seqliencia o d’estructura,

implicades generalment en processos de maduracié de 'RNA (com la RNasa ).

Finalment, en funcid de parametres evolutius, dins les ribonucleases de vertebrats distingim
les pancreatiques i les de tipus no pancreatic [45]. En el grup de ribonucleases pancreatiques,
diferenciem la superfamilia de la RNasa A [46]. Aquesta categoria agrupa RNases
endonucleases pirimidina especifiques segons la seva homologia de seqliéncia i estructura i de
les propietats catalitiques, amb la triada catalitica His-Lys-His. La RNasa A, el prototip

d’aquesta familia, és potser d’entre les RNases I'enzim més ben caracteritzat (Revisat a [47]).

Taula 1. Denominacié de les ribonucleases segons determinats parametres.

Lloc d’accio | Extracel-lulars | Intracel-lulars

Tipus de catalisi | Exonucleases | Endonucleases

Especifiques

Especificitat del substrat Inespecifiques De Base De caract. concretes de

pirimidinica seqliéncia/estructura.

Parametres evolutius en "
Pancreatiques

vertebrats
Homologia de seqiiencia No pancreatiques R S famili
&l . > ql.J ek g - No homologues a , upe\r amiia
estructura i propietats RNasa A d’homologues a
catalitiques amb RNasa A RNasa A
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2.2.2. FUNCIONS | FUNCIONS BIOLOGIQUES ESPECIALS

Les RNases presenten diversitat de funcions. Mentre que algunes RNases estan involucrades
en processos degradatius basics com la digestid d’'RNA en la dieta de manera que pugui ser
absorbit i assimilat per les cel-lules, altres estan implicades en la maduracio, renovacid i control
de qualitat de I'RNA cel-lular, tant en eucariotes com en procariotes, jugant un rol essencial en
I’expressié genica i essent necessari un control acurat de la seva activitat dins la cél-lula [48]. A
més, pero, algunes RNases, les anomenades RISBases (Rlbonucleases with Special Biological
Actions [49]), poden veure’s implicades en diverses funcions biologiques especials. La
descripcié d’aquestes noves funcions, ha possibilitat que els estudis realitzats durant decades
sobre RNases, en especial la RNasa A [47, 50-56], s’hagin représ amb interées renovat, per tal

d’intentar caracteritzar les noves propietats atribuides a aquests enzims [40, 57-61].

Algunes de les activitats biologiques especials que es coneixen en RNases, principalment
membres de la superfamilia de les RNases pancreatiques, sén la maduracié cel-lular, la
prevencio de I'autopol-linitzacid, I’al-lergenicitat al pol-len o la vascularitzacio i les respostes a
I'estres [62]. Hi ha també RNases amb un paper important en el creixement i
desenvolupament eucariotes [61], com |'efecte vascularitzant de I'angiogenina [63], o que
s'impliquen en la fertilitzacié [64]. A més, n’és remarcable la citotoxicitat selectiva que
presenten alguns d’aquests enzims. S’han descrit RNases amb activitat antibacteriana,
antivirica, neurotoxica, helmintotoxica, aspermatogénica, immunosupressora, embriotoxica o
citostatica [45, 57], relacionable amb la defensa de I'hoste [65]. D’entre els diferents tipus
d’activitat en destaca I'activitat antitumoral que presenten algunes RNases, essent capaces de
matar selectivament les cél-lules canceroses, la qual cosa les converteix en potencials agents

terapeutics (Revisat a [66]).

2.2.3. RIBONUCLEASES CITOTOXIQUES | MECANISME DE CITOTOXICITAT

La majoria d’RNases citotoxiques s’inclouen en el grup d’RNases pancreatiques, incloent la
superfamilia de la RNasa A (Revisat per [67]). Tot i que no és I'Ginic requisit, I’habilitat d’una
RNasa de degradar I'RNA es correlaciona amb la seva citotoxicitat i, en general, és necessaria
per aquesta [68-70]. Es interessant reflectir que existeixen algunes excepcions en les quals una
RNasa pot ser citotOxica sense presentar activitat ribonucleolitica, com per exemple la
proteina cationica d’eosinofil (ECP) i fragments d’aquesta, els quals resulten citotoxics per a
varietat de patogens i cel-lules de mamifer de forma independent a la seva activitat
ribonucleolitica. En aquest cas actuarien desestabilitzant les membranes cel-lulars unint-se a la
superficie cel-lular i agregant-hi [71-73]. En relacié al mecanisme habitual de citotoxicitat de

les RNases, encara que no se’n coneixen amb detall les bases moleculars, és ampliament
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acceptat que es relaciona amb la capacitat d’interaccionar amb la membrana plasmatica i
d’internalitzar a la cél-lula per endocitosi, mantenint la seva estabilitat conformacional. Una
vegada endocitada, una RNasa passa a transitar per l'interior cel-lular. El fet que la RNasa
Bovina Seminal (BS-RNasa) sigui internalitzada en cél-lules tumorals i en céel-lules normals amb
la mateixa eficiencia perd que només sigui citotoxica sobre les primeres [74-76] fa pensar en
I’existéncia de diferents vies en el seu transport intracel-lular. (Per a una revisié de les rutes de
transport intracel-lular de les RNases, veure la revisié [58]). A partir d’'un compartiment
subcel-lular determinat, el mecanisme de citotoxicitat requereix que les RNases citotoxiques
siguin translocades fins al citoplasma, tot i que no es coneix amb exactitud la forma com
travessen la bicapa lipidica. En el cas que aquesta translocacid no es produeixi, les RNases
seran degradades als lisosomes cel-lulars [77, 78] (Figura 3B) o seguiran vies no productives
(Figura 3C) impedint-se la seva accié degradativa i no resultant citotoxiques. Les RNases que
aconsegueixin arribar al citoplasma poden resultar inhibides per I'Inhibidor proteic de
Ribonucleases (RI) present al citosol de les cél-lules de mamifer. Aquest inhibidor, que
representa un 0,01-0,1% de les proteines de la cél-lula, és el regulador natural de RNases
intracel-lulars i extracel-lulars, controlant el desenvolupament de la seva activitat degradativa i
protegint aixi la cél-lula [41, 79] (revisat a [42, 80]). Es pot unir amb multiples membres de la
superfamilia de la ribonucleasa A, formant una de les interaccions no-covalents entre
biomolecules més fortes conegudes [81]. Aixi, les RNases que resultin inhibides per I'RI (Figura

3A), tampoc resultaran citotoxiques.

L’habilitat d’'una RNasa d’escapar de la unié amb I'RI és d’elevada importancia per a la seva
citotoxicitat [82]. Les RNases citotoxiques, arribaran al citosol i podran evadir I'RI, bé sigui
degut a impediments estérics en la unié (Figura 3D) o bé per saturacié d’aquest (Figura 3E).
Alternativament, una RNasa també es pot dirigir cap al nucli, compartiment cel-lular que no
compta amb la preséncia de I'RI (com a minim en el nucléol [83, 84]) i on I'enzim podra dur a
terme la seva activitat catalitica de degradacid6 d’'RNA. Dos membres de les RNases de
vertebrats, la BS-RNasa i I'angiogenina (ANG), han estat localitzades a nucli. La BS-RNasa s’ha
trobat al nucleol de les cel-lules tumorals SVT2 i HT29 pero no en cel-lules 3T3 normals [76,
85]. L'ANG és translocada continuament cap a nucli en cél-lules Hela [86]. Amb la finalitat de
dirigir una RNasa a nucli, es pot modificar artificialment per dotar-la d’aquesta capacitat,
mitjangant I'addicié d’un senyal de localitzacié nuclear (NLS) que permetra la interaccié amb
importines (Figura 3F). Una vegada una RNasa desenvolupi la seva funcié ribonucleolitica a la
cél-lula, interferira en les funcions de I'RNA, com la sintesi proteica i la regulacié genica,
ocasionant la mort de la cél-lula per apoptosi. L’eficiencia de la RNasa en cada un dels punts

del procés determinara la seva poténcia com a citotoxina (Revisat a [58, 59, 82]).

Aconseguir zimogens de ribonucleases citotoxiques, podria permetre controlar la seva activitat
citotoxica de manera selectiva i localitzada, representant una eina Util potencialment aplicable

en biomedicina.
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Figura 3. Mecanisme d’acci6 de les ribonucleases citotoxiques.

A) RNasa no citotoxica internalitzada i capturada per I'RI. B) RNases no citotoxiques internalitzades i degradades en
lisosomes. C) RNases no citotoxiques que segueixen vies no productives. D) RNasa citotoxica que és internalitzada i
escapa a l'accid de I'RI. En vermell, punts que causen impediments esteérics en la unié amb I'RI. E) RNasa citotoxica
gue és internalitzada de manera molt eficient i arriba a saturar I'Rl. F) RNasa citotoxica capturada pel sistema
d’importacio nuclear i dirigida a nucli. En blau es remarca una seqiiéncia de localitzacié nuclear (NLS), que permet la
interaccié amb les importines i la maquinaria d’'import nuclear. [87].

2.2.3.1. RNases amb citotoxicitat natural: ONCONASA®

Actualment es coneixen diverses RNases amb citotoxicitat natural, com la BS-RNasa,
I’Onconasa® (ONC) i I’Amfinasa (Amph) de Rana pipiens, les lectines cSBL i jSBL de les granotes
Rana catesbeiana i Rana japonica, les humanes ECP i EDN, alguns oligdmers de la RNasa A etc.
[40, 57, 58, 71-73, 88, 89]. En contrast amb la majoria de farmacs antitumorals classics els
quals interfereixen en la sintesi de DNA i la divisid cel-lular, aguestes RNases citotoxiques no
son agents mutagenics i en general exerceixen els seus efectes interferint en la sintesi proteica
i regulacié genica a nivell d’RNA. Aixi doncs, representen una bona alternativa a la terapia
convencional antitumoral. Considerant tota la familia de la RNasa A cal destacar especialment
la citotoxicitat exhibida per dos dels seus membres, la BS-RNasa de I'esperma bovi, i 'ONC dels
oocits i embrions primaris de la granota Rana pipiens. Tant I'ONC com la forma dimeérica i
citotoxica de la BS-RNasa (MxM, forma que presenta intercanvi dels dominis N-terminals) son
resistents a I'accié de I'RI [69]. En aquest estudi ens centrarem en I'ONC, paradigma de les

RNases amb citotoxicitat natural (Taula 2).
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Taula 2. Propietats de les RNases pancreatiques estudiades a aquest treball.

Pancreatica . Elevada
RNasa A . 622C Baixa No . No
bovina activitat
Embrions i .
ONC . . . . i Baixa ,
. oocits primaris 87°C Rapida Si . Si
(p30 o Ranpirnasa) . activitat
Rana pipiens

Pancrees huma,
HP-RNasa . o . Elevada
cel. endotelials i 53¢C Baixa No . No
(o RNasa 1) . activitat
fluids corporals

Angiogenina, Barnasa, RNasa T1, Proteina Cationica d’Eosinofil (ECP), Neurotoxina Derivada
Altres RNases d’Eosinofil (EDN), Lectines de Rana japonica i Rana catesbeiana (jSBL i cSBL), Amfinasa (oocits de
Rana pipiens), Citotoxines i helmintotoxines amb activitat RNasa, oligomers de RNasa A, ...

A) Estructura i particularitats de ’'ONC

L'ONC (EC 3.1.27.5), inicialment denominada proteina p30 o Ranpirnasa [90], aillada
d’embrions i oocits primaris de la granota Rana pipiens (Granota lleopard del nord, Lithobates
pipiens o Pantherana pipiens). Es la més petita de la superfamilia de les RNases pancreatiques,
homologues de la RNasa A, i presenta citotoxicitat natural. Ha estat extensivament estudiada.
L'ONC és excepcionalment estable i molt resistent a la proteolisi [91], amb un punt mig de

desnaturalitzacié entorn els 902C, essent 302C major que per la RNasa A (T, de 62 2C) [91, 92].

La seva estructura, determinada per cristal-lografia i difraccié de raigs X (LONC [93]), consisteix
en un Unic monomer basic (Z= +5; pl= 9.7), de 104 residus aminoacidics i una massa molecular
de 11.8 kDa. Tot i presentar una identitat de sequiencia del 30% [94] i 20 residus menys que la
seva homologa RNasa A, la seva estructura terciaria global, és molt similar a la topologia
arronyonada bilobulada (Figura 4A i C), diferenciant-se per I'elevat grau de compactacio [93],
pel peculiar residu de piroglutamic N-terminal (Pyrl, Pcal o <E1), essencial per I'activitat

enzimatica i citotoxicitat de I'enzim [95, 96], i per un pont disulfur C-terminal caracteristic.
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Figura 4. Comparativa entre les ribonucleases RNasa A, HP-RNasa i ONC.

A) Estructura tridimensional de la RNasa A (7RSA [97]). B) Estructura 3D de 'HP-RNasa (2K11 [98]). C) Estructura 3D
de 'ONC (10NC [93]). S’indiquen els dos lobuls V1 i V2 a (A), i es mostra la numeracié dels elements d’estructura
secundaria a cada estructura. S’observen els ponts disulfur en barres. D) Alineament de les seqliéncies de les
proteines anteriors. S’esquematitza |'estructura secundaria al diagrama superior, en cilindres rosats per les hélixs-a
i en fletxes blaves per les cadenes-B. A cada proteina es remarca la localitzaciéd dels elements d’estructura
secundaria a través de la mateixa coloracio a la seva seqiiencia. La numeracid superior es correspon amb els residus
de la RNasa A i I'HP-RNasa. La numeracio inferior, amb els d’ONC. Es detallen els ponts disulfur, amb la numeracié
de la RNasa A i 'HP-RNasa, i en parentesi, la corresponent a I'ONC. Els ponts disulfur conservats en les tres
proteines, es mostren en groc, en verd els compartits a RNasa A i HP-RNasa i en taronja el propi de 'ONC (87-104).
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Elements d’estructura secundaria. De forma similar a la RNasa A [97] (Figura 4A), 'ONC
presenta cadenes-f antiparal-leles agrupades formant dos fulls-B que li donen I'aparenca
global bilobulada (lobuls V1 i V2). Utilitzant la numeracid dels elements d’estructura
secundaria segons I’"homologia amb la RNasa A, la primera fulla- o Iobul V1 esta formada per
les cadenes B3 (residus 55-58), B6 (86-91) i B7 (96-101) (Figura 4C i D). El Iobul V2 el formen les
cadenes BO (residus 11-12, no present a la RNasa A), B1 (residus 33-38), B4 (63-70) i B5 (77-84).
En el cas de I'ONC, trobem una delecié de la cadena B2, essent reemplagada per un loop curt
[93, 99, 100]. Conté tres helixs-a: al (residus 3-10), a2 (19-23) i a3 (41-48), presentant la
ultima una barreja entre hélix-a i helix-31. La resta de residus es troben en 4 girs o loops, i en
un gir irregular a al-a2. Els loops de I'ONC en comparacié a la RNasa A es redueixen a la
llargada minima necessaria per unir els elements d’estructura secundaria, preservant la seva

estructura terciaria global i conferint-li una estructura remarcablement compacta [93].

Ponts disulfur. L'ONC presenta 8 cisteines que formen 4 ponts disulfur intracatenaris
(posicions 19-68, 30-75, 48-90 i 87-104). D’aquests, els 3 primers son homolegs als que es
troben a I'RNasa A, entre els residus 26-84, 40-95 i 58-110, respectivament. El pont disulfur 87-
104 propi a I'extrem C-terminal (Figura 4C i D), compartit amb altres RNases d’amfibi, aguanta
i compacta l'estructura [93] contribuint en I'elevada estabilitat conformacional [101, 102] i
essent iniciador del plegament [103]. El pont disulfur 30-75 és el que es troba més exposat,
respecte els altres ponts disulfur d’'ONC i de la RNasa A, trobant-se segurament reduit en

condicions fisiologiques [104, 105].

Ancoratge dels extrems N- i C- terminals. L’ancoratge de I'extrem N-terminal de la cadena
polipeptidica amb el cos de 'ONC [102, 106, 107] és una propietat compartida amb altres
RNases d’amfibi (Figura 5B). A I'extrem N-terminal trobem una xarxa de ponts d’hidrogen
entre el residu Pyrl i els residus Lys9 i Val96, ocasionant un acostament de I’hélix-al al centre
actiu de I'enzim. Tot i que el Pyr1 participa en la compactacié de I’extrem N-terminal, canvis en
aquest residu afecten principalment a I'activitat catalitica, alterant en menor grau I'estabilitat
de la proteina [96, 106], malgrat que aquest residu redueix la susceptibilitat de la proteina per
les aminopeptidases [108]. A I'extrem C-terminal, els residus Gly100 fins a Cys104 es disposen
al mateix pla de la fulla-p de V1 (B3, B6, B7), trobant-se estabilitzats per ponts d’hidrogen i pel
pont disulfur C-terminal caracteristic entre els residus Cys87 i Cys104 [101, 102, 107].

Cluster hidrofobic del Iobul V2. La regio hidrofobica o cluster hidrofobic situada entre I’hélix-
aliel primer full-B1, intervé en 'estabilitat i en els processos de plegament i desplegament de
I’ONC [91, 101]. Es troba conservada en gran part d’enzims d’aquesta superfamilia [109]. Esta
formada pels residus Val17, lle22, Met23, Leu27, Phe28 i Phe36 (Figura 5C) (corresponents als
residus Tyr25, Met29, Met30, Leu35, Thr36 i Phe46 de RNasa A). Malgrat que el residu Thr36
es troba conservat en la majoria de membres de la superfamilia de la RNasa A, a I'ONC hi
trobem una Phe en posicié 28 [110, 111].
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Figura 5. Estructura de 'ONC: Residus implicats en I’estabilitat i la capacitat catalitica de I'enzim.

A) Alineament de I'estructura general de I'ONC lliure (10ONC [93]) i del complex ONC-d(AUGA) (2I5S [70]). Es
mostren ampliacions d’A): B) Detall de I'ancoratge dels extrems N- i C- terminals de I'ONC, a través de la xarxa de
ponts d’hidrogen de Pyr1 i del pont disulfur Cys87-Cys104. C) Detall dels residus del nucli hidrofobic del Iobul V2. D)
Residus catalitics del centre actiu P1 de I'ONC lliure solapats amb els d’ONC-d(AUGA), per ressaltar les variacions
que sofreixen els residus catalitics en acomplexar-se al substrat no hidrolitzable d(AUGA) (en blanc). G. Guanina. R.
Ribosa. P. Fosfat. U. Uracil. E) Residus del subseti B2 de 'ONC solapats amb els d’'ONC-d(AUGA). F) Residus del
subseti B1 de 'ONC solapats amb els d’ONC-d(AUGA). En cada cas, el color més fosc coincideix amb els residus de
I"ONC lliure. La figura s’ha realitzat amb el programa PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).
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B) Activitat catalitica i subsetis de ’'ONC

L'ONC presenta una elevada citotoxicitat selectiva per cel-lules tumorals humanes, de forma
considerablement major que les seves homologues de mamifer, malgrat presentar una
activitat ribonucleolitica d’entre 3 i 5 ordres menor per substrats d’'/RNA [69, 94, 96]. La baixa
activitat de 'ONC en relacié a les RNases pancreatiques homologues, esta relacionada a nivell
global per una banda amb I'elevada rigidesa de I'enzim [96, 99], en el qual no s’ha observat el
caracteristic moviment conformacional de la RNasa A lligat a la taxa de recanvi de substrat i
considerat important per l'eficiencia catalitica [99, 112]. Per altra banda, I'estructura
lleugerament més ampla del centre actiu de 'ONC respecte la RNasa A sembla afectar a
I'activitat. Finalment, presenta petites modificacions dels subsetis d’unié al substrat [113] que

determinen una baixa afinitat pels acids nucleics de cadena senzilla [96].

Subseti P1 o Centre Actiu. De la mateixa manera que ha estat descrit per a la RNasa A, s’ha
proposat que les RNases homologues interactuen amb substrats d’'RNA a diferents subsetis de
I’enzim, situats al llarg de I'escletxa central enmig dels dos lobuls caracteristics. Es diferencien
subsetis d’unid de grups fosfat (subsetis P; P1 correspon al centre actiu), de riboses (subsetis
R), i de les nucleobases (subsetis B) (revisat a [47]). Al centre actiu o subseti P1 de 'ONC
s’acomoda la triada catalitica His10, Lys31 i His97 [94], conservada en els membres de la
superfamilia de les RNases pancreatiques (His12, Lys41 i His119 a la RNasa A [47, 93]). Les
His10 i His97 funcionen com a base i acid, respectivament, en la reaccié de catalisi, com a la
RNasa A [114, 115] i contribueixen a la unié amb el substrat ribonucleic, essent critics per la
catalisi [96, 116]. El residu catalitic His97 de 'ONC presenta dues posicions possibles, apartant-
se del centre actiu quan I'enzim s’acomplexa a un substrat en la conformacié His97A, activa
(complex ONC-d(AUGA), 215S [70], amb el substrat no hidrolitzable d(AUGA)), en contrast amb
la conformacié His97B, inactiva, que trobem a I’'ONC lliure (10NC [93]) (Figura 5D). A la RNasa
A, I'aminoacid equivalent His119, tot i tenir també accés a més d’una conformacié [117], es
troba més sovint en la conformacid A, cataliticament rellevant [118]. Aquest fet és degut a una
estabilitzacio de la cadena lateral de His119 mitjangant interaccions electrostatiques i
esteriques amb Asp121 [119], fet que no ocorre entre els residus Val99 i His97 de I'ONC, que
es troben més distants. Aquesta conformacid atipica de His97, amb més llibertat
conformacional que les seves homologues més actives de la familia de la RNasa A, sembla ser

una de les causes de la baixa eficiéncia catalitica de 'ONC [96].

Al seu torn, la cadena lateral del residu catalitic Lys31 presenta una major llibertat
conformacional i es troba 1 A més distant del centre actiu a ’ONC lliure (LONC [93]; i 3SNF
[100]) que a la RNasa A lliure [93, 97, 100], fet que es veu disminuit quan I'enzim s’acomplexa
amb un substrat (ONC-d(AUGA); 215S [70]) [100]. L’elevada mobilitat de la cadena lateral i la
posicid natural de Lys31 allunyada del centre actiu, contribueixen a la baixa activitat de I'ONC

respecte als seus homolegs, i indica la importancia d’aquest residu en la catalisi [96, 112].
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A més de la triada catalitica, en el cas de I'ONC s’ha observat la participacié d’altres residus
importants per I'activitat catalitica i citotoxicitat: Pyrl i Lys9, la segona dels quals junt amb
Lys31, participa en |'estabilitzacié de I'estat de transicié [96] (a diferéncia de la RNasa A on la
Lys41l (homologa de Lys31 d’ONC) faria aquesta funcid pero la GInll (equivalent de Lys9

d’ONC) només intervindria en la unié amb el substrat [120]).

El residu N-terminal caracteristic Pyrl s’ha observat que és essencial per I'activitat enzimatica i
citotoxicitat de I'enzim, contribuint a la k./K\, en un factor de 20 vegades [95, 96]. Aquest
residu es forma per la ciclacid mitjancant un atac nucleofilic del grup a-amino-terminal de la
cadena lateral de la GIn1 sobre el carboni amidic, amb alliberament d’amoniac [121] (Figura 6).
Pyrl forma una xarxa de ponts d’hidrogen N-terminal, amb el N del grup e-amino de la cadena
lateral del residu catalitic Lys9 i amb el grup CO del residu Val96 situat al full-B7 de I'extrem C-
terminal [93]. El residu Lys9 interactua amb el fosfat principal del substrat durant la catalisi i
essencial per [l'activitat de I'enzim [93, 96]. Raines i col-laboradors proposaren que
I’establiment del pont d’hidrogen amb Pyrl estabilitza la cadena lateral d’aquest residu,
limitant-ne la rotacid i afavorint el seu correcte posicionament respecte el substrat [96]. El
pont d’hidrogen del grup NH de I’'amida ciclada de Pyrl amb el grup CO de la Val96 del full-B C-
terminal, provoca que I'helix-al quedi empaquetada sobre el cos principal de 'ONC i formi
part del centre actiu de I'enzim (Figura 5B i Figura 6C). A més, el residu Pyrl estableix dos
enllagos d’hidrogen amb el substrat, un des de la cadena principal i un des de la cadena lateral,

afavorint potencialment la seva estabilitzacié.

Figura 6. Ciclacio de la glutamina (GIn1) a piroglutamic (Pyr1).

Esquema de I'extrem N-terminal de I'ONC on es representa el procés de ciclacié de la glutamina N-terminal a
piroglutamic. A) Glutamina a I'extrem N-terminal. B) Ciclacié de la glutamina, el grup amino de la cadena lateral
forma un enllag amb el Ca alliberant-se un grup NH;". C) Piroglutamic situat a 'extrem N-terminal formant
interaccions amb la Lys9 i la Val96. La figura s’ha fet emprant el programa PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).

La citotoxicitat de les ribonucleases de granota es veu dramaticament reduida si es substitueix
el residu Pyr1 [106, 113], la qual cosa dificulta el disseny de mutants de 'ONC que incorporin
canvis al primer residu [95, 113]. Malgrat tot, el grup de Rybak [95] demostra mitjancant

diferents substitucions del residu N-terminal que, segons la naturalesa d’aquest, es conservava
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un percentatge de l'activitat ribonucleolitica suficient com per presentar citotoxicitat, com és
el cas dels mutants d’ONC GIn1Tyr o sobretot, GIn1Ser, aquest ultim estudiat també per Liao i
col-laboradors [106]. Es suggeri que la presencia dels atoms d’oxigen del grup hidroxil de Ser o
Tyr és crucial per I'activitat catalitica i citotoxicitat de 'ONC, assumint el rol de I'oxigen del
carbonil del Pyr i permetent la formacié de la xarxa de ponts d’hidrogen de I’'N-terminal [95,
96, 106]. L'estudi de Gorbatyuk i equip [112], en el qual s’observa una flexibilitat molt menor a
I'helix-a N-terminal del mutant E1S-rONC que a Met-1/Q1/M23L-rONC, sembla corroborar la

formacié d’aquesta xarxa de ponts d’hidrogen.

Subsetis B1 i B2 i preferéncia de base. Els dos subsetis B1 i B2 presenten una preferéncia de
bases. La discriminacié de les bases a cada subseti es basa en interaccions electrostatiques o
de Coulomb i en un entramat de ponts d’hidrogen amb els residus implicats [70]. L'ONC
presenta preferéncia per Uracil al subseti pirimidinic (B1, base a 5 de I'enllag que s’ha
d’escindir) i per Guanina al subseti de purines (B2, base a 3’ del punt de tall) [96, 106] (a
diferéncia de U/Ci A, respectivament, de la majoria de RNases de mamifer [122]). El subseti B1
(Figura 5F) esta format pels residus Lys33, Thr35, Asp67 i Phe98, dels quals el primer no es
troba conservat a la RNasa A [70]. En el complex ONC-d(AUGA) [70] es pot apreciar que el grup
hidroxil del residu Thr35, essencial pel reconeixement de les pirimidines, forma tres ponts
d’hidrogen amb N4 i 02 de la nucleobase d’uracil del complex. En relacié a la Lys33, es creu
gue l'elevada mobilitat de la seva cadena lateral podria ser la causa de la baixa afinitat de
I’ONC pels substrats ribonucleics [100]. Per altra banda, al subseti B2 (Figura 5E) s’hi localitzen
els residus Thr89 i Glu91. Al complex ONC-d(AUGA) els aminoacids Thr89 i Glu91 es troben
més propers a la nucleobase que els d’ONC lliure, establint el primer residu interaccions

electrostatiques i el segon, formant tres ponts d’hidrogen amb la Guanina [70].

Substrats de ONC. Tot i que aquest enzim presenta la possibilitat d’unié a DNA i RNA al seu
centre actiu [70, 96], el seu substrat natural és RNA intracel-lular. Degrada principalment tRNA
[123, 124] (concretament en el loop variable del brag-D [125]) interferint en la sintesi proteica,
i miRNA involucrats en la regulacié de I'expressié genica mitjangant processos d’iRNA [126,
127]. L'ONC deixa, en canvi, els rRNA i mRNA intactes (revisat a [126, 128]). La selectivitat de
I’ONC per cel-lules tumorals, les quals s’associen amb alteracions dels nivells de miRNAs [129-
131], es pot relacionar amb aquesta capacitat de 'ONC de degradar miRNAs. L’'ONC escindeix
especificament segons la base (UG>GG>CG) [132], catalitzant el trencament de I'enllag P-Os
dels nucleotids situats als subsetis B1-P1-B2 [70].

Mecanisme de catalisi. El mecanisme de catalisi de I'ONC sembla ser equivalent al de la RNasa
A i a les altres RNases pancreatiques, a través de les His catalitiques, realitzant una reaccié
acid-base i duent-se a terme en dues etapes: La primera, reversible, és una reaccié de
transfosforilaciéd d’un enllag fosfodiester, des de la posicié 5" d’un nucleotid a la posicid 2’ del

nucleotid adjacent, formant-se un extrem amb un nucleosid 2’,3’-fosfat ciclic i un extrem 5’-OH
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lliure. En la segona etapa, es trenca l'enlla¢ fosfodiester 2’,3’-ciclic, formant-se un grup
nucleodsid 3’-fosfat terminal. La preferéncia de base a la posicid 3’ de I'enlla¢ que es digereix és
tant per la RNasa A com per I'ONC, per a pirimidina. La reaccid de transfosforilacid es produeix

a una velocitat molt superior a la de trencament final de I'enllag¢ [133].

C) Citotoxicitat de 'ONC i mecanisme citotoxic

L'ONC presenta activitats aspermatogenica, embriotoxica i immunosupressora [134], perd
també elevada activitat citotoxica i citostatica per cel-lules tumorals, la qual ha estat
demostrada in vitro utilitzant diverses linies de cél-lules canceroses [90] i in vivo en diferents
models tumorals [135-137]. Esta descrit que I'ONC presenta sinergisme en combinacié amb
determinats agents quimioterapeutics [136, 138, 139] (revisat a [140]). L'elevada citotoxicitat
de I'ONC s’atribueix sobretot a la seva habilitat per escapar o evadir I'Rl en condicions
fisiologiques [82, 113], a més de a la seva inusual elevada estabilitat conformacional deguda a
la seva estructura compacta [91, 101], i a I'activitat ribonucleolitica [69, 70, 94]. Finalment,
també la seva elevada carrega neta positiva [94], important per la degradacié de 'RNA [141],
es relaciona amb la seva capacitat d’internalitzacié [142-144]. El model que actualment es
postula que segueix 'ONC per induir el procés de citotoxicitat per apoptosi, es divideix en

diverses fases (Figura 7), que es detallen a continuacié.

Figura 7. Mecanisme de citotoxicitat de ’ONC.
L’ONC interacciona amb la membrana cel-lular, internalitza per endocitosi, transloca al citosol i evadeix I'RI.
Finalment és capag de degradar I'RNA cel-lular, induint apoptosi.

Interaccio amb la membrana plasmatica i endocitosi. Perqué una RNasa desenvolupi la seva
activitat citotoxica, primerament cal que interaccioni amb la membrana cel-lular, de manera
especifica a través d’un receptor (com el descrit per a les RNases cSBL o jSBL [145]) o bé de
forma inespecifica mitjancant interaccions electrostatiques de Coulomb [146]. El caracter basic
de les RNases, com I"ONC, pot afavorir la seva interaccié i posterior adsorcié a les membranes
cel-lulars, les quals presenten carrega neta negativa. Aquest fet explicaria la selectivitat de
I’'ONC per les cel-lules tumorals [146-148] ja que la majoria de ceél-lules canceroses presenten

una carrega neta negativa més elevada que les cel-lules sanes [149, 150] degut a la major
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proporcié de fosfolipids d’etanolamina respecte els de colina [151]. L'ONC sembla unir-se a les
cél-lules de forma saturable, i concentrant-se en invaginacions de la membrana (coated pits)
[142]. Probablement la seva internalitzacié involucra algun receptor de la superficie cel-lular
[152], el qual fins el moment no ha estat identificat. Malgrat tot, algun estudi contradiu
aquesta qliestid, com una variant d’ONC marcada amb Oregon Green que s’unia de forma no-
saturable a la superficie cel-lular de cél-lules Hela, indicant I'abséncia de receptors especifics
[77]. Per tant, el mecanisme pel qual 'ONC inicia el procés d’internalitzacié és encara motiu de

controversia.

Transit intracel-lular i translocacio a citosol. Malgrat que un estudi proposa que I'entrada de
I'ONC a la cél-lula era clatrina-/dinamina-independent [77], actualment es postula que, una
vegada endocitada, 'ONC segueix la ruta d’endocitosi mediada per AP-2/clatrina (Clatrin
Mediated Endocitosis, CME) [142]. Llavors és dirigida als endosomes de reciclatge, seguint la
mateixa via que la transferrina [142]. Dels endosomes de reciclatge, 'ONC transloca cap a
citosol [77, 142, 153], evitant aixi el reticle endoplasmatic i I'aparell de Golgi [77, 95, 152]. La
translocacio és energia-depenent [142, 152], i sembla veure’s afavorida per la neutralitzacié
del pH dels endosomes, que incrementa la toxicitat d’'ONC [142]. En el moment de la
translocacio a través de la bicapa lipidica semblen ser els residus 49, 73, 76 i 78 els que juguen
un paper més important [154]. S’ha observat que algunes ribonucleases poden resultar ser
milers de vegades més toxiques quan s’introdueixen artificialment dins el citosol [153, 155],
demostrant que I'eficiéncia d’internalitzacid i translocacié és un factor limitant i clau per la
citotoxicitat d’una ribonucleasa [156]. L’estabilitat de I'ONC al citosol, poc susceptible a la

proteolisi, es relaciona també amb la seva citotoxicitat [91, 157].

Evasié de I'Inhibidor de Ribonucleases (RI) i accié catalitica. Una vegada al citosol, ’'ONC no és
inhibida per I'RI [92, 113, 154], presentant una afinitat molt baixa per aquest, del rang
micromolar (K; = 0.15 uM a baixa forca ionica [154]). Degut a aquest fet, I'estructura de 'ONC
acomplexada amb 'Rl no s’ha resolt fins el moment. L'estructura detallada de I'RI s’explica a
I’apartat B) Interaccié de ’'HP-RNasa amb I’'RI d’origen huma (hRl), al punt introductori 2.2.3.2.
La capacitat de 'ONC d’evasio de I'RI s’atribueix a la reduccié de la longitud d’alguns loops
exposats, amb absencia o modificacié de la gran majoria dels residus responsables de la unié
amb I'RI, identificats i conservats a altres RNases que presenten més afinitat [113, 154, 158]. A
més, la reduccié del pont disulfur C30/C75 de 'ONC una vegada aquesta arriba al citosol [104]
podria influir en I’evasié de I'RI. Gracies a aquesta capacitat, I'ONC pot exhibir la seva activitat
catalitica degradant el tRNA i miRNA cel-lular, interferint en la funciéd d’aquests i induint
I'apoptosi cel-lular [40, 123, 159, 160]. Malgrat que aquesta RNasa presenta una activitat
ribonucleolitica molt baixa comparada amb la RNasa A o I’'HP-RNasa, aquesta és essencial per

la seva citotoxicitat [69, 96].
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D) L’ONC com a agent quimioterapéutic en clinica humana

Les caracteristiques citotoxiques explicades anteriorment van facilitar que 'ONC fos la primera
RNasa a ser estudiada com a farmac antitumoral [161, 162] i a ser aplicada en assajos clinics.
Assoli la fase de prova Il pel cancer de cél-lules no-petites de pulmd (NSCLC) (revisat per [163,
164]) i la fase confirmatoria Illb pel tractament del mesotelioma maligne [163], fallida
recentment en demostrar la seva inutilitat en pacients [165]. Encara que és una proteina de
granota i és immunologicament tolerada pels humans [89], el seu Us clinic s’ha vist limitat
degut a la toxicitat renal que presenta a elevades concentracions [166, 167], probablement

lligada a I’elevada estabilitat i resisténcia a la proteolisi [91].

S’ha observat que I'ONC, com la BS-RNasa i algunes altres RNases, a concentracions no
toxiques per les cél-lules presenta activitat antiviral a través de la degradacié de I'RNA viral
[167-169], essent testada en proves cliniques contra virus patogens, de ssRNA com els
flavivirus causants de la febre groga o del dengue (DENV) i el coronavirus de la Sindrome
Respiratoria Severa Aguda (SARS), o també de dsDNA, com els citomegalovirus (CMV) i el
Papillomavirus huma (HPV). A concentracions subtoxiques d’aquesta ribonucleasa, també s’ha
observat la inhibicié de la replicacié del Virus de la Immunodeficiencia Humana de tipus 1 (HIV-

1) in vitro en cél-lules leucémiques H9 [169].

2.2.3.2. RNases citotoxiques mitjangant enginyeria de proteines: ’HP-RNasa

El coneixement de les bases moleculars de la citotoxicitat de les RNases amb citotoxicitat
natural ha permes el desenvolupament de noves variants d’'RNases dissenyades per tenir una
accio citotoxica amb interes clinic. Aquestes RNases es podrien aplicar com a alternativa o
complement als agents quimioterapeutics antitumorals convencionals que poden danyar el
DNA, bé sigui soles o conjugades amb lligants o anticossos. D’entre totes les RNases no
citotoxiques, una de les més interessants com a base per a la creacid de variants citotoxiques

és la Ribonucleasa Pancreatica Humana (HP-RNasa) (Revisat per [170]).

L'HP-RNasa (RNasa 1 [171] o HPR, EC 3.1.27.5) és I'homologa humana de la RNasa A,
localitzada per primera vegada al pancrees huma. La seva seqliéncia d’aminoacids [46], revela
gue aquest enzim és una proteina basica (pl= 8.9, Z= +6) d’una massa molecular de 14.6 kDa.
Esta formada per 128 residus aminoacidics, compartint un 70% d’identitat de seqiiéncia amb la
RNasa A, i presentant propietats enzimatiques similars [45]. L'enzim huma difereix de
I’'homoleg bovi en 42 posicions, amb una major proporcié de residus basics situats sobretot als
loops, i també a la prolongacio de 4 residus C-terminals (-EDST) [172]. La seva temperatura de
fusio T, és d'uns 50 — 57 °C segons l'assaig [40, 173, 174], essent una mica menys

termoestable que la RNasa A (T, de 62 2C).
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A) Estructura tridimensional

Mentre que per a la RNasa A hi ha més de 100 entrades al Banc de Dades de Proteines (PDB)
descrivint estructures de I'enzim lliure, derivats, mutants i proteines hibrides i de I'enzim unit a
diferents substrats o analegs [175], i se’n coneix I'estructura cristal-lografica lliure [97] i en
solucié [176], I’'HP-RNasa salvatge lliure no ha estat possible de cristal-litzar. Aquesta limitacié
probablement és deguda a la presencia de carregues positives (Argd i Lys6) al seu extrem N-
terminal. S’ha pogut obtenir la seva estructura en solucié [98, 177] i s’ha aconseguit la
resolucid de l'estructura cristal-lografica de mutants d’HP-RNasa, com per exemple la
RNasalAN7 (o desl-7 HP-RNasa) (delecié dels 7 primers residus de I'hélix-al que la fan més
estable i cristal-litzable [178]) o la variant PM7, que presenta els canvis R4A, K6A, Q9E, D16G,
S17N i P50S [172]. Aquestes substitucions milloren tant I'expressid de la proteina recombinant

com semblen també afavorir-ne la cristal-litzaci6 [172, 173].

Els elements d’estructura secundaria definits per la proteina en solucié coincideixen amb els
definits a través de l'estructura cristal-lografica d’aquestes variants. L’'HP-RNasa presenta el
caracteristic plegament global bilobular de les RNases pancreatiques amb el centre actiu en
I’escletxa central (Figura 4B), amb la triada catalitica conservada His12, Lys41 i His119 [172,
178]. Els dos fulls-B que formen els dos lobuls, V1 i V2, es troben estructurats en 7 cadenes-f.
El Iobul V1 compren les cadenes B1 (V43-V47), B4 (H80-L86) i B5 (Y97-E103), presentant una
petita cadena B0 després de la primera helix. L’altre Iobul, V2, inclou les cadenes p2 (E61-V63),
B3 (C72-K74), B6 (1106-E111) i B7 (V116-S123). Compta també amb la preséncia de les tres
hélix-a (a1, R4—Q9; a2, Y25-R32; a3, L51-Q60). A la zona final de la darrera hélix, trobem una
regid que es va distorsionant progressivament fins a organitzar-se en una helix-319. L'HP-RNasa
conserva els 4 ponts disulfur caracteristics de la RNasa A, formant-se entre les cisteines 26-84,
40-95, 58-110i 65-72 (Figura 4D).

Sén remarcables també els 7 residus de prolina de la proteina humana, situats en els girs.
Quatre d’aquestes prolines es troben a la mateixa posicid que a la RNasa A (prolines 42, 93,
114 i 117), mentre que les altres tres son exclusives de I'HP-RNasa (posicions 19, 50 i 101)
[179]. La isomeritzacid cis-trans en els grups peptidics X-Pro és un dels passos que determinen
la velocitat del plegament [180], i per tant, també del rendiment en processos de purificacio.
Les prolines essencials pel plegament semblen relacionar-se amb conformacié cis que sol
situar-se en zones amb estructura secundaria critica, en girs estrets o completament
enterrades en l'estructura, causant processos de plegament més lent [181-183]. De les
prolines extra que presenta I'HP-RNasa respecte a la RNasa A, la Pro19 es localitza en una regio
no-estructurada i en la resolucidé estructural de la variant d’"HP-RNasa PM7 no se’n pogué
estudiar la conformacié [172], pero es coneix que aquest residu, present a altres RNases, sol
trobar-se en trans [184]. Tanmateix, per la regid exposada i flexible on es troba, sembla que no

hauria de jugar un rol critic al procés de plegament. Els enllagos peptidics previs a les prolines
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Pro50 i Pro101 es troben en conformacid trans [172]. A la RNasa A, s’ha vist que les prolines
essencials pel plegament son cis-Pro114, trans-Pro117 i cis-Pro93 [185], demostrant que una
trans-Pro pot limitar també el procés de plegament. Aixi, la Pro50, en conformacio trans, i que
sembla afectar més que no pas la Prol01 en el procés de plegament de I'HP-RNasa [173],
podria ser la responsable de les diferéncies observades en el plegament i rendiment en la
produccié heterologa entre I’'RNasa A i I’'HP-RNasa. Tot i aixi, amb I'experiéncia de produccid
d'aquest tipus de proteines recombinants al grup de recerca, la preséncia d'aquestes prolines

extra de I'HP-RNasa no sembla que sigui critica.

B) Interaccié de ’'HP-RNasa amb I’RI d’origen huma (hRI)

L'estructura de I'HP-RNasa unida amb I'RI d’origen huma (hRIl) (1Z7X.pdb [174]), coincideix
molt bé amb els elements d’estructura secundaria detallats anteriorment. L'RI és una proteina
de massa molecular d’uns 50 kDa i pl acid d’aproximadament 4.7 [42]. Presernta una
estructura formada per repeticions de motius B-a rics en leucina (LRRs), distribuits en forma de
ferradura [186]. L'estructura cristal-lografica del complex HP-RNasa - hRI a una resolucié de
1.95 A revela que, igual que pel complex observat entre la RNasa A i 'Rl d’origen porci (pRI)
[186], la inhibicié de I’'HP-RNasa és deguda a que alguns dels residus implicats en la unié amb
I’hRI sén residus catalitics que formen part del seu centre actiu [158], junt amb els llacos que

I’envolten, impedint I'accés del substrat.

Malgrat la similitud de seqliencia amb la RNasa A, s’ha vist que I'HP-RNasa interacciona de
forma diferent amb I'RI: s’associen 2 complexes (Figura 8A), estabilitzant el dimer mitjancant
ponts d’hidrogen formats entre les cadenes-B N-terminals de dues molécules d’hRI. L’hRI,
anionic (Figura 8E), treu partit de la cationicitat de 'HP-RNasa [158, 187] (Figura 8F i G),
qualitat necessaria per la unié amb els seus substrats d’'RNA anionics, per a establir inicialment
interaccions electrostatiques o de Coulomb a llarga distancia [146]. Llavors, el complex hRI -
HP-RNasa seria estabilitzat mitjangant forces especifiques de curta distancia (interaccions
hidrofobiques, de Van der Waals i ponts d’hidrogen), les quals es formen en major nombre i
resulten més curtes i fortes i enterren més superficie exposada que les de la seva homologa
bovina. Aixi a ’'HP-RNasa, dels 24 residus implicats, 13 formen 19 ponts d’hidrogen amb I'hRI
(Figura 8B i C), establint un complex extremadament estable i incrementant I’afinitat d’unid de
I’'HP-RNasa a I'hRI fins al rang subfemtomolar (K4= 2.9x10*® M). Aixi doncs, I'HP-RNasa es
dissocia del seu inhibidor 150 vegades més lentament que la RNasa A [174]. Aquesta elevada
afinitat i estabilitat del complex indica la importancia evolutiva de controlar I'activitat
ribonucleolitica [81, 174] i explica perque el disseny de variants d’"HP-RNasa que evadeixin I'RI
resulta més dificil que per la RNasa A [40, 188]. Aixi, si bé es demostra per I'’enzim bovi que una
sola substitucié Gly88Arg o Gly88Asp al llag B4B5 permetia evadir I'inhibidor i ser citotoxic [92],
la incorporacié de canvis solament a aquest llag o I'Ginica substitucié del residu homoleg

Gly89Arg a I’'HP-RNasa, no és suficient per evitar la inhibicid i resultar citotoxica [172, 188].
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Figura 8. Estructura i potencial electrostatic del complex hRI-HP-RNasa.

A) Diagrama en cintes de les dues unitats del complex hRI-HP-RNasa (127X [174]). B) Detall dels residus de contacte hRI-HP-RNasa.
C) Estructura de I’'HP-RNasa amb els residus implicats en la unié amb I'hRI ressaltats en barres. D) Detall dels residus de les regions
de contacte hRI-HP-RNasa. Es ressalten els residus implicats en barres (gruixudes per la cadena lateral i fina per I'esquelet
principal) i en colors CPK, i s’etiqueten en taronja per a la HP-RNasa i en gris per a I'hRI. E i F) Potencial electrostatic de contacte
hRI(E)-HP-RNasa(F) a pH 7.0. G) Potencial electrostatic de 'HP-RNasa a pH 7.0 (2K11). Les superficies de carrega positiva es
mostren en blau, les negatives, en vermell i les de carrega neutra, en blanc. En negre s’observa la zona de tall de la superficie. Els
potencials electrostatics s’han calculat amb el servidor web APBS, combinat amb PROPKA [189], a partir del fitxer pdb. Les imatges
s’han creat amb PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).
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S’han observat tres regions estructurals (Figura 8C i D) on es concentren el major nombre de
contactes entre diferents ribonucleases pancreatiques i I'RI [174, 187, 190]. A I'HP-RNasa, els
residus que estableixen ponts d’hidrogen amb I’"hRI sén Arg4, Lys7 i GIn11 a I'helix-al i Arg31,
Arg32, Arg39 i Lys41 al loop a2f1; el residu Glul11 dins el full-B6 i Asn67 i Asn71 a la regié
B2B3; i finalment, els residus Asn88-Gly89-Arg91 al loop B4B5 [174]. El residu Arg91, seguit de
Arg39, son els que semblen presentar la més gran contribucid, no solament intervenint en la
formacié del complex per atraccid de carregues sind també estabilitzant-lo mitjangant ponts
d’hidrogen permetent la formacié d’altres contactes. La majoria dels residus que intervenen a
la unié amb I'RI no es troben conservats a I'ONC (Figura 4D) [94, 190], fent evident la seva

capacitat d’escapar de la inhibicié per part de I'RI i explicant la toxicitat que presenta [113].

C) Activitat catalitica i funcié de 'HP-RNasa

L'HP-RNasa catalitza la degradacié de I'RNA seguint un mecanisme idéntic al descrit per la
RNasa A, presentant propietats enzimatiques similars i compartint la capacitat de degradar
I’'RNA especificament a I'extrem 3’ de bases pirimidiniques. Aixi mateix, ambdds enzims
coincideixen en presentar una marcada preferencia pel trencament del poli(C) en relacié al
poli(U), amb I'0ptim d’activitat a pH 8.0 [45]. No obstant, I'HP-RNasa presenta un

comportament molt més endonucleolitic que el descrit per la RNasa A [172].

L'HP-RNasa, sintetitzada a la part exocrina del pancrees, forma part del suc pancreatic en una
quantitat molt menor que no la RNasa A al pancrees bovi (10 ug/g de teixit, comparat amb
1200 pg/g de teixit per la RNasa A [191]). Malgrat que inicialment es suggeri que podia ser un
vestigi evolutiu en vertebrats no remugants [192], actualment es coneix que les cél-lules
endotelials d’artéries, venes i capil-lars poden expressar quantitats elevades d’HP-RNasa de
forma selectiva, suggerint la seva implicacid en la regulacié de 'lhomedstasi vascular i explicant
la seva presencia a diversos organs i fluids corporals [193]. Sembla també intervenir en la
maduracié de les cel-lules dendritiques potenciant la produccié de citocines [194] i en la
proteccio del fetus durant I'embaras. Com altres RNases humanes, podria estar implicada en la
reduccié de I'RNA extracel-lular, normalitzant la viscositat del serum, i en la defensa de les
cél-lules davant RNA patogen [195] (revisat a [65]) gracies a la capacitat d’inactivacié de virus,

com per exemple el HIV [196].

En relacid a aquesta activitat antiviral s’"ha observat que I’"HP-RNasa participa en la degradacié
de RNA tant de cadena senzilla (ssRNA) com doble (dsRNA) [45, 195], i d’hibrids DNA-RNA
[197]. En condicions fisiologiques, 'HP-RNasa és la RNasa de vertebrats més activa enfront
I'RNA de doble cadena (dos ordres més que la RNasa A) [198]. Aquest fet pot atribuir-se a la

major preséncia de residus basics a I'enzim (R4, K6, R32, R39 i K102), sobretot a I'extrem N-
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terminal, junt amb Gly38, que de forma cooperativa contribueixen a la desestabilitzacié del
dsRNA i estabilitzacié de la cadena senzilla de RNA [195, 199, 200].

D) L’HP-RNasa com a agent terapéutic

Les raons de l'interés per dotar de citotoxicitat a ’'HP-RNasa radiquen, per una banda, en el
seu origen huma, que fa preveure una menor immunogenicitat en ser aplicada en clinica
humana, en comparacié amb les homologues d’altres espécies [201]. Per altra banda, aquesta
proteina no presenta acumulacié in vivo als ronyons [57, 166, 202], i la seva activitat catalitica
es troba entre tres i cinc ordres de magnitud per sobre 'ONC en funcié del substrat [40].
Malgrat la seva elevada activitat i la capacitat d’internalitzacié, de forma natural ’'HP-RNasa no
és toxica per a les cel-lules [146]. Tot i que es postula que la seva ruta de transport cel-lular pot
contribuir a la seva baixa citotoxicitat [77, 203], la caracteristica que sembla limitar més
aquesta activitat és la forta inhibicié causada per I’hRI una vegada la proteina arriba al citosol
[40] (Figura 3A). Aquest conjunt de caracteristiques han encaminat diferents grups al disseny i
la produccid de variants que presentessin citotoxicitat per tal de generar nous agents

terapeutics millor tolerats pel pacient.

E) Variants d’HP-RNasa citotoxiques

Per a la construccid de les variants citotoxiques d’HP-RNasa cal considerar multiples atributs
bioquimics, entre ells [Iactivitat ribonucleolitica, la carrega cationica, [|'estabilitat
conformacional i, especialment, I'evasié de I’'hRI [204] (revisat a [58]). L'enorme afinitat de
I’'HP-RNasa per I’hRI dificulta el disseny de variants citotoxiques de I’'HP-RNasa, que han de

superar una inhibicié major per part de 'Rl que la RNasa A per esdevenir citotoxiques [188].

La primera forma d’evitar la inhibicid per part de I’hRI, és disminuir I’afinitat de I’'HP-RNasa per
aquest (Figura 3D). Aquesta qualitat s’"ha aconseguit introduint canvis puntuals mitjangant
mutagénesi dirigida, que ocasionin impediments esterics o incompatibilitats electrostatiques a
la unié amb I'RI. En sén destacables les variants citotoxiques R39D/N67D/N88A/G89D/R91D
[174] i ERDD (L86E/N88R/G89D/R91D) [40]. La primera provoca una disminucio en |'afinitat
per I'hRI (K;) de 6x10° vegades, arribant al rang micromolar, i resulta toxica per cél-lules
eritroleucemiques (ICsqg de 13 uM). La segona disminui unes 100 vegades I'afinitat per I'RI
presentant una ICs; de 7 uM. Alternativament, s’han inserit els residus necessaris per a
fomentar la dimeritzacid espontania, imitant la BS-RNasa [205]. Finalment destacar també QBI-
139 (EVade™ RNase Technology de Quintessence Bioscience Inc.), una variant d’HP-RNasa que

evadeix 'Rl i que es troba actualment en fase | de proves en clinica humana [206].
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Pero tot i que una RNasa sigui sensible a IRl in vitro, pot presentar citotoxicitat in vivo seguint
altres mecanismes d’evasid. Aixi doncs, una altra estrategia per dotar I'HP-RNasa de
citotoxicitat és incrementar la internalitzacié, aconseguint una concentracié d’enzim a citosol
que arribi a saturar a I'RI (Figura 3E). Aquesta estratégia s’ha aconseguit bé sigui mitjancant la
seva cationitzacié en alguns residus concrets [143, 144, 146, 207], facilitant I'adsorcié a la
membrana, o bé afavorint la internalitzacié especifica mitjancant la unié amb lligands associats
a tumors que afavoreixen la interaccié amb la membrana cel-lular, com la transferrina, factors
de creixement o anticossos [155, 201, 208]. Finalment, s’ha dotat una variant d’"HP-RNasa de
citotoxicitat dirigint-la a nucli (Revisat per [209]) (Figura 3F). La variant d’HP-RNasa
anomenada PE5 [203], o I'optimitzacid NLSPE5 [210], malgrat ser sensible a I'Rl in vitro,
mitjancant un senyal de localitzacié nuclear (NLS) interaccionava amb la maquinaria d’import
nuclear [211] i era dirigida a nucli, especificament cap al nucléol on I'RI no hi és present, i

resulta citotoxica en diverses linies cel-lulars tumorals [203, 212] induint apoptosi [213].

F) La variant més estable PM5

La purificacié d’"HP-RNasa és dificil degut al baix contingut d’aquest enzim al pancrees [191]. Al
nostre grup es comprova que I'expressié heterologa del gen de I'HP-RNasa salvatge era baixa
degut a una estructura no optimitzada de I'extrem 5’ del mRNA. Atés que per la BS-RNasa
succeia just el contrari [214], es dissenya una HP-RNasa hibrida, anomenada PM5 [173]. PM5
es construi a partir d’'un gen amb la seqliéncia 5’ del gen de la BS-RNasa (triplets codificants
per I'N-terminal des del residu 1 al 20) i la resta (residus 21 a 128) de I’'HP-RNasa. Degut a
I'elevat grau d’homologia entre les dues ribonucleases, PM5 és una variant que conté
solament 5 mutacions puntuals respecte I’'HP-RNasa salvatge a I'extrem N-terminal: Arg4Ala,
Lys6Ala, GIn9Glu, Asp16Gly i Serl7Asn (Figura 9). PM5 permet I'obtencié de proteina pura i
homogenia, presentant caracteristiques cinetiques comparables a les d’HP-RNasa i una
termoestabilitat 5 2C superior, amb una T,, de 58.3 2C [173, 215], afavorida per les mutacions
R4A i K6A. Aquestes substitucions eliminen dos residus basics aconseguint incrementar la

capacitat de formacid d’helix-a a I'extrem N-terminal de la proteina (Z= +4) [216].
Tenint en compte totes les caracteristiques que fan de I'HP-RNasa una eina de potencial

interés terapéutic, es parti de la variant PM5 com a base per a la creacié de zimogens d’HP-

RNasa activables per proteases de patogens, per la seva major facilitat d’obtencio.
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Figura 9. Comparacio de la variant PM5 respecte ’HP-RNasa salvatge.

A) Representacié esquematica de PM5 [173] en relacié a ’'HP-RNasa i la BS-RNasa on es mostren les 5 posicions en
que difereixen. B) Estructura tridimensional de PM5 (modelada a partir de la variant PM7 (1DZA.pdb), dreta) en
comparacio a I’'HP-RNasa salvatge (2K11.pdb, esquerra). Es remarquen les 5 substitucions en barres verdes a PM5,
en relacié als 5 residus originals, en taronja a la HP-RNasa. Estructures realitzades emprant el programa PyMol
(http://pymol.sourceforge.net/).

2.3. LA SINDROME DE LA IMMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (SIDA)

La Sindrome de la Immunodeficiéncia Adquirida (SIDA) en Humans és la manifestacié d’un
conjunt d’infeccions oportunistes que apareixen pel debilitament i descens del sistema
immunitari, causant finalment la mort. Aquesta malaltia és provocada pel Virus de la

Immunodeficiéncia Humana (HIV).

2.3.1. EL VIRUS DE LA IMMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

El HIV és I'agent causant de la SIDA [217]. El HIV és un virus que pertany a la familia
Retroviridae, dins el grup de lentivirus citopatics. Forma particules esfériques d’'uns 100 nm de
diametre. La seva estructura esta composada per tres capes (Figura 10A): (1) envolta
lipoproteica (ML, procedent de la membrana de la cél-lula hoste), on s’hi ancoren les proteines
virals de I'envolta (Env) gp120, de reconeixement i unié al receptor CD4 de limfocits T, gp41l
(domini transmembrana) (Figura 10B) i proteines que provenen de la membrana de la cel-lula

hoste; (2) la matriu (MA) esférica intermitja (formada per la proteina p17) (Figura 10C); i (3) la
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capsida (CA) central amb morfologia de con truncat (pentamers i hexamers de p24). A
I'interior, hi ha el material genétic envoltat per la nucleocapsida (NC) (Figura 10D) i els enzims
necessaris per les primeres fases del cicle viral. Infecta principalment limfocits-T i macrofags.
La patogenicitat del HIV-1 in vivo sembla estar directament relacionada amb el nivell

d’expressio viral [218].

Figura 10. Estructura d’una particula viral del HIV.

A) Esquema general d’una particula viral del HIV. S'indiquen les capes de I'envolta: bicapa lipidica (ML) amb les
glicoproteines de reconeixement (Env) (ampliades i detallant gp120-gp41 a B); matriu (MA o pl17, ampliada a C);
Capsida (CA o p24, ampliada a D); nucleocapsida (NC) envoltant 'RNA (ampliat a D). S'observen també els enzims
necessaris per la replicacio viral: proteines reguladores (ampliades a E), transcriptasa reversa i RNasa H (RT-RH)
(ampliades a F) i integrasa (IN, ampliada a G). Les imatges individuals s’han extret de http://visual-science.com.

Grups i variants de HIV. Existeixen dues tipologies d’aquest virus: HIV-1 i HIV-2. El primer és el
que presenta major incidéncia, i fou aillat per primera vegada paral-lelament per Luc
Montagnier i Robert Gallo, al 1983 [217]. El HIV-2 es troba bastant confinat a I'oest d'Africa, i
causa una malaltia similar al HIV-1 perd el virus és menys transmissible i el davallament del
sistema immunitari és més lent [219]. Del primer n’existeixen diferents grups (M, N, O i P). Els
grups N, O i P es troben restringits a |'oest d'Africa. El grup M, causant de la pandémia global,
es desenvolupa fa aproximadament un segle, i presenta 9 subtipus: A-D, F-H, J i K. El subtipus C
predomina a Africa i india (un 48% dels casos de HIV-1 del 2007). El subtipus B predomina a
Europa, America i Australia. La circulacid de subtipus recombinants cada vegada és més
comuna [220]. La marcada diversitat genetica del HIV-1 és a conseqliéncia de la funcié de la

transcriptasa reversa sense correccio d'error, resultant en una elevada taxa de mutacié.
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Genoma i precursors poliproteinics. El genoma viral esta constituit per dues molécules d’RNA
monocatenari de polaritat positiva (ssRNA+), poliadenilades a I'extrem 3’ i amb I'estructura
cap (Gppp) a I'extrem 5’. Presenta diferents punts amb marc obert de lectura (ORFs), que
permeten expressar uns o altres gens (Figura 11A). A la regid central del genoma es troben els
tres gens principals del HIV, comuns a tots els retrovirus, denominats gag, pol i env [221],
sequenciats per primera vegada per Ratner i col-laboradors [222]. Aquests gens s’expressaran
en forma dels precursors poliproteinics Pr55Gag, Pr160GagPol i Env o gp160, respectivament
(Figura 11B). Un cop processats, rendiran les proteines madures que configuraran els virions
infectius (Figura 11D). La fosforilacid dels precursors Gag i Gag-Pol sembla alterar la

susceptibilitat a la digestid per part de la proteasa [223].

El polipeptid Pr55Gag donara lloc a les proteines estructurals de la matriu, de la capsida i de la
nucleocapsida i p6, pli p2 [224]. p6 és essencial per I'alliberament dels virions madurs [225] i
p2 sembla intervenir en I'activacio i afinitat de la proteasa per les diverses dianes, fent que el
procés de maduracid es doni de forma seqiencial [226]. Els enzims codificats a pol es
sintetitzen a partir d’un canvi en el marc de lectura durant la traduccié prop del C-terminal de
Pr55Gag [227], obtenint el precursor poliproteinic Pri60GagPol. Aquest precursor conté les
proteines estructurals de Gag i també els enzims involucrats en la replicacié viral: proteasa (PR
o p11), transcriptasa reversa (RTp51) i RT-RNasa H (RTp66) (Figura 10F) i integrasa (IN) (Figura
10G). A més, en resulta una proteina a causa del canvi en el marc de lectura (transframe
protein, TFP) [228]. Tant les proteines madures estructurals de Gag com els enzims de Pol
s’obtenen a partir del processament post-traduccional dels polipeptids precursors dut a terme
per la proteasa especifica del virus, HIV-1 PR [229]. El tercer gen, env, codifica per
glicoproteines de I'envolta externa (Env) [222], sintetitzant-se també en forma de poliproteina,
gp160. Aquesta, pero, a diferencia de Gag i Pol, és digerida per una proteasa cel-lular durant la
ruta d’Env cap a la superficie cel-lular, resultant en la generacié de la proteina gp120 de la
superficie de I'envolta (SU) i la glicoproteina gp41 transmembrana (TM). gp120 conté els
determinants que interactuen amb receptors de membrana de I'hoste, mentre que gp4l
ancora el complex gp120/gp41 a la membrana i conté dominis indispensables per catalitzar la
fusié de membranes entre les bicapes del virus i de I’hoste durant la infeccid viral. A més, el
HIV-1 també presenta gens addicionals, com altres lentivirus: dos reguladors (tat i rev) i quatre
gens accessoris (nef, vpr, vpu i vif). Tat és critica per la retrotranscripcio i Rev juga un rol
important en el transport de I'RNA viral des del nucli fins al citoplasma. Vpu, Vif, Vpr i Nef
s’han denominat com a accessories o auxiliars, reflectint el fet que no sén uniformement
requerides per la replicacié viral (Revisat a [230]). Vpr i especialment Vpu [231] semblen estar
implicades en la formacié de canals idnics transmembrana que ocasionen la dissipacié del

potencial electrostatic (revisat a [232]) afavorint I'exocitosi dels virions [233].
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Figura 11. Estructura del genoma viral, precursors poliproteinics i funcié de la HIV-1 PR per a la obtencio de les
proteines virals madures.

A) Estructura genica als 3 marcs de lectura possibles del genoma viral. B) Precursors poliproteinics principals
resultants de I'expressié: Pr55Gag, Pr160Gag-Pol i Env. Es mostra també Nef per ser un polipéptid que sera
processat per la proteasa. C) Processament proteic dels precursors per part de la proteasa HIV-1 PR. *n indica
I'ordre d’actuacié a les dianes. Cal esmentar que Env és digerit per una proteasa cel-lular de I’hoste. D) Proteines
virals madures. Es numera els diferents punts de tall especifics o dianes de la proteasa, el qual es corresponen amb
les seqiiencies de la Taula 3. Proteines estructurals: MA, matriu. CA, capsida. NC, nucleocapsida. Enzims: PR,
proteasa. RTp51, transcriptasa reversa. RTp66, RT-RNasaH. IN, integrasa. Proteines de I'envolta: Gp120 i Gp41l.
Proteines reguladores i altres: p2, p1, p65¢ o p6™°, Nef (Negative factor), TFP (Transframe Protein).
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Cicle viral. El cicle viral del HIV es regula mitjangant miRNAs virals i cel-lulars [234], i succeeix
de forma similar a la resta de retrovirus, dividint-se en dues fases: la fase primaria i la fase
tardana. A la primera de les fases, la proteina de reconeixement gp120 s’uneix al receptor CDA4.
Degut a un canvi estructural de gp120, aquesta proteina es podra unir també a un coreceptor
dels limfocits-T (CCR5 o CXCR4) (també presents en altres tipus cel-lulars). Aquesta unio
provocara canvis conformacionals a gp41l i ocasionara la fusi6 de membranes [235].
Posteriorment, es duu a terme I'entrada i infeccié de la cél-lula. El virus es desencapsula i,
quan el material viral es troba a citoplasma, la transcriptasa reversa inicia la retrotranscripcio
d’'RNA a DNA, sembla ser que utilitzant I'oligonucleotid tRNA(3Lys) de I’'hoste com a
encebador, alterant abans la seva estructura tridimensional [236]. Es forma un hibrid RNA-
DNA. La RNasa H llavors degradara el component d’'RNA mentre la transcriptasa reversa
sintetitza el segon bri de DNA. Un cop retrotranscrit a DNA de doble cadena, es formara el
complex de pre-integracié (PIC) amb la integrasa i Rev, que es dirigira al nucli cel-lular. El
material geneétic viral podra quedar-se lliure o ser integrat al genoma de I'hoste com a
provirus, gracies a 'accié de la integrasa [237]. El provirus pot mantenir-se latent en aquesta
situacié durant anys, actuant com a reservori viral. A la fase tardana, i mitjangant la maquinaria
cel-lular de I'hoste, el genoma viral sera transcrit a mRNAs. Els mRNAs virals intactes formaran
el genoma dels nous virions i altres mRNAs duran a terme un procés de tall i unid i seran
aquests els que es traduiran per obtenir les poliproteines virals. Env, que formara els receptors
gp120 i gp41l dels nous virions, sera processada per una proteasa cel-lular i passara pel reticle
endoplasmatic sofrint modificacions post-traduccionals. Les proteines madures migraran,
incloses en la membrana de vesicules, cap a la membrana de la cél-lula. Les altres poliproteines
també es dirigiran cap a la superficie cel-lular i els virions immadurs aniran alliberant-se.
Aguests virions seran alliberats a I'exterior cel-lular, enduent-se fragments de membrana de
I’hoste com a envolta, i proteines del citosol preses, i seguiran infectant nous hostes. Durant
I’'assemblatge dels virions, la proteasa HIV-1 PR anira realitzant una proteolisi limitada a les
dianes especifiques, generant les proteines madures i funcionals (com s’ha explicat
anteriorment) que composaran la progéenie viral infectiva. A la Figura 12 s’esquematitza el cicle
viral del HIV.

Esgotament del sistema immunitari. (Revisat a [238]. Principalment, les cel-lules que infecta el
HIV sén els macrofags, cél-lules grans que deriven dels monocits (globuls blancs), quan han
entrat en teixits. Els macrofags fagociten (engloben i digereixen) microorganismes invasors i
cél-lules mortes o afectades. Generalment, quan engloben un patogen aquest queda atrapat
en una vesicula que es fusiona a un lisosoma, i sera digerit mitjangant enzims i peroxids toxics.
Després de la digestid, el macrofag porta antigens cap a la membrana (MHC ll) i els presenta a
cél-lules limfocits-T-CD4", per tal de potenciar I'eliminacié de la infeccié. En la infeccié pel HIV,
pero, els macrofags sén les primeres cél-lules que resulten infectades i queden com a reservori

del virus acoblat dins uns compartiments cel-lulars [239, 240]. Des d’aqui escamparan el virus.
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Figura 12. Cicle viral del HIV i punts d’actuacié dels antiretrovirals més habituals.
Imatge de Biointeractive (http://www.hhmi.org/biointeractive/), recursos gratuits per a estudis de ciéncia [241].

Les seglients cél-lules a ser infectades pel virus seran els limfocits-T, a través d’unes sinapsis
virologiques (VS) rapides i transitories [242], composades per complexes multimoleculars entre
proteines de I'envolta del virus, presents en una cél-lula infectada, i (co)receptors d’una cél-lula
sana [243]. La transmissidé del virus fundador de la poblacié viral d'un organisme a altres
cél-lules seguira amb un rapid increment de la replicacié viral i una elevada induccié de
citocines i quimiocines de la reaccid inflamatoria [244]. Aquest estat d'infeccié aguda i major
carrega viral (nombre de copies de RNA del HIV-1 per ml de plasma) és el moment més
propens per transmetre la infeccié [245]. La carrega viral llavors disminueix fins a estabilitzar-

se, controlada per la resposta immunologica (innata i adaptativa). Al llarg dels anys la infeccié
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provoca una davallada del sistema immunitari (per mort cel-lular natural i deguda al virus) i
una peérdua de funcié d'aquest per una activacié permanent esgotadora [246]. Els anticossos
neutralitzadors es detecten aproximadament als 3 mesos després de la transmissié [247].
L'expressid dels gens virals té un rol important en algunes patogenesis relacionades, com el

desordre neurocognitiu associat al HIV (HAND) [248].

Laténcia del HIV. La latencia es defineix com la integracié del DNA viral dins el genoma de
I'hoste, en abséncia de produccié viral. Aquesta infeccié latent roman invisible pel sistema
immunitari i no es veu afectada pels antiretrovirals habituals. Recentment s’ha vist que el punt
del genoma on es duu a terme la integracid pot resultar critic en I'expansid i la persisténcia de
les cél-lules del reservori, essent major en casos en qué la integracié es duu a terme en gens
involucrats en el control del creixement i divisié cel-lular [249]. La transcripcié del provirus
integrat es troba restringida per diversos factors, incloent la localitzacié sub-nuclear del
provirus, I'abséncia de factors de transcripcié (com NF-kB, que queda segrestat al citoplasma),
la preséncia de repressors de transcripcid, les modificacions del promotor del HIV (acetilacions
i metilacions de les histones i modificacions al DNA) i concentracions sub-optimes de la
proteina viral Tat [250]. Aquesta laténcia es pot donar en diferents tipus cel-lulars, alguns d'ells
confinats a llocs de dificil accés per les drogues habituals, que actuaran de reservoris del HIV.
Les caracteristiques del reservori varien en funcié del pacient, de I'estat de la malaltia i de
I'interval de temps transcorregut entre el moment de la infeccid i l'inici del tractament HAART,
gue afecta tant a la quantitat de cél-lules en laténcia com en la tipologia d’aquestes [251]
(revisat a [252, 253]. A partir del reservori el virus és disseminat per tot el cos a través de la

sang periferica, fent que quan s’interromp el tractament el virus torni a rebrotar.

Reservoris del HIV. El reservori de HIV de I'organisme es situa en diferents regions (revisat a
[254]). El que s’infecta més directament son cél-lules del sistema immunitari, com les cel-lules-
T de memoria, de llarga vida [255, 256]. D’altra banda, també les cél-lules dendritiques, la
medul-la Ossia, i teixits i ganglis limfatics sén un reservori important. Aixi, no és d’estranyar
que el tracte genital i gastrointestinal, amb un sistema limfatic important associat, també ho
siguin [257, 258], causant preséncia de virus a fluids corporals com el semen, fluids vaginals i
saliva, a més de a la llet materna i a la sang. Blackard i col-laboradors identificaren mutacions
del HIV especifiques localitzades a la poblacié viral del fetge, donant suport a la hipotesi que el
fetge és un compartiment del reservori diferenciat [259]. | més recentment, s’ha observat que
els macrofags dels pulmons resulten també un reservori independent [260]. A més, també el
sistema nerviods central (CNS) [261, 262], pot presentar soques de HIV diferents a la periféria
de l'organisme [263]. El CNS és un dels reservoris de més dificil eradicacid per les seves
peculiars caracteristiques, que poden alterar els resultats d'algunes terapies. Presenta
diferents tipus cel-lulars, com macrofags, microglia, astrocits, oligodendrocits, neurones...
alguns dels quals sén especifics. Els dos ultims tipus semblen ser resistents a la infeccié per HIV

[264]. A més, també alguns factors de transcripcié sén propis (altres, compartits amb altres
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tipus cel-lulars, com el NF-kB). Hi ha un menor nombre de cel-lules del sistema immunitari. |
presenta un dificil accés degut a la barrera hematoencefalica (BBB) (revisat a [265]), una
barrera fisica i enzimatica que controla el pas de molécules de la sang al cervell. Per a la
introduccié de drogues al CNS, el pes molecular, la lipofilicitat i la unié a proteines de la sang
son els factors que influencien més a la distribucio d'aquestes en el teixit del CNS [266]. Per tal
d'incrementar la permeabilitat de la barrera hematoencefalica, a part de mecanismes de
transcitosi mediada per receptor, s'han creat nous mecanismes com |'aplicacié d'interferéncia
electromagnética o per ultrasons, solucions hipertoniques d'urea o mannitol que inhibeixen el
reflux causat pels transportadors, nanoparticules diana i nanoHAART mediada per cel-lules
(Revisat a [267, 268]).

2.3.2. LA PROTEASA DEL HIV (HIV-1 PR)

La proteasa HIV-1 PR, codificada al material genétic del virus, catalitza el processament dels
precursors poliproteinics virals (Pr55Gag i Pr160GagPol, i Nef) de forma altament especifica i
regulada, donant lloc a les proteines madures aillades [269]. Es sintetitzada integrada en la
poliproteina Gag-Pol i s’escindeix de forma autocatalitica [270]. Sense |'actuacié d’aquesta
proteasa, per eliminacié, mutacid o inhibicio, els virions produits no sén infectius [271, 272].
Aixi, la replicacié del HIV és depenent de I'accié especifica de la HIV-1 PR, essent aquest enzim

una de les principals dianes d’actuacié dels farmacs utilitzats per combatre la infeccié del HIV.

Estructura general de HIV-1 PR. La HIV-1 PR presenta una estructura nativa homodimerica,
formada per dos mondmers idéentics de 99 residus, amb una massa molecular d’11 kDa cada
un [273] i un punt isoeléctric de 8.7. L’estructura tridimensional de la proteasa (Figura 13) es
va predir per modelat molecular [272] i es confirma per cristal-litzacio i difraccid per raigs X
(3HVP [274]). S’engloba a la familia de les aspartil-proteases [271] i compta amb la preséncia
de dos residus aspartics catalitics (posicions 25 i 25’) al seu centre actiu. Aquests residus
formen part de la seqliiéncia consens Asp-Thr-Gly (posicions 25-27) caracteristica de les
aspartil-proteases [274]. A diferéncia de les aspartil-proteases conegudes en eucariotes, les
proteases retrovirals sén dimeriques (Figura 13A), essent la dimeritzacidé imprescindible per la
seva activitat proteolitica. El dimer es forma mitjangant una interdigitacié dels extrems amino i
carboxil terminals dels dos monomers, formant un full-B estabilitzat per una xarxa de ponts
d’hidrogen [274]. L'enzim presenta dos flaps o loops, rics en Gly que els fa altament flexibles,
estabilitzats per contactes intermoleculars. Quan la proteasa s’uneix al substrat, els dos flaps
es mouen fins a 7 A, permetent I'ancoratge d’aquest al centre actiu de I'enzim [275] (Figura
13B).
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Figura 13. Estructura de la proteasa HIV-1 PR.

A) Estructura general (1HVP) [276]. Es mostra una ampliacié dels residus catalitics d’aspartat Asp,s i Asp,s,
ressaltats en barres vermelles. B) Superficie del centre actiu de I'enzim, amb I'heptapéptid substrat SQNYPIV al seu
interior. C) Disposicio de I'heptapeéptid substrat (P4 — P3’) al centre actiu. Es visualitza des del punt de mira que
marca la fletxa negra de B. Es mostra la localitzacié dels aspartics catalitics entre P1 i P1’, el punt d’escissio. Es
diferencien els dos monomers de la proteasa en dos tons de gris. L’heptapeptid SQNYPIV s’ha acolorit en taronja.

Subsetis de la proteasa i tipologies de substrat. La HIV-1 PR reconeix i acomoda el substrat
peptidic a la interfase dels dos monomers, requerint un minim de 7 residus aminoacidics (de
P4 a P3’) per a la hidrolisi especifica, tal i com s’ha analitzat bioquimicament [277] i
cristal-lograficament (revisat per [278]). L'escletxa del centre actiu de la proteasa conté 8 llocs
d’unié (S4, S3, S2, S1, S1’, S2°, S3’, S4’) pels residus de I'octapeptid (P4, P3, P2, P1 * P1’, P2,
P3’, P4’) que sera tallat entre P1 i P1’ (Figura 13C) (nomenclatura de [279]), mitjancant un
mecanisme d’hidrolisi acid + base. En aquesta reaccio catalitica els dos residus Asp25 i Asp25’
activen una molécula d’aigua per a realitzar un atac nucleofilic sobre I'enllag amida-carbonil

entre P1iP1’, aconseguint digerir especificament diversos substrats peptidics [280, 281].

En funcié dels residus contigus al lloc de tall, distingim dues tipologies de substrats peptidics,
proposada per Pettit i col-laboradors [282], caracteristics de les proteases retrovirals: Substrats
de tipus 1, que contenen aminoacids aromatics a la posicid P1 i prolina a la posicid P1’; i
substrats de tipus 2, amb aminoacids hidrofobics tant a P1 com a P1’. Els péptids que formen
els diferents llocs d’escissid presenten una estructura secundaria superposable, molt similar,

gue encaixa amb els subsetis d’unié de la HIV-1 PR. No obstant, cada substrat presenta una
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estructura Unica i hi ha diferéncies subtils en la manera en qué els aminoacids sobresurten. Es
pensa que aquestes petites diferéncies en I'estructura, afecten I'afinitat de la proteasa viral,
que exhibeix una especificitat context-depenent [282-284]. Aixi, la proteolisi que dura a terme
no depén només dels residus contigus al punt de tall, siné6 també dels residus adjacents.
Gracies a aquesta qualitat, es déna una regulacid del processament poliproteinic, en que totes

les escissions es produeixen a diferents velocitats i de forma ordenada [226, 285].

Dianes naturals de la proteasa. De forma natural, la proteasa reconeix i digereix 12
seqliencies a les poliproteines Gag i Gag-Pol [286-288], essent les seqliéncies que composen

aquests punts de tall altament diverses [280]. Aquestes seqiiencies es recullen a la Taula 3.

Taula 3. Seqiiéncies naturals reconegudes i digerides per la proteasa HIV-1 PR localitzades als precursors
poliproteinics del HIV-1.

TN ._a 0 d d
Diana Punt de tall Sequiencia .r re‘ ,(E
P5 P4 P3 P2 P1 * P1’ P2’ P3’ P4’ P5’ digestio
Pr55Gag
1 MA/CA (p17/p24) VSQNY*PIVQN 2
2 CA/p2 (p24/p2) KARVL*AEAMS 5
STAIM*MQKGN
3 p2/NC SATIM*MQRGN (B) 1
NTNIM*MQKSN (C)
4 NC/pl ERQAN*FLGKI 4
5 p1/p6%* RPGNF*LQSRP 3
Pr160GagPol
6 NC/TFP ERQAN*FLREN 4
ENLAF*QQGEA
7 TFP/p6™ ENLAF*PQGKA (B) 4
ENLAF*PQGEG (C)
TSFSF*PQITC
8 p6°°'/PR VSFSF*PQITL (B) 4
GTLNF*PQITL (C)
9 PR/RTp51 CTLNF*PISPI 5
10 RTp51/RTp66 GAETF*YVDGA 3
11 RTp66/IN IRKVL*FLDGI 2
Nef
PDCAW*LEAQE
12 Nef ADCAW*LEAQE (B) -
ADCAW*LEAQE (C)

®Es mostra la seqiiéncia consens (residus de P5 a P5’) de les dianes naturals de HIV-1 PR. En
els casos d’elevada variabilitat es llisten les seqiencies més habituals trobades en altres
subtipus de HIV-1Bi C.

® Ordre de processament de les dianes. Esquematitzat a la Figura 11C.

* Indica el punt de tall a la sequiéncia diana per la proteasa HIV-1 PR.
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El processament seqliencial de les poliproteines Gag i GagPol (Figura 11C) s’inicia amb la
digestié de I'enlla¢ entre p2 i NC. A Gag, anira seguit de la separaci6 MA/CA i de p1/p6.
Finalment, els dos petits péptids espaiadors s’eliminen (presentant la velocitat més limitant),
primer NC/p1l i finalment CA/p2 (revisat a [289]). A GagPol, després de la digestio entre p2/NC
i de forma paral-lela a la digesti6 MA/CA de Gag, es dura a terme la separacid RTp66/IN.
Després es tallara la diana RTp51/RTp66, seguida del processament de les dianes entorn la TFP
(p6™'/TFP i TFP/PR). Finalment, el punt més tarda sera PR/RTp51 (revisat a [285]).

Els 7 punts de tall que defineixen les principals proteines estructurals i enzimatiques del HIV-1
(p17/p24, p24/p2, NC/pl, NC/TFP, PR/RTp55, RTp55/RTp66, i p66/INT) es troben molt
conservats. La forta pressio selectiva exercida en aquest grup és, presumiblement, un reflex de
la necessitat de mantenir la conformacié espacial enzim-substrat, la natura hidrofobica de
I’enlla¢ a escindir i I'activitat biologica. En canvi, les 5 dianes de digestio restants presenten
pressid selectiva positiva, diversificant i exhibint variabilitat entre diferents subtipus de virus i
dins d’aquests. La diana p1/p6%® presenta variabilitat moderada i p2/NC, TFP/p6°®, p6°°'/PR i
Nef sén altament variables [288]. D'aquestes, les 4 primeres s’involucren en la regulacié del
processament poliproteic, i TFP/p6°®, en I'activaci de la proteasa [226, 290-292]. La diana que
és digerida inicialment i de forma més eficient és p2/NC, i és la que presenta més variabilitat
de totes [288] (revisat a [289]). Els polimorfismes als punts de tall podrien, amb el temps,
ocasionar un impacte diferent en la patogénesi dels subtipus virals de HIV-1 i, degut a una

major tendéencia a mutar, també en I'aparicié de resistéencies a la terapia antiretroviral.

A la recerca de dianes diferents de les naturals, que poguessin ser més eficients com a substrat
en assajos d’activitat de la proteasa HIV-1 PR i en el disseny d’inhibidors, Beck i col-laboradors
[280] assajaren diferents seqliencies aminoacidiques empleant una llibreria de fags. Aquest
meétode permeté analitzar una gran quantitat de seqliéncies hexameériques i aleatories,
identificant substrats digerits eficientment per la proteasa HIV-1 PR en condicions proximes a
les fisiologiques (pH 6.7 i 0.2 M NacCl). S’identificaren 11 substrats escindits de forma més
eficient que la seqtiéncia del lloc natural d’escissi6 MA/CA de les poliproteines Gag i Gag-Pol.
Aix0 va permetre proposar nous substrats peptidics a partir d’aquests i la seqiieéncia consens.

La seqiiencia hidrolitzada de forma més eficient per la proteasa fou Ac-GSGIF*LETSL-NH,.

Condicions optimes i d’estudi de I’activitat. Les condicions que son optimes per |'activitat in
vivo per part de la proteasa HIV-1 PR encara estan per definir. Aixi, molts estudis d’activitat de
la proteasa o de caracteritzacid de substrats i analegs d’aquests, s’han realitzat a pH més baix i
concentracions salines més elevades en relacid a les condicions fisiologiques [293, 294]. S’ha
observat que la proteasa és una proteina de baixa estabilitat conformacional, presentant una
activitat més elevada en solucions amb elevada forga idnica (1 M NaCl) i a pH acid proper a 5.0,

condicions que afecten I'afinitat pel substrat i les constants Ky i ke.: [273]. La seva activitat
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proteolitica sovint causa autodegradacié del mateix enzim principalment entre els llocs Leu5-
Trp6, Leu33-Glu34, Leu63-lle64 [295, 296], essent Leu5-Trp6 el primer a ser processat [295].
Aquesta capacitat autoproteolitica s’ha de tenir en compte en processos de produccid i

caracteritzacié de I'enzim, ja que porta a una perdua d’activitat irreversible.

El paper essencial de la proteasa en el cicle i la infectivitat del virus I’ha dut a ser la diana més
utilitzada pels farmacs contra la SIDA. Una estratégia basada en I'activacié d’una toxina per
part de la proteasa HIV-1 PR enlloc de la seva inhibicid, podria reduir I'aparicié de resistencies.
Com a exemples d’aquesta estrategia es poden esmentar dos treballs, el primer es tractava
una variant de caspasa-3 activable per la proteasa del HIV que matava selectivament cel-lules
infectades pel virus [297]. El segon, dut a terme per Falnes i col-laboradors, modificaren la

toxina difterica per tal que fos activada per la HIV-1 PR de forma especifica [298].

2.3.3. TERAPIA ANTIRETROVIRAL | NOVES ESTRATEGIES D'APROXIMACIO A LA CURA
FUNCIONAL DE LA SIDA

Més de trenta anys després de la notificacié de la primera prova clinica de la SIDA, la pandémia
encara representa un gran repte per a la salut publica. Des de que es va detectar, més de 60
milions de persones s’han infectat pel HIV. Els primers casos de HIV van ser descrits a inicis
dels anys 80 [299], i d’aleshores enga s’ha avangat molt per incrementar la supervivencia dels
afectats. Desgraciadament, malgrat que el nombre de morts per SIDA a Catalunya, a I'Estat
Espanyol i a nivell mundial disminui significativament durant els anys 90, el nombre de
persones vivint amb SIDA no ha disminuit degut a un relaxament en I'atencié de la poblacié
envers aquesta malaltia [300] i a I'augment de I'esperanca de vida. El nombre de persones
vivint amb SIDA arriba a 35.3 milions el 2012 [301].

Terapia antiretroviral de gran activitat (HAART). Les primeres drogues desenvolupades
contra la SIDA van ser analegs de nucleosids, dissenyats per obstruir la transcripcié reversa
(com la zidovudina o Retrovir®) i inhibidors de la HIV-1PR (com el saquinavir) [302].
Actualment existeixen quatre tipologies de farmacs (revisat a [238]): inhibidors de la fusié de
membrana i antagonistes del coreceptor CCR5 o CXCR4, que bloquegen l'entrada viral;
nucleosids i no-nucleosids inhibidors de la transcriptasa reversa (NRTIs i NNRTIs) que
bloquegen la transcripcid inversa del genoma viral d'RNA a DNA; inhibidors de la integrasa, que
prevenen la integracié en forma de provirus al genoma de I'hoste; i inhibidors de la proteasa,
que interfereixen en el procés de maduracié dels virions. Els diversos tipus d’inhibidors del
cicle viral i els seus punts d’actuacio es mostren a la Figura 12. Recentment alguns autors han
proposat la creacid de nous inhibidors que tinguin com a diana altres enzims dels estadis
tardans d’assemblatge i maduracio dels virions [303] o de la seva alliberacid (inhibidors de la

Vpu) [304]. La combinacio de diverses tipologies de farmacs porta a la Terapia Antiretroviral de
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Gran Activitat (HAART), resultant en una elevada reduccié de la poblacié viral, i en
conseqliencia, en una reduccié dels simptomes i de la morbiditat i mortalitat associats a la
malaltia [305]. Aixi, la SIDA ha passat de ser una malaltia letal a ser cronica manejable. El regim
convencional combina dos nucleosids inhibidors de la transcriptasa reversa (emtricitabina o
lamivudina, junt amb abacavir, tenofovir o zidovudina) amb un inhibidor no-nucleosid de la

transcriptasa reversa, un inhibidor de la proteasa o un inhibidor de la integrasa.

Malgrat que les drogues antivirals aplicades en la terapia HAART han demostrat ser efectives a
curt termini, s’ha vist que I'aplicacié durant llargs periodes presenta algunes problematiques,
actualment ja ampliament conegudes. En primer lloc, la terapia HAART no presenta una
capacitat total de supressio de la replicacié viral, que combinada amb la plasticitat genetica
que presenta el HIV-1 resulta en una seleccié de sub-poblacions de HIV amb mutacions que
confereixen resisténcia a les drogues emprades [306]. Una altra qulestido sén els efectes
secundaris severs del tractament, especialment afectacions del metabolisme dels lipids, que
representen una problematica creixent en els pacients que van allargant I'esperanca de vida,
ates que desenvolupen malalties cardiovasculars [302, 307]. En alguns casos, I'eventual
disminucié dels nivells de proteines virals degut a la resposta immunologica contra aquestes,
causa dificultats en I'aplicacié d’algunes drogues. També, malgrat la terapia HAART, la
recuperacio del sistema immunologic no és complerta. Finalment, la SIDA resta com a malaltia
cronica degut a I'existéncia de reservoris virals al cos huma en cel-lules farmacoldgicament
inaccessibles pels antivirals existents ocasionant una necessitat de tractament permanent al
llarg de la vida [253].

Tots aquests factors sén encara un problema, existint un ampli marge pel refinament de
tractaments i el desenvolupament de noves estrategies amb menys possibilitats de ser
eludides pel virus. Tot i els resultats recents de re-creixement de la carrega viral després d’una
remissio prolongada en els coneguts casos de "el pacient de Berlin" [308, 309], “el nen de
Mississipi” que inicia la terapia poc després del seu naixement [310] i "els pacients de Boston"
[311, 312], aquests casos d’aparent cura temporal han inspirat el desenvolupament de
diverses estratéegies i nous punts de recerca futura (Taula 4) per intentar assolir la cura de la

SIDA definitiva, denominada com a 'cura funcional'.

Tractament de ‘xoc i mort’. Aquesta estratégia té l'objectiu de tractar pacients amb
compostos que reactiven la transcripcid dels provirus latents de HIV per tal de que expressin
les proteines i les particules virals [313] i deixin de ser invisibles al sistema immunitari, que
eliminara la cel-lula reduint el reservori viral. Aquesta estrategia s'ha d'aplicar en combinacié a
terapia antiretroviral per evitar la infeccié de noves cél-lules. Inicialment, per encarar la part de
‘xoc’ i activacid de la transcripcié viral, s’estudia I'activacié de les cél-lules-T mitjancant
anticossos anti-CD3 o en combinaci6 amb citocines TNF-a, IL-2, IL-6 i IL-7 [314-317].

Actualment existeixen diversos agents activadors del HIV latent, testats tant en models in vitro
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com ex vivo en cél-lules T CD4" de pacients, amb alguns candidats que avancen en proves
cliniques (revisat a [318, 319]). En sén exemples inhibidors de histona-acetilases (HDACI) [320],
com el vorinostat, el panobinostat i la romidepsina [321-323]. Un altre tipus de compost que
activa la transcripcid dels gens provirals sén els activadors del promotor de la transcripcié del
factor nuclear kB (NF-kB), com la prostratina i analegs [324, 325] i la briostatina i analegs [326].
Per tal de veure si el virus va remetent en les diverses proves cliniques contra la SIDA es fan
interrupcions del tractament HAART (ATI, Analytical Treatment Interruption) [253].

L’eliminacié de les cel-lules on el virus es reactiva, s’efectua gracies al sistema immunitari.

Millora i estimulacio del sistema immunitari. Paral-lelament a la terapia antiretroviral o a
I'estrategia anterior de 'xoc i mort', sovint cal reforcar el sistema immunitari, concretament els
limfocits-T especifics anti-HIV citotoxics (CTL), esgotats per la seva activacié permanent. S'esta
estudiant la regeneracid externa de ceél-lules CTL autologues i la seva reintroduccié a
I'organisme. N'és un exemple I'estudi que combina la terapia HAART primerenca amb la infusié
de CTL del pacient regenerades (NCT02231281), a Xina, en fase Il de proves cliniques. Per altra
banda, es coneix que una minoria de pacients generen un tipus d’anticossos (bNAbs) més
potents i que neutralitzen un rang més ampli de subtipus virals que els anticossos
convencionals produits per la majoria de pacients [327]. Actualment, la produccié d'anticossos
neutralitzadors genérics com a nova estratégia immunogenica contra el HIV és un dels majors
focus d'estudi per a vacunes [328]. Per exemple, els anticossos PGT121 o VRCO1 bNAb, el
darrer dels quals en simis s'associa a I’envolta del virus en el lloc de reconeixement de CD4" i
evita la unié de particules virals a les cél-lules CD4", inhibint I'entrada a la cél-lula [329, 330].
També s’ha estudiat la creacid d’anticossos biespecifics, artificials, composats de dos
fragments d’unio a antigen, per exemple d’unié a proteines de I'envolta del HIV expressades
en cél-lules infectades i a la proteina CD3, present a totes les cél-lules-T, incloses les CD8"
citotoxiques, facilitant aixi I'eliminacié de cél-lules infectades per part de les segones [253,
331].

Terapia geénica. Imitant la deficiencia per CCR5 a la que es sotmeté “el pacient de Boston” a
través d’un transplant de medul-la, a qui no es detecta carrega viral al plasma durant més de 6
anys, s’ha eliminat I'expressié d’aquest receptor en cel-lules mare i limfocits-T de pacients
mitjangant terapia génica amb noves tecnologies com nucleases dits-de-zinc [332] amb uns

resultats inicials exitosos [333].

Silenciament permanent del reservori. Una alternativa al tractament per xoc i mort podria ser
la prevencid de la reactivacié del provirus quan s’interromp el tractament antiretroviral. En un
estudi en fase inicial, s’"ha trobat I'existencia de tres proteines cel-lulars que semblen ser
repressores de la transcripcio del HIV latent en presencia d’estimuls per a la reactivacié viral
(SMYD2, SUV39H1 i SETDB1) [253, 334].
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Vacunes. Fins ara, les vacunes per aconseguir poder interrompre la terapia antiretroviral no
han obtingut resultats massa rellevants (revisat a [335]). Algunes vacunes han incrementat la
resposta de I'organisme contra el HIV [336], perd no permeten la interrupcid total de la terapia
HAART. La prova RV144 [337] feta a Tailandia, sembla ser la més reeixida, arribant a un 31% de
reduccié en la infeccid per HIV. Actualment, pero, algunes proves recents amb cél-lules
dendritiques i amb citomegalovirus [338] o amb lentivirus [339] com a vector, aquest ultim
combinat amb I'estimul del sistema immunitari, o les sinérgies de tractament de 'xoc i mort'
amb vacunes (en fase I/ll de proves cliniques: Medical Research Council and Research into
Viral Eradication of HIV Reservoirs (MRC RIVER), Anglaterra (Prime: ChAd.V63.HIVconsy;
boost:MVA.HIVconsv); i (EudraCT 2013-004747-23)

prometedores.

Dinamarca numero semblen

Biomarcadors. Un punt interessant a investigar [340] és I'existéncia de biomarcadors que
distingeixin les cél-lules infectades de les sanes. Sembla ser que hi ha grans diferéncies entre
I'expressié génica de les cel-lules sanes i les que presenten infeccié latent (gens relacionats
amb la proliferacié cel-lular, cicle cel-lular, supervivencia, regulacié de la transcripcio i de la
post-transcripcid, metabolisme basic...) suggerint multiples bloqueigs bioquimics i metabolics

que contribueixen a la prevencié de I'expressié dels gens provirals. En estudis inicials, sembla

que cél-lules-T CD4" que presenten infeccid latent sobreexpressen més proteines CD2 [341].

Taula 4. Punts d’estudi actuals per a I’assoliment de la cura funcional de la SIDA.

Identificacié d’agents que
reverteixin la laténcia

Multiples agents estan essent identificats en
sistemes model. Molts encara no s’han testat
en pacients.

Combinacid i descoberta de nous agents.
Tests en cel-lules de pacients.

Prevencio de la infeccid
de noves cel-lules després
de revertir la latencia

La terapia HAART modera sembla ser
suficient per la prevencié d’infeccions de
novo.

L’analisi de I'efecte d’intensificacié de la
terapia HAART durant la reversio de
laténcia podria reduir I'amenaga de

noves infeccions.

Promocio de la mort de
cél-lules infectades una
vegada revertida la
latencia

Multiples mecanismes de vacunacid i reforg
del sistema immunitari estan actualment en
desenvolupament.

Immunitzacio terapéutica abans de la
reversio de la laténcia, desenvolupament
de nous agents que es dirigeixin a
cél-lules infectades productives.

Mesura de la mida del
reservori latent

Els assajos actuals sobreestimen o
subestimen la mida del reservori. La viremia
residual reflecteix la mida del reservori, pero

en forga pacients no és detectable.

Desenvolupament de nous assajos que
permetin una millor estimacié.

Reservoris addicionals

S’han proposat gran quantitat de reservoris
addicionals del HIV, perd no s’ha confirmat
I'aillament d’aquests en alguns casos.

Estudis en simis podrien aportar millors
evidencies dels reservoris addicionals que
persisteixen amb la terapia HAART.

Incertesa del moment de
reactivacié natural del HIV
quan s’atura la terapia
HAART

Es requereix de I'analisi continuat dels nivells
d’RNA viral en plasma, reiniciant la terapia
HAART quan els nivells augmenten, abans

que el virus pugui augmentar els reservoris .

Desenvolupament d’assajos que mesurin
la carrega viral de forma més simple.
Desenvolupament de models que
prediguin el moment de reactivacié
natural del virus .
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2.3.4. RIBONUCLEASES EN LA TERAPIA CONTRA EL VIRUS DE LA SIDA

Diverses proteines citotoxiques naturals de plantes, bacteris o fongs, entre les quals cal
destacar les RNases, juguen un rol important en la prevencié d’infeccions viriques. Es conegut
gue algunes infeccions virals indueixen I'expressié de RNases en I’hoste, bloquejant la
replicacio viral [342]. Algunes RNases presenten activitat antiviral a través de la degradacio de
I’'RNA viral a concentracions subtoxiques per les cél-lules, en les quals I'enzim pot establir
contacte amb la superficie cel-lular perd no aconsegueix internalitzar a les cél-lules. Sembla ser
que es ddna un procés d’internalitzacid mediada pel mateix virus en el moment de la infeccié,
actuant com a element transportador i facilitant I'entrada de la RNasa fins al citosol, com s’ha
vist per algunes RNases fungiques [343]. Un cop dins la cél-lula, I'enzim degradaria I'RNA viral
i/o cel-lular inhibint la replicacid viral [169]. Aixi, algunes RNases s’han proposat com a agents

terapeéutics potencials pel tractament contra la SIDA (Revisat a [344]).

S’han trobat RNases antivirals contra el HIV-1 en diversos dominis de la vida. Entre els fongs,
son destacables la RNasa de Lyophyllum shimeji, que inhibia I'activitat de la transcriptasa
reversa del HIV-1 [345], i la TG-RNasa, de Thelephora ganbajun [346]. En plantes també s’han
estudiat algunes RNases de ginseng per a |'aplicacié en la terapia contra el HIV-1 [347-349]. En
animals, en destaquen I'ONC i la BS-RNasa, conegudes sobretot per la seva activitat
antitumoral [69, 74, 135]. L'ONC i la BS-RNasa, inhibeixen la replicacié del HIV-1 in vitro en
cél-lules leucémiques H9 en un 90-99.9% a unes concentracions innocues per a les cél-lules
infectades [169]. Algunes RNases humanes manifesten també certa activitat antiviral contra el
HIV, com I'ECP (Proteina Cationica d’Eosinofil) [350] o I'EDN (Neurotoxina Derivada d’Eosinofil)
[351], pero la ECP és efectiva contra un ampli rang de patogens, suggerint una accié poc
especifica [73], i ambdues proteines causen a vegades danys a teixits de I'hoste [352-356].
Aquests fets limiten la seva possible utilitzacié com a possibles farmacs antivirals. Finalment i
de forma interessant, la RNasa H retroviral exhibeix també una potent activitat anti-HIV.
Després de la seva activaci6 per un oligodesoxiribonucleotid, la RNasa H redueix
significativament el nivell d’'RNA del HIV al plasma, resultant en I'auto-destruccié dels virions.
Aguest fet revela que I'activacié prematura, enlloc d’inhibir enzims del HIV, pot ser una via util
per a lluitar contra la SIDA [357].

L’activitat anti-HIV-1 d’aquestes ribonucleases aniria dirigida principalment contra I'RNA viral
i/o cel-lular per part d’aquests enzims hidrolitics, inhibint la transcripcid reversa i la sintesi
proteica requerides pel cicle viral i/o cel-lular [358]. D’aquesta manera s’impediria la replicacio
viral de forma més directa o, en el cas d’afectar majoritariament el funcionament cel-lular,
s’induiria el procés d’apoptosi i mort cel-lular, interrompent igualment el cicle viral. Aquesta
activitat caracteristica fa que les ribonucleases resultin atractives, a més de com a agents
antitumorals, també com a anti-HIV-1 que podrien ser utilitzats soles o en combinacié amb

altres quimioterapeutics, facilitant el disseny i desenvolupament de drogues associades [359].
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En contrast amb els severs efectes secundaris i aparicié de resistencies dels agents
qguimioterapeutics habituals, amb la utilitzacié de ribonucleases antivirals, existint homolegs
humans o essent algunes d’elles d’origen huma, seria d’esperar un menor nombre d’efectes
secundaris i una menor resposta immunologica en ser aplicades en clinica humana. Una
problematica de les RNases contra la SIDA és que, com la majoria d’antiretrovirals actuals, no
poden atacar el virus quan aquest es troba en forma de provirus. De la mateixa manera que
s'esta estudiant la combinacié de la terapia HAART amb activadors de la transcripcio viral,

també es podria dur a terme amb les RNases.

2.4. ZIMOGENS DE RIBONUCLEASES

La creacidé de zimogens proporciona una opciod versatil per al control de I'activitat enzimatica,
permetent desenvolupar noves aplicacions d’enzims en biotecnologia i biomedicina. Tenint en
compte les funcions especials que presenten algunes RNases, la creacié d’un “Cavall de Troia”
basat en un zimogen de ribonucleasa podria tenir una clara aplicacié farmacologica, estenent
la seva utilitat terapéutica. Inspirat pels zimogens de proteases, Raines i col-laboradors van
aplicar aquesta estratégia a la RNasa A [360-362], creant un zimogen a partir d’un procés de
permutacié circular. La permutacid circular consisteix a grans trets a clonar els gens duplicats
d’una proteina de forma consecutiva i amplificar a partir d’uns residus escollits generant nous
extrems N- i C- terminals. Aquesta nova proteina ha de recuperar el plegament proteic. A
partir de I'’enzim salvatge, es fusiona el gen de la RNasa amb un fragment codificant per un
péptid que contenia la diana d’una proteasa concreta. Es connectaren aixi els extrems N- i C-
terminals originals amb aquesta seqliéncia peptidica especifica que, alhora, bloguejava el
centre actiu i actuava com un pro-segment d’un zimogen natural inhibint aixi I'activitat
ribonucleolitica. Amb la digestié d’aquest segment per part d’'una proteasa d’un patogen, es

recupera gran part de I'activitat ribonucleolitica comparable a I'enzim salvatge.

Un zimogen de ribonucleasa funcional i optim ha de presentar les segiients caracteristiques
(Figura 14): El zimogen ha de mantenir suficient estabilitat conformacional abans i després de
I'activacid, i tant a fora com a l'interior cel-lular. El zimogen o precursor ha d’internalitzar de
forma eficient i ha de resultar innocu per les cel-lules sanes, presentant una activitat i una
citotoxicitat baixes. El zimogen ha de ser afi a la proteasa del patogen que l'activara, de
manera que a una cel-lula infectada, que comptara amb preséncia d’aquesta, es pugui dur a
terme la digestio especifica de la seqiiencia de bloqueig del centre actiu del zimogen, obtenint

la seva forma activa. Un cop activat, no ha de ser inhibit per 'Rl que es troba a l'interior

cel-lular, podent aixi desenvolupar unes activitats ribonucleolitica i citotoxica substancialment
superiors a la forma precursora, portant a la mort per apoptosi de les cél-lules infectades pel

patogen.

-51-



INTRODUCCIO

Figura 14. Caracteristiques necessaries per
a un zimogen de ribonucleases optim.

Un zimogen creat per permutacio circular a
partir de I'enzim salvatge ha de mantenir
una elevada estabilitat conformacional,
internalitzar a les cél-lules resultant innocu
en la seva forma inactiva, i activar-se
eficientment a través d’una proteolisi
especifica. Gracies a la capacitat d’evasié de
I'inhibidor de ribonucleases (RI), ha de
poder desenvolupar finalment la seva
activitat ribonucleolitica, duent a la cél-lula
a mort cel-lular per apoptosi.

-52-









OBIJECTIUS

3. OBJECTIUS

Les cel-lules controlen la funcid de les proteases mitjangant la inhibicié o bé mitjancant la seva
sintesi en forma de proenzims o zimogens. Basant-nos en |'estratégia que de forma natural
tenen les proteases per tal de regular la seva activitat quan sén sintetitzades en forma de
zimogens, en aquesta tesi es proposa la construccié de variants de zimogens de ribonucleases,
basats en I'Onconasa® (ONC) i la Ribonucleasa Pancreatica Humana (HP-RNasa), per tal que
fossin activables especificament per la proteasa del Virus de la Immunodeficiencia Humana de
tipus 1 (HIV-1 PR). Aquests zimogens estarien dissenyats per tal de dirigir la seva activitat
citotoxica especificament a cel-lules infectades pel HIV. A aquestes cel-lules, la proteasa del
virus estaria disponible per a activar-los i desencadenar el procés citotoxic, portant la cel-lula a
fase d’apoptosi, interrompent el cicle viral i impedint la infeccid per HIV de les cél-lules
circumdants.

En el cas de 'ONC es pretengué treure partit de la seva estabilitat i citotoxicitat natural i la
gran capacitat d’internalitzacié en cel-lules eucariotes. L'interés en I'obtencié de zimogens
d’HP-RNasa recaigué en el fet que presenta 1000 vegades més d’activitat ribonucleolitica que
I'ONC i en que, pel seu origen huma, seria d’esperar una menor resposta immunologica en cas
de poder ser utilitzada en clinica humana. La funcié imprescindible de la HIV-1 PR en el cicle
viral fa que aquest enzim pugui ser una bona eina activadora dels zimogens. A través de
I'activacié dels zimogens de RNases per part de la proteasa HIV-1 PR, s’aconsegueix una
estratégia que es basa en la funcié d'un enzim viral per provocar toxicitat enlloc de la seva
inhibicid. La proteasa del HIV-1 no és un enzim que pel que respecta a la seva activitat pugui
patir mutacions i, per tant, és d’esperar que |'aparicié de mecanismes de resisténcia a aquest
farmac potencial per part del virus es veuria disminuida, aportant un pas inicial vers una nova
tipologia d’agents antivirals pel tractament de la SIDA.

Per tant I'objectiu general d’aquesta tesi fou:

- Dissenyar, construir, caracteritzar i optimitzar un agent terapéutic tipus “Cavall de Troia”
basat en zimogens de RNases activables especificament per una proteasa, centrat en 'ONC
i I’'HP-RNasa, que sigui aplicable a malalties provocades per organismes patogens que
expressen una proteasa clau, concretament la malaltia de la SIDA.

Per aixo, els objectius concrets del treball que es marcaren van ser:

1. Dissenyar, construir i obtenir variants de zimogens d’ONC i HP-RNasa, activables per la
proteasa HIV-1 PR, i caracteritzar-les en relacid a la seva estabilitat conformacional, la
capacitat d’internalitzacié en limfocits-T, d’evasid de I'Rl, I'eficiencia d’activacid in vitro
amb la proteasa HIV-1 PR, i I'activitat ribonucleolitica i citotoxicitat, abans i després del
processament amb la proteasa HIV-1 PR.

2. Expressar, purificar i caracteritzar la proteasa HIV-1 PR, com a eina activadora dels
zimogens.

3. Resoldre I'estructura tridimensional d’un dels zimogens com a model per aprofundir en el
coneixement de I'activitat presentada pels zimogens d’'ONC i les seves variants.
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIALS

4.1.1. MATERIAL NO BIOLOGIC

El substrat de ribonucleases 6-FAM-dArUdAdA-6-TAMRA es va obtenir de Novagen (Madison, WI, EUA).
Els oligonucleotids emprats per la mutagénesi dirigida i els enzims que modifiquen el DNA (de restriccid,
lligasa, polimerasa...) eren de Roche (Basel, Suissa). El kit de QuikChangeTM s’adquiri de Stratagene
(EUA). L'isopropil-B-D-tiogalactopiranosid (IPTG) s’obtingué de Thermo Fisher Scientific (EUA). Els altres
reactius utilitzats eren de Sigma (ST. Louis, MO, EUA). Les columnes Mono-S HR 5/5 es compraren a
Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EUA). La proteasa comercial recHIV-1 PR i el substrat de la
proteasa HIV-1 DABCYL-y-Abu-Ser-GIn-Asn-Tyr*Pro-lle-Val-GIn-EDANS, s’adquiriren a Bachem (Suissa), i
la reina DEAE a BioRad (EUA). Les membranes de difluorur de polivinilidé (PVDF) eren de Millipore
(EUA), la llet en pols utilitzada al tampd BLOTTO es va obtenir de Nestlé (Suissa), I'anticos primari anti-
HIV1-PR es va comprar a Acris Antibodies GMBH (Alemanya) i I’anticos secundari anti-lgG-ratoli conjugat
amb peroxidasa fou de Calbiochem (EUA). La solucid de deteccid SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate era de Pierce (EUA). L'Inhibidor de Ribonucleases (RI) utilitzat fou de
Promega (EUA) i el substrat 16S- 23S- rRNA era de Roche (EUA). El fluorofor Alexa Fluor® 488 C5
maleimide s’adquiri de Molecular Probes Life Tecnologies (EUA). EI medi minim M9 es compra a
Cambridge Isotope Labs, i I'analeg no hidrolitzable del substrat 5’d[UGGUGGUGG]3’ (d[UGG]3), a
Thermal-Fishcher (Ulm, Alemanya). El medi RPMI GlutaMAX™-I i la penicil-lina-estreptomicina eren de
Gibco"™ (Invitrogen Life Sciences, Carlsbad, CA, EUA), i el serum fetal bovi (FBS) s’obtingué de Hyclone
(Logan, UT, EUA). El substrat per I'assaig de citotoxicitat per reduccié de 'MTT Celltiter 96" Aqueous fou
de Promega (Madison, W1, EUA). La Lipofectamine’™2000 i el medi Opti-MEM®I Reduced Serum Medium

s’adquiriren a Invitrogen Life Sciences (Carlsbad, CA, EUA).

4.1.2. MATERIAL BIOLOGIC
4.1.2.1. Soques bacterianes

Per a la realitzacid d’aquest treball s’empraren les segilients soques de |'espécie bacteriana

Escherichia coli, obtingudes de Novagen (Madison, WI, EUA):

E. coli DH5a. Aquesta soca s'utilitza per a I'obtencid de les diferents construccions realitzades a nivell
de DNA. Aquesta soca presenta una elevada taxa de transformabilitat, a més del caracter genotipic
hsdR17(rk-,mk+), que li proporciona la capacitat de metilar el DNA propi i alhora I'incapacita de destruir

qualsevol DNA fora. Aquesta caracteristica és essencial per tal d’obtenir el DNA que sera utilitzat com a
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motlle a les reaccions de mutagénesi dirigida per oligonucleotid, el qual ha d’estar metilat a la seqiiéncia
reconeguda per I'enzim de restriccié Dpnl.

Genotip: F-, 880AlacZAM15, A(lacZYA-argF), U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44,
A-, thi-1, gyrA96, relAl

E. coli BL21(DE3). Aquesta soca s’empra en I'expressio de les diferents construccions obtingudes a partir
del vector pET22b(+). Presenta la particularitat que el gen int del genoma bacteria porta inserit el profag
DE3 (derivat del fag A). Conseqlientment, el gen int bacteria resta inactivat. Aquesta inactivacié fa que el
profag DE3 no es pugui escindir del genoma ni tornar-se a integrar, de manera que resta com a lisogen
estable. El profag DE3 consisteix en un fragment de DNA que conté el promotor /acUV5, un fragment
inicial del gen lacZ i el gen que codifica per la RNA polimerasa de T7. En aquestes condicions, I'Unic
promotor capag de conduir la transcripcié de la 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 la RNA polimerasa de T7, la qual transcriura el gen que ha estat clonat darrera del promotor
reconegut per aquesta polimerasa.

Genotip: F, ompT, hsdS(rs mg ), dcm+, gal, A(DE3), lon-

E. coli Rosetta2™(DE3). El gen de la proteasa del HIV presenta un 20% dels codons de baixa freqiiéncia
d’utilitzacié en procariotes. Per tal d’augmentar els seus nivells d’expressid es va expressar a aquesta
soca. Rosetta és la denominacio d’una série 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 7 tRNAs que reconeixen 7
codons de baixa freqtiencia d’us a E. coli (AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC i CGG) [363], aconseguint
augmentar la seva preséncia a la cél-lula hoste, i incrementant els nivells d’expressid de la proteina
heterologa eucariota [364]. El vector pRARE incorpora un gen de resisténcia a Cloramfenicol com a
marcador de seleccié.

Genotip: F, ompT, hsdSs(rs mg), dem, gal, A(DE3), pRARE (Cam®)

4.1.2.2. Vectors procariotes

Els vectors base utilitzats en aquesta tesi provenen de Novagen (Madison, WI, EUA).

Vectors derivats de pET22b(+). Els vectors d’expressié que s’utilitzaren per la proteasa SK#1, per 'ONC i
les seves variants i zimogens, i per I’'HP-RNasa, son derivats del vector pET22b(+) [365]. Aquest vector
presenta un origen de replicacié d'E. coli (ori) i un promotor del tipus T7lacUV5, regulable (important
per minimitzar citotoxicitats, sobretot en el cas de la proteasa [366, 367]) i és d’elevada expressid, com
la majoria de vectors de la serie pET [368]. Darrera d’aquesta seqiiéncia presenta una zona
policonnectora (MCS) amb deu possibles dianes, on es poden inserir els gens forans, expressant-se la
proteina per la qual codifiquen. Aquest vector porta el gen de resisténcia a I'ampicil-lina, que es podra

emprar com a marcador de seleccid.

Vectors derivats de pET28c(+). Els zimogens d’HP-RNasa s’expressaren en vectors derivats de pET28c(+).

Els vectors pET28(a-c(+)), porten una cua d’histidines N-terminal, amb una diana per la trombina a
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continuacio, seguida d’una cua T7. Darrere aquesta sequiéncia presenta una zona policonnectora (MCS)
amb onze dianes Uniques, on es poden inserir els gens forans, expressant-se la proteina per la qual
codifiguen amb una cua N-terminal d’histidines. Com els vectors de la série pET, presenta un origen de
replicacié d'E. coli (ori) i un promotor del tipus T7lacUV5 i és d’elevada expressio [368]. Porta el gen de

resisténcia a la kanamicina, antibiotic que s’utilitza com a marcador de seleccid.

4.1.2.3. Linies cel-lulars eucariotes

Les linies cel-lulars eucariotes emprades van ser obtingudes de American Type Culture
Collection (Manassas, VA, EUA). A la Taula 5 es descriuen les linies cel-lulars eucariotes del
present treball i les seves caracteristiques. A la Figura 15 es mostren imatges de les cel-lules

vistes al microscopi invertit.

Taula 5. Caracteristiques generals de les linies cel-lulars utilitzades.

Jurkat, TIB-152 Homo Limfocits-T | Limfoblasts | En suspensid \6000 RPMI
Clone E6-1 sapiens cel./ pou

HEK293T | cRL-3216 | oMo | Celronyd T o biial | Adherents | °%%%° | pmem
sapiens embrionari cel./pou

Informacié obtinguda de I’American Type Culture Collection (ATCC).

Nom: Jurkat
Codi ATCC: TIB-152

Nom: HEK293T
Figura 15. Fotografies de les linies CodiATCC: CRL-1573

cel-lulars eucariotes emprades a aquest
treball, Jurkat i HEK293T.
Es mostren imatges a baixa densitat

cel-lular (esquerra) o elevada (dreta). Les
fotografies s’han extret de I’American
Type Culture Collection (ATCC).
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4.2. PROTOCOLS GENERALS ESTANDARDS

4.2.1. METODES MICROBIOLOGICS
4.2.1.1. Medis de Cultiu i preparacié

Pel creixement i propagacioé de les diferents soques bacterianes s’ha utilitzat el medi de cultiu

LB (lysogeny broth). Les composicions per un litre sén:

Medi LB.

Triptona 10g
Extracte de llevat 5g
NacCl 10g

Enrasar a un volum final de 1 litre amb aigua destil-lada. Cal ajustar el pH a 7.2 amb NaOH, esterilitzant
posteriorment a I'autoclau durant 20 min a 121°C. Per a I'obtencié de medi solid per plaques de cultiu

s’afegeixen 15 g d’agar per litre de medi (1.5% final).

4.2.1.2. Antibiotics

Quan es treballa amb soques transformades amb vectors, els medis de cultiu s’han de
suplementar amb els antibiotics pels quals el vector confereix resistéencia. D’aquesta manera
creixen només les cél-lules portadores del vector. En la suplementacié dels medis es parteix
d’una solucid mare esterilitzada d’antibiotic. Si cal suplementar medi solid, I'antibiotic

s’afegeix al medi ja fred, just abans de distribuir-lo a les plaques.

Ampicil-lina. L'antibiotic de seleccié de les cél-lules que contenen el plasmidi pET22b(+) o
derivats és I'ampicil-lina, la qual es prepara en una solucié d’emmagatzematge 100 mg/ml en
aigua destil-lada. Una vegada preparada aquesta solucid, s’esterilitza per filtracié (0.22 um de
diametre de porus) i es guarda aliquotada a —202C. Per al seu Us, la solucié mare es descongela

i s’addiciona al medi en condicions estérils a una concentracié de treball de 100 pg/ml.

Kanamicina. Pels vectors derivats de pET28, l'antibiotic de seleccid és la kanamicina,
preparada a 50 mg/ml en aigua destil-lada. Com en el cas anterior, s’esterilitza per filtracié de
forma posterior a la seva preparacid, i es guarda aliquotada a -20 2C. La seva concentracié de

treball és de 50 pg/ml.

Cloramfenicol. En transformar la soca Rosetta2™ (DE3) amb el vector corresponent, a part del

marcador de seleccié del plasmidi, esmentats anteriorment, s’ha afegit cloramfenicol com a
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antibiotic de seleccié especific del vector pRARE. El cloramfenicol s’ha preparat a una solucio
d’emmagatzematge de 35 mg/ml en etanol. Una vegada preparada la solucié es guarda
aliquotada a -202C. Quan s’utilitza, s’addiciona al medi en condicions esterils, a una

concentracié de treball de 35 pg/ml.

4.2.1.3. Cultius Liquids de Soques Bacterianes

Tot el material que s’usa per a la manipulacié de microorganismes ha de ser esteéril. El material
i la majoria de reactius s’esterilitzen a l'autoclau amb I'excepciéd dels antibidtics, que
s’esterilitzen per filtracio a través d'un filtre de 0.22 um. En general, les condicions
d’esterilitzacio a I'autoclau sén de 20 min a 121 2C. Totes les manipulacions s’han de fer a la
cabina de flux laminar. Aquesta s’esterilitza per irradiacié durant 10 min amb Ilum ultraviolada
i mentre no s’atura el flux es pot considerar esteril. La nansa de Kolle s’esterilitza flamejant-la

al bunsen i la de Digralsky, flamejant-la amb I'ajut d’etanol 95%.

El volum del medi de cultiu ha estat sempre com a maxim 1/5 part de la capacitat del flascé.
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 pre-inocul 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’incubacio 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-lules portadores del vector d’interes, a favor de la
poblacié de cél-lules sense vector. Tot els cultius s’han incubat a 37 2C i en agitacid constant
d’entre 180 250 rpm.

4.2.1.4. Manteniment de les Soques

Per al manteniment a curt termini de les soques d’E. coli, portadores o no de plasmidis, es
cultiven en plaques de Petri amb medi LB. Les plaques han d’estar etiquetades
convenientment (soca, plasmidi i data de sembra) i seques (si és necessari es poden deixar
obertes dins de la cabina de flux laminar per tal d’assecar-les). Un cop sembrades, les plaques
s’incuben en posicié invertida a 37 2C durant una nit fins que les colonies siguin visibles i

després es guarden a 4 2C protegides amb parafilm, també en posicid invertida.

Per a la conservacio a llarg termini es poden fer glicerinats a partir d’un cultiu saturat (cultiu de
nit), ajustant el glicerol del medi fins al 15%. El procediment consisteix en inocular una colonia
de la soca desitjada en 10 ml de medi LB, incubar a 37 2C en agitacio (250 rpm) O/N, prendre

una aliquota de 800 pl del cultiu saturat, transferir-la a un tub Eppendorf esteril i afegir 200 pl

-63-



METODOLOGIA

d’una solucid de glicerol 80% esterilitzada a I'autoclau (15% final). S’homogeneitza 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.

4.2.2. CULTIU DE CEL-LULES EUCARIOTES

4.2.2.1. Medis de Cultiu

La linia cel-lular Jurkat s’ha fet créixer amb medi RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
(Gibco®™) i la linia cel-lular HEK293T, amb medi DMEM-L-glutamina (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) (Gibco®™). Pel creixement dels cultius s’"ha completat els medis amb 10% de
serum bovi fetal (FBS; Fetal Calf Serum Gold, PAA laboratories) i 50 U/ml de penicil-lina—
estreptomicina (P/S) (Gibco®™)). Totes les solucions amb les quals s’ha suplementat el medi

han estat filtrades amb filtres de 0.22 um de diametre.

Per tal de preparar els medis suplementats amb el 10% de FBS i els antibiotics P/S es
descongela el serum bovi fetal préeviament inactivat i dispensat en vials de 50 ml, es tempera el
medi DMEM o RPMI (500 ml) i se’n descarten 50 ml. S’hi addicionen 47.5 ml de sérum bovi
fetal inactivat previament filtrat amb filtre de 0.22 um i 2.5 ml de solucié estoc de penicil-lina—

estreptomicina.

4.2.2.2. Expansio de linies cel-lulars

Quan les cel-lules arriben a condicions de confluéncia es procedeix a subcultivar per a
assegurar-ne el seu creixement exponencial. Les incubacions s’han realitzat a un incubador
amb ambient saturat d’aigua, a 37 2C i 5 % de CO,. Les dues linies cel-lulars que s’"han emprat
en aquest treball, en el moment de ser subcultivats s’han de trobar en un estat de
semiconfluencia d’entre el 75 i el 90 %. Si es dilueixen més tard, el fenomen d’inhibicié per
contacte entre les cel-lules atura el seu creixement i, finalment, condueix a la seva mort. Si se
subcultiven abans, obtindrem una fase de laténcia més llarga del normal, alentint-se

I’establiment del cultiu.
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Per a subcultivar o propagar la linia de creixement en suspensid (Jurkat), es pot realitzar un
procés de dilucid, afegint medi complet fresc, o bé reemplacar el medi a partir de centrifugacio
(5 min a 1500 rpm) i aillament de les cél-lules i, posteriorment, resuspendre-les a una
concentracié de 1x10° cél-lules viables/ml. Es important que les cél-lules no excedeixin la

densitat de 3x10° cél-lules/ml. Sol ser necessari realitzar la subcultivacié cada 2 o 3 dies.

Per a la linia de creixement adherent (HEK293T), el primer pas per al subcultiu de les cel-lules,
gue creixen en monocapa, és desenganxar-les del substrat mitjancant un tractament amb
tripsina. La suspensié de cel-lules resultant pot ser subdividida o diluida tot seguit en medi
fresc. Cal inicialment eliminar el medi vell amb una pipeta esteéril, rentar la monocapa de
cél-lules adherides al flascé amb 10 ml de PBS (Gibco®™) esteéril per tal d’eliminar les restes de
FBS del medi, que inhibirien I’accié de la tripsina, i afegir la solucié de tripsina 1 M (Gibco®™) a
37 oC fins que cobreixi la monocapa de cél-lules adherida a la superficie del flascé. Incubar el
flascé a 37 2C i 5% CO2, controlant regularment al microscopi el moment en queé les cel-lules
deixen d’estar adherides. Una vegada les cel-lules s’han deslligat de la superficie del flascd,
afegir 10 ml de medi complet fresc i temperat a 37 °C, pipetejant la suspensié de cel-lules
repetidament. Aquesta accid mecanica permet dissociar les cél-lules que encara romanen
lligades entre elles o a la superficie del flascd. El FBS que conté el medi inhibira I'accié de la
tripsina, evitant que aquesta malmeti les cél-lules. En aquest punt es pot realitzar la dilucié que
correspongui en nous flascons. Cal subcultivar cada vegada que les cél-lules assoleixin la pre-

confluéncia, que sol ser cada 2-3 dies.

4.2.2.3. Congelaciod i descongelacio de les linies cel-lulars

Al llarg del temps, les cel-lules cultivades pateixen canvis en el seu creixement, morfologia i
caracteristiques genétiques. Aquests canvis afecten negativament la reproductibilitat dels
resultats experimentals. La criopreservacié de les linies cel-lulars és una tecnica que permet
preservar i retenir la integritat de les linies cel-lulars subjectes a estudi. Congelant les cél-lules
s’evita la senescencia cel-lular, la transformacio i la pérdua accidental d’una linia per mort o

contaminacio.

Els cultius seleccionats per a la criopreservacié han d’estar en fase exponencial de creixement.
La suspensid de cél-lules es congela en presencia de dimetil sulfoxid (DMSO; Sigma, USA) com
a agent crioprotector que evita la formacié de cristalls de gel que malmetrien les céel-lules. La
composicio del medi de congelacié pot variar lleugerament d’una linia cel-lular a una altra, en
funcié de la seva sensibilitat als processos de congelacié i descongelacid. El medi pot estar
compost simplement amb medi de cultiu suplementat amb un 10% de DMSO, sense els
antibiotics P/S. Tot i aix0, en augmentar la quantitat de sérum la viabilitat és major, de manera

que en el cas de treballar amb cel-lules més sensibles és millor utilitzar medi amb 20% de
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sérum i suplementat amb un 10% de DMSO o bé, en els casos de més sensibilitat, només

serum suplementat amb un 10% de DMSO.

Passat un minim de 4 h i un maxim d’un mes a -80°C les cél-lules es transfereixen a un tanc
amb nitrogen liquid (-1962C) on s’emmagatzemen durant llargs periodes de temps sense
deteriorament cel-lular apreciable. L'emmagatzematge a -802C és possible tot i que es detecta

deteriorament de les cel-lules després de poques setmanes o mesos.

Congelacié de linies cel-lulars. Primerament cal aspirar el medi d’un flascé amb cel-lules
crescudes fins a un 80% de confluéncia, i segons el tipus cel-lular, desadherir les cel-lules
mitjangant un tractament amb tripsina. Després, centrifugar 5 min a 1500 rpm i eliminar el
sobrenedant. A continuacid, resuspendre el sediment en el volum necessari de medi
(preferiblement fred) per tal de tenir 2 — 4x10° cél-lules/ml. En un criotub posar 900 pl de medi
amb cél-lules i afegir tot seguit 100 ul (10% del volum final) de DMSO. Cal tenir en compte que
els agents crioprotectors, malgrat ser imprescindibles en el procés de congelacié, son altament
toxics per les cel-lules a temperatura ambient i a concentracions superiors al 2%. Per aquest
motiu és aconsellable realitzar la congelacid i descongelacié amb la maxima rapidesa possible
per tal de garantir-ne la viabilitat cel-lular. Homogeneitzar i congelar en un diposit de
congelacié gradual d’isopropanol a -80 2C durant 24 h. Transferir els vials a una cambra de

nitrogen liquid per a una conservacio a llarg termini.

Descongelacio de linies cel-lulars. Per tal de recuperar les cél-lules congelades i minimitzar
I'efecte de la mort cel-lular és imprescindible realitzar una descongelacié rapida i fer una
sembra a una alta densitat. Agafar el vial del recipient de nitrogen liquid, i col-locar-lo
immediatament en un vas de precipitats amb gel fins que es pugui comengar a apreciar una
descongelacid del menisc. Llavors, afegir gota a gota amb una pipeta pasteur medi de
descongelacié (DMEM o RPMI suplementat amb 20% FBS) en fred fins que estigui totalment
descongelat. Llavors, transferir rapidament el contingut del vial a un tub de centrifuga esteril i
diluir el DMSO fins a 1% addicionant un minim de 9 ml del mateix medi de descongelacid.
Seguidament centrifugar 10 min a 1500 rpm a temperatura ambient i descartar el
sobrenedant. Aquest rentat es realitza per tal d’eliminar el DMSO residual del medi fresc.
Resuspendre suaument el sediment en 1 ml de medi complet, i transferir a un flascé de cultiu

amb 9 ml de medi.

4.2.2.4. Recompte del nombre de cél-lules

El recompte cel-lular es porta a terme mitjangant la utilitzacié del blau tripa a I'1% (Sigma,

EUA). Les cel-lules vives apareixen refringents i clares, mentre que les mortes s’observen

- 66 -



METODOLOGIA

tenyides de blau. Aixo es deu a qué el colorant no pot penetrar a les cél-lules vives, mentre que

si que ho pot fer a les mortes.

Partint d’un cultiu en flascé, tripsinitzar les cel-lules en el cas de soques de creixement
adherent. Posteriorment, afegir la suspensid cel-lular a un tub esteril de centrifuga, centrifugar
10 min a 1500 rpm i resuspendre les cél-lules amb 5 ml de medi de cultiu. Preparar un
Eppendorf amb 40 ul de blau tripa 0.1% i 10 pl de suspensié cel-lular assegurant una perfecta
homogeneitzacid de la suspensié per evitar alteracions en el resultat del recompte. Preparar
I’'hemocitometre (Cambra de Neubauer) amb la col-locaciéd d’un cobreobjectes i aplicar la
mostra sota el cobreobjectes per capil-laritat. Finalment, disposar I’hemocitometre en el
microscopi invertit i realitzar el recompte de cél-lules que apareixen als 4 quadrants, els quals a
la vegada estan subdividits en 16 quadrats. Per obtenir la concentracié de cél-lules s’aplica
I’'Equacid 1.

Equacié 1. Recompte de cél-lules eucariotes en cultiu.

n - FD
V

N =

On N = nombre de cél-lules per ml, 7 = nombre mitja de cel-lules per quadrant, FD = factor de dilucié en afegir el

blau tripa i V = volum del quadrant (ml).

4.2.3. TECNIQUES DE DNA RECOMBINANT

4.2.3.1. Manipulacié del DNA

A I'hora de treballar amb acids nucleics és important I'esterilitat del material i la cura amb que
ha de treballar qui el manipula, per tal d’evitar contaminacions amb nucleases que podrien
degradar la mostra o amb altres fragments de DNA que podrien donar lloc a resultats no
desitjats. Per aix0, cal esterilitzar a I'autoclau les puntes de pipeta, tubs Eppendorf i qualsevol
altre material que hagi de tenir un contacte directe amb el DNA. Pel mateix motiu també cal
sotmetre a un procés d’autoclavat totes les solucions que hagin de prendre contacte amb el
DNA i, si aix0 no és possible, esterilitzar-les per filtracié. Aixi mateix, és recomanable manipular

les solucions amb guants.

4.2.3.2. Obtencié de DNA Plasmidic (Minipreps)

A aquest treball s’ha utilitzat el kit comercial, QlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen), seguint el
protocol que indica la casa comercial. Breument, es transfereix 1.5 ml d’un cultiu de nit de

cél-lules transformades amb el vector d’interés a un tub Eppendorf. Centrifugar a 12000 g
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durant 30 s i eliminar el sobrenedant per aspiracid. Resuspendre el sediment amb 250 ul de la
solucié de resuspensid del kit. En aquest pas es produeix el trencament de les cel-lules i
I’eliminacidé de I'RNA. Aplicar 250 pl de solucié de lisi cel-lular. La solucié esdevindra viscosa i
lleugerament clara per la desnaturalitzacié del DNA. Afegir 350 ul de solucié neutralitzadora.
La solucié es tornara térbola i blanquinosa degut a la precipitacid6 del DNA genomic.
Centrifugar 10 min a 12000 g. Aplicar el sobrenedant a les columnes d’adsorcié de silica i
centrifugar durant 60 s. La silica de les columnes reté el DNA. Rentar del DNA amb 750 ul de
solucid de rentat, que conté etanol. Es fan dues centrifugacions de 60 s per eliminar les restes
d’etanol. Assecar durant 15 min a 372C per acabar d’eliminar I’etanol, el qual podria interferir

en les reaccions enzimatiques posteriors, i eluir el DNA amb 60 pl d’aigua mil-liQ esteéril.

4.2.3.3. Electroforesi de DNA en Gel d’Agarosa

Aguesta tecnica s’ha utilitzat per analitzar preparacions de DNA plasmidic, productes de
digestio amb enzims de restriccid i productes de PCR, a banda de ser I'etapa preliminar per a la
purificacié de fragments de DNA. Pel que fa al percentatge d’agarosa per a la preparacié del
gel, es determina en funcié de la mida dels fragments que es volen separar. Com més gran és
el fragment de DNA d’interes menys percentatge cal utilitzar d'agarosa. En aquest treball s’han

emprat gels d’1% i 1.2% d’agarosa.

Per a la preparacié dels gels d'1% d’agarosa es barreja 0.5 g agarosa de baixa
electroendosmosi (Ecogen, Espanya) amb 50 ml del tampd d'electroforesi TAE (Tris-Acetat 40
mM, EDTA 2 mM, pH 8.0). Pels de I'1.2% se’n barrejaren 0.6 g en la mateixa quantitat de TAE.
En aquestes condicions el DNA es mou en base a la seva carrega i se separa en funcid de la
longitud i conformacid de les molécules. S’escalfa en un erlenmeyer la barreja, fins a fondre
I'agarosa en pols, i després d’uns 5-10 min temperant, s’hi afegeix 5 pl de bromur d’etidi
(concentracio 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 en permetra la visualitzacié dels fragments. S’aboca la
barreja d’agarosa amb el bromur d’etidi en el motlle del gel, i es deixa refredar. Es posa el gel a
la cubeta, i aquesta s’'omple de TAE x1. Es carreguen les mostres i s’aplica un corrent de 110 V
durant aproximadament 30 min per fer cérrer les mostres. El DNA, de carrega negativa, anira
migrant cap al pol positiu. Podrem veure els fragments de DNA transil-luminant el gel amb llum

UV, gracies al bromur d’etidi intercalat que emet fluorescéncia.

4.2.3.4. Purificacié de Fragments de DNA a Partir de Gels d’Agarosa (GeneClean)

Per dur a terme la purificacié 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
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protocol de la casa comercial. Tallar la banda de DNA minimitzant al maxim la mida del
fragment escindit, posar la banda de gel a un tub Eppendorf i pesar-la. Solubilitzar el fragment
amb 300 ul de tampé de solubilitzacié per cada 100 mg de gel. Incubar 20 min a 50-60 °C o
fins que el fragment de gel estigui totalment dissolt, i carregar la solucié a la columna
d’adsorcié de silica. Centrifugar 60 s a 12000xg, eliminar el sobrenedant i addicionar 750 ul de
tampo de rentat (conté etanol). Centrifugar dues vegades 60 s a 12000 g i evaporar les restes

d’etanol mantenint 15 min a 372C. Finalment, eluir el DNA amb 60 ul d"aigua mil-liQ esteril.

4.2.3.5. Precipitacio del producte de PCR

La reaccié en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) permet I'obtencié d’un
gran elevat nombre de copies d’un motlle de DNA. Per tal de concentrar el producte de la PCR,
afegir-hi 0.1 volums d’acetat sodic 3 M pH 5.5 i 3 volums d'etanol absolut refredat a -20°C.
Agitar en vortex i guardar a -802C durant 1 h o a -202C tota la nit (~10 h). Passat aquest temps,
centrifugar durant 25 min a 12000xg i eliminar el sobrenedant. Afegir-hi 500 pul d'etanol 70%
refredat a -209C i centrifugar durant 5 min a 12.000 g. Aspirar el sobrenedant i deixar assecar
el sediment a 372C durant 10-15 min. Finalment, resuspendre el sediment en el volum desitjat

d’aigua mil-liQ esteril.

4.2.3.6. Estimacid Espectrofotomeétrica de la Concentracié de DNA

Per a fer una estimacié de la quantitat de DNA present a una dissolucid, s’ha mesurat
I"'absorbancia a 260 nm d’una dilucié de la solucid de DNA de la qual es vol determinar Ila
concentracié. S'accepta de forma general que una unitat de densitat optica (D.0.) a 260 nm
equival a una concentracié de 50 pg/ml de DNA de doble cadena i a 20 pg/ml d’un
oligonucleotid. En el cas dels oligonucleotids comercials, adquirits a Roche Diagnostics S.L.
(Roche Molecular Biochemicals, Alemanya), s’han emprat les equivaléncies de dades D.O.,4 i

concentracié subministrades en el document que ve junt amb I'oligo.

4.2.3.7. Utilitzacié d’Enzims que Modifiquen el DNA

Tractament amb enzims de restriccié. Durant aquest treball s’han utilitzat enzims de restriccio
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 quimériques. L’activitat dels enzims de restriccié i la
seva especificitat es troba directament relacionada amb el pH, la forca ionica i la temperatura
a la qual la reaccid es duu a terme. Aixi, les condicions optimes d’incubacioé per a cada digestio

dependran dels requeriments especifics de I'enzim a fi d’assolir el seu maxim d’activitat i un
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correcte reconeixement de la seva diana especifica. Tanmateix, les condicions generals que

s’han emprat es resumeixen a continuacio.

El volum d’enzim de restriccid addicionat a la reaccié no ha sigut mai superior al 10% del volum
final de la digestié. Aixo és degut a que els enzims de restriccié sédn 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).
Aguesta péerdua d’especificitat també es pot manifestar, si la concentracié d’enzim respecte la
de DNA és massa elevada (> 25 U/ug de DNA). Les barreges de restriccio s’han incubat a 372C
entre 3 i 12 h. En el cas de reaccions amb dos enzims de restriccio diferents, I'addicié dels
enzims era simultania quan tots dos presentaven activitat optima en les mateixes condicions,
és a dir, en el mateix amortidor. Una vegada realitzada la digestié caldra separar els fragments
obtinguts mitjancant una electroforesi en gel d’agarosa seguida d’una purificacido d’aquests

fragments.

Reaccio 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). 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 2C. En el cas d’extrems cohesius és
aconsellable utilitzar una relacié entre vector i insert de 1:4. Afegir la lligasa de DNA de T4
(Roche) en una proporcié de 0.1 - 0.5 unitats per ug de DNA. Incubar la reaccio de lligament a
18 oC durant 15 - 20 h. Si es treballa amb concentracions més elevades de lligasa (fins a 5 U/ug
de DNA), es pot optar, sobretot en lligaments d’extrems cohesius, per incubacions de 2-4 h a
temperatura ambient, cosa que redueix el risc de degradacié dels components de la reaccid.
En el cas d’'un lligament vector-insert que no requereixi manipulacions posteriors, aquesta
mescla pot utilitzar-se directament per a transformar cél-lules competents. Si no s’ha d’utilitzar

immediatament, es pot guardar a -20 °C.

4.2.3.8. Mutagenesi Dirigida per Oligonucleotid per QuikChange™

La mutagenesi dirigida per oligonucleotid és una técnica que permet introduir la mutacié que
es desitgi a una seqiiencia de DNA coneguda. Existeixen diverses variants de la tecnica, de les
quals en aquest treball se ha utilitzat el métode QuikChange™. Aquest métode, desenvolupat
per Stratagene (EUA), permet introduir una mutacié especifica a una seqiéncia de DNA
coneguda, utilitzant DNA de doble cadena amb la modificacié desitjada com a motlle. El procés
consta de dues etapes: una amplificacié no exponencial amb un termociclador per tal de
produir DNA mutat i una digestié amb I'enzim de restricci6 Dpnl per tal d’eliminar el DNA

parental.
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Per a aquest metode és necessari un vector de doble cadena portador del gen a modificar i dos
encebadors sintetics que continguin la seva seqiéncia amb la mutacié desitjada. Aquests dos
encebadors han de ser complementaris entre ells i d’aquesta manera es generen, utilitzant la

reaccié en cadena de la polimerasa, plasmidis portadors dels gens amb la mutacio desitjada.

Reaccid d’amplificacio

Amortidor de Reaccié 10x 5ul
DNA motlle (1 ng/ml) 10 pl
Oligonucleotid Mutagenic#1 4 ul
Oligonucleodtid Mutagenic#2 4 ul
dNTPs 10 mM (0.2 mM final) 1ul
DeepVent DNA Polimerasa 1ul
Aigua mil-liQ 25 ul

Programa (Termociclador)

Desnaturalitzacid inicial 30sa95°C
Desnaturalitzacié 30sa95°C

Hibridacié 1 min a 552C | x 20 cicles
Extensid 12 min a 682C

Final Indefinidament a 42C

Calen uns dos min d’extensid per cada quilobase de longitud del plasmidi sobre el qual

s’introdueix la mutacio.

Digestio amb Dpnl

Una vegada s’ha dut a terme la reaccié d’amplificacié del QuikChange™, el producte és tractat
amb I'enzim de restriccié Dpnl, la funcié del qual és digerir DNA metilat. Dpnl és un enzim de
restriccio de tipus Il que reconeix la diana GATC Unicament quan la guanina es troba metilada a
la posicid 6’. D’aqueta manera, es selecciona el DNA recent sintetitzat que conté la mutacié, no
metilat, i s’elimina el DNA parental, metilat o hemimetilat. S’afegeixen 10 U / pl de I'enzim de
restriccié Dpnl al producte del QuikChange™, homogeneitzant, i la reaccié de digestié s’incuba
a 37 oC durant un minim d’1 h. El producte digerit pot ser transformat directament sobre

cel-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 mutacié 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 15 bases a cada

costat de la regié de mutacié. La longitud de cada bra¢ s’ha d’ajustar de manera que la
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temperatura teorica d’hibridacié (o temperatura de fusid, T,,) sigui superior a 42 2C, d’acord

amb I'Equacio 2 indicada pel fabricant.

Equaci6 2. Calcul de la Tm dels oligos en mutacié dirigida.

Tm=815+0.41- (%GC) - 675/ N - %desaparellament

On T, = temperatura de fusio, %GC és el percentatge de bases G o C del total, N és el nombre de nucleotids totals

de I'oligonucleotid, i %desaparellament és el percentatge de nucleotids que no hibriden amb la seqiéncia patro.

El protocol de QuikChange™ recomana que els oligonucleotids tinguin una T,, per sobre de 70
oC (s’ha aproximat a 78 2C sempre que fos possible), per tal de poder ajustar la temperatura
d’hibridacié de la PCR. Els oligonucleotids han estat subministrats, de manera liofilitzada, per
Roche Diagnostics S.L. (Roche Molecular Biochemicals, Alemanya). Aquests liofilitzats s’han
resuspes amb 200 ul d'aigua milliQ, s’ha determinat la seva concentracid
espectrofotomeétricament, i s’"han preparat aliquotes de cada oligonucleotid a la concentracid

de treball per a cada metodologia.

4.2.3.9. Seqiienciacié de DNA

Per a validar els clons obtinguts en aquest treball s’ha fet mitjancant la seqlienciacié del DNA
de les construccions. S’ha seguit 'anomenat métode del didesoxiribonucleotid, emprant el kit
comercial ABI PRISM® dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems, EUA), el qual utilitza I'enzim AmpliTag® DNA polymerase. La técnica es basa en
reaccions de seqlienciacié ciclica, sintetitzant una cadena complementaria a la cadena motlle,
per part de la polimerasa, fins que s’incorpora un didesoxiribonucledtid 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 AmpliTaqg® DNA polymerase, de Thermus
aquaticus, no presenta activitat correctora 3’->5’, <s’evita que elimini aquests
didesoxiribonucleotids (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 mitjangcant un seqlienciador automatic que detecta la presencia
dels fluorofors. Hi ha quatre tipus de ddNTP, un per cada nucleotid, els quals porten incorporat

un fluorofor diferent, per facilitar la seva identificacié.

Per portar a terme aquesta tecnica, 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 direccid 5’ i 3’ als extrems de la zona d’interés. En vectors
de al serie pET, com els utilitzats en aquest treball, podem emprar els primers universals

T7term i T7prom, els quals sén complementaris a les regions del promotor i finalitzador dels
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gens clonats. Llavors, un cop amplificat el fragment de DNA a seqlienciar, es realitza una
segona PCR amb els ddNTPs i I'enzim AmpliTag® DNA polimerase. Sovint podem realitzar la
segona PCR directament a partir de minipreps si aquestes contenen una quantitat elevada de

DNA. A continuacid es detallen les condicions per a dur a terme la primera i la segona PCR.

Primera PCR (amplificacio de linsert).

Barreja de reaccio

DeepVent Buffer (x10) 10 pl
dNTPs 10 mM (0.2 mM final) 2 ul
dsDNA motlle (~50 ng) 5ul
T7Prom (5 pmol/ul) 5ul
T7Term (5 pmol/ul) 5ul
Aigua mil-liQ esteril 73 ul
DeepVent DNA Polimerasa (1 U) 0.5 ul

Programa (Termociclador)

Desnaturalitzacié inicial 2 min a 942C

Desnaturalitzacié 1 min 15 s a 942C

Hibridacié 1 min a 502C x 30 cicles
Extensid 1 min 15sa72°C

Extensio final 5 min a 72°C

Final Indefinidament a 42C

El DNA amplificat es precipita i es purifica a partir d’un gel d’agarosa. EI DNA s’elueix en 40 pl

d’aigua mil:liQ esteril escalfada previament a 652C.
Reaccio de seqiienciacié (PCR asimétrica o 2a PCR). S’ha utilitzat el kit comercial ABI PRISM®
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), com a

motlle el dsDNA obtingut en la primera PCR i com a encebador T7Prom o T7Term.

Barreja de reaccio

dsDNA motlle 5.5 ul
Encebador (T7term / T7prom, 5pmol/pl) 0.5 ul
Ready Mix 4 pul

La Ready Mix és subministrat per la casa comercial i conté ddNTPs, dNTPs, Tris-HCI (pH 9.0),
MgCl, i la polimerasa AmpliTag DNA.
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Programa (Termociclador)

Desnaturalitzacié inicial 2 min a 962C
Desnaturalitzacié 30sa96°C

Hibridacid 15 s 502C x 25 cicles
Extensid 4 min a 602C

Final Indefinidament a 42C

Precipitacio de la reaccio de seqiienciacio. Utilitzant el T7 Term i el T7 Prom per separat com a
encebadors s’aconsegueix la seqlienciacidé de cada una de les cadenes, un inicia pel promotor i
I'altre pel final del gen, la qual cosa permet seqilienciar-ne la seva totalitat. Els diferents
fragments marcats amb ddNTPs es precipiten afegint al producte de la reaccié 0.1 volums
d’acetat de sodi 3 M pH 5.2 i 3 volums d’etanol absolut. Es vorteja suaument i es deixa 15 min
a temperatura ambient. Transferir a un Eppendorf. Centrifugar 15 min a 15000 rpm, aspirar el
sobrenedant, afegir-hi 250 ul d’etanol 70% fred i vortejar suaument. Centrifugar 5 min a 15000
rpm, aspirar el sobrenedant i assecar 15 min a I'estufa a 37 2C. Resuspendre amb 10 ul de
formamida, vortejar suaument i deixar 10 min a temperatura ambient, fent un pols de
centrifuga posterior per recollir tot el volum. A aquest treball s’ha realitzat el pas final de

sequenciacié d’acids nucleics als Serveis Tecnics de Recerca de la Universitat de Girona.

4.2.3.10. Obtencid de Cel-lules Competents d’E. coli

Posar 10 ml de medi LB a una ampolla de 75 ml o a un tub Falcon, i inocular-hi la soca desitjada
d’E. coli procedent del socari, partint del glicerinat. Incubar durant tota la nit a 37 2Ci 180 rpm.
L’endema, reinocular a una dilucié 1/100 a partir del cultiu de nit (100 ul de cultiu de nit en 10
ml de medi) i incubar a 37 2C i 180 rpm fins a assolir una D.O.55 de 0.6 — 0.7 (aproximadament
2 h). Aliquotar en tubs Eppendorf o transferir a un tub Falcon de manera estéril. Centrifugar a
4000 rpm a 49C durant 10 min. Descartar el sobrenedant de manera estéril. Resuspendre el
sediment amb el mateix volum de CaCl, 100 mM fred i estéril. Incubar en gel durant un minim
de 30 min. Centrifugar novament a 4000 rpm a 4 2C durant 10 min. Descartar el sobrenedant
de manera estéril. Resuspendre el sediment amb 1/10 del volum de CaCl, 100 mM fred i
esteril. Si s’escau, aliquotar el volum en tubs Eppendorf de 100 pl. A partir d’aqui es poden
transformar les cel-lules competents o emmagatzemar-les a -80 2C. En cas de guardar-les, en el
pas final s’ha d’utilitzar una solucié de CaCl, 100 mM amb glicerol per obtenir-ne una

concentracio final del 15%.
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4.2.3.11. Transformacio de cel-lules competents d’E. coli

Afegir esterilment, a cada aliquota de 100 pl de cel-lules competents, 2 ul 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). Agitar suaument, colpejant amb un dit, per tal d’homogeneitzar la
solucid. Incubar en gel durant 1-2 h (minim 20 min) i efectuar un xoc térmic posant els tubs
Eppendorf al bany a 42 2C durant 1-2 min. Incubar els tubs en gel durant 10 min. Realitzar una
recuperacio fenotipica, afegint 300 pl (transformants de minipreps) o 600 pl (transformants de
QuikChange™ i lligaments) de medi LB liquid a cada tub Eppendorf. Incubar a 37 °C en agitacié
suau durant 1 h. Centrifugar 1 min a 12000 rpm, eliminar el volum de medi necessari fins un
volum final de 200 ul i fer una sembra en plaques d’agar LB suplementades amb I'antibiotic pel
qual el vector que s’esta manipulant proporcioni resisténcia (marcador de seleccid). Incubar les

plaques en una estufa a 37 2C O/N, fins que s’observin les colonies transformants (12-15 h).

4.2.4. ANALISI | CARACTERITZACIO PROTEICA
4.2.4.1. Analisi de I'expressié de proteines en E. coli

Per tal d’analitzar la produccié de proteina recombinant durant la induccid, es prenen mostres
d’1 ml de cultiu en el moment anterior a la induccié i al finalitzar el temps d’induccié. Les
mostres se centrifuguen a 12000xg durant 1 min, s’elimina el sobrenedant per aspiracié i es
resuspen el sediment cel-lular en 100 pl de tampd d’aplicacid de proteines x1 amb B-
mercaptoetanol. L’analisi de I'expressio es duu a terme electroforeticament, utilitzant gels de

poliacrilamida SDS tenyits amb blau de Coomassie i/o revelats mitjangant el métode western.

4.2.4.2. Determinacié de la Massa Molecular (Mm)

La massa molecular de les proteines recombinants estudiades a aquest treball s’ha comprovat
per espectrometria de masses MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-
Of-Flight) en un equip Bruker-Biflex al Servei de Proteomica de la Unitat CientificoTécnica de
Suport (UCTS) de I'Institut de Recerca de I’'Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona (per
les proteases SK#1 i recHIV-1PR) i un Ultraflex-TOF de Bruker Daltonics, dels Serveis Técnics de

Recerca del Parc Cientific i Tecnologic de la Universitat de Girona (pels zimogens de RNases).
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4.2.4.3. Determinaci6 de la Quantitat de Proteina

Meétode espectrofotomeétric. A partir de |'absorbancia a 280 nm d’una mostra proteica, es

calcula la seva concentracid segons la llei de Lambert-Beer (Equacio 3).

Equaci6 3. Calcul de la concentracié proteica per espectrofotometria.

Abs,g, = [proteina] - €;g0 - |

On Abs,go= absorbancia a 280 nm, [proteinal= concentracié de la proteina a la mostra, €,5,= coeficient d’extincid

molar a 280 nm i I= longitud de pas de la cubeta utilitzada en cm.

Els coeficients d’extincid molar g,5, 5’ obtingueren de la prediccioé feta per I'aplicacié ProtParam
del portal ExPASy, que son calculats segons el metode de Pace [369]. A la Taula 6 es mostren

els g,5 utilitzats per a cada proteina.

Taula 6. Coeficients d’extincié molar (280 nm) pel calcul de concentracié de les proteines d’aquest treball.

Proteina Coeficient d’extincié molar (€) a 280 nm®
ONC
ONCQ1S
ONCFL
ONCFLG
ONCFL2-C15
ONCFL2-C16
ONCYP
ONCYPG1
ONCYPG2
ONCYPGG
HP-RNasa
HGNFL
HGNFLG
HGNFL-R31ER91D
HGNYP 9440 M'em™*

® Extrets del portal ExPASy, calculats segons Pace et al. 1995 [369].

10470 M'em™

11960 M™'cm™

7950 M em™

Meétode de Bradford. La determinacié de la quantitat de proteina total també s’ha dut a terme
utilitzant el meétode de Bradford [370]. Aquest métode es basa en el canvi del maxim
d’absorcid, de 465 nm a 595 nm, del colorant Coomassie Brillant Blue G-250 (Bio-Rad, EUA) en

solucid acida quan s’uneix a proteines.

Inicialment cal preparar 1 ml de BSA (Sigma) a una concentracié de 1 mg/ml en aigua mil-liQ i
dispensar en tubs Eppendorf 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 i 4 ul de la solucid de BSA. Ajustar els

volums fins a 400 ul amb aigua mil:liQ. Aquests tubs s’utilitzaran per a confeccionar una recta
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patré amb la qual determinar la concentracié de la mostra problema. A part, preparar una
solucié de la mostra problema que contingui idealment 0.4 mg/ml i preparar en tubs
Eppendorf les dilucions d’aquesta mostra, afegint a 400 ul d’aigua mil-liQ diferents volums de
proteina 0.4 mg/ml (1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 pl). Diluir 1:5 amb aigua mil-liQ el reactiu de Bradford i
afegir 600 pl de reactiu de Bradford diluit a cada un dels tubs Eppendorf. Incubar a

temperatura ambient durant 5 min i fer una lectura de I'absorbancia a 595 nm.

4.2.4.4. Electroforesi Discontinua en Gel de Poliacrilamida

Com a metode analitic per la determinacié del contingut proteic de mostres, s’ha utilitzat de
forma rutinaria I'electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida en presencia d’SDS (SDS-
PAGE). L'SDS envolta les proteines de carrega negativa, i a conseqiiéncia, en aplicar un camp
eléctric migraran totes cap al pol positiu de forma proporcional a la seva massa molecular,
permetent separar-les segons aquesta caracteristica. S’ha seguit el metode d’electroforesi
discontinua descrit per Lane i Harlow [371]. Aquest metode es caracteritza per la utilitzacio
d’un gel superior o gel apilador (amb una concentracié d’acrilamida insuficient per separar les
proteines) que té com a funcid concentrar les proteines abans que entrin en el gel inferior o
gel separador (amb una concentracid superior d’acrilamida) el qual permetra separar les

proteines segons la massa molecular.

En aquest treball es van emprar gels separadors de dos percentatges diferents d’acrilamida,
segons la mida de les proteines a analitzar. Es polimeritzaren gels separadors al 15%
d’acrilamida i 0.75 mm de gruix, pel seguiment dels processos de purificacié de la proteasa
SK#1 i de les diverses variants de zimogens i per la determinacid del grau de puresa de les
mostres obtingudes al final del procés. En el cas de I'analisi de I’activacid in vitro dels zimogens
per part de la proteasa, reaccié en la qual aquests zimogens es fragmentaven en dos péeptids
petits s’utilitzaren gels separadors al 20% d’acrilamida i 1.5 mm de gruix. Es detalla el protocol

de confeccid dels gels, apilador i separador, i segons el gruix i % d’acrilamida del gel separador.

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 formacid de bombolles. S’afegeix una capa fina d’aigua
mil-liQ per facilitar la polimeritzacié i evitar malformacions del front. Una vegada el gel
separador (inferior) hagi polimeritzat, es pot retirar la capa d’aigua. Llavors es passa a la
preparacio del gel apilador (superior) 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. S‘'omple la cubeta d’electroforesi amb I'amortidor d’elucié (100 ml
d’amortidor d’elucié x10 (Tris-HCI 0.25M, SDS 1%, glicina 1.92 M, pH 8.5) en 900 ml d’aigua
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mil-liQ). Posteriorment, es posa els vidres amb el gel polimeritzat a la zona d’encaix dels
accessoris del kit. Llavors es preparen les mostres com s’indica a continuacio i es carrega el gel.
Per a induir el desplacament de les proteines en funcié de la seva massa molecular, es
connecta la font d’alimentacid a un voltatge constant (inicialment baix, i un cop en el gel
separador es pot apujar fins a uns 120 V). Quan el colorant del tampd d’aplicacio assoleixi
I’extrem inferior del gel, podem 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.

Preparacio del gel separador al 15% d’acrilamida (5 ml, 0.75 mm gruix)

Acrilamida 30 % — Bisacrilamida 0.8% 2.5ml
Tampod de gel separador (Tris/HCl 1.5M, pH 8.8 SDS 0.4%) 1.35ml
Aigua mil-liQ 1.1ml
TEMED 2 ul
Persulfat amonic 10% (p/v) 50 ul

Preparacid del gel separador al 20% d’acrilamida (12 ml, 1.5 mm gruix)

Acrilamida 30 % — Bisacrilamida 0.8% 8 ml
Tampé de gel separador (Tris/HCl 1.5M, pH 8.8 SDS 0.4%) 3ml
Aigua mil-liQ 1ml
TEMED 4l
Persulfat amonic 10% (p/v) 100 pl

Preparacio del gel apilador (2 ml, 0.75 mm gruix) (per a 1.5 mm gruix, doblar quantitats)

Acrilamida 30 % — Bisacrilamida 0.8% 0.33 ml
Tampé de gel separador (Tris/HCl 1.5M, pH 8.8 SDS 0.4%) 0.27 ml
Aigua mil-liQ 1.4 ml
TEMED 2 ul
Persulfat amonic 10% (p/v) 20 pl

Preparacio de les mostres

Les mostres es preparen aplicant amortidor d’aplicacié de mostres x4 (Tris HCI 50mM SDS 8%
glicerol 20% blau de bromofenol 0.02%) a una relacié de 3:1. Si es vol que I'amortidor tingui
caracter reductor s’afegeix B - mercaptoetanol (15% v/v) al tampé d’aplicacio i es bullen les

mostres 5’ a 90 2C.

Tincio del gel de poliacrilamida amb blau de Coomassie

Per a la tincié del gel de poliacrilamida amb blau de Coomassie, es submergeix el gel,
preferiblement en agitacio, en solucié6 Coomassie (0.1% (p/v) Coomassie Blue, 45% (v/v)
metanol, 10% (v/v) acid aceétic). Posteriorment s’elimina I'excés de colorant amb diversos

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

A aquest treball es van dissenyar, construir, produir i purificar 8 variants de zimogens d’'ONC i 4
d’HP-RNasa, activables especificament per la proteasa HIV-1 PR. Posteriorment, es van
caracteritzar aquests zimogens en relacid a la seva estabilitat, activacio in vitro amb la proteasa
HIV-1 PR, internalitzacié en cel-lules Jurkat en cultiu, evasié de I'RI, i activitat enzimatica i
citotoxicitat abans i després de I'activacido amb la proteasa. Per a tot aix0, i també ates el seu
preu de mercat, va ser necessaria la construccid, obtencid i caracteritzacié de la proteasa del

HIV-1 propia (SK#1), com a eina per a realitzar les activacions dels zimogens de ribonucleases.

4.3.1. OBTENCIO DE LA PROTEASA SK#1

El plasmidi pSK#1, el qual dirigeix la produccié de la proteasa SK#1, va ser construit per
amplificacio conjunta del gen de la proteasa HIV-1 PR i de vuit residus addicionals (MGTVSNF-)
a I'N-terminal del gen de la proteasa. S'utilitza la soca Rosetta™'2(DE3) per a I'expressié. La
proteasa SK#1 es purifica a partir de cossos d’inclusid, i combinant els protocols descrits per

Hong i col-laboradors [372] i per I'’equip de Gustafson [373].

4.3.1.1. Construccid del vector d’expressié pSK#1

El gen que codifica per la proteasa HIV-1 PR [374, 375] utilitzat per la construccié del nostre
vector d’expressid va ser amplificat per PCR a partir del vector pSK616, derivat de pBlueScript.
El vector pSK616 va ser cedit pel Dr. Antonio Villaverde (Universitat Autonoma de Barcelona).
Els oligonucleotids utilitzats en la PCR per I'amplificacié del gen de la proteasa van ser
S5HIV_Ndel i 3HIV_Sall, i es detallen a la Taula 9. Aquests oligos van ser dissenyats per
incorporar les dianes de restriccid Ndel a I'extrem 5’ del gen de la proteasa, i Sall a I'extrem 3’.
A més, seguint I'estrategia de Gustafson [373], s’amplifica conjuntament el gen de la proteasa
del HIV-1 i la seqiiencia codificant pels 7 residus aminoacidics (incorporant una metionina
inicial) (M)GTVSFNF- (Figura 16A), que es troba a I'extrem N-terminal de la poliproteina Gag-
Pol del virus HIV-1, i correspon al punt d’autoprocessament per a rendir proteasa madura [270,
375]. Posteriorment, el producte de I'amplificacid va ser digerit amb els enzims de restriccio
Ndel i Sall i es va subclonar a la regié de clonatge mdultiple (MCS) del vector pET22b(+)
préviament digerit amb els mateixos enzims. El vector d’expressio de la proteasa obtingut es
va denominar pSK#1 (Figura 16B). La validesa de la construccié (Figura 16C) es va comprovar

per seqiienciacié d’acids nucleics als Serveis Tecnics de Recerca de la Universitat de Girona.
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4.3.1.2. Produccid i purificacio de la proteasa SK#1

Per a la producci6 de la proteasa HIV-1 PR, inicialment es va transformar la soca
Rosetta™2(DE3) amb el vector d’expressié de la proteasa pSK#1 [376]. Aquesta soca és
portadora del plasmidi pRARE, que codifica per tRNAs de baixa freqliencia d’Us en procariotes i

permet utilitzar cloramfenicol com a marcador de seleccid.

Es van suplementar 25 ml de medi liquid LB amb ampicil-lina 50 pg/ml i cloramfenicol 35 pg/ml
i es van inocular amb una colonia de Rosetta™?2(DE3)-pSK#1. Després de 5 h en agitacio a 37
oC, el cultiu transformant en creixement es va utilitzar per inocular 2 L de medi LB,
suplementat amb els antibiotics préviament esmentats, utilitzant una dilucié 1/100 (v/v). Quan
el cultiu va assolir una ODss,m de 1.5-2.0 U.D.O. (aproximadament després d’unes 4-5 hores
incubant a 37 2C en agitacié a 220 rpm), es va induir I'expressié del gen de la proteasa
mitjancant I'addicié d’isopropil-B-D-tiogalactopiranosid (IPTG) a una concentracid final de 1
mM. Després de 4 h de produccié (temps descrit com a optim [377]), es van recollir les
cél-lules per centrifugacio (7 min a 7000 rpm) i es resuspengué el pellet en 30 ml de Tris-acetat
50 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM. Es van llisar les cel-lules utilitzant la premsa de French a 1100
psi, lisant les membranes cel-lulars per canvis de pressid i alliberant el contingut intracel-lular,

trobant-se la proteasa majoritariament en la fraccié insoluble en forma de cossos d’inclusid.

Com s’esquematitza a la Figura 17, posteriorment a la lisi es van aillar els cossos d’inclusié per
centrifugacid (45 min a 10000 rpm a 4 2C) i es van dissoldre en Tampo de Solubilitzacié 20 mM
Tris-acetat, pH 8.0, 8 M urea, 10 mM 1,4-dithio-DL-treitol (DTT), fins a una concentracio final
de 10 mg/ml de cossos d’inclusid. La solucié es va incubar durant 2 h en agitacio, i es descarta
la part no solubilitzada per centrifugacié a 12000xg durant 30 min a 4 2C. Posteriorment, es
feu un primer pas de purificacid carregant el sobrenedant a una cromatografia d’intercanvi
anionic amb 50 ml de reina DEAE, previament equilibrada amb el Tampd de Solubilitzacid i a un
flux de 0.4 ml/min. Les fraccions recollides corresponents al través es van dialitzar durant tota
la nit a 4 C, enfront el tampd 100 mM NaH,PQ,, pH 6.7, 0.01% CHAPS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT
i 25 % (v/v) glicerol. Seguidament, es van fer dos canvis de dialisi enfront 25 mM NaH,PO,, pH
6.7, 1 mM EDTA, 1 mM DTT i 1 % (v/v) glicerol. S’ailla la proteina solubilitzada mitjangant un
ultim pas de centrifugacié a 12000xg durant 30 min a 4 °C. Finalment, es realitza I'dltim pas de
purificacié, corresponent a una cromatografia d’intercanvi cationic a través d’una columna
Mono-S™ HR 5/5 FPLC, equilibrada amb el mateix tampd. L’elucié de la proteasa es realitza
mitjangant un gradient sali de 0-400 mM NaCl en 15 min. A la fraccid corresponent a la
proteasa (aproximadament elueix a 250 mM NaCl, essent aquest el segon pic aparegut en el
cromatograma) se li va afegir un 10% (v/v) de glicerol i es va emmagatzemar en aliquotes a -80

9C. La proteasa de HIV-1 obtinguda, expressada de pSK#1, es va anomenar SK#1 (Figura 16D).
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C

ATGGGAACTGTATCCTTTAACTTCCCTCAGATCACTCTTTGGCAACGACCCCTCGTCACAATAAA
GATAGGGGGGCAACTAAAGGAAGCTCTATTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGAAGAAATGAGTTTGCCAGGA
AGATGGAAACCAAAAATGATAGGGGGAATTGGAGGTTTTATCAAAGTAAGACAGTATGATCAGATACTCATAGAAATCT
GTGGACATAAAGCTATAGGTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTCAACATAATTGGAAGAAATCTGTTGACTCAGAT
TGGTTGCACTTTAAATTTTTAG

D Punt d’autoprocessament
-8 0 10 20 30 40
N-|(M)GTVSFNF|PQITLWQRPLVTIKIGGQLKEALLDTGADDTVLEEMSLPGRWKP...

50 60 70 80 90 99

.. KMIGGIGGFIKVRQYDQILIEICGHKAIGTVLVGPTPVNIIGRNLLTQIGCTLNF

(9]

Figura 16. Construccio de la proteasa SK#1.

A) Procés de construccid del vector pSK#1 d’expressio de la proteasa SK#1, mitjangant I'amplificacié del gen de la
proteasa a partir del vector pSK616 i els passos de digestio i lligacid en el vector pET22b(+). En vermell es ressalten
els 8 residus N-terminals addicionals amplificats junt amb el gen de la proteasa, per retardar la inactivacié per
autoproteolisi. B) Esquema final del vector d’expressid de la proteasa pSK#1. C) Seqlieéncia de DNA del vector pSK#1
amb el gen de la proteasa integrat en la zona de clonatge multiple. En gris: fragment de seqiencia del vector
pET22b(+). En vermell: seqliéncia de la proteasa SK#1. En verd: seqUéncia codificant pels 7 residus N-terminals
GTVSFNF-. En lila: Metionina inicial i codé de stop. D) Esquema i seqiiéncia aminoacidica de la proteasa SK#1, amb
els 8 residus N-terminals, ressaltant el punt d’autoprocessament. En blau: els tres punts d’autohidrolisi habituals de
la proteasa Leus-Trpg, Leuss-Glus, i Leugs-lleg,.

La concentracié de la proteina obtinguda va ser determinada mitjancant I'assaig Bradford
[370], paral-lelament amb la recHIV-1 PR comercial. La puresa i I’'homogeneitat es confirma per
SDS-PAGE 15%, amb tincid Coomassie-Blue i mitjangant electrotransferencia amb revelat tipus
Western-Blot. La massa molecular de la proteasa SK#1 madura i de la proteasa comercial
recHIV-1 PR van ser confirmades per espectrometria de masses MALDI-TOF (matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-light), utilitzant un equip Bruker-Biflex al Servei de
Proteomica de la Unitat CientificoTecnica de Suport (UCTS) de I'Institut de Recerca de

I’'Hospital Universitari Vall d’"Hebron, Barcelona.
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Figura 17. Procés de purificacio de la proteasa SK#1.

S’esquematitza el procés de purificacid a partir del lisat cel-lular del cultiu transformant RosettaTMZ(DE3)-pSK#1.

Per a la realitzacio del Western-blot, i de forma posterior a una electroforesi convencional, les
proteines immerses en el gel de poliacrilamida es transferiren a una membrana de difluorur de
polivinilidé (PVDF) (Millipore, EUA), aplicant un camp eléectric perpendicular. Inicialment, les
membranes de PVDF s’activaren submergint-les 15 seg en metanol 100% i després rentant-les
2 min amb aigua mil-liQ. Les membranes activades i les esponges es submergiren minim 5 min
en tampd d’electrotransferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% v/v metanol, pH 8.3), i els
papers Whatmann o de filtre durant 30 seg. Llavors es feu el muntatge evitant la formacio de
bombolles, en 'ordre d’elements seglient: suport de plastic del pol negatiu, esponja, paper
Whatmann, gel de poliacrilamida amb les proteines, membrana activada, paper Whatmann,
esponja i suport de plastic del pol positiu. L'electrotransferéncia es realitza a 100 V durant 2 h
amb la cubeta per Western-blot Mini Trans-Blot de Bio-Rad (EUA), plena de tampd
d’electrotransferéncia i en agitacid, refrigerada a 4 2C. Les membranes s’incubaren 1 h en
agitacio en tampd BLOTTO (Tris-HClI 10mM, NaCl 100mM, Tween 0.1% amb llet en pols 3%
(Nestlé, Suiza)), per evitar unions inespecifiques dels anticossos. Posteriorment s’incuba la
membrana durant unes 12-15 h en agitacid suau i a 4 2C, amb una dilucié 1:20000 en tampd
BLOTTO de I'anticos primari 1gG1 anti-HIV1-PR de ratoli (Acris Antibodies GMBH, Alemanya).
Aguest anticos reconeix especificament la regié N-terminal de la proteasa HIV-1 madura. Un
cop passat aquest temps, s’incuba la membrana 1 h a temperatura ambient i en agitacié amb
I’anticos secundari de cabra anti-lgG-ratoli (Calbiochem, EUA) conjugat amb peroxidasa, a una
dilucié 1:50000 en el tampd anterior. Pel revelat, s’utilitza el kit de deteccid SuperSignal® West
Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, EUA), deixant reaccionar durant 5 min. Aquesta
solucié conté luminol, que sera oxidat per la peroxidasa rendint 3-aminoftalat, originant
finalment una emissio lluminosa. Aquesta emissié fou detectada i fotografiada a 425 nm amb

el quimioluminometre FluorChem™ SP (Alpha Innotech, EUA) amb camera incorporada.
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4.3.1.3. Caracteritzacio cinética de la proteasa recombinant SK#1

Assaig FRET amb el substrat Dabcyl-Edans. Per tal de caracteritzar |'activitat enzimatica de la
proteasa SK#1 produida i comparar-la amb la proteasa recHIV-1 PR comercial, es va realitzar
un assaig de transferencia d’energia de fluorescéncia per ressonancia (FRET) [378], molt
sensible, utilitzant el substrat fluorogenic DABCYL-y-Abu-Ser-GIn-Asn-Tyr*Pro-lle-Val-GIn-
EDANS (Bachem, Suissa), i segons el protocol establert per Matayoshi i col-laboradors [379].
Aquest substrat consta d’'un octapeptid amb un fluorofor i un quencher o acceptor d’energia
units als seus extrems. L'octapeptid presenta la seqiiencia SQNY*PIVQ, diana de
reconeixement i hidrolisi natural per part de la proteasa HIV-1 entre matriu/capsida (MA/CA o
p17/p24) corresponent als residus 129-136 de la poliproteina Pr55gag. La digestié es dona en
I'enllag peptidic Tyr*Pro i es tradueix en un increment de la intensitat de fluorescéncia
(excitacié a 335 nm, emissid a 470 nm) (Figura 18). Els assajos es van realitzar amb una cubeta
de quars Suprasil, de 100 pli 10 mm de pas de llum (Hellma, Espanya) i un espectrofluorimetre
termoestabilitzat Lambda LS50 amb un detector UV-Vis, controlat pel software KinLab (Perkin-
Elmer, Waltham, MA, EUA).

Les reaccions de trencament del substrat per part de les dues proteases (propia o comercial)
van ser realitzades en Tampo d’Assaig 0.1 M acetat sodic, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
10% DMSO, 1 mg/ml BSA, pH 4.7, en un volum final de 120 ul, a 30 ¢C. El rang de
concentracions de substrat assajat fou de 0 a 130 uM (0, 1, 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80, 100, 130
KUM) i la concentracié de proteasa es va establir a 1.45 nM (afegint 1.2 ul de proteasa 145 nM).
Es va seguir I'increment de fluorescéncia per degradacié del substrat monitoritzant cada segon
durant 5 minuts després d’afegir la proteasa. Les taxes de degradacié del substrat (Vobsg en
unitats de fluorescéncia/segon) per les dues proteases i per cada concentracié de substrat es

van determinar per triplicat.

Figura 18. Esquema del substrat fluorogénic DABCYL-Y-AbuSQNY*PIVQ-EDANS i I'Efecte d’Apantallament (/FE).

A) El substrat DABCYL-EDANS emet fluorescéncia després d’un procés de proteolisi especifica per part de la
proteasa HIV-1 PR. B) Efecte d’apantallament de la fluorescéncia (IFE) que ocorre a elevades concentracions de
substrat, causat pels quenchers de molecules veines. Al requadre taronja, I'octapeptid diana, amb el punt de tall en
negreta. En oval taronja, el fluorofor EDANS (Aexc/em= 335/470 nm). En oval blau, el quencher DABCYL.
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Correccio de I'efecte d’apantallament intern (Inner Filter Effect, IFE). Existeixen dos tipus d’IFE
gue es manifesten en condicions d’elevada densitat optica [380, 381] subestimant la
fluorescéncia d’emissid i, per tant, els valors de Ky i Vimax. En primer lloc, I'ocasionat per una
absorcié de la fluorescéncia per part del mateix fluorofor; i en segon lloc, el causat per
I"absorcioé de la fluorescéncia per part del quencher de moléecules veines de producte ja digerit,
important en els assajos FRET amb substrats fluorogenics [380, 382]. Aixi, es va observar i
corregir I'lFE com es descriu a la bibliografia [382]. Breument, es va mesurar la fluorescencia
de les concentracions de substrat descrites anteriorment, amb un compost de referéncia i
sense aquest. La reduccio de la fluorescéncia observada reflecteix I'IFE per a cada concentracié
de substrat de forma especifica. S'utilitza com a compost de referéncia EDANS;,.. (presenta un
espectre similar al producte de digestié PIVQ-EDANS) a una concentracid final fixada de 0.8 uM
(2 pl d’EDANS 50 pM, a un volum de 120 pl totals), emprant el coeficient d’extincid molar de
5438 M'cm™ a 335 nm en Tampé d’Assaig [379] per determinar la concentracid. Els factors de
correccio de I'IFE per a cada concentracid de substrat es detallen a la Taula 7 i sén el quocient
de la fluorescencia de EDANS;. dividida per la fluorescencia del mateix EDANSy;,.. €n abséncia

del substrat. La férmula per obtenir les velocitats corregides es detalla a I'Equacio 4 [382].

Equacio 4. Correccio de I’Efecte d’Apantallament Intern (IFE).

v _ Vobsi
COTTi " Fgpis;-Fs;
FED+so-Fs,

On Vi és la velocitat corregida a la concentracié de substrat ; V,, representa la velocitat observada a la
concentracié de substrat ;; Fgp.si€és la suma de la fluorescéncia d’EDANS;,.+substrat detectada a la concentracio ;
Fsies correspon a la fluorescencia del substrat detectada a la concentracid ;; Fep.s,, fluorescéncia de EDANS, e €N
abseéncia de substrat; i Fs, és la fluorescéncia basal del tampd en abséncia de substrat i EDANS (background).

Taula 7. Factors de correccié de I'IFE per a les diferents concentracions de substrat.

Concentracio Fluorescéncia Fluorescencia Fluorescencia .,

de substrat (uM)® del substrat” Substrat+EDANS,” EDANS; Correccio IFE
0 0.041 £0.041 179.814 + 1.846 179.773 £ 1.887 1.000 + 0.021

1 0.811+0.171 173.090 + 2.846 172.279 +3.017 0.958 + 0.027

5 3.676 £0.295 158.545 +5.373 154.868 + 5.667 0.861 + 0.041

10 7.240+£0.133 152.734 +3.821 145.494 + 3.954 0.809 + 0.030

15 10.557 £ 0.193 143.493 + 0.007 132.936 + 1.200 0.739 +0.014

20 12.403 £ 0.749 132.001 £ 4.641 119.598 +5.390 0.665 + 0.037

40 15.423 £+ 0.309 100.266 +2.184 84.843 £2.493 0.471 +0.019

60 15.901 £ 0.081 72.363 £ 1.837 56.463 £ 1.918 0.314 +0.014

80 15.248 + 0.512 62.359 £ 2.631 47.111 +£3.143 0.262 + 0.020

100 12.659+0.472 41.239 +£4.158 28.580 £ 4.630 0.159 + 0.027

130 8.197 £ 1.227 32.533£3.142 24.336 £ 4.369 0.135 +0.026

% En un volum total de 120 pl, en Tampd d’Assaig 0.1 M acetat sodic, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% DMSO,
1 mg/ml BSA, pH 4.7.

® |a fluorescéncia es determina a 30 2C, amb un espectrofluorimetre Perkin-Elmer Lambda Bio 20, equipat amb
camera de cubetes termostatitzada amb un detector UV-Vis.

© Concentracié EDANS;, fixada a 0.8 uM. Coeficient extincié molar (g) = 5438 M'em™a 335 nm en Tampd d’Assaig
[379].

-84 -



METODOLOGIA

Conversié d’unitats, de Vi a V. Per a convertir les velocitats Vcorr (UFI seg?) a V (uM min™)
es va realitzar una recta patré amb substrat a baixa concentracio, on |'efecte IFE és minim (O,
0.1, 0.2, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5, 2.0 uM), afegint-hi proteasa a una concentracid final de 425 nM,
deixant completar la degradacié del substrat. La fluorescencia final detectada correspon a la
fluorescéncia del producte PIVQ-EDANS format, estant aquest a la mateixa concentracié que el

substrat inicial, permetent la conversié d’unitats de fluorescencia a unitats de concentracio.

Ajust de les dades a Michaelis-Menten. Finalment, una vegada corregit I'efecte IFE i
convertides les unitats de V a pM min™, les dades s’ajustaren a I'Equacié 5, de Michaelis-
Menten, i es calcularen els dobles inversos o de Lineweaver-Burk. Es determinaren aixi els
parametres cinétics Vmao, Km i Keat/Km per les dues proteases, recHIV-1 comercial i SK#1

produida en aquest treball.

Equacié 5. Equacié de Michaelis-Menten.
Pel calcul dels parametres cinétics Vi, Kmi Keat/ Ky -

_ max [S]
° Ky +[S]

On V, és la velocitat de reaccio a l'inici, V., €s la velocitat maxima assolida, [S]es correspon a la concentracié de
substrat i Ky, és la constant de Michaelis-Menten.

4.3.2. DISSENY, CONSTRUCCIO, PRODUCCIO | CARACTERITZACIO DE ZIMOGENS DE
RIBONUCLEASES

Per a la obtencié dels zimogens d’ONC i d’HP-RNasa, i seguint |'estrategia de Raines i
col-laboradors [360], es construiren els vectors d’expressié dels zimdgens unint els extrems N- i
C- terminals de la proteina salvatge mitjancant diverses sequéencies aminoacidiques que
contenien una diana per la proteasa HIV-1 PR, i es generaren nous extrems amino i carboxil
terminals mitjangant permutacioé circular de la cadena polipeptidica. Una vegada plegada la
proteina, el centre actiu de la ribonucleasa queda obstruit. Es produiren i purificaren les
diverses construccions obtenint zimogens d’ONC i d’"HP-RNasa activables especificament per la
proteasa HIV-1 PR. La caracteritzacid es realitza en base al grau d’activacié in vitro amb la
proteasa propia SK#1, I'estabilitat conformacional, la capacitat d’internalitzacioé a les cel-lules i
d’evasidé de I'Rl, i finalment, I'eficiencia catalitica i citotoxicitat abans i després de I'activacio

amb la proteasa. També es resolgué I'estructura d’un dels zimogens basats en 'ONC.
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4.3.2.1. Disseny i modelats moleculars dels zimogens de ribonucleases

Seqiiéncies diana de la proteasa HIV-1 PR i de bloqueig del centre actiu dels zimogens. Es van
utilitzar tres tipologies de seqliéncies linker reconegudes especificament per la proteasa HIV-1
PR amb la finalitat de bloquejar el centre actiu dels zimogens (Taula 8). D’una banda, les
sequencies de tipologia YP, SQNY*PIVQ (on I'asterisc indica el punt de tall), reconeguda i
digerida de forma natural per la proteasa HIV-1 PR [270, 383, 384]. D’altra banda, les de
tipologia FL, GSGIF*LETSL. | per ultim, es va dissenyar una variacié de les seqiéncies FL
anomenant-les de tipus FL2, IF¥*LETSGIF*LET, les quals presenten dos llocs de tall per part de la
proteasa HIV-1 PR. Finalment, en cada tipologia seleccionada es va variar la longitud dels
connectors entre 14 i 16 residus, amb la finalitat d’obtenir unes construccions més accessibles
per la proteasa, o amb una relacié d’eficiéncia catalitica ribonucleasa / proribonucleasa més
elevada. Es va allargar la longitud de la diana de la proteasa, de 7 residus, fins a la longitud
desitjada mitjancant un petit bra¢ espaiador, dissenyat per afavorir la flexibilitat i solubilitat,

contenint residus de glicina (Gly, G) i serina (Ser, S).

Taula 8. Llistat dels zimogens produits en aquest treball.
A cada zimogen es mostra I’'RNasa d’origen i la seqliencia aminoacidica linker que conté el lloc d’escissié per la HIV-1
PR, detallant-ne la tipologia i longitud.

Vector/Zimogen RNasa Seqiiencia linker® Tipologia | Longitud
pONCYP/ONCYP ONC SC,04GSGSQNY*PIVQSAGS,D YP 14
pONCYPG1/ONCYPG1 ONC SC10GSGGSQNY*PIVQSAGS,D YP 15
pONCYPG2/ONCYPG2 ONC $C10sGSGSQNY*PIVQGSAGS,D YP 15
pONCYPGG/ONCYPGG ONC SC,04GSGGSQNY*PIVQGSAGS,D YP 16
pONCFL/ONCFL ONC SC104GSGSGIF*LETSLSAGS,D FL 15
pONCFLG/ONCFLG ONC $C10,GSGGSGIF*LETSLSAGS,D FL 16
pONCFL2C15/ONCFL2-C15 ONC SC10,GSGIF*LETSGIF*LETS,D FL2 15
pONCFL2C16/ONCFL2-C16 ONC SC104GSGIF*LETSGIF*LETGS,D FL2 16
p6His-HGNYP/HGNYP PM5 AS,,3GSGSQNY*PIVQSAGK,E YP 14
p6His-HGNFL/HGNFL PM5 AS;,3GSGSGIF*LETSLSAGK;E FL 15
p6His-HGNFL2/HGNFL2 PM5 AS,,3GSGIF*LETSGIF*LETGK,E FL2 16
p6His-HGNFL-R31ER91D / HGNFL-R31ER91D PM5 AS,,3GSGSGIF*LETSLSAGK,E FL 15

® Els residus corresponents als extrems carboxil i amino d’'ONC o de PM5 estan indicats en negreta i numerats
(segons la numeracio de la proteina salvatge respectiva). La seqliéncia de reconeixement per part de la proteasa
HIV-1 PR es troba subratllada. Els residus separats per un asterisc corresponen als residus P1 i P1’ i flanquegen
I'enllag peptidic d’escissid per la proteasa. Els residus espaiadors de Gly per elongar la sequencia linker estan
remarcats en vermell. A la Taula 9 es llisten els oligos formadors dels cassettes de cada seqliéncia.
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Posicio dels extrems N- i C- terminals de nova creacio. Seguidament, va ser necessari escollir
la posicid dels extrems N- i C- terminals no natius dels zimogens. Els residus seleccionats van
ser Ser72/Arg73, en el cas de 'ONC, i Asn88/Gly89, per a I’'HP-RNasa (Figura 19). Aquestes
posicions van ser elegides perquée sén les homologues a les que van permetre I'obtencié del
zimogen més efectiu de la RNasa A a l'estudi de Plainkum i col-laboradors [360].
Posteriorment, es van generar els models estructurals dels zimogens desitjats tant basats en
I'ONC com en I’"HP-RNasa.

Figura 19. Esquema de les construccions base a obtenir mitjangant el procés de permutacio circular.

Model estructural dels zimogens d’ONC. Per tal d’ajudar en el disseny de les variants amb
permutacié circular de zimogens d’ONC, es van crear models estructurals modificant les
coordenades atomiques de la proteina salvatge. Per a la obtencid dels models estructurals dels
zimogens basats en I'ONC, per una banda es va treballar amb el fitxer de les coordenades
atomiques d’ONC salvatge, extret del Banc de Dades de Proteines (Protein Data Bank (PDB))
(codi pdb d’accés 10NC) [93]. Es va introduir al fitxer pdb una mutacié GInlSer in silico
utilitzant el Swiss-Pdb Viewer, creant un nou fitxer pdb. Llavors, utilitzant un processador de
textos, les coordenades atdomiques des de Arg73 fins a Cys104 es van retallar i enganxar just
abans de les coordenades atomiques restants (des de la Ser1 fins la Ser72) creant un nou fitxer
pdb, que sera utilitzat com a plantilla de I'estructura. Paral-lelament, a partir de la seqliéncia
en format fasta d’ONC es va realitzar el mateix procés de modelat, afegint les diferents
sequencies linker proposades en format fasta entre els residus Cys104 i Serl, obtenint aixi
I’estructura primaria desitjada per les diferents variants de zimogens d’ONC, amb els nous
extrems peptidics en els residus Arg73 i Ser72 de la proteina salvatge i la seqiiéncia connectora
unint els terminals N- i C- originals. Mitjancant el programa Swiss-Pdb Viewer es va poder fer
un alineament manual entre I'esborrany de la seqiiencia de cada zimogen en format fasta i el
fitxer pdb plantilla de la proteina salvatge (10NC) amb les coordenades atomiques arranjades.
A continuacid, es va sol-licitar el model d’estructura mitjancant el SWISS-MODEL, un servidor
automatic de modelatge per homologia. Finalment, el model s’optimitza minimitzant I’energia
en 3000 passos amb I'aplicaci6 GROMOS 96 del Swiss-Pdb Viewer [385]. Pel desenvolupament
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de les variants de zimogens d’ONC es van considerar només els models que no eren

distorsionats i que no mostraren energia positiva global després de la minimitzacié d’energia.

Model estructural dels zimogens d’HP-RNasa. Per al modelat dels zimogens d’HP-RNasa, es va
obtenir el fitxer pdb d’una variant d’HP-RNasa del banc de dades (codi pdb 1DZA), anomenada
PM7 [172]. Es va escollir aquesta estructura degut a la seva similitud (tan sols presenta la
substitucid extra Pro50Ser) respecte PM5 [203], 'HP-RNasa seleccionada com a base pels
zimogens per la seva major estabilitat i facilitat de produccié. Com s’ha explicat a la
introduccié, PM5 presenta 5 mutacions a I'extrem N-terminal respecte I'HP-RNasa salvatge:
R4A, K6A, Q9E, D16G, S17N (Figura 9). Seguint el procediment anterior, en el fitxer pdb
primerament s’introdui una mutacié in silico Ser50Pro, i seguidament, es feu delecié dels 5
aminoacids C-terminals —VEDST, obtenint aixi la seqiiéncia d’una proteina de 123 residus. Els
nous extrems es van situar en els residus Asn88/Gly89, retallant les coordenades atomiques
des de Gly89 fins a Ser123 i enganxant-les a I'inici de la resta de coordenades atomiques (des
de Lys1 fins a Asn88). Igual que en el cas de 'ONC, a partir de la seqliéncia fasta de la proteina
base es va realitzar el mateix procés de modelat, i per a cada un dels zimogens, afegint les
diferents seqliencies connectores proposades en format fasta entre els residus Ser123 i Lys1.
Una vegada obtinguda I'estructura primaria desitjada, amb els nous N- i C- terminals als
residus Gly89 i Asn88 de la proteina salvatge i la seqliéncia linker unint els terminals originals
(tenint en compte la delecid a partir del residu 124), igual que en el cas anterior, es va utilitzar
el fitxer pdb de la proteina parental (1DZA) com a plantilla. Es va fer un alineament manual
entre la nova seqiiéncia i la plantilla per, finalment, sol-licitar el model estructural, optimitzar-

lo minimitzant-ne I'energia i seleccionar els zimogens que complien els requeriments.

4.3.2.2. Construccid dels vectors d’expressié dels zimogens de ribonucleases

Per a I'obtencié de les construccions a nivell de DNA dels zimogens d’ONC i HP-RNasa es van
crear, mitjangant permutacid circular, seguint I'estratégia de Plainkum i col-laboradors [360],
els extrems N- i C- terminals no natius Ser72/Arg73 i Asn88/Gly89, a 'ONC i I'HP-RNasa,
respectivament (Figura 19). Els fragments aixi amplificats es van clonar en vectors de la série
PET per a la seva expressid. Tots els oligonucleotids emprats en les construccions d’aquest
treball es llisten a la Taula 9. La validesa de totes les construccions es va comprovar per

sequenciacié d’acids nucleics als Serveis Tecnics de Recerca de la Universitat de Girona.

A) Construccio de les variants i zimogens d’ONC.

Tots els plasmidis que dirigeixen la produccié de les variants i dels zimogens d’ONC es van
construir sobre pONC [107], derivat de pET22b(+) que permet I'expressid, sota el control de
T7, del gen codificant per 'ONC.
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Variant ONCQ1S. Es va construir el mutant ONCQ1S com a control, reemplagant el residu GInl
per un residu de Ser. Per a la construccié del vector d’expressié pONCQ1S, es va amplificar el
gen codificant per 'ONC amb els oligos detallats a la Taula 9, OncSerl, que introdueix la diana
MIuNI (subratllada a la seqliéncia de I'oligo) i la substitucié Q1S (en negreta a I'oligo), i el
terminador de T7. El producte de PCR va ser purificat i digerit amb els enzims de restriccié
MIuNI i Sall. Posteriorment s’inseri el producte obtingut en el vector pET22 b(+) (Novagen,
Madison, WI, EUA).

Zimogens d’ONC. Els vectors que permeten produir els zimogens d’ONC es van construir
mitjangant permutacioé circular, com es mostra a la Figura 20. A nivell general consisteix en
obtenir un vector amb els gens duplicats, inserir el connector enmig dels dos gens i realitzar

I"amplificacid a partir dels punts que es desitgen com a extrems no-natius.

Duplicacio dels gens. Primerament, per a la obtencid del vector amb els gens duplicats (ONC-

ONC), s'utilitzaren els oligos Promotor de T7 i oncPM51 (Taula 9) per amplificar la primera
copia d’ONC de pONC, treure el codd d’stop i inserir una diana per a BamH| (subratllada a
I'oligo) després del codd que codifica per a la Cys104 (en cursiva a I'oligo). El producte de
I"'amplificacié es va digerir amb els enzims de restriccié Ndel i BamH! i es va subclonar el
fragment resultant al vector pET22b(+), obtenint el vector pONC_BamHI. La segona copia del
gen ONC es va amplificar també a partir de pONC, utilitzant els oligos PM5onc2 i el T7Term
(detallats a la Taula 9), inserint una diana per EclX| (subratllada a I'oligo) i substituint GIn1 per
Ser (en negreta a l'oligo). El producte d’amplificacié es va purificar i digerir amb les
endonucleases de restriccié EclXl i Sall, i es va inserir i lligar al vector pPONC_BamHI digerit amb

EciXl'i Xhol, obtenint el vector pBONC amb els gens duplicats.

Insercio dels linkers. Es llisten a la Taula 9 els diferents oligos utilitzats per a la construccid dels

cassettes de DNA codificants per les diferents seqiiencies aminoacidiques, d’unié dels amino i
carboxil terminals natius i de reconeixement-hidrolisi per part de la proteasa HIV-1 PR. Per a la
construccié dels cassettes es van barrejar els oligos corresponents a una relacié equimolar,
s’escalfaren fins a 90 2C i es deixaren refredar fins a 25 2C en 30 min. Per a la inserci6 dels
diferents fragments de DNA enmig dels dos gens ONC-ONC del vector pBONC s’utilitzaren les
dianes BamH| i EclXl. Els plasmidis que contenien les dues copies del gen de 'ONC disposats en
tandem i connectats pels linkers es van anomenar pBONCYP, pBONCYPG1, pBONCYPG2,
pBONCYPGG, pBONCFL, pBONCFLG, pBONCFL2-C15 i pBONCFL2-C16.

Creacid dels extrems no-natius. Els zimdgens o onconases permutades que presenten els nous

terminals no natius Arg73/Ser72 (respecte la salvatge), amb les diferents sequiiéncies
connectores, es van crear mitjancant PCR a partir dels vectors mencionats al paragraf anterior
com a motlle i amplificant amb els oligos denominats ONCS72G735 (a partir de la posicié 73

del primer gen) i ONCS72G733 (a partir de la posicié 72 del segon gen), detallats a la Taula 9,
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que contenen les dianes Ndel i Sall (subratllades als oligos), respectivament (Figura 20). El
producte de PCR es va purificar i digerir amb les endonucleases anteriorment esmentades i es
va lligar al vector pET22b(+) digerit amb els mateixos enzims de restriccid. Es van obtenir
finalment els vectors d’expressi6 pONCYP, pONCYPG1, pONCYPG2, pONCYPGG, pONCFL,
pPONCFLG, pONCFL2-C15 i pONCFL2-C16, que sén els que permetran |'obtencid dels diferents
zimogens d’ONC.

Variant de zimogen ONCFLG-5120C. La variant ONCFLG-S120C va ser dissenyada per a estudiar
la internalitzacié del zimogen després de conjugar-lo amb Alexa Fluor® 488 C5 maleimide
(Molecular Probes Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). El plasmidi utilitzat per expressar
aquesta variant va ser construit mitjancant mutacié dirigida per QuikChange™ a partir del
vector pPONCFLG com a motlle. Aixi, es van utilitzar els oligonucleotids 5FLGCys i 3FLGCys per a
substituir la Ser C-terminal d’ONCFLG per Cys (en negreta als oligos, junt amb el coddé de

finalitzacio o stop, en cursiva).

Figura 20. Esquema del procés de construccié dels vectors d’expressio dels zimogens d’ONC.

1. A partir del vector pONC, duplicacio dels dos gens d’ONC. 2. Els linkers de reconeixement per la proteasa HIV-1 PR
(HPLs) de diferents tipologies es clonen enmig dels dos gens duplicats d’'ONC. 3. Els extrems no-natius de la
construccié permutada es situen a Arg73/Ser72 mitjangant una amplificacié. 4. S'obté el vector d’expressio dels
diferents zimogens d’ONC.
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B) Construccio dels zimogens d’HP-RNasa.

Construccio dels zimogens. La construccio de les variants i zimogens d’HP-RNasa es va dur a
terme de manera similar que per les variants d’ONC, mitjancant permutacio circular. Tots els
plasmidis que dirigeixen la produccié de les variants i dels zimogens d’HP-RNasa es van
construir a partir del vector pPM5, obtingut préviament al nostre grup de recerca [173].

S’esquematitza el procés de construccié dels zimogens d’HP-RNasa a la Figura 21.

Duplicacio dels gens. Per a la obtencié del vector amb els gens duplicats (PM5-PM5),

s’utilitzaren els oligos Promotor de T7 i PM5oncl (Taula 9) per amplificar la primera copia de
PM5 de pPMS5, treure el codd stop i inserir una diana per a BamH| (subratllada a I'oligo). El
producte de I'amplificacié es va digerir amb els enzims de restriccid Ndel i BamH|I i es va
subclonar el fragment resultant al vector pET22b(+), obtenint el vector pPM5_BamHI. La
segona copia del gen de PM5 es va amplificar també a partir de pPMS5, utilitzant els oligos
oncPM52 i oncPM53, introduint les dianes Ec/Xl i Sall, respectivament (subratllades als oligos,
Taula 9). El segon oligo, a més, afegia també un codd de finalitzacié de la traduccié (remarcat
en cursiva). El resultat de I'amplificacié es digeri amb els enzims de restriccié esmentats, i es
subclona el fragment obtingut al vector pPM5_BamHI previament digerit amb Ec/XI i Xhol.
S’obtingué el vector pPM5PMS5, en el qual trobem els gens duplicats de I'HP-RNasa PM5
localitzats consecutivament, amb la diana BamHI al final del primer dels gens i la diana Ec/XI a

Iinici de la segona copia del gen.

Obtencid del vector base pels zimogens. Es digeri el vector pPM5PM5 amb les dianes BamHI i

EclXl, i es va clonar enmig dels dos gens duplicats el cassette YP (oligos detallats a la Taula 9),
obtenint el vector pPM5PMS5-HPL. S’obtingué la construccié base d’HP-RNasa permutada amb
el primer dels linkers i amb els extrems no natius a Gly89/Asn88 (respecte a I'HP-RNasa),
mitjancant PCR a partir del plasmidi anterior i amplificant amb els oligos HG89N88 5 i
HG89N88_3, que introdueixen les dianes Ndel i Sall (subratllades als oligos) respectivament. El
producte de I'amplificacié es va purificar i digerir amb els enzims de restriccié Ndel i Sall i es
subclona en pET22b(+) obtenint el vector pHGN-HPL.

Obtencio dels zimogens HGNs (del124). Es realitza una digestié del vector pHGN-HPL amb Sall i

Xhol (que rendeixen extrems cohesius que podran unir-se) per tal d’eliminar la diana Ec/XI
(Eagl) present a pET22b(+), ja que és I'enzim de restriccié que s’utilitzara per a dur a terme les
mutacions en cassette de les seqliencies linker. S’obtingué aixi el nou vector pHGNHPL-XS.
Sobre aquest vector es va fer mutacié dirigida per QuikChange™ tal i com indica el fabricant,
amb els oligos del1245 i del1243 (Taula 9) per tal d’eliminar els residus C-terminals originals de
I’HP-RNasa salvatge -VEDST, reduint la construccié de 128 a 123 residus. S’obtingué d’aquesta

manera el vector d’expressio pHGNYP, del primer dels zimdgens HGNs. Per construir les

-91 -



METODOLOGIA

diferents variants de zimogens d’HP-RNasa permutats, amb les diverses dianes de la proteasa
HIV-1 PR (Taula 8), es va digerir el vector pHGNYP amb els enzims de restriccio BamHl i EciXl, i
s’hi relligaren els cassettes FL i FL2, respectivament (oligos detallats a la Taula 9). Els vectors

s’anomenaren, respectivament, pHGNFL i pHGNFL2.

Obtencio de les variants 6His-HGNs. Amb la intencié d’optimitzar la purificacié dels zimogens
d’HP-RNasa, i per tal d’afegir-los a I'N-terminal una cua de 6 histidines, es va amplificar els
diferents zimogens a partir dels vectors pHGNYP, pHGNFL, i pHGNFL2, utilitzant els
oligonucleotids T7Prom i 3HGN-EcoRI, que alhora afegia una diana EcoRI al final del gen
amplificat (subratllada a I'oligo, Taula 9). El producte d’amplificacié de cada una de les variants
es va digerir amb els enzims de restriccio Ndel i EcoRl i es va clonar al vector pET28c(+)
previament digerit amb els mateixos enzims. S’obtingueren els vectors codificants pels
zimogens amb cua d’histidines, que permeteren la seva expressidé, anomenats p6His-HGNYP,
p6His-HGNFL i p6His-HGNFL2, expressant respectivament els zimogens HGNYP, HGNFL i
HGNFL2.

Construccio del mutant HGNFL-R31ER91D. Per a |'obtencié del mutant HGNFL-R31ER91D es
van realitzar dos QuikChange™ successius a partir del vector p6His-HGNFL. S'utilitzaren els
oligonucleotids R31E_1i R31E_2per a mutar I'Arg31 per un Glutamic (triplet remarcat en
negreta als oligos); i HGN_R91D_5 i HGN_R91D 3 per a canviar I’Arg91 per un Aspartic (codd

remarcat en negreta als oligos) (Taula 9).

4.3.2.3. Produccid i purificacio dels zimogens de ribonucleases

La produccid i purificacié dels zimogens d’ONC i d’HP-RNasa es realitza seguint protocols
descrits préviament al nostre laboratori, incorporant algunes modificacions. A la Figura 22
s’il-lustra un esquema general del procés de purificacié dels zimogens. La puresa i
homogeneitat de les proteines es va confirmar per SDS-PAGE. Les masses moleculars dels
zimogens i variants d’'ONC i HP-RNasa (PM5) i les respectives proteines salvatges es van
confirmar per espectrometria de masses MALDI-TOF amb I'equip Ultraflex-TOF de Bruker
Daltonics, dels Serveis Tecnics de Recerca del Parc Cientific i Tecnologic de la Universitat de
Girona. La concentracié de cada variant era determinada mitjancant I’assaig Bradford [370] o
bé per espectroscopia UV, com es detalla a I'apartat 4.2.4.3. Determinacio de la Quantitat de

Proteina de Metodologia.
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Figura 21. Esquema del procés de construccié dels vectors d’expressié dels zimogens HGNs.

1. A partir del vector pPM5, duplicacié dels gens. 2. Els extrems no-natius de la construccié permutada es situen a
Gly89/Asn88 mitjangant una amplificacié, per permutacio circular. 3. Es realitza una delecié dels residus 124-128 (-
VEDST) del C-terminal de I’'HP-RNasa. 4. Es clonen els linkers connectors (HPLs) de diferents tipologies. 5. S'obté el
vector d’expressio dels diferents zimogens de la variant PM5.
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Taula 9. Oligonucleotids utilitzats en la construccié dels vectors d’expressié de les proteines d’aquest treball.

Es detalla el motiu de la seva utilitzacid i el vector motlle en el qual s’han utilitzat, aixi com la seqiiéncia peptidica
dels linkers formada pels oligos utilitzats com a cassettes.

Utilitzacio dels oligos®

Vector motlle

. b
Nom de l'oligo

Segiiencia de I'oligonucledtid™

. S5HIVP_Ndel 5’-ccececceccatatgggaactgtatecttt-3’
Amplificacié gen de la proteasa pSK616 —
3HIVP_Sall 5’-cccccectgtegactaaaaatttaaagtge-3’
Mutacio dirigida Q1S OncSer1(MIuNl) 5’-gcccagecggegatggecagegactggetgac-3’
per construir ONC-Q1S PONC T7 Term (Sall) 5'-gctagttattgctcageg-3'
Amplificacié de ONC T7 Prom (Ndel) 5'-taatacgactcactataggg-3’
(1a copia duplicats) PONC oncPM51(BamHI) 5’-cccececcecccggatecgeaagaaccaacaccaac-3
Amplificacié de ONC (Q1S) PM5onc2(EciXl) 5’-ccceecccccggecggctecgactggetgactttee-3’
(2a copia duplicats) PONC T7 Term (Sall) 5'-gctagttattgctcageg-3'
Permutacio circular ZIM-ONC ONCS72G735 (Ndel) 5’- ctgactgcaacgttcatatgcgtccgtgcaaatac-3’
Extrems no-natius Ser72/Arg73 PBONCs ONCS72G733 (Sall) 5’-cagtttgtattttgtcgactaagaagtaacgttge-3’
Mutacio dirigida S120C 5FLGCys 5’-tctgactgcaacgttacttgctagtcgagcaccacc-3’
per construir ONCFLG-S120C PONCFLG 3FLGCys 5’-ggtggtgctcgactagcaagtaacgtigcagtcaga-3’
Amplificacié de PM5 T7 Prom (Ndel) 5'-taatacgactcactataggg-3’
(1a copia duplicats) pPM> PM5oncl (BamHl) 5’-ccceccccccccggatcecagtagaatcttcaacge-3’
Amplificacié de PM5 oncPM52 (EciXI) 5’-ccccecceccggecggcetecgactggetgactttee-3’
(2a copia duplicats) pPM> oncPM53 (Sall) 5’-ccccecccccccgtegactaagtegaatcttcaacg-3’
Permutacid circular ZIM-HGNs pPM5PM5- HG89N88_5 (Ndel) 5’-ccceccccccatatgggttctagatacect-3’
Extrems no-natius Asn88/Gly89 HPL HG89N88_3 (Sall) 5’-ccceecctgtegactaattagtcagtcetac-3’
Mutacio dirigida del124 del1245 5'-gttcattttgatgctagegttggatceggttctcagaac-3'
Eliminacié —VEDST C-terminals PHGN-HPLXS del1243 5'-gttctgagaaccggatccaacgctagcatcaaaatgaac-3'
Amplificacié zimogens HGNs pHGNYP T7 Prom (Ndel) 5'-taatacgactcactataggg-3’
per clonar en pET28 (cua 6His) ppﬁg,ﬂffz 3HGN-EcoR/ 5’-ggtggtggtggtggtggaattctaattagtcagtctac-3’
Mutacio dirigida R31E R31E_1 5’- ctgtaatcaaatgatggagcgccgaaatatgactcaag -3’
per construir HGNFL-R31ER91D PHGNFL R31E_2 5’- cttgagtcatatttcggcgctecatcatttgattacag -3’
Mutacio dirigida R91D HGN_R91D_5 5’- gcagccatatgggttctgattaccctaattgtge -3’
per construir HGNFL-R31ER91D PHGNFLR31E HGN_R91D_3 5’- gcacaattagggtaatcagaacccatatggcetge -3’
Seqiiéncia aminoacidica linker® Nom linker Nom de I'oligo Seqliencia oligonucleotid formador del cassette
GSGSQNY*PIVOSAG YP YP_5 5’-gatccggttctcagaactacccgatcgttcagtce-3’
YP_3 5’-ggccgactgaacgatcgggtagttctgagaaccg-3’
GSGGSANY*PIVASAG YPG1 YPG1_5 5’-gatccggtggttcccagaactaccegategttcagte-3’
YPG1_3 5’-ggccgactgaacgatcgggtagttctgggaaccaccg-3’
YPG2_5 5’-gatccggttcccagaactacccgatcgttcagggtte-3’
GSGSQNY'PIVAGSAG YPG2 YPG2_3 5’-ggccgaaccctgaacgatcgggtagttctgggaacceg-3’
GSGGSONY*PIVAGSAG YPGG YPGG_5 5’-gatccggtggttcccagaactaccegategttcagggttc-3
YPGG_3 5’-ggccgaaccctgaacgatcgggtagttctgggaaccaccg-3’
GSGSGIF*LETSLSAG FL FL_5 5’-gatccggttceggtatcttcctggaaaccteectgte-3’
FL_3 5’-ggccgacagggaggtttccaggaagataccggaaccg-3’
GSGGSGIF*LETSLSAG FLG FLG_5 5’-gatccggtggttccggtatcttectggaaacctecctgte-3’
FLG_3 5’-ggccgacagggaggtttccaggaagataccggaaccaccg-3’
GSGIF*LETSGIF*LET FL2-C15 FL2C15_5 5’-gatccggtatcttcctggaaacctecggtatcttectggaaace-3’
FL2C15_3 5’-ggtttccaggaagataccggaggtttccaggaagataccggatce-3’
GSGIF*LETSGIF*LETG FL2-C16 FL2C16_5 5’-gatccggtatcttcctggaaacctceggtatcttectggaaaccggt-3’
FL2C16_3 5’-accggtttccaggaagataccggaggtttccaggaagataccggatce-3’

® Les mutacions puntals introduides es detallen a la utilitzacié dels oligos i es remarquen en negreta a la seqiiéncia

de I'oligo corresponent.

Les dianes de restriccié introduides es detallen al nom de |'oligo i es remarquen subratllades a la seqliéncia.
© La seqiiéncia diana de la proteasa HIV-1 PR es troba subratllada, on I'asterisc * indica el punt concret de tall. En
negreta es ressalten els residus de glicina utilitzats com a espaiadors per tal d’elongar les sequencies linker.
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A) Produccié i purificacio dels zimogens d’ONC, ONC i ONCQ1S.

Els zimogens d’ONC, la proteina salvatge ONC i el mutant ONCQ1S, van ser produits i purificats
segons el protocol descrit préviament per a I'ONC salvatge [104], incorporant algunes

modificacions. S’obtingué en tots els casos un rendiment de 30-40 mg per litre de cultiu.

Breument, es transformaren cél-lules BL21(DE3) [368] amb el vector d’expressié corresponent i
s’incubaren en medi LB (lysogeny broth) suplementat amb 100 pg/ml ampicil-lina, fins a
obtenir una DOssq de 1.5-2.0. L’expressid heterdloga de la proteina s’indui amb IPTG a 1 mM.
Després de 3-4 hores, les cél-lules del cultiu es recolliren per centrifugacié a 7500xg durant 7
min, i es resuspengueren en el tampdé 50 mM Tris-acetat, pH 8, 10 mM acid
etilendiaminatetraacetic (EDTA) (15 ml per litre de cultiu). Es lisa el cultiu mitjangant French-
Press a 1100 psi, i es recolliren els cossos d’inclusié per centrifugacié a 12000xg durant 45 min
a 4 2C. Els pellets es van resuspendre en 5 ml per litre de cultiu del tampd de solubilitzacio 6 M
clorur de guanidini (Gdn-HCl), 2 mM EDTA, 100 mM Tris-acetat, pH 8.5. Les mostres es

**d) a una concentracio final de 0.1 M, ajustant el pH a 8.5

reduiren afegint glutatié reduit (GSH
amb Tris solid i incubant a temperatura ambient durant 2 hores en una atmosfera de nitrogen,
per tal de reduir i solubilitzar la proteina. Posteriorment s’elimina el material insoluble per
centrifugaciéd a 12000xg durant 30 min a 4 °C, i les proteines reduides i solubilitzades es
diluiren gota a gota (unes 100 vegades), fins a una concentracié final de 50-100 pg/ml, en
Solucidé de Replegament 0.5 M L-arginina, 1 mM glutatié oxidat (GSSG®), 2 mM EDTA, 100 mM
Tris-acetat, pH 8.5 (1 L per litre de cultiu). Es deixaren les proteines incubant a 4 2C minim unes
48 hores. Per tal d’aturar la reoxidacid, el pH es va ajustar a 5.0 amb acid acétic. Les mostres
replegades es van concentrar per ultrafiltracio tangencial utilitzant un cartutx Prep/scale TFF
(Millipore, Bedford, EUA). Una vegada les proteines es trobaven correctament replegades i
concentrades, es dialitzaren contra el tampd 50 mM Tris-acetat, pH 8.0, a 4 2C. Finalment,
després de descartar el material insoluble per centrifugacié a 12000xg durant 30 min a 4 2C,
eren cromatografiades a través d’una columna Mono-S™HR 5/5 FPLC (Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden) amb el mateix tampd i eluides a través d’un gradient lineal de 0-150 mM
NaCl en 15 min, eluint aproximadament a 80 mM NaCl. Les fraccions que contenien les
proteines d’interés van ser dialitzades enfront aigua mil-liQ, liofilitzades i emmagatzemades a
-20 °C.

L'ONC salvatge va ser, a més, i de forma posterior a la concentracio, dialitzada enfront la
solucié d’activacié 200 mM fosfat potassic dibasic (K,HPO,), pH 7.2, 10 mM EDTA, durant 72
hores a temperatura ambient, per tal de permetre la ciclacié de la glutamina N-terminal a acid
piroglutamic [386], canvi imprescindible per a I'activitat i citotoxicitat de I'enzim [93, 96, 102,
113]. Com en el cas anterior, el material precipitat insoluble s’elimina per centrifugacio, i les
mostres correctament replegades foren cromatografiades, eluint a través d’un gradient lineal

de 0-150 mM NaCl en 30 min en solucié d’activacio.
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Produccié del zimogen ONCFLG marcat amb >C/®N o **N. Pel treball de resolucié estructural
per ressonancia magneética nuclear (NMR), va caldre obtenir el zimogen ONCFLG marcat amb
els isotops >C/*°N o solament amb N. En la produccié d’aquest zimogen marcat es va seguir
el procediment descrit en el punt previ, substituint el medi de creixement habitual per medi
minim M9 (Cambridge Isotope Labs) suplementat amb “NH,Cl 1 g/I com a unica font de
nitrogen (en el cas de marcatges amb °N), o suplementat amb *NH,Cl 1 g/I i *C¢-glucosa com

a Unica font de nitrogen i carboni, respectivament (en el cas de marcatges amb 2C i *°N).

B) Produccid i purificacio dels zimogens d’HP-RNasa HGNs i PM5.

La produccié dels zimogens HGNs i de la variant parental PM5 es va dur a terme seguint el
protocol descrit previament per a I'HP-RNasa [173, 215]. S’obtingué en tots els casos un

rendiment aproximat de 10-15 mg per litre de cultiu.

En termes generals, el protocol optimitzat de purificaci6 de I'HP-RNasa i els zimogens
corresponents és similar a I'utilitzat pels zimogens i variants d’'ONC, amb algunes modificacions
(Figura 22). Aixi doncs, la transformacié amb el vector d’expressié es dugué a terme en
cél-lules Rosetta2™(DE3), i s'incubaren fins a obtenir una DOss, de 1. El procés de resuspensid i
reduccio dels cossos d’inclusid, i replegament i reoxidacid de la proteina recombinant es duia a
terme de forma similar al protocol anterior. Finalment, la cromatografia per HPLC es va
realitzar amb tampd Acetat sodic 50 mM, pH 5.0, en un gradient lineal de 0-1 M NaCl en 30

min, eluint aproximadament a 670 mM NacCl.

Figura 22. Esquema global del procés de purificacié dels zimogens d’'ONC i HP-RNasa.
Es parteix del llisat cel-lular del cultiu transformant.* L’activacié només es realitza en el cas de I'ONC, per ciclar la
glutamina N-terminal a acid piroglutamic, després de la concentracié mitjangant la filtracié tangencial.
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4.3.2.4. Caracteritzacio dels zimogens d’RNasa activables per la proteasa HIV-1 PR

Activacio in vitro dels zimogens amb la proteasa SK#1.

L’activacié dels diferents zimogens es va assajar barrejant-los amb diferents equivalents molars
de proteasa SK#1 (des de 5:1 fins a 100:1 zimogen:proteasa), en Tampd d’Activacio 100 mM
acetat sodic/acid acetic, pH 4.7, 300 mM NaCl i 4 mM EDTA. S’incuba la barreja a 37 eC i
s’agafaren mostres a diferents temps, aturant I'activacié barrejant-la amb el tampé de carrega
de SDS-PAGE (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 100 mM B-mercaptoetanol, 0.2% SDS, 10% glicerol i
0.75 mM Blau de bromofenol) i congelant-les a -20°C fins a analitzar les mostres per
electroforesi. Els zimogens d’ONC i d’"HP-RNasa presenten una massa molecular aproximada de
13 kDa i 15 kDa, respectivament. Una vegada sén activats per part de la proteasa, es
fragmenten en dos peptids d’'uns 9 i 4 kDa (ONC) i d’'uns 11 i 4 kDa (HP-RNasa), units per ponts
disulfur. Duent a terme I’'SDS-PAGE en preséncia de B-mercaptoetanol, els dos peptids s’han
d’observar com a bandes separades, la qual cosa indica que I’activacié dels zimogens s’ha dut a
terme. Es quantifica la progressio de I'activacio al llarg del temps i per a cada un dels zimogens
mitjancant densitometria de les bandes obtingudes, utilitzant el quimiolumindmetre Imaging
System FluorChem” SP (Alpha Innotech, San Leandro, CA, EUA).

Les activacions necessaries per a la caracteritzacié d’aspectes estructurals i funcionals dels
zimogens i de les RNases processades que es descriuran a les seglients seccions, es van
realitzar a una relacié zimogen:proteasa de 50:1, i incubant la solucidé resultant a 37 oC i
overnight en el cas dels zimdgens ONCYP, ONCYPG1, ONCYPG2, ONCYPGG, i HGNYP, HGNFL,
HGNFL2, o 5h en el cas de ONCFL i ONCFLG i HGNFL-R31ER91D, considerant-se com les
condicions més oportunes en cada cas. Les activacions pels estudis de citotoxicitat dels
zimogens, es realitzaren en tampd PBS per evitar I'elevada acidesa del Tampd d’Activacio, que

podria emmascarar la citotoxicitat real dels zimogens.

Determinacio de I'estabilitat conformacional dels zimogens.

L'estabilitat conformacional d’una proteina pot determinar-se per diverses técniques, de les
quals en aquest estudi s’ha utilitzat la calorimetria diferencial d’escombrat (DSC), i tecniques
d’espectrometria. La DSC permet mesurar el canvi en els nivells energetics d'una mostra a
mesura que la seva temperatura augmenta o disminueix, de manera que es poden determinar
els parametres termodinamics de les transicions induides per temperatura, com és el cas dels
processos de desplegament proteic. En la desnaturalitzacié proteica s’estableix un equilibri
entre les formes plegada i desplegada. El fet que una proteina es trobi en estat plegat o
desplegat en unes condicions determinades depén de les contribucions dels components
entalpics i entropics del sistema (AG = AH — TAS). El desplegament proteic es produeix quan

TAS augmenta suficientment (per exemple, per absorcié de calor) com per superar les
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interaccions estabilitzadores tals com ponts d’hidrogen i interaccions hidrofobiques o
electrostatiques. Els experiments de DSC permeten el calcul dels parametres termodinamics
que caracteritzen les biomolecules: AH., (entalpia de desnaturalitzacid), T, (temperatura
mitjana de fusid), AC, (variacié de la capacitat calorifica), AG (energia lliure de Gibbs) i AS
(entropia). El valor de T, és la temperatura on el 50% de les molécules de la proteina es troben
desplegades en equilibri, i és un valor relacionat amb I'estabilitat de la proteina. Per a les
proteines ONC, ONCQ1S, ONCFL i ONCFLG, el valor de T,, es va determinar per DSC a la
Plataforma de Polimorfisme i Calorimetria dels Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de
Barcelona, mitjangant un equip VP-DSC de MicroCal (Northampton, MA, EUA). Per les mesures,
es van dissoldre les proteines en el tampd 0.1 M d’acid 2-[N-morfolin]etansulfonic-NaOH
(MES-NaOH), pH 6.0, a concentracions de 0.15-0.18 mM (determinades per Bradford [370]). La
temperatura s’incrementa de 30 a 110 2C, amb una velocitat d’escanejat de 1 2C mint. La T,

correspon aproximadament al pic de la corba de transicié observada als experiments de DSC.

En el cas dels zimogens de PM5, es va seguir el desplegament induit per temperatura
mitjangant espectrofotometria UV. Els canvis en I'entorn dels residus aromatics durant aquest
procés de desplegament poden ser monitoritzats mitjancant mesures d’absorbancia,
permetent la determinacié de la T,,. Les corbes de desnaturalitzacié s’ajusten a un model
termodinamic de dos estats, combinat amb funcions lineals ajustades pels estats plegat i
desplegat. Quan aquest procés és reversible, I'ajust al model termodinamic en dos estats
permet el calcul dels parametres termodinamics [387-389]. L’estudi es realitza a pH 5.0 (50
mM NaAc) i, en el cas del zimogen HGNFL-R31ER91D també a pH 7.55 (50 mM HEPES), tant pel
zimogen intacte com per la RNasa activa. Les proteines es van dissoldre a una concentracié de
0.5 mg/ml en un tampd amb la sal corresponent. La longitud d’ona de seguiment es va
seleccionar a partir de I’analisi dels espectres d’absorcid de les variants HGNs a temperatures
extremes (12 2C i 60 9C). Es va escollir la longitud d’ona on s’apreciava millor la diferencia
entre els dos espectres, essent aquesta 278 nm. Mitjangant un espectrofotometre Lambda
Bio20 (Perkin-Elmer, EUA) equipat amb cel-la termostatitzada, es segui el desplegament de les
proteines per mesures d’absorbancia, sotmetent-les a un augment gradual de temperatura a
intervals de 2 2C, deixant temperar 5 minuts cada vegada, des de 10 oC fins a 60 2C. Una
vegada assolida la temperatura maxima, estabilitzada sense mostrar grans variacions
d’absorbancia, es retorna a l'estat inicial per tal de comprovar la reversibilitat del procés,
baixant la temperatura a intervals de 5 2C i deixant temperar durant 10 minuts cada vegada.
Les dades s’ajustaren a la corba corresponent a un model termodinamic en dos estats i es
calcula el valor mig de desnaturalitzacié (T,,) tal i com es descriu a la bibliografia [388]. Els
resultats es representen com la mitjana * error estandard (SE) de tres determinacions

independents.
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Estudi de I'activitat ribonucleolitica dels zimogens.

L’activitat ribonucleolitica de les proteines estudiades en aquest treball es va mesurar amb el
substrat fluorogenic 6-FAM-dArUdAdA-6-TAMRA [390, 391] (Novagen, Madison, WI, EUA),
utilitzant un espectrofluorimetre Lambda LS50 (Perkin-Elmer, Waltham, MA, EUA), equipat
amb un cel-la termostatitzada. Aquest metode es basa en la Transferéncia d’Energia de
Fluorescéncia per Ressonancia (FRET). El substrat consta d’un tetranucleotid diana, un
fluorofor (6-carboxifluoresceina, 6-FAM) i un quencher (6-carboxitetrametilrodamina, 6-
TAMRA). Al substrat intacte, I'emissid de fluorescencia del fluorofor és apantallada per I'efecte
del guencher, situat molt proper fisicament (es déna una minima emissié a 577 nm). El tall
d’aquest substrat catalitzat per una ribonucleasa es produeix en un Unic punt del
tetranucleotid diana, a 3’ del ribonucleotid rU. El trencament resulta en un increment de 200

vegades de la intensitat de fluorescéncia (excitacié a 490 nm, emissio a 515 nm) (Figura 23).

Figura 23. Esquema del funcionament del substrat
fluorogénic 6-FAM-dArUdAdA-6-TAMRA.

El substrat emet fluorescéncia a 515 nm després
d’un procés de trencament del tetranucleotid diana
(requadre taronja) per part d’'una RNasa, en un unic
punt, al costat 3’ del ribonucleotid rU. En taronja, el
fluorofor 6-FAM (Aeyc/emiss= 490/515 nm). En blau, el
quencher 6-TAMRA.

S’estudia I'activitat enzimatica abans i després de I'activacié de cada un dels zimogens. Els
assajos es van fer a 25 °C en 15 ml de Tampé TAMRA 0.1 M d’acid 2-[N-
morfoline]ethanesulfonic-NaOH (MES-NaOH), pH 6.0, 0.1 M NacCl, amb 50 nM del substrat 6-
FAM-dArUdAdA-6-TAMRA i la concentracié emprada per a cada proteina. Les concentracions
d’assaig van ser de 15 uM pel cas de I'ONC salvatge i 50 uM pels zimogens d’ONC i ONCQ1S.
Per les variants i zimogens d’"HP-RNasa, s’utilitzaren les concentracions d’assaig de 0.2 nM per
PMS5 i de 800, 80 i 8 nM per als zimogens HGNYP, HGNFL i HGNFL-R31ER91D, i HGNFL2,
respectivament. Els resultats per a un experiment son la mitjana de quatre determinacions, i
els experiments es van fer per triplicat. Ajustant les dades a I’Equacid 6 s’obtingueren els valors

de k../Kwu. Els resultats obtinguts s’expressen com a valor mitja + desviacié estandard (SD).

Equacid 6. Calcul de k .;/Kw.

Kcat _ AF /At 1

= X
KM Fmax — Fo [E]

On AF/At representa la velocitat inicial de reaccid (el pendent de la recta Fluorescéncia= a*temps + b), F, és la
fluoresceéncia detectada abans d’afegir la ribonucleasa, F, és la fluorescéncia detectada després del trencament
complet del substrat, duent-se a terme la digestié mitjangant I'addicié en excés de RNasa A, i [E] és la concentracio
de la ribonucleasa assajada [390, 391].
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Internalitzacio dels zimogens en cél-lules en cultiu.

Per tal de comprovar la internalitzacié dels zimogens d’ONC en cél-lules Jurkat, a partir de
pONCFLG i mitjancant mutacié dirigida per oligonucleotid emprant QuikChange™, es construf
el mutant ONCFLG-5120C (Ser72Cys, en la numeracid original d’ONC), amb una cisteina en
posicié C-terminal i realitzant la produccié i purificacié del nou zimogen tal com es descriu als
apartats Construccio de les variants i zimogens d’ONC. i Produccio i purificacio dels zimogens
d’ONC, ONC i ONCQ1S. S'utilitza la cisteina de nova incorporacié per a conjugar-hi el fluorofor
verd Alexa Fluor® 488 C5 maleimide (Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA)

seguint el protocol que indica el fabricant.

Breument, es va incubar 100 uM ONCFLG-S120C en tampd PBS amb un excés de DTT a una
relacié molar de 1:10, durant 1 h en atmosfera de N,. S’elimina I'excés de DTT mitjan¢ant una
gel-filtracié en una columna PD10. S’afegi a la solucid de la proteina un excés 10 vegades major
del fluorofor, de forma immediata. La reaccié es deixa incubant durant tota la nit en cambra
fosca a 4 °C i s’atura afegint 1 mM de glutatid reduit. Posteriorment, es realitza una nova gel-
filtracio a través d’'una columna PD10 per tal d’eliminar I'excés de fluordfor i de glutatid reduit,
s’esterilitza per filtracié i es guarda a -20 9C. La reaccié de maleimida sobre el residu de

cisteina genera un enllag tioeter que es manté estable en cél-lules animals.

La internalitzacié de ONCFLG-5120C s’estudia en ceél-lules de la linia Jurkat. La linia cel-lular de
limfocits-T humans Jurkat s’obtingué d’Eucellbank (Universitat de Barcelona, Barcelona). De
forma rutinaria, es mantenen fent-les créixer a 37 2C en una atmosfera humida amb 5% CO,,
en medi RPMI GlutaMAX™-| (Gibco, Alemanya) suplementat amb 10% sérum fetal bovi (FBS) i
1% (50 U/ml) penicil-lina i estreptomicina. Les cél-lules es mantenen lliures de Mycoplasma i es
propaguen seguint els protocols estandards (Veure apartat 4.2.2. CULTIU DE CEL-LULES
EUCARIOTES de Metodologia).

El dia anterior a la incubacié amb la proteina, es sembraren cél-lules Jurkat a una densitat de
6000 cel-lules per pou, en plaques de 6 o 24 pous pretractats amb poli-lisina, per tal d’obtenir
aproximadament un 75% de confluéncia el dia seglient. Les cel-lules es van incubar a diferents
temps amb el zimogen marcat amb el fluorofor a una concentracié de 2 pM. Finalment, es
realitza una tincid dels nuclis i les membranes cel-lulars amb els reactius Hoescht 33342
(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) i Dil, respectivament, durant 10 min i posteriorment es
rentaren les cél-lules 3 vegades amb PBS per eliminar I'excés de reactius. Es van captar les
imatges d’internalitzacid6 amb un microscopi confocal d’escanejat laser Leica TCS SP2 AOBS,
equipat amb un objectiu d’oli HCX PL APO 63x1.4, al Servei de Microscopia de la Universitat
Autonoma de Barcelona. Les imatges es van adquirir com a imatges de 512 x 512 pixels, i en
seccions de 3 x 3 de I'arxiu original reduides al 50%, i totes preses el mateix dia utilitzant la

mateixa intensitat de laser.
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Capacitat dels zimogens d’evadir I'inhibidor de ribonucleases (RlI).

Per analitzar el nivell d’interaccié de les variants d’'RNasa amb I'hRI, es va emprar una variant
d’un metode [392] que es basa en la visualitzacié de la degradacié del substrat 16S- i 23S-
rRNA d’E. coli per accié de les RNases en abséncia o presencia d’hRI, en un gel d’agarosa a
I’1.2% (w/v). En aquelles mostres on s’observa degradacié del substrat, I'enzim no ha perdut la

seva activitat RNasa, i per tant no ha estat inhibit per I'hRI [203].

Per a cada proteina d’interés, i estudiant tant el zimogen com la forma activada per la proteasa
SK#1, es realitza la reaccié en preséncia i en absencia d’hRlI, preparant una solucié amb 0 o 40
U d’RI (Promega, Madison, EUA) (on una unitat és la quantitat necessaria per inhibir I’activitat
de 5 ng de RNasa A en un 50%) en tampd RIB (20 mM acid 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetansulfonic (HEPES), 125 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 7.0). La quantitat de
proteina emprada en cada reaccié va ser de 15 ng per I'ONC salvatge i per les variants i
zimogens d’HP-RNasa i de 150 ng pels zimogens d’ONC (degut a la seva menor activitat), en un
volum final de 20 pl. Després de temperar la mostra durant 10 min a 25 2C per donar temps a
formar el complex RNasa-hRlI, s’afegiren 4 ug de substrat 165-/23S- rRNA (Roche, EUA) a cada
tub. Com a control d’integritat del substrat s’utilitza una mostra en la qual només s’afegi el
16S-/23S- rRNA, sense inhibidor ni RNasa. Com a controls negatiu i positiu s’utilitzaren les
proteines PE5, variant d’HP-RNasa que és inhibida in vitro per I'RI, i ONC, que escapa a Rl. Les
reaccions de degradacié del substrat per part de les RNases s’incubaren durant 10 min a 37 eC
en el cas de I'ONC salvatge i els zimogens i variants d’"HP-RNasa, o bé durant 4.5 h a 37 2C pels
zimogens d’ONC. S’aturaren les reaccions amb 3 pl de tampd Stop (40% (w/v) sacarosa, 0.25%
(w/v) blau de bromofenol, 0.2% (v/v) dietilpirocarbonat). La degradacié del substrat es
determina aplicant les mescles de reaccié a un gel d’agarosa a I'1.2% (w/v), realitzant una

tincié amb bromur d’etidi i visualitzant el gel en un transil-luminador de llum UV.

Citotoxicitat dels zimogens en cél-lules en cultiu.

Amb activacié dels zimogens in vitro. Es essencial que un bon zimogen no resulti toxic per les

cél-lules en la seva forma inactiva i, en canvi, ens interessa que la seva forma activa (RNasa)
provoqui la mort cel-lular. Aixi doncs, es va analitzar I'efecte de diferents concentracions de

zimogens, no activats i activats in vitro, en cel-lules en cultiu [92].

La citotoxicitat dels zimogens d’ONC i d’"HP-RNasa, abans i després de I'activacié, comparada
amb la de les respectives proteines salvatges, es va assajar en la linia cel-lular Jurkat, de
limfocits-T, sembrada en plaques de 96 pous a la densitat apropiada (6000 cél-lules/pou), i
crescuda en medi RPMI GlutaMAX™-| suplementat amb un 10% de sérum bovi fetal (FBS) i 1%
penicil-lina/estreptomicina. L’activacié dels zimogens emprant la proteasa SK#1 per als
experiments de citotoxicitat es realitzava amb PBS per evitar 'elevada acidesa del tampd

d’activacid, i se’'n comprovava |'eficiencia per SDS-PAGE. Després de 24 h de la sembra, les
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cél-lules es van tractar amb diferents concentracions de les proteines en 100 pl afegits, des de
0.001 a 10 pM en el cas de I'ONC salvatge i des de 0.1 a 30 uM tant pels zimogens i variants
d’ONC com pels d’HP-RNasa. En la caracteritzacid dels zimogens no processats, s’afegia la part
proporcional de tampd d’elucié de la proteasa utilitzada pels activats, per evitar un fals positiu
en l'analisi de les RNases activades, degut a I'acidesa i I'elevat contingut en glicerol de la
solucié. Finalment, en els controls s’afegia solament 100 pl de medi de cultiu. Després de 3
dies incubant a 37 2C en una atmosfera al 5% CO,, la citotoxicitat de les proteines es mesurava
mitjancant I’assaig quantitatiu i colorimétric utilitzant Celltiter 96° Aqueous (Promega,
Madison, WI, EUA). Aquest assaig es basa en la reduccié6 de I'MTT (bromur de 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli, de coloracio groga) a formazan (de coloracié violeta). El
compost reduit forma uns cristalls impermeables a les membranes cel-lulars de les cel-lules
viables que proporciona el valor d’absorbancia relatiu a la taxa de proliferacié cel-lular.
Aquesta reduccid la realitzen deshidrogenases de la cadena respiratoria del mitocondri

presents en les cel-lules metabolicament actives.

L’assaig es dugué a terme tal i com indica la casa comercial. Breument, s’afegia MTT als pous
de les plaques de les cél-lules en cultiu tractades fins a una concentracio final de 0.5 mg/ml.
S’incubava 2.5 hores a 37 2C en una atmosfera al 5% CO, i, posteriorment, dissolent els cristalls
de formazan amb 100 ul per pouet de dimetilsulfoxid (DMSO), es llegia I'absorbancia a 570 nm
utilitzant el lector de plaques Synergy 4 (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VE, EUA). La
citotoxicitat s’expressa en valors de ICsy, que correspon a la concentracié de I'enzim assajat
necessari per a inhibir la proliferacié cel-lular en un 50%, calculat a partir de la interpolacié
lineal en les corbes. Els resultats per a cada experiment son la mitjana de tres determinacions

independents, i els experiments es van fer per triplicat.

Amb activacid dels zimogens in vivo: Assajos en cél-lules transfectades. S’analitza 'efecte de

dues de les variants de zimogens d’ONC activables per la proteasa del HIV-1 en cél-lules en
cultiu infectades, treballant en el Laboratori de Retrovirologia de la Fundacid irsiCaixa, a

I’Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona), amb el Dr. Miguel Angel Martinez de la Sierra.

Es realitzaren assajos de citotoxicitat dels zimogens d’ONC (ONCYPG1 i ONCFLG) en la linia
cel-lular HEK293T (cél-lules embrionaries de ronyd), amb o sense transfeccié amb el vector
pNL4.3AEnvGFP [393]. Aquest vector conté els gens del Virus de la Immunodeficiencia Humana
de tipus 1 (HIV-1), junt amb el gen de la Proteina Fluorescent Verda (GFP) localitzat enmig del
gen env. Aixi, s'impedeix la traducci6 completa del gen que codifica per les proteines de
I’envolta, aconseguint evitar la formacié de nous virions degut a la deficiencia de proteines de
I’envolta i, conseqiientment, la lisi i mort cel-lular pel cicle viral que emmascararia els resultats
de la toxicitat deguda als zimogens. El fet de presentar la GFP que s’expressa junt amb la
poliproteina del virus, permet tenir un control de I'eficiencia de transfeccid mitjangant

fluorimetria i normalitzar finalment els resultats segons aquesta eficiencia.
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Aixi doncs, el primer dia es sembraren plaques de 96 pous amb cél-lules HEK293T, a una
concentraciéo de 50000 cél-lules/pou, amb un volum final de cada pou de 100 pl de medi
DMEM, 10% FBS. Es deixaren incubar els cultius durant 24 h a 37 2C en una atmosfera al 5%
CO,, aconseguint una confluéncia d’aproximadament el 90%. El segon dia es realitza el procés
de transfeccid amb el vector pNL4.3AEnvGFP. Per a dur a terme la transfeccid, s’afegiren a
cada pou 50 ul de medi Opti-MEM®! Reduced Serum Medium (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA; que s’utilitza només per al moment de la transfeccid), els quals contenien 320 ng del
vector de DNA pNL4.3DeltaEnvGFP i 1 pl de Lipofectamine™2000 (Invitrogen Life Sciences,
Carlsbad, CA, EUA). S’incubaren les plaques durant 4.5 hores a l'incubador i posteriorment
s’elimina el medi de transfeccid Opti-MEM i es rentaren les plaques amb PBS. S’afegi medi
fresc DMEM + 10% FBS (sense antibiotics) i es deixa a l'incubador fins 'endema. Durant el
tercer dia es realitza el tractament de les cél-lules amb els zimogens a assajar. S’incubaren les
cel-lules amb les concentracions de proteina des de 0.001 a 10 uM en el cas de 'ONC i des de
0.1 a 30 uM pels dos zimogens ONCYPG1 i ONCFLG. En aquests experiments es realitzaren tres
tipus de control: els controls de transfeccié 1) sense afegir res (ni vector de DNA, ni
lipofectamina, ni tractament amb I’enzim), 2) Mock Transfected (en el que s’afegia solament la
lipofectamina, sense el plasmidi ni el tractament amb els enzims) i 3) Plasmid Only (en el que
es realitzava la transfeccié amb el vector+lipofectamina pero no es sotmetien les cel-lules al
tractament proteic). De la mateixa manera que en l'apartat anterior, després de 3 dies
incubant a 37 2C en una atmosfera al 5% CO,, la citotoxicitat de les proteines es mesura
mitjancant I’assaig quantitatiu colorimétric de reduccié de 'MTT a formazan, afegint MTT a
una concentracié final de 5 mg/ml a cada pou i incubant posteriorment 2.5 h. Posteriorment es
prossegui a la lectura de plaques a 570 nm, previament havent dissolt els cristalls de formazan
amb 100 pl de DMSO per pou. Per a un sol experiment es feren duplicats, realitzant 2

experiments independents.

Estudis estructurals del zimogen ONCFLG per Ressonancia Magnética Nuclear (NMR).

Per tal d’estudiar I'estructura tridimensional dels zimogens mitjancant Ressonancia Magnetica
Nuclear (NMR), va ser necessaria I'obtencié del zimogen ONCFLG marcat amb N i C, i
solament amb "°N. Aquesta variant es va escollir perqué era la que s’activava més eficientment
amb la proteasa SK#1. La produccid i purificacid del zimogen ONCFLG, marcat o doblement
marcat, es va realitzar a partir de cél-lules d’E. coli BL21(DE3) tal i com s’especifica a I'apartat
de Produccid i purificacio dels zimogens d’Onconasa®. Els experiments de NMR es van realitzar
en col-laboracié amb la Professora Marta Bruix, el Dr. Douglas Laurents i la Sra. Soraya Serrano,
del Departament d’Espectroscopia i Estructura Molecular de [l'Institut de Quimica-Fisica
‘Rocasolano’ del CSIC de Madrid. Tots els espectres de NMR es van realitzar en un
espectrometre Bruker AV 800 MHz equipat amb una criosonda, processat utilitzant Topspin
(Bruker Biospin, Karlsrube, Alemanya) i analitzat amb SPARKY [394].
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Breument, les mostres pels experiments de NMR contenien 50 puM DSS (2,2-dimetil-2-
silapentan-5-sulfonat), 3 mM NaN;, 100 mM KCI, 1 mM HAc, 1 mM K,HPQ,, i 2.8 mM zimogen
ONCFLG marcat, preparat en 0.5 ml H,0/D,0 (10/1), a pH 5.2 i 35 C. Les assignacions de
I'esquelet peptidic es van obtenir a partir de I'analisi dels espectres tridimensionals
heteronuclears HNCA, HN(CO)CA, CBCANH, CBCA(CO)NH, HN(CA)CO. Les assignacions de les
cadenes laterals es van obtenir mitjangant I'analisi d’espectres HC(C)H-TOCSY (Total
Correlation Spectroscopy) i (H)CCH-TOCSY. Les assignacions dels protons dels anells dels
residus aromatics (H6 i He), es van realitzar a partir de la correlacié amb els CB mitjangant
experiments 2D *H NOESY i *H-"3C HSQC.

L’estructura tridimensional en solucié de ONCFLG es determina a través d’experiments NOE
(Nuclear Overhauser Enhancement). Les assignacions NOE es van obtenir a partir de I'analisi
d’espectres bidimensionals *H-"H NOESY (NOE Spectroscopy), i de tridimensionals >N-NOESY-
HSQC (NOESY-Heteronuclear Single Quantum Coherence) per a la visualitzacié dels nitrogens
amida de l'esquelet de la cadena polipeptidica i de les cadenes laterals d’arginines,
asparagines, glutamines i triptofans, i “*C-NOESY-HSQC per a la visualitzacié dels carbonis
alifatics i aromatics. La dinamica a nivell de residu de I'esquelet peptidic va ser determinada

mitjancant experiments internuclears *H-">N NOE amb una demora de 5.0 s.

Calculs d’estructura. Els calculs de I'estructura es van dur a terme amb CYANA [395] utilitzant

I'assignacié automatica de NOEs combinada amb la comprovaci6 manual de totes les
assignacions. Les limitacions existents als angles diedres de [I'esquelet principal es
determinaren a partir dels valors de desplagament quimic utilitzant TALOS+ [396]. Es van
generar 100 conformacions, que es van fer quadrar amb les dades experimentals emprant un
protocol estandard automatitzat CYANA. Les 20 conformacions amb els valors finals menors de
la funciéd CYANA es van seleccionar i es van sotmetre a 2000 passos de minimitzacié d’energia
amb AMBER9 [397]. La qualitat de I'estructura final va ser comprovada amb PROCHECK-NMR
[398] i les coordenades obtingudes es van dipositar a la base de dades PDB (Protein Data Bank)

amb el codi d’accés 2LT5.

Dinamica del zimogen i estabilitat conformacional. Es realitza un seguiment de I'estabilitat

conformacional a nivell de residu, mitjangant l'intercanvi de protd-deuteri. L'intercanvi dels
protons dels grups amida amb deuterons del dissolvent va ser iniciat dissolent les dues formes
d’ONCFLG marcat amb N en un solvent deuterat (KH,PO, 100 mM) i es va realitzar a 30 C
ajustant el pH a 6.0 per la forma intacta del zimogen i a 5.2 per la forma processada. La taxa
d’intercanvi d’hidrogen es va determinar a partir d’una série d’espectres consecutius HSQC,
després d’un lapse de temps mort inicial d’'uns 30 min. La taxa d’intercanvi intrinseca per les
proteines totalment desnaturalitzades es va determinar utilitzant els parametres descrits a la
bibliografia [399], corregits pel pH i la temperatura corresponents. Aixi es calcula els factors de

proteccio, la relacid existent entre la taxa d’intercanvi intrinseca i I'observada per cada residu.
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L’estabilitat conformacional AG,x de cada grup amida es va calcular a partir del factor de

proteccié tal i com es descriu a [400].

Estudis d’unié a un analeg de substrat. Es mescla d[UGGUGGUGG], abreujat com d[UGG];
(Thermo-Fischer Scientific, Ulm, Alemanya) amb el zimogen™N-ONCFLG, a unes concentracions
de 0.63 i 0.32 mM, respectivament. Es van testar diversos valors de pH: 5.19, 6.35, 7.25 i 8.97.
Es van registrar espectres 1D 'H, 2D H-">N HSQC, 2D 'H TOCSY i NOESY, i espectres 3D 'H-""N
HSQC-TOCSY i HSQC-NOESY.

Model _estructural de la _forma processada del zimogen ONCFLG. Es comprova

electroforéticament que la forma marcada amb N era digerida correctament amb la proteasa
SK#1. Posteriorment, es realitzaren espectres 2D de la forma activada d’ONCFLG i es
compararen amb els de la forma intacta. Els espectres no presentaven variacions importants
en la posicid dels senyals, fet que indica que els canvis produits per la ruptura de I'enllag
peptidic entre Phed0 i Leu41 del linker, dut a terme per part de |la proteasa HIV-1 PR, sén locals
i no afecten al plegament global de la proteina. D’acord amb aquesta evidéncia, el modelat del
zimogen ONCFLG activat es va calcular amb el programa CYANA 2.1 [395]. Es van utilitzar la
llista complerta de distancies i restriccions angulars pels residus 1-32 i 49-120 obtinguts pel
zimogen no activat, i es van descartar les limitacions intra- i inter-residuals corresponents als
segments no estructurats Gly33-Phed40 i Leu41-Gly48. Es genera un conjunt de 100
conformacions, minimitzant-ne també I'energia amb el mateix programa. Finalment, es
seleccionaren manualment les 20 estructures que representaven millor tot [|'espai

conformacional cobert per aquests segments no estructurats i lliures.
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5. RESULTATS

5.1. OBTENCIO | CARACTERITZACIO DE LA PROTEASA SKit1

La proteasa que es va seleccionar com a eina activadora dels zimogens de ribonucleases va ser
la proteasa del virus de la immunodeficiencia humana de tipus 1 (HIV-1 PR). Es va dissenyar un
protocol de purificacié d’aquest enzim, aconseguint la seva obtencid a un elevat nivell de
puresa i homogeneitat i un cop obtingut, es va caracteritzar la seva eficiéncia catalitica
juntament amb la proteasa comercialment disponible recHIV1-PR (Bachem, Suissa), les quals

van resultar ser cinéticament comparables.

5.1.1. Produccid i purificacié de la proteasa recombinant SK#1

Per poder aillar la proteasa en la seva forma pura es va desenvolupar un protocol d’expressio
heterdloga i la corresponent estratégia de purificacid tenint en compte diversos aspectes
gracies als quals el procés d’obtencid resulta exités. Per una banda, s’ha emprat una estructura
genica expressant I'enzim en forma de precursor per tal de solucionar la problematica de
I'autodegradacio de la proteasa en el procés de produccid heterologa. S’ha realitzat a través de
I'expressié conjunta del gen de la proteasa amb I'extensié N-terminal de 8 residus
aminoacidics (Figura 16). Aquest propeptid dificulta la formacié del dimer i la seva
autoproteolisi, obtenint finalment proteasa madura, de forma activa [286, 401-403]. Alguns
autors alternativament han produit proteases amb mutacions en els llocs especifics de tall o en
residus proxims [377]. Per altra banda, gracies a la utilitzacié de la soca Rosetta™'2(DE3) com a
hoste d’expressié es pogueren minimitzar les diferéncies en la freqiiéncia d’us de codons entre
el HIV (virus eucariota) i les cél-lules procariotes, obtenint aixi un bon rendiment. Es considera
oportuna la utilitzacié d’aquesta soca per la millora de I’expressio, degut a I’elevat percentatge
(20%) d’aquesta tipologia de codons en el gen de la proteasa (Taula 10). Finalment, pel procés
de purificacié alguns grups han obtingut la proteasa de forma soluble i activa [404] o,
alternativament, a partir d’'un Unic polipeptid amb dos copies del mondmer amb una
sequencia espaiadora intermitja, formant un homodimer connectat [405, 406]. Malgrat tot, es
considera com a millor opcié partir de la proteasa agregada en cossos d’inclusié [366, 367,
373], seguit de passos de solubilitzacié i renaturalitzacio, i s’ha considerat una opcié adequada

per la obtencié de I'enzim en aquest estudi (Figura 17).
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Taula 10. Freqiiéncies i percentatge de codons de baixa utilitzacié en procariotes del gen de la proteasa HIV-1 PR.

Codons d’Gs poc freqlient en

procariotes AGA ATA CTA CcC GGA AGG CGG Total

Aminoacid Arg lle Leu Pro Gly Arg Arg

Fregiiéncia

(nuim. codons totals = 107) 3 / 2 ! 8 0 0 21

Percentatge que representa 2.8 6.5 1.9 0.9 7.5 0 0 19.6 %

Finalment, s’obtingué proteasa madura, pura i homogenia a un elevat rendiment de 20 mg per
litre de cultiu, comparable a altres treballs [377]. La proteasa és una proteina amb una baixa
estabilitat [273] i altament sensible a la liofilitzacid, per la qual cosa s’emmagatzema
directament en solucié en el tampd emprat a la cromatografia per HPLC. S’obtingué a una
concentracié de 0.2112 mg/ml 0 19.60 uM, la qual és lleugerament superior a la de la proteasa
comercial (0.157 mg/ml o 14.63 uM). Mitjancant espectrometria de masses MALDI-TOF es
confirma 'obtencié de proteasa madura i homogenia, a la qual els vuit residus aminoacidics
addicionals de I’'N-terminal havien estat eliminats correctament per autoprocessament, com es
pot comprovar comparant la massa molecular obtinguda amb les masses moleculars teoriques

de la proteasa SK#1 i del precursor amb els 8 residus N-terminals intactes (Taula 11).

Taula 11. Massa molecular teorica i obtinguda per la proteasa SK#1 de I'estudi.

Proteina Mm teorica (Da)® | Mm observada (Da)b

Proteasa SK#1 10792.79 10793.27

Precursor HIV-1 PR

) 11677.0 -
(+8 aa N-terminal)

Analitzant el procés de purificacié de la proteasa mitjangant SDS-PAGE (Figura 25), s’observa
que l'etapa de dialisi, malgrat portar associada una perdua substancial de la proteasa a la
fraccio insoluble (com s’aprecia als carrils A7 i B5), constituia també una etapa de purificacié
significativa (al carril A6 la proteasa es troba practicament pura). Al cromatograma de la
cromatografia de bescanvi cationic en Mono-S™ (Figura 24) s’observa I'aparicié de dos maxims
d’absorbancia principals, a 170 mM i a 250 mM de NaCl, respectivament. L'analisi
electroforetic amb electrotransferencia tipus western i revelat amb I'anticos IgG1 anti-HIV1-PR
de ratoli (Figura 25B), permeté afirmar que efectivament es tractava de proteasa del HIV-1.
Analitzant el contingut dels pics per MALDI-TOF trobarem una proteina majoritaria d’uns 7 kDa
heterogenia al pic 1, tractant-se segurament de productes d’autoprocessament de la proteasa,

i fou al pic 2 on localitzarem la proteasa SK#1 madura i amb el prosegment N-terminal escindit.
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Figura 24. Cromatograma de I’elucio
de la proteasa SK#1 a la cromatografia
d’intercanvi cationic per HPLC.

En blau, absorbancia registrada a 280
nm (eix esquerre). En verd, gradient de
NaCl utilitzat per a l'elucié de la
proteina (eix dret). Pic 1: maxim de
320 mUA a 170 mM de NaCl. Pic 2:
maxim de 318 mUA a 250 mM de NaCl.

Figura 25. Analisi electroforéetic del
procés de purificacio de SK#1.

En SDS-PAGE 15% en condicions
reductores. A) Tinci6 amb Coomassie-
blue. 1. Marcadors de massa
molecular. 2. —-IPTG t=0h. 3. +IPTG
t=4h. 4 i 5. Través DEAE. 6. Fraccid
soluble dialisi. 7. Fraccié insoluble
dialisi. 8. Pic 1 HPLC. 9. Pic 2 HPLC. B)
Western-blot. Deteccidé de la HIV-1 PR
amb I'anticos primari de ratoli IgG1-
anti-HIV1-PR, dilucié 1:20000 i anticos
secundari de cabra IgG-anti-ratoli,
dilucio 1:50000. 1. +IPTG t=4h. 2.
Cossos inclusio solubilitzats. 3. Través
DEAE. 4. Fraccio soluble dialisi. 5.
Fraccié insoluble dialisi. 6. Través
HPLC. 7. Pic 1 HPLC. 8. Pic 2 HPLC. 9.
Proteasa recHIV-1 PR comercial. 10.
Marcadors de massa molecular.

5.1.2. ’activitat de la proteasa propia SK#1 és comparable a la comercial recHIV-1.

Una vegada obtinguda la proteasa SK#1, es caracteritza cineticament mitjangant analisi per
transferéncia d’energia de fluorescéncia per ressonancia (FRET), utilitzant el substrat DABCYL-
y-Abu-Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-lle-Val-GIn-EDANS, i es compara amb la proteasa comercial recHIV-
1 PR. La sequéncia utilitzada al peptid substrat és la mateixa que la seqliéncia de
reconeixement i digestié natural de la proteasa MA/CA. S’observa i es corregi I'efecte
d’apantallament intern IFE. A |la Figura 26 es pot observar la representacié grafica dels factors
de correccié de I'IFE (A) i I'efecte d’aplicar la correccié esmentada sobre els valors de velocitat
(B). Finalment, a la Figura 27 s’observa I’ajust de les dades obtingudes per ambdues proteases

utilitzant I'equacié de Michaelis-Menten (A) i la seva posterior linealitzacié per Lineweaver-
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Burk (B). Els parametres cinetics obtinguts es detallen a la Taula 12. L’eficiéncia catalitica de la
proteasa produida representa un 90.4% respecte l|'eficiencia de I'enzim comercial. En

consegqtiencia, podem considerar que sén comparables en quant a I'activitat.

Els valors d’aquests parametres, al treball de Matayoshi i col-laboradors [379], sén de V.=
0.164 + 7.0x10™ pM min™, Ky= 103 £ 8 UM i keae/Ky és de 2.85 uM™ min™, presentant la nostra
proteasa i la comercial unes 6 vegades més d’eficiéncia catalitica. La k.../Ky de I'estudi descrit
per Szeltner i Pdlgar [273] és de 17.4 + 1.2 pM min™', comparable a les que s’han obtingut en el

present treball, tant per la SK#1 com per la recHIV-1 PR comercial.

A Correccio Inner Filter Effect B Efecte de la correccio de I'Inner Filter Effect
35

100 + 304

80 - 281

2,0
60

% Fluorescéncia detectada
Vo (u.Fl./min)
&

40 A 1.0 1
0,5 1
20
[] 0,0
0 - T T T T T T 05 : : : : . . .
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
[S] (M) [S] (uM)

Figura 26. Representacio grafica de I’efecte IFE en la deteccid de fluorescéncia i la seva correccio.

A) Representacié dels factors de correccié de I'/FE, fluorescencia relativa detectada en les diferents concentracions
de substrat assajades en els experiments de caracteritzacid de les proteases SK#1 i recHIV-1 PR. B) Representacio de
I'efecte de corregir I'IFE a les concentracions de substrat assajades. Punts negres: Vo sense corregir (u.Fl/min).
Punts blancs: Vo corregida (u.Fl/min).

Taula 12. Parametres cinétics de la proteasa SK#1 propia comparada amb la comercial recHIV1-PR.

g , < Eficiencia catalitica
Proteasa Viax (RM min™)? Ky (LM)? Keot/Knn (M ™ min™) .
relativa (%)
SK#1 0.174 £ 0.003 14.04 + 0.800 17.10+£0.98 90.4
recHIV-1PR 0.150 £ 0.010 10.94 +1.020 18.91+1.23 100

®Els valors de V. i Ky per cada proteasa foren determinats realitzant I'assaig de caracteritzacié cinética, amb el
substrat DABCYL-y-Abu-Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-lle-Val-GIn-EDANS (Bachem, Suissa), en 0.1 M acetat sodic, 1 M NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM DTT, 10% DMSO, 1 mg/ml BSA, pH 4.7, en un volum final de 120 pl, incubant a 30 °C de
temperatura. Les concentracions del substrat es determinaren entre 0 i 130 uM, i la concentracié de la proteasa, a
1.45 pM. La proteasa comercial recHIV1-PR era de Bachem (Suissa).
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V (uM min™)

Ajust a Michaelis-Menten Linealitzacio per Lineweaver-Burk
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Figura 27.Comparativa de la caracteritzacio cinética de les proteases SK#1 i recHIV-1 PR.

L'assaig de caracteritzacid cinética es realitza en les condicions detallades al peu de la Taula 12. A) Ajust de les
dades corregides a I'’equacié de Michaelis-Menten. B) Ajust de les dades corregides a la linealitzacié de Lineweaver-
Burk o dobles reciprocs.

5.2. PRODUCCIO | CARACTERITZACIO DELS ZIMOGENS BASATS EN ONC
5.2.1. Disseny, produccio i activacié del zimogen ONCYP

Seguint el mateix procediment que Raines i col-laboradors [360], es dissenyaren zimogens
basats en ONC que fossin enzimaticament actius només quan es ddéna I'accid hidrolitica
especifica de la proteasa del virus de la SIDA. Per a la obtencié dels zimogens, s’uniren els
extrems N- i C- terminals originals de la proteina nativa amb una seqiéencia aminoacidica que
contenia una diana per la proteasa HIV-1 PR. D’aquesta manera, I’enzim no seria capag de ser
catalitic mentre el linker es troba intacte. Es crearen nous N- i C- terminals mitjangant
permutacié circular. S’escolli I'ONC perqué és una proteina que ha estat molt estudiada, i que
presenta un elevat grau de citotoxicitat. A més, és altament estable, i internalitza eficientment
a les cél-lules. Aquestes qualitats la fan una proteina interessant per a la construccié de
zimogens. En el moment de dissenyar els zimogens d’ONC, es van tenir en compte tres
caracteristiques que poden influir a l'activitat, a I'estabilitat general i a la citotoxicitat de

I'enzim.

En primer lloc, reflexionarem que en afegir la seqiiencia linker als zimogens s’aconseguiria, a la
vegada, fer que el zimogen perdés activitat (bloqueig del centre actiu) i que s’activés per la
HIV1-PR (seqliéncia especifica). Pero en el cas de les variants d’ONC, i d'acord amb I'estratégia
de disseny, la seqiieéncia que connecta els extrems amino i carboxil natius impedia que es

pogués dur a terme la ciclacié espontania del residu de glutamina N-terminal (GIn1) de 'ONC
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que genera un piroglutamic (Pyrl), essencial per I'activitat ribonucleasa d’aquest enzim [93,
96]. Per aquest motiu, es va reemplacar el residu GInl per un residu de serina (Serl). Esta
descrit que aquesta substitucid a I’'N-terminal de I'ONC era la que conservava la major
eficiencia catalitica i major citotoxicitat d’entre les opcions que van ser estudiades [95, 96,
106], postulant que el grup hidroxil d’un residu de Ser o Tyr podia assumir el rol de I’oxigen del
carbonil del Pyr1 original, permetent igualment la formacié d’una xarxa de ponts d’hidrogen a
I’'N-terminal [112].

En segon lloc, 'ONC presenta un enllag disulfur C87/C104, que lliga el carboxil terminal Cys104
a una cadena-f central (Figura 5A), segrestant-lo allunyat de I’'N-terminal [93]. L'analisi de
I'estructura cristal-lografica de I'ONC (10NC, [93]) revela que la distancia entre els residus
terminals amino i carboxil és 18.18 A, que podria ser abastat per tan sols 5 residus (suposant
una periodicitat de I'esquelet polipeptidic de 3.8 A) en una conformacié totalment desplegada.
Els estudis de modelatge, pero, suggeriren que era necessari un linker amb una seqliéncia
minima de 14 aminoacids o més per tal de connectar els extrems amino i carboxil natius i
codificar per la seqliéncia diana de la proteasa HIV-1 PR sense pertorbar |'estructura global,

evitant alhora la unié del substrat.

Els nous residus N-i C- terminals seleccionats Arg73/Ser72 es van escollir basant-nos en
I'accessibilitat al solvent que presenten aquests residus al loop B4-35 de 'ONC, zona que es
situa a la periféria i la qual s’havia demostrat préviament que era capag¢ d’acomodar una
substitucid Ser72Cys, utilitzada en el marcatge fluorescent de 'ONC per a seguir la seva
internalitzacid cel-lular [142]. A més, aquestes posicions sén les homologues a les que van
permetre lI'obtencié del zimogen més efectiu de la RNasa A a l'estudi de Plainkum i
col-laboradors [360]. Aquests residus son llunyans del centre actiu i no presenten cap rol en la
catalisi ribonucleolitica [47, 64]. Cal afegir també que a alguns homolegs de I'ONC aquest loop
és més llarg, com a la Proteina Cationica d’Eosinofil (ECP) [407]. Aquest fet, junt amb la
observacié d’elevada flexibilitat a aquest loop, fa pensar que aquesta zona és altament
tolerant a les modificacions. En contrast, dos dels altres loops exposats al solvent, que
connecten les dues ultimes cadenes-B o la segona i tercera a 'ONC salvatge, sovint contenen
residus de prolina en cis a proteines homologues com la RNasa A i son molt menys tolerants a
mutacions. Finalment, gracies als ponts disulfur 19-68 i 30-75 de I'ONC, els nous extrems N- i
C- terminals no natius dels zimogens segueixen quedant ancorats al cos de la proteina malgrat
I’eliminacid de I'enllag peptidic entre els residus 72 i 73. A la Figura 28B es mostra el modelat
estructural preliminar d’'un dels zimogens d’ONC (ONCFLG), remarcant els extrems N- i C-
terminals de nova creacid (Arg73/Ser72) i amb un linker de 16 residus formant una heélix-a i
unint els terminals natius, comparat amb I'estructura de I'ONC salvatge (A), i la seva seqliéncia

aminoacidica (C).
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Considerant tots els motius esmentats, es va construir el plasmidi pONCYP, que dirigia la
produccié de I'ONC permutada, ONCYP, afegint una metionina extra precedint I’Arg73 de I’N-
terminal del zimogen i amb el residu Ser72 com a nou carboxil terminal (en la numeracié del
zimogen seria la Ser118). Al zimogen ONCYP, els extrems natius Cys104 i Serl estan connectats
per la seqiieéncia aminoacidica C;04GSGSQNY*PIVQSAGS,, de 14 residus, que vam anomenar de
tipologia YP (Taula 8). Aquesta seqléncia conté la diana natural MA/CA de la poliproteina
Pr55Gag especifica (Taula 3) de la proteasa HIV-1 PR (subratllada en la seqliéncia), la qual és
tallada a I'enllag peptidic Tyr*Pro [270, 383, 384]. En aquest cas, i segons la classificacid de
substrats de les aspartil-proteases descrita préviament [282, 283], es tracta d’un substrat de
tipus 1, amb un aminoacid aromatic en posicié P1 i un residu de Pro a P1’. Molts estudis
cinetics de caracteritzacié d’aquesta proteasa s’han centrat en aquesta seqiéncia diana, que
també és la mateixa que trobem a I'octapéeptid del substrat DABCYL-EDANS utilitzat en I'assaig
de caracteritzacié cinética de la proteasa SK#1 d’aquest treball (Taula 12). Els residus que
flanquegen la seqliéncia de reconeixement de la proteasa es van seleccionar pel fet de
presentar cadenes laterals flexibles petites o polars (glicina, alanina o serina), aconseguint aixi
la longitud necessaria per unir els extrems de la proteina permutada alhora que es

proporcionava flexibilitat i solubilitat a aquesta.

Després d’expressar el zimogen ONCYP en E. coli BL21(DE3) en forma de cossos d’inclusid, se’l
sotmeté a un procés de replegament oxidatiu in vitro i es va purificar obtenint un elevat
rendiment, de més de 25 mg/L de cultiu. La puresa i homogeneitat de la mostra es va
confirmar per SDS-PAGE i es comprova la massa molecular per espectrometria de masses
MALDI-TOF (Taula 13).

Un zimogen de ribonucleasa ha de ser activat eficientment per la proteasa activadora. Es va
assajar l'activacié in vitro del zimogen ONCYP amb la proteasa SK#1 de produccidé propia
utilitzant diferents relacions molars zimogen:proteasa i agafant mostres al llarg del temps
després de l'addicié de la proteasa. En I'analisi per SDS-PAGE en condicions reductores,
I'aparicié de dos fragments resultants del processament, de 9 i 4 kDa, permeté fer un
seguiment de l'activacié. Incubant el zimogen ONCYP sense la proteasa overnight a 37 °C no
s’observa hidrolisi espontania, aixi com tampoc en resulta de la incubacié conjunta de la
proteasa HIV-1 PR amb la proteina salvatge ONC (dades no mostrades). Com es pot observar a
la Figura 29, I'activacié del zimogen ONCYP pero, deixava de progressar després d’unes 4 hores
des de I'addicié6 de la proteasa. Fins i tot utilitzant una relaci6 molar de 1:5 ZIM:PR i
incubacions més llargues (fins a 30 hores) no resulta en una major activacié, aconseguint tan
sols un 10% de la forma activada. Es va hipotetitzar que aquest connector, malgrat satisfer els
requeriments esterics com es pot deduir de I'elevat rendiment de proteina correctament

plegada obtingut en la purificacid, impedia d’alguna forma I’accessibilitat de la proteasa.
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Figura 28. Comparativa estructural dels zimogens d’'ONC amb I’ONC salvatge.

A) Estructura tridimensional d’'ONC (10NC) [93]. Es mostra el residu Pyrl en barres roges. B) Modelat estructural de
la variant ONCFLG, generat utilitzant el servidor de modelatge per homologia SWISS-MODEL i minimitzant I'energia
amb la implementaci6 GROMOS 96 de Swiss-Pdb Viewer [385]. Els terminals amino i carboxil no natius
(Arg73/Ser72), creats per permutacio circular, i els residus que constitueixen I'enlla¢ a processar (Phe40-Leu41) es
representen amb barres roges. El segment d’unié dels N- i C- terminals originals es mostra en taronja. Ambdues
figures s’han generat mitjangcant PyMOL (http://pymol.sourceforge.net/). C) Alineament de les sequiéncies
aminoacidiques de I'ONC salvatge i el zimogen ONCFLG, mostrant esquematicament I'estructura secundaria de

I"ONC. Es mostra la seqiliencia en els mateixos colors dels elements d’estructura secundaria, en blau pels fulls-B i en
vermell per les hélixs-a. Els residus que composen el connector FLG, unint la Ser49 i Cys32 (Glul i Cys104 en I'ONC),
es ressalten en negreta i subratllats.

5.2.2. Optimitzacio de I’eficiéncia d’activacio. Disseny, produccio i activacié de noves variants
de zimogens d’ONC: -YPs i -FLs

Amb l'objectiu d’aconseguir un zimogen que fos activat de manera més eficient per la
proteasa, es van dissenyar nous linkers basant-nos en dos principis: i) augmentar la flexibilitat i
la longitud del connector per tal d’afavorir 'accessibilitat de la proteasa, i ii) augmentar

I’afinitat de la proteasa pel linker, utilitzant una seqiencia de reconeixement diferent.
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Per aconseguir I'objectiu a través de I'elongacié de la seqiéncia, es va afegir un residu
addicional de Gly a un dels dos costats del lloc de tall de la seqliéncia YP (zimogens ONCYPG1 i
ONCYPG2, amb seqliencies connectores de 15 residus) o a tots dos (zimogen ONCYPGG, amb
linker de 16 residus) (Taula 8). Per tal d’encarar el segon punt, es va utilitzar una altra tipologia
de seqliéncia, GSGIF*LETSL, que vam anomenar FL. El reconeixement de les seqliéncies per
part de 'aspartil-proteasa HIV-1 PR és divers i I'especificitat en la digestio és controlada per
interaccions complexes entre com a minim sis aminoacids al voltant del lloc de tall. Al treball
de Beck i col-laboradors [280], es va observar que la seqiiéncia Ac-GSGIF*LETSL-NH, era
processada 60 vegades més eficientment que la YP, i essent la més eficient de tota una llibreria
de peptids de fags, escanejada per seleccionar nous substrats per la proteasa HIV-1 PR.
Aguesta seqléncia es basa en substrats de tipus 2 de les aspartil-proteases, pel fet de
presentar dos residus hidrofobics a les posicions P1 i P1’. Com que amb el connector de 14
residus provat inicialment s’havia obtingut una activacié pobra, els zimogens ONCFL i ONCFLG
es van dissenyar amb una longitud de 15 i 16 residus de linker, respectivament. A la Taula 8, es
pot observar que ONCFLG conté una Gly addicional al costat amino de I'enlla¢ peptidic que

sera hidrolitzat.

De forma similar a I'obtingut inicialment pel zimogen ONCYP, els nous zimogens d’ONC es
produiren amb un rendiment final d’'uns 30-40 mg/L de cultiu en funcié de la variant. L’analisi
per espectrometria de masses MALDI-TOF dels zimogens purificats confirma la massa

molecular de cada zimogen (Taula 13).

S’assaja I'eficiencia de tall d’aquests nous zimogens d’ONC per la proteasa SK#1 i, com es
mostra a la Figura 29, després de 30 hores d’incubacié a una relacié ZIM:PR de 5:1, I’activacio
dels zimogens ONCYPG1, ONCYPG2 i ONCYPGG va resultar ser de 38%, 32% i 43%,
respectivament. Aixi doncs, I'’elongacioé de la seqliencia resultava en un increment de la reaccié
de catalisi per part de la proteasa de 3-4 vegades en relacié al zimogen original ONCYP. A
diferéncia d’aquesta primera tipologia de seqiliéncia, els zimogens tipus FL (ONCFL i ONCFLG)
eren totalment processats a temps curts d’incubacid i utilitzant una relacié molar ZIM:PR de
solament 100:1. Aquests resultats indiquen que els linkers basats en la seqliencia aminoacidica
nova GSGIF*LETSL sén digerits de forma molt més eficient per part de la proteasa que els
basats en la seqliencia SQNY*PIVQ. Atesos els resultats, per a les activacions posteriors dels
zimogens, necessaries en la caracteritzacié de zimogens i RNases escindides, es considera
oportuna la relaciéd molar zimogen:proteasa de 50:1 i incubant la solucié tota la nit a 37 2C en

la majoria de casos, exceptuant els zimogens ONCFL, que es deixaren solament durant 5 hores.
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Taula 13. Llistat de les masses moleculars teoriques i obtingudes per les variants i zimogens d’ONC.

Proteina Mm teorica (Da)® Mm observada (Da)b
ONC 11819.84 11818
ONCQ1Ss 11803.78 11804
ONCYP 13273.20 13274
ONCYPG1 13330.26 13330
ONCYPG2 13330.26 13330
ONCYPGG 13387.31 13389
ONCFL 13291.26 13295
ONCFLG 13348.31 13349
ONCFLG-Cys 13364.37 13363
ONCFL2-C15 13487.52 13487
ONCFL2-C15 Act 12757.60 12754
ONCFL2-C16 13537.50 13540
ONCFL2-C16 Act 12814.70 12815

® Les masses moleculars teodriques van ser calculades utilitzant 'aplicacié ‘Compute pl/Mw’ del portal bioinformatic
EXPASy http://web.expasy.org/compute pi/ (Swiss Institute of Bioinformatics).

® | es masses moleculars observades es confirmaren per espectrometria de masses MALDI-TOF, amb un equip
Ultraflex-TOF Bruker Daltonics, dels Serveis Tecnics de Recerca del Parc Cientific i Tecnologic, Universitat de Girona.

5.2.3. Eficiéncia catalitica de les formes intacta i processada dels zimogens ONCFLs.

Un zimogen de RNasa ideal, ha de presentar baixa activitat ribonucleolitica abans de I’activacio
i recuperar una eficiéncia catalitica propera a la forma salvatge després de la incubacié amb la
proteasa activadora. Aixi, una vegada aconseguida I'activacié eficient dels zimogens, s’avalua la
capacitat catalitica dels zimogens ONCFL i ONCFLG, per ser els Unics que presentaven una
activacié completa (no fou el cas de la tipologia YP, els quals presentaren una mescla de les
formes precursora i madura). La capacitat catalitica de la proribonucleasa i de la forma activa
dels zimogens es caracteritza emprant el substrat fluorogénic 6-FAM-dArUdAdA-6-TAMRA
[390, 391].

Com es mostra a la Taula 14, 'eficiéncia catalitica (k..i/Kw) basal dels zimogens precursors fou
molt baixa. Observant més detalladament els resultats obtinguts, els zimogens no activats (NA)
ONCFL i ONCFLG presentaren tan sols un 5 i un 13% d’activitat relativa respecte 'ONC. Per la
seva banda, els resultats per 'ONC eren coherents amb els descrits anteriorment [40, 68] i la
variant ONCQA1S conserva un terg¢ de I'activitat respecte a I’'ONC salvatge (Figura 30), d’acord

també amb el descrit a la bibliografia [106].
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Figura 29. Eficiencia de tall dels zimogens d’ONC amb la proteasa SK#1 al llarg del temps.

A) Analisi de I'activacio dels zimogens d’ONC a 372C i a diferents temps després de I’addicié de la proteasa SK#1 a
una relacié molar de 5:1 (zimogen:proteasa) pels de tipologia YP i de 100:1 pels de tipologia FL, mitjangant SDS-
PAGE 20% en condicions reductores (B-mercaptoetanol) amb tincié per Blau de Coomassie. Per tots els gels, el carril
M correspon als marcadors de massa molecular: 15, 10 i 4 kDa. B) Representacio grafica del processament dels
diferents zimogens al llarg del temps. Quantificacié de I'activacié per densitometria, a partir dels gels SDS-PAGE
anteriors, utilitzant el quimioluminometre Imaging System FluorChem® SP (Alpha Innotech, San Leandro, CA, EUA).
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Taula 14. Analisi de I'estabilitat i funcionalitat dels zimogens d’ONC.

I Tm(gf) ICso(ubM) ICso(uM) Act® (kca;/ Kl\fll) NlAc (kcatZ/ Kl\fll) l_\lc;t (keat/Knm) Act /
NA NA' (10°M*s™) (10°m*s™?) (Keor/Kn) NA
ONC 87.53 +0.32 - 0.46 +0.03 - 7.31+0.11 -
ONCQ1S 84.74+0.45 - 4.04+0.78 - 2.60 + 0.08 -
ONCFL 80.87+0.09 | 28.23+0.94 | 28.19+0.78 | 0.37+0.04 0.47 +0.06 1.27 +0.34
ONCFLG 80.51 +0.14 7.98+191 | 11.77+3.40 | 095+0.16 1.10 £ 0.04 1.16 £0.25
ONCFL2-C15 ND 15.60+1.41 | 12.23+1.51 | 0.56+0.11 0.80 +0.47 1.43+1.14
ONCFL2-C16 ND 14.60+1.30 | 12.97+1.50 | 3.03+0.41 2.38+0.36 0.79 +0.22

’la Tm (£SE) es va estudiar en 0.1 M MES-NaOH, pH 6.0 per DSC, a concentracions de 0.15-0.18 mM, tal i com es
descriu a I'apartat de Determinacid de I’estabilitat conformacional dels zimogens. (Metodologia).

®la ICso (£SD) es va determinar en cel-lules Jurkat en cultiu estudiant la viabilitat cel-lular per reduccié de I'MTT
utilitzant CellTiter96®, com es descriu a I'apartat de Citotoxicitat dels zimogens en cél-lules en cultiu. (Metodologia).

“ Els valors de k,/Ku (+SD) es determinaren per catalisi del substrat 6-FAM-dArUdAdA-6-TAMRA a 50 nM en tampé
0.1 M MES-NaOH, 0.1 M NaCl, pH 6.0, a 25 °C [390, 391].
NA. Forma no activada. Act. Forma activada. ND. No Determinat. -. No aplicable.
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Figura 30. Activitat ribonucleolitica relativa dels zimogens d’ONC respecte ONC salvatge, abans i després del
tractament amb la proteasa SK#1.

L’estudi es realitza a 25 2C en 0.1 M MES-NaOH a pH 6.0, 0.1 M NaCl, amb 50 nM del substrat 6-FAM-dArUdAdA-6-
TAMRA, i a una concentracié de proteina de 15 uM per 'ONC salvatge i 50 uM pels zimogens d’ONC i ONCQ1S. La
forma precursora s’indica com a NA i la processada, com a Act.

En el cas dels zimogens ONCFL i ONCFLG, el tractament amb la proteasa SK#1 incrementa la
seva eficiéncia catalitica tan sols en 1.27 i 1.16 vegades, respectivament. Es pot pensar que la
disminucié d’activitat observada entre els zimogens intactes i activats en relacié a la variant
ONCQ1S no és el resultat de la preséncia del linker intacte, siné dels aminoacids addicionals en
els terminals natius, amb independéencia de si estan o no connectats. Possiblement doncs,
malgrat el tall de I'enllag peptidic de la seqliencia de bloqueig del centre actiu, els extrems
peptidics creats podrien establir certes interaccions amb residus propers del cos de la
proteina, bloguejant igualment I'accés del substrat al centre actiu i impedint la seva

degradacio.
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5.2.4. Disseny i analisi de I'activacio i I’activitat de nous zimogens ONCFL2s

Havent obtingut els resultats anteriors, de recuperacié d’una eficiencia catalitica poc
significativa en les onconases permutades ONCFL i ONCFLG, respecte els zimogens inactius, es
decidi dissenyar i produir noves variants de zimogens, els FL2, a partir d’una variacié de les
sequencies FL amb dos punts de tall, IF*LETSGIF*LET (Taula 8), i estudiant dues longituds de
linker, de 15 i 16 aminoacids, creant els zimogens ONCFL2-C15 i ONCFL2-C16, respectivament.
Amb aquestes variants s’esperava que amb el trencament de dos enllagos peptidics del linker,
es provoqués el despreniment d’'un fragment peptidic, evitant aixi el potencial bloqueig del

centre actiu pels extrems peptidics un cop activats els zimogens amb la proteasa.

Incubant aquests dos nous zimogens amb la proteasa SK#1, s’observa (Figura 29) que
requerien temps més llargs d’incubacié respecte la diana FL simple, degut a una menor
accessibilitat de la proteasa al punt de tall per estar aquest situat més als extrems del linker. En
el cas de ONCFL2-C16, I'activacio fou completa després d’incubar overnight amb la proteasa i,
en canvi, per ONCFL2-C15 s’aconsegui arribar aproximadament al 70% d’activacio utilitzant les
mateixes condicions. Els zimogens ONCFL2-C15 i ONCFL2-C16 precursors presentaren una
massa molecular de 13487.3 Da i 13539.9 Da, respectivament, mentre que una vegada activats
la massa molecular es reduia a 12754.1 Da i 12815.4 Da (Taula 13), concloent que
efectivament es duia a terme I'escissid en els dos punts de la seqiiéncia per part de la proteasa
i es desprenia el fragment peptidic de 766 Da situat entremig. En aquest cas, esperavem que
els nous extrems formats en I'activacié no fossin prou llargs per a ocloure el centre actiu en cas
d’interaccions amb residus propers, de manera que si que s’observés un increment d’activitat

de la forma activa respecte a la no processada.

En analitzar la capacitat catalitica dels nous zimogens ONCFL2 (Taula 14 i Figura 30), s’observa
que la relacié entre la k../Ky de la RNasa respecte el zimogen seguia essent de poc més de 1, i
fins i tot, pel zimogen ONCFL2-C16, amb una activitat basal comparable a la variant ONCQ1S,

no es va observar un increment d’activitat.

Ens plantejarem la idoneitat del substrat emprat. En el TAMRA que conté el tetranucleodtid —
dArUdAdA- només trobem una sola diana, optima per a la RNasa A i I’'HP-RNasa, pero no per
ONC, per la preferéncia d’uracil al subseti B1 i guanina a B2 [70]. Es feren proves amb tRNAs de
llevat com a substrat, pero tampoc s’observaren diferencies entre ambdues formes dels

zimogens assajats (dades no mostrades).

Vistos els resultats obtinguts, a més de prosseguir amb la caracteritzacié dels zimogens d’ONC,
en relacié a la seva capacitat d’internalitzacié i d’evasié de I'RI, la citotoxicitat en cél-lules en
cultiu abans i després de I'activacio, i la seva estabilitat conformacional, es decidi també

estudiar I'estructura tridimensional del zimogen més atractiu per la major eficiencia
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d’activacio, ONCFLG, amb la intencié d’aprofundir en el coneixement del procés de catalisi per
part de I'ONC i els respectius zimogens i poder explicar el baix increment d’activitat
ribonucleolitica aconseguit després de I'accié de la proteasa SK#1. Per altra banda, es
contempla la possibilitat que la recuperacié d’activitat fos més elevada amb la creacié de

zimogens a partir d’"HP-RNasa, que presenta entre 3 i 5 ordres més d’activitat que 'ONC.

5.2.5. Els zimogens d’ONC internalitzen eficientment i evadeixen 'Rl in vitro

Internalitzacioé del zimogen ONCFLG-5S120C.

La internalitzacié d’ONC en cel-lules eritroleuceéemiques K562 té lloc rapidament i s’assoleix un
marcatge cel-lular maxim al cap de 45 minuts, englobada en endosomes [203]. Per avaluar la
capacitat d’internalitzacié dels zimogens d’ONC, es construi la variant ONCFLG-S120C amb la
Ser C-terminal substituida per Cys (Ser72Cys en la numeraci6 d’ONC), i es va marcar
fluorescentment conjugant la nova cisteina amb Alexa Fluor® 488 C5 maleimide. El zimogen
ONCFLG-5120C marcat amb Alexa s’incuba amb cel-lules Jurkat i es va monitoritzar per
microscopia confocal la seva internalitzacié a diferents temps en cél-lules amb les membranes i
els nuclis tenyits, com es detalla a I'apartat Internalitzacié dels zimogens en cel-lules en cultiu.,
del punt 4.3.2.4. de Metodologia. Aquest estudi va permetre demostrar, com s’observa a la
Figura 31, que el zimogen marcat internalitza rapidament i eficient, detectant-se a I'interior de
les cél-lules 3 h després d’afegir-lo al cultiu, a una concentracié de tan sols 2 UM del zimogen
marcat. La internalitzacié incrementa fins a 12 h després de la incubacié. A les imatges,
s’observa la coincidéncia entre els punts d’acumulacié de proteina i les zones corresponents a
la membrana plasmatica, entrant englobat segurament en vesicules. Aquests resultats podrien
relacionar-se amb el procés d’internalitzacié per endocitosi a través d’endosomes descrit per a
I’'ONC [203].

Capacitat dels zimogens d’evadir I'inhibidor de ribonucleases (RI).

L’habilitat d’una ribonucleasa d’evadir la unié amb l'inhibidor de ribonucleases és d’elevada
importancia per a la seva activitat citotoxica. Aixi, el fet que 'ONC salvatge escapi a I'RI és un
dels motius de la seva gran citotoxicitat [82, 113]. S’analitza la capacitat d’evasié a I'Rl per part
dels zimogens mitjangant la visualitzacio de la degradacio del substrat 165-/23S- rRNA d’E. coli
en abséncia o presencia d’hRIl. Tal i com era d’esperar pels zimogens d’'ONC i per la seva
proteina parental, s’observa degradacié del substrat d’'RNA tant en preséncia com en abséncia
d’inhibidor, com es mostra a la Figura 32, indicant que no hi havia inhibicié significativa en la

majoria de casos.
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Figura 31. Internalitzacié del zimogen ONCFLG-5120C conjugat amb el fluorofor Alexa Fluor® 488 C5 maleimide
(Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) en cél-lules Jurkat en cultiu. Es mostra la imatge captada
per microscopia confocal a diferents temps, incubant les cél-lules amb 2 uM de zimogen marcat amb el fluorofor (en
verd). La membrana cel-lular i els nuclis es troben tenyits amb Dil (vermell) i Hoescht (blau), respectivament.
S’indica amb una barra la longitud corresponent a 10 um, en la columna de solapament de les imatges.

En els zimogens ONCFL2 s’observa certa inhibicid per I'RI, especialment en la forma no
activada. Es dificil pensar que partint d’ONC, que no és sensible a I'Rl, i afegint la seqiiéncia
linker, la proteina pugui unir-se a inhibidor. Tot i que la seqliencia linker podria ocasionar una
alteracioé de carregues exposades de la proteina que afavoris les interaccions electrostatiques i
la unié amb I'Rl, cal considerar que la seqiiéncia FL2 presenta un residu acid (E) de més
respecte FL i 2 més respecte YP, contribuint més aviat a la repulsid entre zimogen i RI,
predominantment de carrega negativa. Aixi, resulta dificil explicar la inhibicié d’aquestes
variants. Malgrat tot, és la inhibicid de la RNasa processada la que ens afectaria a la seva

funcionalitat in vivo.
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Figura 32. Inhibicié de I’activitat ribonucleolitica dels zimogens d’ONC de I'estudi per part de I'hRI.

Visualitzacio de la degradacid de 4 pg de substrat 16S- i 23S- rRNA d’E. coli, amb 0 0 40 U d’hRI (indicat com a - 0 +),
en 20 pl de 20 mM HEPES, 125 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 7.0 a 37 2C, amb una quantitat de
ribonucleases de 15 ng per 'ONC salvatge i de 150 ng pels zimogens d’ONC. El control d’integritat del substrat
s’'indica com a “S”. A cada zimogen s’indica la forma intacta (NA) i processada (Act). Les variants de zimogens
assajats es detallen a la Taula 8. Per a les ribonucleases sensibles a I'RI s’observa el substrat intacte en preséncia
d’RI (+). Per a les variants resistents, s'observa la banda de substrat degradada (més inferior en el gel) tant en
abséncia com en preséncia d’RI.

5.2.6. Els zimogens d’ONC presenten baixa citotoxicitat en cél-lules en cultiu

Citotoxicitat amb activacio in vitro.

Un agent terapeutic no ha de presentar toxicitat per les cél-lules sanes, i per tant els zimogens
de ribonucleases precursors haurien de ser, de forma ideal, innocus per les céel-lules no
infectades pel HIV. Es necessari, per tant, comprovar que la citotoxicitat dels zimodgens no

activats sigui baixa. Per altra banda, perqué puguin presentar una citotoxicitat selectiva, cal
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gue s’observi un augment significatiu de citotoxicitat entre la forma activada i el precursor. La
citotoxicitat d'ONCFL i ONCFLG de les formes precursora (NA) i processada (Act) es va
comparar amb I"ONC salvatge i ONCQ1S com a controls, mesurant els valors respectius d’ICsq
en cél-lules Jurkat. Com s’observa a la Taula 14, tots els zimodgens precursors assajats
presentaren una citotoxicitat menor als enzims parentals, amb uns valors de ICs; entre 2i 7, o
17 i 61 vegades més grans en comparacio als valors de ONCQ1S i ONC, respectivament. Aixi, les
proribonucleases han perdut citotoxicitat respecte 'ONC salvatge. En el cas de les formes
madures, seria desitjable un augment significatiu de toxicitat, el qual no s’observa en cap dels

zimogens estudiats.

Citotoxicitat amb activacio in vivo, en cél-lules transfectades.

L’eficiencia d’internalitzacié dels zimogens activats podria ser diferent de la dels precursors.
Per tal de demostrar realment si els zimogens eren funcionals o no, es realitza un estudi de
citotoxicitat dels zimogens d’ONC amb activacid in vivo. Aquest experiment es realitza en
cel-lules en cultiu simulant una infeccid: transfectant-les amb un vector que expressés
proteines del HIV. Aixi, utilitzant els zimdgens ONCYPG1 i ONCFLG com a model, s’avalua la
seva capacitat citotoxica en la linia HEK293T, amb o sense transfecci6 amb el vector
pNL4.3AEnvGFP [393], com es detalla a I'apartat Citotoxicitat dels zimogens en cél-lules en
cultiu., amb activacio in vivo. Idealment, en aquest estudi seria d’esperar que sense transfeccié
el zimogen no s’activaria i no presentaria citotoxicitat mentre que a les cél-lules transfectades,
en haver-hi preséncia de la proteasa del HIV-1, es podria dur a terme el processament especific
de la seqliencia que bloqueja el centre actiu dels zimogens, recuperant aixi la seva activitat
RNasa i la seva toxicitat. Analitzant el zimogen activat (amb transfeccio) respecte el no activat

(sense transfeccid) no s’observa cap increment de citotoxicitat (Figura 33).

Citotoxicitat ONC-ZIMs en HEK293T
amb i sense transfeccié pNL43deltaEnvGFP

120 4

100 A
2
Figura 33. Corbes de citotoxicitat g 80 -
d’ONCFLG i ONCYPG1 amb activacio ‘q::
in vivo. E 60 -
Citotoxicitat dels zimogens ONCYPG1 i '§
ONCFLG en cel-lules HEK293T, per les o\% 40 1 ONC No Transf

—o—
formes intactes, sense transfeccio (No —O— ONC Transf
v

. . . . ONCFLG No Transf
Transf), i activades in vivo (Transf,

20 4| —®— ONCFLG Transf
amb transfecci6 amb el vector —— ONCYPGH1 No Transf
—B— ONCYPG1 Transf
pNL4.3AEnVGFP [393]), en
.2 0 L L Il 1 N
comparacié amb 'ONC. 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

[RNAsa] (uM)
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5.2.7. Estudi estructural i dinamica del zimogen ONCFLG per NMR

Resolucio de I’estructura tridimensional del zimogen ONCFLG i canvis observats.

Per tal de comprendre millor i poder explicar la poca activitat dels zimogens, s’estudia
I’estructura tridimensional de la variant ONCFLG. S’escolli aquest zimogen com a model dels
zimogens d’ONC per ser el que presentava millor activacié amb la proteasa. Les coordenades
estructurals es dipositaren a la base de dades Protein Data Bank (PDB) amb el codi d’accés

2LT5 (http://www.rcsb.org), i els desplagaments quimics del zimogen es recolliren a Biological

Magnetic Resonance Bank (BMRB), amb el codi d’accés 17973 (http://www.bmrb.wisc.edu).

Les estructures, obtingudes utilitzant el protocol de calcul descrit a la seccié d’Estudis
estructurals del zimogen ONCFLG per Ressonancia Magnética Nuclear (NMR). de Metodologia,

satisferen els requisits estructurals i presentaren potencials d’energia baixos (Taula 15).

Taula 15. Estadistica estructural de les 20 millors estructures NMR del zimogen ONCFLG.

NOE Distance and Dihedral Constraints

N2 short-range distances (|i-j| < 1) 1059
N2 medium-range distances (1<|i-j| <5) 288
N2 long-range distance (|i-j|=5) 678
Ne restraints from S-S bonds 24
N2 angular restraints (¢, ) 149
N¢ total restraints 2198
N¢ restrictions/residue 18.3
Structure Calculation
CYANA target function value (min, mean, max) 1.54, 1.69, 1.96
Maximum distance violation (A) (min, mean, max) 0.12, 0.20, 0.47
Maximum dihedral angle violation (2) (min, mean, max) 2.32,3.58,9.51
Average AMBER energy (kcal/mol) -3926
Average AMBER Electrostatic energy (kcal/mol) -7769
RMSD bond lengths from ideal geometry (A) 0.01+0.001
RMSD angles from ideal geometry (2) 2.171+0.01
Averaged pairwaise RMSD (A) (backbone, heavy atoms)
Global (1-120) 0.84+0.31 1.31+0.26
Structured region (1-32, 49-120) 0.3240.07 0.96+0.07
Unstructured linker (33-48) 1.47+0.61 2.13%0.75
Secondary structure (helices and sheets) 0.25+0.06 0.84+0.08
a-helices (51-58, 70-72, 90-94) 0.21+0.06 0.9510.16
B-sheets (5-12, 14-18, 23-29, 59-60, 0.23+0.05 0.75+0.09
81-86, 103-107, 111-118)
Ramachandran Plot Analysis (%)
Most favored regions 74.9
Additional allowed regions 24.7
Generously allowed regions 0.0
Disallowed regions 0.0
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A la Figura 34, es pot apreciar |'estructura global ben definida obtinguda pel zimogen ONCFLG,
mantenint la mateixa estructura terciaria d’altres membres de la superfamilia de la RNasa A, i
particularment similar a I’'ONC salvatge [93, 100], a altres variants amb mutacions puntuals [70,
103] i també a les ribonucleases citotoxiques de la granota toro Rana catesbeiana [408, 409].
El segment connector Gly33-Gly48 de 16 residus (en taronja), s’estén per sobre el nucli de la
proteina ocupant la zona concava de l'estructura en forma de ronyé comuna de les
ribonucleases homologues a I'RNasa A. D'aquesta manera, aquest connector flexible pot
obstaculitzar I'accés al centre actiu, que conté la triada catalitica: His25, His58 i Lys79,
caracteristica de la superfamilia de la RNasa A, junt amb la Ser49 i Lys57, exclusiva de les
ribonucleases de granota (a 'ONC salvatge: His97, His10 i Lys31; Pyrl i Lys9) [93]. Es
interessant remarcar que el valor RMSD (Root Mean Square Deviation) del linker indica que
aquest no adopta estructura secundaria regular. Aquest valor, que permet quantificar el grau
de plegament/desplegament de I'esquelet polipeptidic, és de 1.47 A pel segment connector,
forca més gran que el de 0.32 A que s’obté per la resta de la proteina (Taula 15). Es remarcable
la diferéncia amb la previsid estructural en helix-a del modelat fet durant la fase de disseny

dels zimogens (Figura 28B).

A nivell general, comparant I'estructura del zimogen ONCFLG amb la d’ONC (Figura 35), podem
observar una lleugera obertura de la molécula entre els lobuls V1 i V2, fent que I'escletxa
central sigui més gran. A nivell d’elements d’estructura secundaria, les tres a-hélix Leu52-
His58, 1le70-Ser72 i Pro89-Ala94 amb numeracid del zimogen, concorden molt bé amb les
hélixs presents a 'ONC salvatge (Trp3-His10, Cys19-lle22 i Pro41-Lys49; veure equivaléncies a
la Figura 28C). Cal comentar que la segona héelix d’'ONCFLG presenta una estructura d’helix-3,
causant una reestructuracié del loop que connecta aquesta hélix amb la primera cadena-f i en
canvi, I’helix-3,o contigua a I’hélix-a3 tipica de la proteina salvatge, és absent. Les cadenes 5
(Tyr5-Asn12), B6 (Phel4-Cys18), B7 (Pro23-Val29), BO (lle59-Thr60), B1 (Lys81-Tyr86) i B4
(Phel11-Val118), son també equivalents a les de 'ONC nativa, exceptuant la zona homologa a
B3 (residus Lys103-Thrl07 del zimogen) que no presenta estructuracid. La variacié en la
disposicio del loop B4-B5 en relacié a I’'ONC es pot explicar per I'absencia de I'enllag peptidic

entre els residus 72-73, punt on es situen els extrems de nova creacio.

Una inspeccié detallada de I'estructura d’'ONCFLG ens permet observar diferéncies més
localitzades i en I'orientacié d’alguns residus concrets. Es poden constatar canvis notables
comparant la disposicié dels residus responsables de la catalisi d’ONCFLG respecte els residus
equivalents en I'estructura cristal-lografica determinada per raigs X de 'ONC (10NC) [93] o del
complex ONC-d(AUGA) (215S) [70] (Figura 36A). Les variacions sén més evidents pels residus
del centre actiu o subseti P1, tant per la triada catalitica His58, Lys79 i His25, com pels altres
residus caracteristics de les ribonucleases d’amfibi Ser49 i Lys57 (mostrats en vermell). En
canvi, els aminoacids que conformen els subsetis B1 i B2 (en taronja fosc i clar,

respectivament) manifesten diferéncies menors.
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Figura 34. Estructura tridimensional del zimogen ONCFLG resolta per Ressonancia Magnética Nuclear (2LT5).

A) Superposicié de les 20 conformacions d’ONCFLG amb el minim d’energia. B) Representacié en cartoons d’una
conformacié representativa de la familia d’estructures amb I'energia minimitzada. C) Estructura anterior
sobreposada a una representacié de la superficie de la proteina. D) Superficie del zimogen ONCFLG. A B), C) i D) el
linker no estructurat (Gly33-Gly48) es mostra en taronja i la resta de I'esquelet proteic esta acolorit en funcié de
I'estructura secundaria, les zones en helix-a en vermell i els fulls-B, en blau turquesa. E) Potencial electrostatic del
zimogen ONCFLG. S’ha calculat amb el servidor web APBS, combinat amb PROPKA [189], a partir del fitxer pdb del
zimogen, a pH 7.0. Les zones amb carrega neutra es mostren en blanc, mentre que les de carrega negativa en
vermell, i les de carrega positiva, en blau. Les vistes es troben rotades 1802 I'esquerra respecte la dreta. Les imatges
s’han creat amb el programa PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).
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Figura 35. Canvis estructurals globals observats al zimogen ONCFLG en comparacié amb I'ONC.

Es representa I'estructura de les proteines en cartoons, en gris per a ONC (10NC [93])i en blau turquesa per a
ONCFLG, i es remarca el connector de bloqueig del centre actiu del zimogen en taronja. Els ponts disulfur
s’observen del mateix color que cada proteina, en barres. S’anoten les diferéncies més remarcables. La figura s’ha
generat amb PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).

Canvis observats al subseti catalitic P1.

I) La perdua d’un pont d’hidrogen entre Serd9 i Lys57 (Pyrl i Lys9 a I'ONC) ocasiona una
elevada mobilitat de Lys57:

L'Oy de la Ser49, que ha de substituir el Oe de Pyrl de I’'N-terminal natiu, a diferéncia de 'ONC
salvatge no esta unit per pont d’hidrogen amb el N& del residu Lys57 (Lys9 a I'ONC) i
conseqglientment, la cadena lateral de la Lys57 presenta una elevada mobilitat, allunyant-se del

centre actiu (Figura 36A).

Il) La cadena lateral de Lys79 (Lys31 a I'ONC) rota lluny del centre actiu d’ONCFLG:

S’ha proposat que la Lys79 treballa conjuntament amb la Lys57 per estabilitzar I'acumulacié de
carrega negativa a un oxigen d’un grup fosforil durant la catalisi [70, 93, 96]. No obstant, la
Lys79 sobresurt de I'estructura d’ONCFLG, en lloc d'apuntar cap a l'interior del centre actiu
com fa la seva equivalent Lys31 a I'ONC (Figura 36A). Segurament succeeix a causa de la major

mobilitat de la Lys57, comentada anteriorment.

I1l) Augmenta la mobilitat de les histidines catalitiques His58 i His25 (His10 i His97 a ’'ONC):
Com a conseqiiencia dels moviments de la Lys57 a I'estructura d’ONCFLG, I'anell d’imidazol del
residu catalitic His58 sembla oscil-lar verticalment entre dues conformacions que difereixen en

aproximadament 9092, no observat per a I'ONC, disposant-se majoritariament en una
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localitzacié perpendicular respecte His10 de I'ONC. Finalment, l'altra histidina catalitica, la
His25, presenta el seu anell imidazol ocupant un conjunt de conformacions a mig cami entre
les dues conformacions del seu residu homoleg, la His97A, activa, observada en el complex
ONC-d(AUGA) (2I5S [70]) i la His97B, inactiva i ocupant la cavitat del centre actiu, en
I'estructura de I'ONC lliure (10ONC [93]) (Figura 36B i C).

Canvis observats als subsetis de fixacio del substrat B1 i B2.

Si ens fixem en els residus del subseti B1 (Figura 36A, acolorits en taronja fosc), podem veure
que els residus Asp115 i Thr83 (Asp67 i Thr35), implicats en el reconeixement especific d’Uracil
[106], no presenten diferencies significatives respecte I'ONC lliure (en negre). La Phe26
presenta una disposicid similar que la Phe98, pero amb un lleuger gir de la cadena lateral.
Aguest residu estableix ponts d’hidrogen amb el substrat a través de la seva cadena principal.
Per altra banda, la Lys81 presenta una elevada mobilitat, també detectada al seu residu
equivalent Lys33 de I'ONC, pero disposada molt més acostada al centre de B1. A la cavitat B2
(residus mostrats en taronja clar a la Figura 36A), no s’observen diferéncies significatives entre

els residus Thrl7 i Glul9 respecte els seus homolegs Thr89 i Glu91l.

Variacions als residus del cluster hidrofobic.

Comparant els residus situats al cluster hidrofobic del Iobul V2 del zimogen amb I'ONC (Figura
37), es poden observar canvis d’orientacid i localitzacié d’alguns d’ells, degut a la preséncia del
connector i a la reestructuracié de la zona pel canvi de la segona heélix, d’hélix-a a helix-34, i
per I'emplacament dels nous terminals al loop B4-B5. Mentre que Phe84 i Val65 manifesten
poca variacid respecte als residus Phe36 i Vall7 de la proteina salvatge, els residus lle70 i
Leu75 d’ONCFLG disposen la cadena lateral perpendicularment als equivalents lle22 i Leu27 de
I’ONC. Finalment, la diferéncia més remarcable es troba en Met71 i Phe76 (Met23 i Phe28 a
I'ONC), allunyant-se del nucli hidrofobic, i presentant el primer una elevada llibertat

conformacional.

Increment d’1 A a la distancia Ca-Ca entre les Cys18-Cys96 respecte a I’'ONC.

Es pot observar un rearranjament local subtil prop de les Cys18-Cys96 respecte als residus
homolegs 90-48 de I'ONC (Figura 38). Al zimogen ONCFLG s’observa un increment
d’aproximadament 1 A de longitud a la distancia Ca-Ca d’aquestes cisteines, probablement
relacionat amb I'abséncia de I'helix-3;5 que segueix I'hélix-a3 que si que es troba a I’'ONC [93]
(Figura 28C).
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Figura 36. Comparacio dels residus catalitics del zimogen ONCFLG i de ’ONC lliure i acomplexada a un substrat.

A) Detall de les diferents conformacions dels subsetis P1 (en vermell), B1 (en taronja fosc) i B2 (en taronja clar)
d’ONCFLG (2LT5) respecte els residus homolegs d’'ONC (10NC [93] en negre, i ONC-d(AUGA) 2I5S [70], en gris). El
substrat ribonucleotidic es mostra en blanc. G (guanina), R (ribosa), P (fosfat), U (uracil). S’indica els residus
corresponents al zimogen ONCFLG, i en cursiva els equivalents en la numeracié d’ONC. B) Superposicié de les
diferents conformacions estructurals de la triada catalitica His58, His25 i Lys57 d’'ONCFLG (en colors CPK) i els
equivalents His10, His97 i Lys9 d’ONC (en verd llima) i del complex ONC-d(AUGA) (en groc). C) lgual que B, excepte
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que tots els residus es mostren en colors CPK per visualitzar com els N&1 i Ne2 de la His25 intercanvien la seva
posicié mitjangant rotacié entorn I'angle diedric x,, entre les conformacions de la His97A observada al complex
ONC-d(AUGA) i la His97B observada a I'ONC. D) Situacié dels residus de P1, B1 i B2 dins I'estructura general del
zimogen ONCFLG. A l'esquerra, una de les conformacions obtingudes per NMR. A la dreta, es mostra una
conformacio en la globalitat de la proteina, pero totes les 20 conformacions obtingudes tant pel segment connector
Gly33-Gly48 (en taronja), junt amb els residus Phe40-Leudl corresponents al punt de tall (en barres roges), com
pels residus catalitics de P1 His58, Lys79, His25, Ser49 i Lys57 (en lila), i els residus de B1 i B2 Lys81, Thr83, Asp115,
Phe26, Thrl7 i Glul9 (en morat). Les figures A i D s’han realitzat amb PyMol (http://pymol.sourceforge.net/),

mentre que les B i C, s’han generat utilitzant VMD [410].

Figura 37. Sobreposicio de les conformacions dels residus del cluster hidrofobic del zimogen ONCFLG amb I’"ONC.
Es mostren les diferents conformacions del zimogen ONCFLG (2LT5) en verd, solapades sobre I'estructura de 'ONC
(10NC [93]) i 'enzim acomplexat a un substrat ONC-d(AUGA) (215S [70]), en negre i gris, respectivament. S’indica els
residus corresponents a ONCFLG i, en cursiva, els equivalents en la numeracié d’ONC. La imatge s’ha creat amb el
programa PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).

Figura 38. Comparacié dels ponts
disulfur Cys18-Cys96 i Cys15-Cys32 del
zimogen ONCFLG amb 'ONC.

El zimogen ONCFLG (2LT5) es mostra
en blang, i les diferents conformacions
de les Cys18-Cys96 (que connecta el
full-B6 i I’helix-a3) i Cys15-Cys32 (que
connecta el full-Be i el full-p7)
d’ONCFLG es mostren en colors CPK.
L'ONC (10ONC [93]) es mostra en
taronja i les cisteines homologues a les
anteriors, Cys90-Cys48 i Cys87-Cys104,
respectivament, es mostren en
magenta. Aquesta figura s’ha generat
amb VMD [410].
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Unié d’un andaleg de substrat al zimogen ONCFLG.

Per avaluar experimentalment si el connector de bloqueig del centre actiu realitzava la seva
funcié afectant la interaccié amb el substrat, es va decidir provar la capacitat d’unié a ONCFLG
de I'analeg de substrat no hidrolitzable d[UGG]s. Es va observar la formacié d'un precipitat
blanc immediatament després de barrejar d[UGG]; amb N-ONCFLG. Després de la
centrifugacié del tub de NMR, es va registrar un espectre HSQC els pics del qual tenien en
esséncia els mateixos desplacaments quimics que N-ONCFLG en abséncia de d[UGG];. Aixod
suggeri que d[UGG];i N-ONCFLG es combinen per formar un complex insoluble, perd que
I'excés de >N-ONCFLG roman en solucié. ONCFLG esta carregat positivament a pH 5.19, pero
s'espera que presenti carrega negativa per sobre de pH 8, aixi, es raona que incrementant el
pH es podria debilitar les interaccions electrostatiques suposadament inespecifiques entre
d[UGG]; i ®N-ONCFLG i es permetria el reconeixement i unié de I'oligo al centre actiu. El
precipitat persisti elevant el pH a 6.35, pero es dissolgué a un pH de 7.25, donant una solucid

transparent.

Aprofitant la informacié continguda als espectres 3D 'H-°N HSQC-TOCSY i HSQC-NOESY
registrats a pH 7.25, i les assignacions anteriors obtingudes a pH 5.2 [411], va ser possible
assignar facilment els espectres 2D 'H->N HSQC i la majoria dels pics presents als 2D 'H
NOESY. Els desplacaments quimics observats als espectres 2D 'H-""N HSQC de la cadena
principal de “N-ONCFLG, a un pH de 7.25-7.28 amb preséncia o abséncia de d[UGG];
resultaren ser essencialment els mateixos, indicant que no hi havia canvis conformacionals
entre les dues estructures. A més, basant-se en els resultats de |'experiment 'H-°N HSQC
dissenyat per revelar senyals creuades entre els atoms N&;, He,, Ng, i HS, dels anells imidazol
de les histidines, s’observa que la His77 (que es troba exposada al solvent) es trobava
majoritariament en l'estat carregat, mentre que la His58 era principalment neutra en el
tautomer H-N&§;. Els resultats per la His25 foren menys concloents, perd suggeriren que en les
condicions assajades el seu anell d'imidazol és principalment neutre i adopta una barreja
d'estats tautomeérics. Pel mateix experiment realitzat amb N-ONCFLG en preséncia de

d[UGG];, els resultats foren similars.

Només s’observa un efecte substancial als nuclis *Ha dels residus Phe54 i GIn55 propers al
centre actiu. Aquests resultats contrasten amb la forta pertorbacié dels desplagaments
quimics dels nuclis del centre actiu de la RNasa A, incloent la His catalitica, després de la unié
amb un analeg de substrat [412]. Finalment, no es van poder assignar NOEs intermoleculars
entre d[UGG]; i °N-ONCFLG de forma no ambigua, mentre que se n’han detectat més de vint
entre la RNasa A i els seus analegs de substrat. S’ha descrit que la Ky, dels substrats d’'RNA que
s’uneixen a ONC i la K, dels analegs de substrat sén relativament elevades (del rang de 0.1
mM), la qual cosa pot explicar la baixa activitat ribonucleolitica de 'ONC en comparacié amb la
RNasa A [96]. Segons aquests autors, la unié del substrat amb I'ONC és afeblida en preséncia

de sal. D’acord amb aquestes dades, es van repetir els experiments de NMR a pH 7.90 i 8.97
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disminuint la forca ionica. Tampoc es van poder identificar NOEs intermoleculars no ambigus i
es van obtenir poques diferéncies significatives en el desplacament quimic. En aquestes
condicions, la His58 es trobava encara principalment en el tautomer H-N§,, i tant la His25 com
la His77 semblen presentar majoritariament carrega neutra i equilibrar-se entre els tautomers
H-N&, i H-Ne,.

La forma processada d’ONCFLG podria estar bloquejant I'accés del substrat al centre actiu.

Per determinar els canvis estructurals al zimogen ONCFLG provocats pel processament de
I'enllag peptidic F*L per part de la proteasa HIV-1 PR, es van obtenir les assignacions per
ressonancia del zimogen activat per la proteasa, seguint la metodologia utilitzada per la
proteina no hidrolitzada [411]. Es comprova electroforeticament que la forma marcada amb
N era activada correctament per al proteasa SK#1. La Figura 39A mostra una comparativa
dels espectres bidimensionals 'H-°"N HSQC entre les formes activada (en vermell) i no activada
(en gris) d’'ONCFLG. Com s’esperava, el senyal HN corresponent a la Leu41 no s’observa en la
forma activada, ja que la hidrolisi per part de la proteasa de I'enllag peptidic entre Phe40-
Leud1 converteix I'enllag peptidic -CO-HN- en els grups -COO" .. HsN*-. La majoria dels senyals
HN conserven el desplagcament quimic després de I'escissid. Els més afectats pertanyen als
residus Phe40 i Glu42, que flanquegen el lloc de tall per la proteasa HIV-1 PR, seguits per
residus situats en el segment connector (Ser44, Leud5, Serd6) o just al costat d’aquest (Ser49,
Asp50, Trp51, Thr53). Les diferéncies dels desplagaments quimics (A8) dels carbonis *Ca i °CB
entre el zimogen ONCFLG processat i el seu precursor es recopilen a la Figura 39B. La majoria
de valors Ad son petits (<0.1 ppm), excepte per al segment Phe40-Asp50 situat prop de I'enllag
peptidic tallat. Aquestes dades apunten clarament a la conservacié del plegament global de la
proteina, acompanyat per diferéncies estructurals al linker després de I'activacié. D'altra
banda, I'analisi dels espectres NOESY va permetre identificar un conjunt similar de valors NOE
de curt i llarg abast a les regions estructurades del zimogen activat i no activat, corroborant
que les seves estructures 3D sén molt similars. Basant-nos en aquestes dades, es construi un
model estructural per al zimogen ONCFLG digerit (Figura 39C). El canvi més notable és
I'augment del nombre de conformacions possibles per als segments que voregen el lloc

d'escissio (ressaltats en taronja).

El segment connector és la zona més dinamica i flexible del zimogen ONCFLG.

Per estudiar la flexibilitat local de la cadena principal del zimogen ONCFLG en |'escala de temps
de ns-ps, es van mesurar els espectres NOE heteronuclears (Figura 40A). Un valor baix de la
ratio de NOEs a una zona de la proteina és indicador de més mobilitat, com a girs i loops. La
majoria dels residus presenten valors NOE propers al valor més alt tedric esperat per zones
rigides i estructurades (0.85), concordant amb els resultats d’elevada rigidesa préviament
demostrats per a 'ONC i les seves variants [112, 408]. Els extrems N- i C-terminals son més

flexibles, amb ratios de NOE d'aproximadament 0.5-0.6.
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Figura 39. Dades de NMR i model estructural del zimogen ONCFLG escindit per la proteasa.

A) Espectres 2D "H-*N HsQC del zimogen >N-ONCFLG intacte (en gris) superimposat sobre els del zimogen digerit
amb la proteasa (en vermell). Els espectres es van registrar a 800 MHz, 35 eC i pH 5.2. Les correlacions H-BN
representatives del zimogen intacte es troben etiquetades, i es relacionen amb els senyals dels desplagaments
quimics de la forma processada amb fletxes negres. B) Comparacié dels valors dels desplagaments quimics dels
carbonis Ca i 13C[?; entre el zimogen precursor ONCFLG i la corresponent forma activada. Els valors A§ es van
obtenir a partir de la diferéencia entre els valors 6 del zimogen ONCFLG intacte (BMRB num. 17973) i de I'escindit
(A8= Ointacte — Oactivat)- La fletxa remarca la posicié de I'enllag peptidic hidrolitzat, i els extrems del segment
connector, Gly33-Gly48, s’assenyalen mitjangant linies discontinues. C) Model estructural del zimogen activat. El
linker (Gly33-Gly48) esta representat en taronja i la resta de I'esquelet proteic en gris. Les histidines del centre actiu
estan ressaltades en vermell. La figura s’ha generat amb PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).

A la forma no digerida, els valors dels NOE heteronuclears mostren que el segment de 16
residus inserit per connectar els terminals originals (des de la Ser34 fins a la Gly48) és la part
més flexible de la molecula, presentant un valor mitja de NOE de 0.38. Aquest fet indica que
aquesta regié es comporta com un loop flexible amb moviments rapids en I'escala de temps de
ns-ps, caracteristics d'una regié no estructurada. Es important remarcar que aquesta flexibilitat
incrementa substancialment als extrems de nova creacié de la forma activada, amb valors NOE
negatius al segment lle39-Ser44, la qual cosa és indicativa d’una llibertat conformacional

comparable a la dels peptids no estructurats curts.
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5.2.8. U'estabilitat conformacional dels zimogens d’ONC és comparable a ONC

Una elevada estabilitat conformacional representa un avantatge per a les proteines d’Us
terapeéutic, ja que com més estable sigui una proteina, menor és la seva susceptibilitat a la
degradacié proteolitica no especifica [157]. Mitjancant desnaturalitzacié induida per
temperatura seguida per DSC, es determina la temperatura mitja de desnaturalitzacié T,, a pH
6.0 dels zimogens ONCFL i ONCFLG i de les proteines control ONC i ONCQ1S, essent
respectivament 81, 80, 87 i 85 2oC, tal i com es detalla a la Taula 14 i es representa a la Figura
41. Podem observar totes les variants d’ONC han resultat ser altament estables, presentant
uns punts mitjos de desplegament termic dels zimogens molt per sobre de la temperatura
fisiologica (37 2C) i essent comparables a la proteina salvatge, ONC [91]. Aixi, aquests zimogens

son prou estables per ser utilitzats in vitro i in vivo en condicions fisiologiques.

Figura 40. Dinamica i estabilitat conformacional de les formes del zimogen ONCFLG.

A) Representacio de la ratio 'H->N-NOE pel zimogen (en gris) i la forma activada (en negre) en funcié del nimero de
residu a la seqliéncia. Les linies que connecten els requadres grisos o negres serveixen com a referencia visual. B) i
C) Valors AG,y obtinguts per intercanvi proto-deuteri seguit per NMR de les formes intacta (B) i digerida (C) del
zimogen ONCFLG en funcié del numero de residu a la seqliencia. Les barres grises representen el limit superior pels
grups d’intercanvi rapid, les barres negres mostren els valors mesurats experimentalment i els triangles indiquen el
limit inferior estimat pels grups d’intercanvi lent. Es representa I’estructura secundaria a la part superior de cada
grafic, mitjangant fletxes grises pels fulls-B i ovals per a les helixs-a.
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D'altra banda, I'estabilitat conformacional a nivell de residu del zimogen ONCFLG, AGyy, es va
mesurar per intercanvi de proté-deuteri (*H-2H) seguit per NMR. Els grups amida més protegits
i estables (Figura 40B) es troben a les regions amb estructura secundaria, sobretot al full-B1ila
primera i tercera a-hélixs. En relacié a la majoria de les proteines, incloent I'RNasa A [413], |a
mitjana de AG,x d'aquests elements d’estructura secundaria és alta, la qual cosa reflecteix
I'extraordinaria estabilitat conformacional d’ONCFLG. Es remarcable que el linker presenta una
proteccid no mesurable en aquestes condicions, confirmant la seva baixa estructuracié. Els
protons HN de la segona helix estan igualment desprotegits, fet que també es descrigué per
I’ONC salvatge i variants [112]. S’ha vist que la mateixa hélix presenta una baixa estabilitat tant
a 'RNasa A com a la RNasa humana 3 (ECP) [407]. Després de la digestié6 amb la proteasa
(Figura 40C), els valors de AG,y indiquen una lleugera relaxacid estructural, disminuint en
mitjana aproximadament 1.7 kcal/mol. Assumint que la dependéncia de I'energia lliure
d’estabilitat, a la T,, observada per 'ONC [203], es manté en el zimogen ONCFLG, es calcula
que la digestié d’'ONCFLG amb la proteasa disminuiria uns 6.6 2C la seva T, essent de 73.9 oC.
Aguest valor és encara molt llunya dels 37 2C, mantenint-se ONCFLG establement plegat en

condicions fisiologiques.

Figura 41. Espectres DSC dels zimogens d’ONC.
L'analisi de Iestabilitat conformacional dels zimogens d’ONC es realitza a 0.15-0.18 mM en tampd 0.1 M MES-NaOH

a pH 6.0, incrementant la temperatura de 30 a 110 2C a una velocitat d’escanejat d’1 °C min™. S’efectud a la
Plataforma de Polimorfisme i Calorimetria dels Serveis Cientifico-Tecnics de la Universitat de Barcelona.
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5.3. PRODUCCIO | CARACTERITZACIO DE ZIMOGENS BASATS EN LA
RIBONUCLEASA PANCREATICA HUMANA

5.3.1. Disseny, produccio i activacié de zimogens HGNs basats en PM5

Les formes precursores dels zimogens d’ONC estudiats anteriorment presentaren una baixa
activitat basal i no s’observa citotoxicitat, indicant ser innocus per a cel-lules no infectades per
HIV-1. Una vegada s’analitza les formes processades, pero, s’observa que lI'increment desitjat
d’activitat catalitica de la forma activa respecte al zimogen era molt baix i, a més a més, no
mostraven activitat citotoxica. Es sabut que 'ONC, malgrat ser altament citotoxica, presenta
una activitat catalitica molt menor que les seves homologues de la familia de les ribonucleases
pancreatiques [69, 70, 94], entre elles I'HP-RNasa. Aixi, es cregué oportl desenvolupar
zimogens basats en I'HP-RNasa per la seva major activitat. A més, cal considerar la menor

immunogenicitat esperada pel fet de ser una proteina d’origen huma.

Aixi doncs, es dissenyaren nous zimogens basats en I’'HP-RNasa, els quals s’"anomenaren HGNs.
Es consideraren les caracteristiques que havien permes |'obtencié dels zimogens d’ONC, com
la posicié dels nous extrems N- i C- terminals i les seqliencies linker a assajar. A I’hora d’escollir
la proteina base, també es tingué en compte la dificultat observada en I'expressié heterologa
de I'HP-RNasa i la seva elevada afinitat per I’'hRI, caracteristica majorment responsable de la

seva manca de citotoxicitat.

Primerament, la proteina escollida com a base per a la creacid dels zimdgens va ser PM5, una
variant d’HP-RNasa que presenta 5 modificacions N-terminals respecte a I’'HP-RNasa salvatge
(ArgdAla, Lys6Ala, GIn9Glu, Asp16Gly i Serl7Asn) [173] (Figura 9). Esta descrit que aquesta
variant presenta una estabilitat conformacional major que I'enzim salvatge i permet una millor
produccié heterologa, essent comparable a I’'HP-RNasa en quant a caracteristiques cinetiques
[173, 215]. Amb un mutant molt similar, PM7, que presenta les substitucions anteriors a més
de Pro50Ser [172], fou possible I'obtencié de I'estructura cristal-lografica, la qual cosa permeté

un disseny acurat dels zimogen:s.

Els nous extrems N- i C- terminals seleccionats per la construccié dels zimogens HGNs, van ser
Gly89/Asn88, coincidint amb les posicions homologues dels extrems de nova creacid
Arg73/Ser72 dels zimogens d’ONC. Per tal de mantenir una estructura similar al primer
zimogen de RNasa A descrit per Raines i col-laboradors [360], es prossegui a eliminar els 4
residus C-terminals -EDST, caracteristics de I'HP-RNasa, els quals no es troben a la seva
homologa bovina, de 124 aminoacids. A més, pero, el zimogen de RNasa A de Raines i
col-laboradors presentava una sequéncia linker de reconeixement per la plasmepsina Il de 14
residus, longitud que en el nostre cas resulta insuficient per a la correcta accessibilitat de la

proteasa HIV-1 PR als zimogens d’ONC. L’'HP-RNasa és en conjunt més gran i menys compacta
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qgue I'ONC. Aixi, es considera millor el disseny de zimogens HGNs amb un linker de minim 15
aminoacids, trobant oportu d’eliminar també el residu Vall24 de la proteina. D’aquesta
manera s’obtingué una construccié de longitud equivalent al zimogen de ribonucleasa de
I’equip de Raines, de 138 residus, resultat dels 123 aminoacids de la proteina junt amb els 15
residus del connector. Propers als extrems de nova creacio, trobem els ponts disulfur 27-110 i
96-154 (95-40 i 26-84, respectivament, a PM5) que esperavem que mantinguessin els
terminals no natius dels zimogens ancorats al cos de la proteina malgrat la supressié de I'enllag

peptidic entre els residus 88 i 89.

Amb la intencié de fer una primera analisi d’'una bateria de zimdgens d’HP-RNasa i estudiar la
flexibilitat, accessibilitat i solubilitat de les seqliencies i, en definitiva, I'eficiencia, es selecciona
una seqiiencia connectora de cada tipologia i longitud estudiades anteriorment amb els
zimogens d’ONC. Aixi doncs, com es detalla a la Taula 8, els zimogens basats en la variant PM5
contenien: 1) la primera de les seqliéncies testades en els zimogens d’ONC, YP de 14 residus,
malgrat haver observat que presentava un reconeixement baix per part de la proteasa en el
cas dels zimogens d’ONC; Il) la seqliéncia FL de 15 residus, reconeguda eficientment per la
proteasa fins i tot sense I'elongacié mitjancant la Gly; i lll) la seqliéncia FL2-C16, per presentar
una major activacido que C15 degut a una millor accessibilitat al punt de tall, assajant aixi les
tres diferents longituds testades anteriorment pels zimogens d’ONC. Els zimogens basats en
PMS5 resultants, amb la delecié dels residus 124-128, els nous terminals en posicidé 88/89 i les
sequencies connectores escollides, s’Tanomenaren HGNYP, HGNFL i HGNFL2. A la Figura 42B es
mostra el modelat estructural d’HGNFL, remarcant els nous terminals Asn88/Gly89 i amb el
linker de 15 residus unint els terminals natius, comparat amb |’estructura de PM5 (A), i la seva

seqlencia aminoacidica amb la numeracié de la variant d’'HP-RNasa i del zimogen (C).

Per acabar, en relacié a la capacitat d’evasié de I'RI, s’hipotetitza que la seqliéncia de bloqueig
del centre actiu de la ribonucleasa suposaria una modificacié prou important com per impedir
la unié amb I'RI, que implica residus del centre actiu, tant en la forma intacta com una vegada
processada. Pero malgrat que inicialment no es considera necessaria la confeccié de variants
de zimogens amb mutacions puntuals per escapar de I’hRI, finalment es construi un nou

mutant que escapés a Rl, HGNFL-R31ER91D, com s’explica més endavant.

Per a la produccié de les variants HGNSs, inicialment s’utilitzaren els plasmidis pHGNYP, pHGNFL
i pHGNFL2, seguint el protocol de purificacié descrit préviament per 'HP-RNasa [173, 215], i
similar a I'emprat pels zimogens d’ONC. Veient que els rendiments eren menors, es decidi
clonar els zimogens al vector pET28 per tal d’obtenir les construccions p6His-HGNYP, p6His-
HGNFL i p6His-HGNFL2, amb una cua d’histidines a I’N-terminal, i poder-les purificar
mitjancant cromatografia IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) amb niquel. En
aquest cas, pero, malgrat obtenir més quantitat de mostra, ens trobarem amb dificultats per a

obtenir les proteines amb el nivell de puresa desitjat.
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Figura 42. Comparativa estructural dels zimogens HGNs amb la variant d’HP-RNasa PM5.

A) Estructura tridimensional de PM5 (codi pdb 1DZA de PM7, variant d’HP-RNasa més similar a PM5, amb solament
la modificacid P50S extra). Els N- i C- terminals (Lys1 i Thr128) es remarquen en barres roges. B) Modelat estructural
de la variant HGNFL, generat utilitzant el servidor de modelatge per homologia SWISS-MODEL i minimitzant
I'energia amb la implementacié GROMOS 96 de Swiss-Pdb Viewer [385]. Els terminals amino i carboxil no natius
(Gly89/Asn88 a PMS5, Gly21/Asn158 al zimogen), creats per permutacio circular, i els residus que constitueixen
I'enllag d’escissié (Phe62/Leu63) es representen en barres roges. El segment d’unié dels N- i C- terminals originals es
mostra en taronja. Ambdues figures s’han generat mitjancant PyMOL (http://pymol.sourceforge.net/). C)
Alineament de les seqliencies aminoacidiques de PM5 i el zimogen HGNFL, mostrant esquematicament I'estructura
secundaria de PM5. Es remarca en color els elements d’estructura secundaria en la seqiiéncia, en vermell per a les
hélixs-a i en blau per als fulls-B. Els residus que composen el connector FL, unint la Ser55 i Lys71 (Ser123 i Lysl a
PMB5), es remarquen en negreta i subratllats, i els residus 124-128 de PMS5, eliminats en el procés de construccid

dels zimogens, es senyalen en cursiva.
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Finalment, s’expressaren les proteines heterologues resultants d’aquests ultims vectors en la
soca Rosetta2™(DE3) i mitjancant el protocol inicial. S’observa que la cua d’histidines aportava
solubilitat i estabilitat als zimogens, de manera que incrementaren significativament els seus
rendiments, fins a uns 10-15 mg/L de cultiu. Tot i ser menor que pels zimogens d’ONC, el
rendiment supera I'obtingut anteriorment per PM5, de 5 mg/L de cultiu [173]. La puresa i
homogeneitat de la mostra es va confirmar per SDS-PAGE i es comprova la massa molecular

per espectrometria de masses MALDI-TOF (Taula 16).

Taula 16. Llistat de les masses moleculars teoriques i obtingudes per les variants d’HP-RNasa.

Proteina Mm teorica (Da)® | Mm observada (Da)b
PM5 14394.10 14395.30
HGNYP 17471.34 17472.21
HGNFL 17390.24 17393.35
HGNFL2 17534.44 17536.53
HGNFL-R31ER91D 17322.20 17317.30

® Les masses moleculars teoriques van ser calculades utilitzant 'aplicacié ‘Compute pl/Mw’ del portal bioinformatic
ExPASy http://web.expasy.org/compute pi/ (Swiss Institute of Bioinformatics).

® | es masses moleculars observades es confirmaren per espectrometria de masses MALDI-TOF, amb un equip
Ultraflex-TOF Bruker Daltonics, dels Serveis Tecnics de Recerca del Parc Cientific i Tecnologic, Universitat de Girona.

S’estudia I'activacié dels zimogens de ribonucleasa pancreatica humana incubats a 37 2C amb
la proteasa SK#1, utilitzant la relacié zimogen:proteasa de 50:1 i un temps d’incubacié
overnight (unes 15 h), condicions emprades anteriorment per a la caracteritzacid dels diferents
zimogens d’ONC. Com es mostra a la Figura 43, de forma posterior a I’activacié s’aprecien dues
bandes resultants del processament especific dels zimogens, d’11 i 4 kDa. En relacié a
I’eficiéncia d’activacié de les tipologies de les seqiiencies linker, es mantingué |’activaciéo més
eficient i completa pel zimogen HGNFL, seguida per HGNFL2 (a la figura s’insinua una banda
amb restes de la proteina intacta a uns 15 kDa) i finalment YP, el qual resultava en
aproximadament un 68% de forma activada. Aquest percentatge fou determinat per
densitometria, tal i com es detalla a I'apartat Activacid in vitro dels zimogens amb la proteasa
SKk#1., de Metodologia. No s’observa activacié dels zimogens sense I'addicié de proteasa, ni
tampoc en resulta de la incubacié conjunta de la proteasa amb la proteina salvatge PM5
(dades no mostrades). Per les activacions necessaries en la caracteritzacid dels zimogens

processats s’utilitzaren aquestes mateixes condicions.

HGNYP HGNFL ‘ HGNFL2 Figura 43. Activaci6 dels zimdgens HGNs amb la proteasa SK#1.

Oh o/n| Oh o/n | Oh o/n |M  Dpigesti6 efectuada a 37 °C a una relaci6 molar de 50:1

w=| zimogen:proteasa, i analitzada mitjancant SDS-PAGE 20% en
— .- condicions reductores (amb B-mercaptoetanol) amb tincié per

Blau de Coomassie. El carril M correspon als marcadors de massa
molecular: 15, 6 i 3 kDa. A cada zimogen s’observa la mostra

-

corresponent a t= Oh i després de la incubacio overnight.
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5.3.2. Les formes activades dels zimogens HGNs sén inhibides per I'RI

L'HP-RNasa no presenta citotoxicitat de forma natural ja que és inhibida fortament per
I'inhibidor de ribonucleases [174]. Malgrat aix0, inicialment s’hipotetitza, com s’ha comentat
anteriorment, que tant la forma intacta com digerida dels zimogens HGNs presentarien una
menor afinitat que I'HP-RNasa per I'Rl, degut a impediments estérics causats per la seqliencia
peptidica de bloqueig del centre actiu. S’analitza, doncs, la capacitat de degradar el substrat
16S- i 23S- rRNA d’E. coli per part dels diferents zimogens HGNs basats en PM5, abans i
després del processament, en presencia o abséncia d’inhibidor. Com s’observa a la Figura 44,
solament els zimogens precursors (NA, no activats) d’"HGNYP, HGNFL i HGNFL2 escaparen de
I’'hRI, pero no fou aixi per les formes enzimatiques madures (Act, activats), a les quals la

presencia de I’hRI es tradui en una impossibilitat de degradar el substrat d’/RNA.

Figura 44. Inhibicié de I’activitat ribonucleolitica dels zimogens d’HP-RNasa de I'estudi per part de I’hRI.
Visualitzacio de la degradacid de 4 pg de substrat 16S- i 23S- rRNA d’E. coli, amb 0 0 40 U d’hRI (indicat com a - 0 +),
en 20 pl de 20 mM HEPES, 125 mM NaCl, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 7.0 a 37 °C, amb una quantitat de
ribonucleases de 15 ng per a totes les variants i zimdgens d’"HP-RNasa. El control d’integritat del substrat s’indica
com a “S”. A cada zimogen s’indica la forma intacta (NA) i processada (Act). Per a les ribonucleases sensibles a I'RI
s’observa el substrat intacte en preséencia d’RI (+). Per a les variants resistents, s'observa la banda de substrat
degradada (més inferior en el gel) tant en abséncia com en preséncia d’RI.

5.3.3. Creacio del nou zimogen HGNFL-R31ER91D i analisi de la capacitat d’evasié de I'RI

Havent constatat la inhibicié dels zimogens HGNs per I'Rl, es considera oportuna la creacio
d’un ultim zimogen que pogués escapar-se de la unié amb l'inhibidor. L’equip de Raines [174]
descrigué que els residus de I’'HP-RNasa que formen ponts d’hidrogen amb I'hRIl sén R4, Q11,
R31, R32, R39, K41, N67, N71, N88, G89, R91, E111, essent K41 també un residu catalitic, junt
amb H12 i H119. Aixi, és als loops a2B1 i B4B5 on es concentren la major quantitat de ponts
d’hidrogen responsables de la interaccid6 HP-RNasa — hRI, essent els residus 91 i 39 els més

importants. En la construccié d’aquest ultim zimogen, HGNFL-R31ER91D, s’escolliren les
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posicions 91 i 31 per a la realitzacié6 de mutacions puntuals, alterant dos residus basics i
substituint-los per dos d’acids. Es seleccionaren aquestes substitucions ates que el nostre grup
de recerca havia documentat previament la capacitat d’evasié de I'RI del mutant d’"HP-RNasa
anomenat PE3 (R31ER91A), dotant-lo d’una citotoxicitat moderada en cél-lules K562 [203].
Com s’observa en calcular el potencial electrostatic del nou zimogen i comparar-lo amb el
zimogen HGNFL parental i amb I’"HP-RNasa salvatge, s’incrementava la carrega nativa de la
zona mutada de V2 (Figura 46). Amb aquests canvis s’esperava, per una banda, promoure la
repulsié electrostatica amb I'Rl, i per l'altra, eliminar la possibilitat de creacié dels ponts
d’hidrogen que estableixen els residus originals i que estabilitzen el complex HP-RNasa-hRI

(Figura 8).

La construccié d’aquest mutant es dugué a terme sobre el zimogen HGNFL, per considerar com
a adequada la seqiencia FL, de 15 residus de longitud, la qual permetria un plegament
correcte i una accessibilitat adequada per part de la proteasa. Amb aquestes condicions
s’esperava aconseguir un increment de I'eficiencia catalitica a la RNasa madura respecte al
precursor, mantenint una baixa activitat basal. La produccié d’aquest enzim es dugué a terme
seguint el mateix protocol que pels primers zimogens HGNs. S’assoli un rendiment
lleugerament superior, de 15 mg/L de cultiu, confirmant la puresa i homogeneitat de la mostra
per SDS-PAGE i la massa molecular per MALDI-TOF (Taula 16).

Estudiant la cinetica d’activacié al llarg del temps del zimogen HGNFL-R31ER91D amb la
proteasa HIV-1 PR, a una relacid zimogen:proteasa de 50:1 i a 37 oC (Figura 45), s’observa una
activacid remarcablement rapida, arribant a la seva totalitat en un temps inferior a 1lh

d’incubacié.

Figura 45. Activacioé del zimogen HGNFL-R31ER91D amb la proteasa SK#1, al llarg del temps.

Activacid mesurada a diferents temps després
ctivacio mesu er ps despr M Oh 30 1h 2h 4h 8h 20h 30h
de I'addicié de la proteasa, a 37 2C i a una

relaci6 molar de 50:1 zimogen:proteasa,  —

e
analitzada mitjancant SDS-PAGE  20% en HGNFL- J— ‘
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Posteriorment, s’analitza la capacitat d’evasid6 de I'RI del zimogen HGNFL-R31ER91D,
caracteristica per la qual s’havia creat expressament aquest mutant. A la Figura 44, s’observa
I'escapament a l'inhibidor aconseguit, tant per la proribonucleasa (NA) com per la forma
processada (Act) del zimogen HGNFL-R31ER91D.
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Figura 46. Comparativa del potencial electrostatic del modelat del zimogen HGNFL-R31ER91D respecte la seva
variant parental HGNFL, la proteina salvatge HP-RNasa i 'ONC.

Les proteines es mostren en la mateixa orientacié, per davant i darrere, amb un gir de 1802. Les superficies de
carrega positiva a pH 7.0 es mostren en blau, les de carrega negativa, en vermell i les carrega neutra, en blanc. Es
pot observar la diferéncia de potencial a la regié del Iobul V2, essent altament positiu per ’'HP-RNasa i HGNFL i
presentant més carrega negativa al zimogen HGNFL-R31ER91D, de forma similar a I'ONC. Els potencials
electrostatics s’han calculat amb el servidor web APBS [189], combinat amb PROPKA [414], a partir del fitxer pdb
creat en el modelatge dels zimogens, del pdb 2K11 corresponent a I’'HP-RNasa salvatge [98] o 10NC per a ONC [93].
Les figures s’han generat amb el programa PyMol (http://pymol.sourceforge.net/).
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5.3.4. Analisi de la funcionalitat dels zimogens HGNs

Per a finalitzar la caracteritzacié de la funcionalitat dels zimogens HGNYP, HGNFL, HGNFL2 i
HGNFL-R31ER91D, s’estudia la capacitat catalitica i citotoxicitat tant dels zimogens com de les

formes madures, junt amb la seva estabilitat conformacional.

Estudi de I'eficiéncia catalitica dels zimogens HGNs.

La capacitat catalitica dels zimdogens HGNs s’estudia mesurant I’activitat ribonucleolitica abans
i després del processament per part de la proteasa SK#1 mitjancant el substrat fluorogenic
6-FAM-dArUdAdA-6-TAMRA [390, 391].

El valor de k.i/Kw de PM5 va resultar ser d’una magnitud de 5 ordres superior a I'eficiéncia
catalitica de 'ONC, la qual cosa era esperable atés que PM5 presenta una activitat comparable
a I’'HP-RNasa salvatge [146, 174], perdo més de 30 vegades superior als valors obtinguts per les
variants d’HP-RNasa construides per Raines i col-laboradors [40]. A diferéncia dels zimogens
d’ONC, als d’HP-RNasa si que s’observa, en tots els casos, I'augment desitjat d’activitat
enzimatica de la RNasa madura respecte al zimogen, essent per a HGNYP, HGNFL, HGNFL2, i
HGNFL-R31ER91D, de 9, 42, 156 i 13 vegades, com es detalla a la Figura 47 iala Taula 17.

Les formes precursores presenten una activitat basal baixa. Es pot apreciar que aquesta
augmenta com més llarga és la seqliéncia connectora, podent-se relacionar amb una major
accessibilitat del substrat d’'RNA al centre actiu préeviament a I'activacid. Aquesta activitat basal
podria resultar critica en la citotoxicitat de les formes precursores (que a més, escapen a
I'inhibidor), sobretot en el cas de la variant amb el linker amb més longitud, HGNFL2, tot i que
aquesta tan sols és un 0.015% de |'activitat de I'enzim parental PM5, pero d’un ordre de
magnitud superior a I'activitat de 'ONC (Taula 14). Aixi, considerarem encertada la construccio
d’"HGNFL-R31ER91D a partir d’HGNFL i no d’"HGNFL2.

Després de I'activacid, les RNases aconsegueixen recuperar una activitat relativa a la proteina
salvatge (PM5) d’entre el 0,001% i el 2,4%. Aquesta baixa activitat absoluta perd rellevancia en
el context intracel-lular, on sera més important la diferéncia relativa entre les formes activada i
precursora. Comparativament amb I'ONC, I'activitat absoluta aconseguida pels HGNs és 4

ordres superior.
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Taula 17. Analisi de 'estabilitat i funcionalitat dels zimogens d’HP-RNasa.

Tm(eC 1C5o(pM Keat/Km) NA Keat/Km) Act Keat/Kn) Act

ZIM m( . ) 5o(P-b ) |C50(HM) Actb ( ca;/ '\./|1) e ( catZ/ I\_lll) e ( cat/ M) /

NA NA (10°M™s™) (10°M™s™) (Keae/Kna) NA

PM5 58.3° - >30 - 468700 + 18420 -

PE5 45.7° - 13.12+1.23° - ND -
HGNYP ND 204+1.2 21.95+1.40 0.61+0.12 5.70+0.29 9.34 £2.27
HGNFL 44.1+2.0 >30 >30 15.85+1.61 665.16 £ 62.51 41.97 +8.21
HGNFL2 30.7+1.6 >30 >30 72.07 £9.38 11241 + 908 155.97 + 28.74
HGNFL-

29.3+15 >30 >30 20.26 £ 2.56 263.70 £ 62.78 13.02+4.74
R31ER91D

® El valor de T, (*SE) es va estudiar a una concentraci6 de 0.5 mg/ml en 50 mM NaAc a pH 5.0 per
espectrofotometria, tal i com es descriu a I'apartat de Determinacio de I’estabilitat conformacional dels zimogens.
®|a ICso (£SD) es va determinar en cel-lules Jurkat en cultiu utilitzant I’assaig de deteccid de viabilitat cel-lular per
reduccid de ’'MTT CellTiter96®, com es descriu a Citotoxicitat dels zimogens en cél-lules en cultiu. de Metodologia.

“ Els valors de ke,/Ky (¥SD) es determinaren per catalisi del substrat 6-FAM-dArUdAdA-6-TAMRA a 50 nM en tampé
0.1 M MES-NaOH, 0.1 M NacCl, pH 6.0, a 25 °C [390, 391].

? Valor extret de Bosch i col-laboradors [203].

¢ Comunicacié personal d’A.Vert.

NA. Forma no activada. Act. Forma activada. ND. No Determinat. -. No aplicable.

Figura 47. Activitat ribonucleolitica 250
relativa a PM5 dels zimogens d’HP- 2451 ; ZQ
RNasa abans i després del tractament 2401
amb la proteasa SK#1. L 2351
Lestudi es realitza a 25 2Cen 0.1 M MES- & 230 1
NaOH a pH 6.0, 0.1 M NaCl, amb 50 nM % 2,25;, )z
del substrat 6-FAM-dArUdAdA-6-TAMRA, £ 015 / A
i a una concentracié de proteina de 0.2 g 042 1
nM per PM5 i de 800, 80, i 8 nM perals <
zimogens HGNYP, HGNFL i HGNFL- ® 0091
R31ER91D, i HGNFL2, respectivament. La 0.06 1
forma precursora s’indica com a NA i la 0,03 4
processada, com a Act. 0,00 ‘ m— —‘ mm——
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A la variant HGNYP, I'augment modest d’activitat segurament es pot relacionar amb una
subestimacié de la seva capacitat catalitica una vegada activat, ja que es comptava amb una
mixtura de formes activada i precursora a causa d’una activacio parcial del 68%, tal com s’ha
esmentat anteriorment. Aixi, calculant el valor de k./Kw esperat si I'activacié fos total,
estimem que I'augment d’activitat de la RNasa respecte al precursor seria d’unes 14 vegades.
Pels zimogens HGNFL i HGNFL2 observem un gran increment d’activitat RNasa un cop activats,
essent maxima en I’dltima variant. Aquest fet es pot relacionar amb la supressié del fragment
peptidic entre les dues dianes per la proteasa, aconseguint després de la doble digestié uns
extrems peptidics més curts, i evitant aixi possibles impediments estérics en I'acostament del
substrat al centre actiu. Finalment, en el cas del zimogen HGNFL-R31ER91D, malgrat que

I'activitat basal és comparable a la de la variant HGNFL, d’on prové, podem observar que la
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recuperacido d’activitat en la forma madura és molt menor, segurament degut a canvis
estructurals i una menor estabilitat a conseqiiéncia de les mutacions puntuals introduides.
Aixi doncs, tots els zimogens basats en I’'HP-RNasa PM5 presenten un augment significatiu de

I'activitat catalitica una vegada processats, representant una fita important en aquest treball.

Citotoxicitat dels zimogens HGNs, amb activacio in vitro.

La capacitat citotoxica dels zimogens HGNYP, HGNFL, HGNFL2 i HGNFL-R31ER91D s’analitza, de
forma comparada amb PMS5, que no presenta citotoxicitat, i amb ONC que si és citotoxica.
Finalment, s’afegi també la proteina PE5 com a control positiu, molt similar a PM5 en
estructura i activitat, perd amb un senyal de localitzacié nuclear bipartit que la dirigeix a nucli,
compartiment on pot evadir I'inhibidor de ribonucleases degradant I'RNA nuclear i activar

I'apoptosi cel-lular, essent aixi citotoxica [203, 212, 213].

Com es mostra a la Taula 17, els zimogens assajats no presentaren citotoxicitat, amb uns
valors d’ICsp per a cel-lules Jurkat majors al limit detectat per I'assaig (IC5o>30 uM), exceptuant
el zimogen HGNYP (ICso= 20.4 + 1.2 uM), el qual presenta una citotoxicitat lleu. Malgrat tot, les
ribonucleases processades tampoc presentaren un valor de ICsy que es pogués considerar
citotoxic. Aquest fet era previsible per a les variants HGNYP, HGNFL i HGNFL2, perque s’havia
observat inhibicid per part de I'RI en les formes escindides, perd no per a HGNFL-R31ER91D,
variant que no fou sensible a I'RI i que presentava una recuperacié d’eficiencia catalitica

significativa un cop activat.

5.3.5. Estabilitat conformacional dels zimogens HGNs

El valor de T,, de la variant PM5 és de 58.3 oC, essent 4.5 2C més termoestable que I'HP-RNasa
salvatge, amb una T,, d’uns 53.7 2C a pH 5.0 [203] o de 56 2C a pH fisiologic [40, 146, 174]. Els
zimogens HGNFL, HGNFL2 i HGNFL-R31ER91D, pero, presentaren valors de temperatura de
desnaturalitzacié propers o inferiors a la temperatura fisiologica, amb unes T,, de 44.1, 30.7 i
29.3 2C, respectivament (Taula 17). Només la variant HGNFL presenta una estabilitat superior
als 37 °C, amb la qual cosa accentua la idoneitat de construir I'Gltim dels zimogens sobre

aquesta variant.

En el cas del zimogen HGNFL-R31ER91D, s’estudia el procés de desnaturalitzacié a dos pHs
diferents, abans i després del tractament amb la proteasa HIV-1 PR. S’observa un lleuger
increment d’estabilitat d’'uns 2-4 2C en augmentar el pH fins a condicions fisiologiques, aixi
com després de |'activacié amb la proteasa (Tmyapns.o= 29.30 + 1.56, TMya pr7.ss= 33.07 + 1.50; i
una vegada activat, Tmacpuso= 32.76 £ 0.55 i TmMacpn7ss= 34.20 £ 0.62). Malgrat aquesta
millora de I'estabilitat no s’aconsegui un zimogen basat en PM5 que a temperatura fisiologica
sigui prou estable. Aixi, la baixa estabilitat dels zimogens d’HP-RNasa resulta un punt critic en

la seva funcionalitat, essent extremadament acusat sobretot pel zimogen HGNFL-R31ER91D.
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6. DISCUSSIO

La creacid de zimogens proporciona una opcio versatil per al control de I'activitat enzimatica,
permetent desenvolupar noves aplicacions d’enzims en biotecnologia i biomedicina. Tenint en
compte les funcions especials que presenten algunes RNases, en concret la seva citotoxicitat,
la creacidé d’un “Cavall de Troia” basat en un zimogen de ribonucleasa podria tenir una clara
aplicacié farmacologica, estenent la seva utilitat terapéutica. En aquest treball s’escolliren
I’'ONC i 'HP-RNasa per a la creacié de zimogens a partir de la seva permutacié circular. En el
cas de 'ONC es pretengué treure partit de la seva elevada estabilitat i citotoxicitat natural.
L'interés en I'obtencié de zimogens d’HP-RNasa recaigué en el fet que presenta 1000 vegades
més d’activitat ribonucleolitica que I'ONC i en que, pel seu origen huma, seria d’esperar una
menor resposta immunologica en cas de poder ser utilitzada en clinica humana. Més de trenta
anys després de la notificacié de la primera prova clinica de la SIDA, la pandémia encara
representa un gran repte per a la salut publica. La proteasa del HIV, clau en el cicle viral, és un
dels enzims al qual es dirigeixen alguns dels antiretrovirals actuals que s’apliquen en la terapia
HAART. La funcié imprescindible de la HIV-1 PR en el cicle viral fa que aquest enzim pugui ser

una bona eina activadora dels zimogens.

Un zimogen de ribonucleasa ideal, per complir les seves funcions de citotoxicitat dirigida, a
part de presentar una afinitat suficient per la proteasa que faci possible un bon grau
d’activacio in vitro i in vivo, ha d’internalitzar de forma eficient a les cel-lules i mantenir la seva
estabilitat conformacional. Aixi mateix, els zimogens intactes han de presentar una baixa
activitat ribonucleolitica, ser innocus per les cel-lules i patir un increment substancial de
I’eficiéncia catalitica i activitat citotoxica un cop activats per la proteasa. Per tal que compleixin
I'altim requisit, cal afegir una ultima caracteristica: I'evasid de l'inhibidor citosolic de
ribonucleases, que els permeti desenvolupar la seva funcié ribonucleolitica dins les cel-lules i

culminar el procés citotoxic.

Per la creacid d’un zimogen de ribonucleasa és necessari que la seqliencia que connecta els N-
i C- terminals de I'enzim natiu s’estengui i bloquegi I'accés al centre actiu [360]. Al grup de
ribonucleases pancreatiques, els extrems N- i C- terminals estan disposats de tal manera, a
banda i banda del centre actiu, que un péptid que els connecti pot també bloquejar el subseti
catalitic. El zimogen és activat quan una proteasa especifica, en aquest cas la HIV-1 PR,
reconeix i trenca una diana concreta del linker. Aixi, aquest connector ha de ser suficientment
llarg per unir els dos extrems N- i C- terminals sense induir tensid a I'estructura i per a codificar
el motiu de reconeixement de la proteasa, pero suficientment curt com per a bloquejar el
centre actiu, impedint la unid del zimogen intacte amb el substrat. A aquest treball s’han creat
12 variants de ribonucleases permutades (8 d’ONC i 4 d’"HP-RNasa) activables especificament

per la proteasa HIV-1 PR.
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Els zimogens d’ONC es crearen amb els extrems N- i C- terminals no natius en posicio
Ser72/Arg73, i se’n feren tres tipologies (Taula 8): YP amb la diana natural de la proteasa HIV-1
PR MA/CA (SQNY*PIVQ) de diferent longitud (14, 15 i 16 residus, essent ONCYP, ONCYPG1 i
ONCYPG2, i ONCYPGG, respectivament); FL amb la seqiéncia de reconeixement alternativa
GSGIF*LETSL (ONCFL i ONCFLG); i FL2 introduint dos punts de tall (ONCFL2-C15 i ONCFL2-C16).
Als zimogens d’HP-RNasa, basats en la variant PM5 [173, 215], els extrems N- i C- terminals es
situaren a Gly89/Asn88. En aquest cas, s’estudiaren les seqliéncies linker YP, FL i FL2-C16 de
14, 15 i 16 residus (Taula 8), obtenint les proteines HGNYP, HGNFL i HGNFL2, respectivament.
A més, a partir de HGNFL es crea el zimogen HGNFL-R31ER91D amb 2 mutacions a residus que
intervenen en la unié amb I'RI (a a2 i al loop B4B5), per afavorir I'escapament a I'RI d’aquesta
RNasa.

Comparant I'activacié de les diverses variants en funcié de la longitud del seu linker, s’observa
gue com més llarga era la seqliencia connectora, més eficientment era digerida per la proteasa
(Figura 29B i Figura 43). Aquest resultat es pot explicar per una major accessibilitat a I'enllag
peptidic per part de la proteasa degut als residus addicionals de Glicina. Segons la tipologia de
connector, s’ha pogut concloure que els zimogens YP arriben a un punt de no-progressié de
I'activacié resultant en una barreja de formes precursora i activada, mentre que els de
tipologia FL sén exitosament i totalment digerits per la proteasa HIV-1 PR tant als zimogens
d’ONC com d’HP-RNasa. Per tant, les diferéncies en els rendiments d’activacié entre les
variants YP i FL dels zimogens d’'ONC i HP-RNasa es poden relacionar a les obtingudes pels
diferents substrats de la proteasa HIV-1 PR de I'estudi de Beck i col-laboradors [280]. La
flexibilitat conformacional observada per NMR en [I'estructura del linker, junt amb
I'accessibilitat dels residus Phed40-Leu4l que contenen |’enllag que és hidrolitzat, explica la
rapida activacio de la variant ONCFLG per part de la proteasa HIV-1 PR. En el cas dels FL2, en
trobar-se les dues dianes per la proteasa més properes als extrems de la seqléncia
connectora, la proteasa té menys accessibilitat al punt de tall, presentant una eficiencia
d’activacié elevada, pero intermitja a les dues construccions anteriors (Figura 29). El
percentatge d’activacio dels zimogens amb seqliencia YP és molt diferent segons si es tracta de
variants d’ONC o d’HP-RNasa (del 10% o del 68% amb activacié o/n, respectivament) (Figura
29 i Figura 43). Aquest fet segurament és degut a una major accessibilitat per part de la
proteasa, atribuible a la menor rigidesa de 'HP-RNasa en comparacié amb I'ONC i, per altra
banda, al fet que la major flexibilitat de I’hélix-al de 'HP-RNasa podria estar incrementant la

mobilitat del connector.

La causa de les variacions en l'eficiencia de les seqliencies aminoacidiques sembla ser la
diferent afinitat de la proteasa HIV-1 PR. La proteasa i els zimogens d’ONC o d’'HP-RNasa son
proteines amb molta carrega positiva. L’atraccid o repulsié entre la seqliencia connectora
emprada i la proteasa podria afectar a I'afinitat, veient-se afavorida amb la seqliéncia que

conté la diana FL, que presenta un residu acid més que la seqiiencia que conté la diana YP. A
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més de I'afinitat entre el connector i la proteasa, altres factors relacionats amb el context
estructural, com I'accessibilitat de la proteasa al punt de tall, la rigidesa i compactacié de
I’enzim, la interaccid del connector amb la resta de la proteina, la conformacié del linker i
I'orientacié dels residus que voregen l'enlla¢ peptidic a digerir, poden també afectar a

I’eficiencia final de catalisi de les diferents variants.

En l'estudi de I'activitat ribonucleolitica, les formes precursores dels zimogens ONCFL,
ONCFLG, ONCFL2-C15 i ONCFL2-C16 mostraren una baixa activitat catalitica (amb valors de
keae/ K< 2x10* M™'s™!) (Taula 14) i una molt baixa citotoxicitat per a cél-lules Jurkat en cultiu,
caracteristiques que els feien zimogens atractius. A més, a aquest treball s’ha demostrat per
microscopia confocal que el zimogen ONCFLG marcat amb AlexaFluor 488 penetra
eficientment i rapida a les ceél-lules Jurkat (Figura 31), i que la majoria de les variants
estudiades escapen a l'accié de 'Rl (Figura 32). Malgrat aquests bons resultats, i com es
mostra a la Taula 14, s’observa una relacié entre la k../Ky de la RNasa respecte el zimogen de
poc més de 1. Aixi mateix tampoc es va observar cap increment de citotoxicitat entre les dues
formes precursora i activada. En cap dels treballs de zimogens d’RNasa A de Raines i
col-laboradors [360-362] no es van aportar dades sobre la citotoxicitat dels zimogens una

vegada processats.

Per tal de comprendre millor el procés de catalisi i explicar la baixa eficiencia catalitica
observada en els zimogens d’'ONC, es resolgué per NMR [l'estructura tridimensional del
zimogen ONCFLG, com a model. L'estructura tridimensional que s’obtingué (codi pdb: 2LT5;
codi BMRB: 17973) (Figura 34) és molt similar a la d’ONC, exceptuant el segment connector
Gly33-Gly48. Aquesta regid, que bloqueja I'accés al centre actiu, no adopta cap estructura
secundaria, presentant una gran diversitat conformacional i mostrant un grau de proteccid
molt baix (tant pel linker intacte com pel digerit) (Figura 40B i C). Alhora, és la zona més
dinamica de la proteina, indicat tant pels desplagaments quimics (Figura 39A) com pels valors
RMSD (Taula 15) i les mesures dels NOEs heteronuclears (Figura 40) de I'estudi per NMR.
Remarcablement, al modelat fet en la fase de disseny dels zimogens, el segment connector
adoptava una estructura en hélix-a. Les prediccions estructurals es realitzaren amb I'extensio
Gromos96, implementada en qualsevol de les versions de DeepView. En els modelats, es
tingué en compte que I'energia global del sistema resultés negativa, per tant, es considera que
la minimitzacié d’energia en 3000 passos era suficient. Un modelat, pero, no és res més que

una prediccié, amb la qual cosa sempre hi ha un contingut d’incertesa.

Comparant I'estructura d’'ONCFLG amb la d’ONC (1ONC) [93], es detectaren variacions en
I'orientacié de residus del nucli hidrofobic de V2 (Figura 37) i a I'extrem N-terminal, elements
importants per a I'estabilitat conformacional de la proteina [91, 96, 102, 106]. Aquests canvis,
pero, no semblen afectar massa a I’elevada estabilitat d’ONCFLG, determinada per DSC (Taula

14) i corroborada pels resultats de l'intercanvi protd-deuteri a nivell de residu (Figura 40).
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Aguesta elevada estabilitat de les variants de zimogens d’ONC és sorprenent considerant que

els extrems N- i C- terminals es troben permutats.

S’han pogut determinar diversos factors que aconsegueixen bloquejar I'activitat dels zimogens
d’ONC. A nivell global, la seqliencia connectora del zimogen ONCFLG es situa sobre la cavitat
central i s’"ha confirmat la seva capacitat per impedir el correcte posicionament i unié del
substrat d[UGG]; al centre actiu, tal com es pot deduir per I'abséncia de NOEs intermoleculars
entre I'oligonucleodtid i ONCFLG. A més, el fet que les histidines catalitiques His25 i His58 es
trobin majoritariament amb carrega neutra (a diferencia de la His77, exposada), junt amb les
dades d’intercanvi proté-deuteri que reflexen un baix intercanvi de protons amb el solvent,
sembla corroborar el bloqueig del subseti P1 aconseguit pel linker, que impossibilita
I'intercanvi de protons d’aquests residus amb el solvent. 'ONC presenta una major obertura
del centre actiu que les seves homologues pancreatiques més actives [113], que junt amb
I’elevada rigidesa de I'enzim, determinen una baixa afinitat pels acids nucleics de cadena
senzilla [96]. Recentment s’ha observat que quan I'ONC s’acomplexa amb un substrat
s’observa un infim tancament entre els Iobuls V1 i V2 [100]. El fet que el zimogen ONCFLG
presenti una estructura encara més oberta que I'ONC (Figura 35) podria determinar una

disminucié més acusada de I'afinitat pel substrat.

Comparant el zimogen amb I’"ONC (10NC [93]) i del complex ONC-d(AUGA) (2I5S [70]), s’han
observat també canvis en l'orientacid dels residus responsables de la catalisi (Figura 36),
principalment al subseti catalitic P1. L’estructura del zimogen ONCFLG revela que la perdua del
pont d’hidrogen entre Serd9 i Lys57 (Pyrl i Lys9 a I'ONC salvatge) és la responsable de |'elevat
grau de llibertat conformacional observat per la cadena lateral de Lys57 i corrobora que la
funcidé de Pyrl a ’'ONC, proposada per Raines i col-laboradors [96], és la de posicionar el residu
Lys9 de forma apropiada per a la catalisi. S’ha proposat que la Lys79 treballa conjuntament
amb la Lys57 per estabilitzar I'acumulacié de carrega negativa a un oxigen d’un grup fosforil
durant la catalisi [70, 93, 96]. No obstant, la cadena lateral de Lys79 (Lys31 a 'ONC) es disposa
allunyant-se del cos central d’ONCFLG (Figura 36A) en lloc d'apuntar cap a l'interior del centre
actiu com fa la seva equivalent Lys31 a 'ONC. Segurament succeeix a causa de la major
mobilitat de la Lys57, comentada anteriorment. Ja amb I'ONC, la major distancia d’aquest
residu al centre actiu sembla causar una menor activitat respecte a la RNasa A [96, 112]. Aixi,
la posicio allunyada de Lys79, podria contribuir també a la disminucié d’activitat d’"ONCFLG
respecte a I’enzim salvatge. Finalment, les histidines catalitiques His58 i His25 presenten una
elevada mobilitat i I'anell imidazolic de la His25 oscilla verticalment sense adoptar cap de les
dues conformacions A (activa) o B (inactiva) observades pel complex ONC-d(AUGA) o per 'ONC
salvatge, respectivament (Figura 36A i B). A 'ONC també es dona una major oscil-lacié de la
His97 respecte a les seves homologues que sembla afectar a l'activitat [96, 102]. Aquests
canvis observats al zimogen semblen ser conseqliencia dels moviments de la Lys57 i de la

preséncia del connector peptidic entre els N- i C- terminals natius. Cal comentar que les
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estructures que s’han comparat s’han obtingut amb tecniques diferents: el zimogen ONCFLG
mitjancant NMR i, en canvi, 10ONC i ONC-d(AUGA) a través de cristal-lografia i raigs X. Aquestes
tecniques presenten limitacions diferents. Aixi, I'augment de flexibilitat aparent observat en
certes zones del zimogen podria ser degut a que, en el cas de cristal-lografia i raigs X, algunes

estructures es poden observar més fixes degut a contactes entre molécules del cristall.

L'eficiéncia catalitica de la variant ONCQ1S, a la qual probablement també li manca el pont
d’hidrogen esmentat anteriorment, entre Serl i Lys9, és solament tres vegades menor que en
I’ONC, mentre que els valors de k..:/Ky de les formes precursores d’ONCFL i d’ONCFLG sén de
20 i 8 vegades menors, respectivament (Taula 14). Per tant, el linker intacte contribueix
directament a disminuir I'eficiéncia catalitica d’"ONCFL en aproximadament una setena partila
d’ONCFLG en una tercera part. En conjunt, totes aquestes caracteristiques estructurals
comentades permeten explicar la baixa activitat ribonucleolitica aconseguida pel zimogen
ONCFLG.

A la forma ONCFLG processada, els valors AG,x de la proteina esdevenen lleugerament més
baixos en mitjana (Figura 40C), la qual cosa suggereix que les interaccions entre la seqliéncia
connectora i el cos de la proteina participen en l'estabilitat d’aquesta ultima. El model
estructural i els resultats dels estudis per NMR per aquesta forma (Figura 39), indiquen que el
segment connector pot adoptar un elevat nombre de conformacions després de la digestié per
part de la proteasa HIV-1 PR, presentant uns valors NOE caracteristics dels peptids no
estructurats (Figura 40A). El moviment d’aquests segments peptidics podria seguir obstruint
estericament I'aproximacié del substrat al centre actiu, incrementant el valor de Ky, i
empitjorant la ja baixa afinitat de I'ONC pels substrats ribonucleotidics [70, 96], afectant en
gran mesura la seva eficiencia catalitica. D’altra banda, en la reaccié catalitica acid-base en
dues fases de la RNasa A es requereix que les histidines es trobin carregades [47]. Observant
els resultats d’intercanvi proté-deuteri per les histidines catalitiques His25 i His58, sembla que
a la forma escindida aquests residus segueixen presentant un baix intercanvi de protons amb
el solvent, no recuperant els valors de I'ONC salvatge com seria desitjable. Possiblement
I'intercanvi es veu impedit pels extrems peptidics llargs contigus al punt d’activacié. Aquest
baix intercanvi de protons podria afectar també a la seva carrega, mantenint-se neutra i, per
tant, a la capacitat catalitica de la forma activada del zimogen. Aixi doncs, la poca accessibilitat
al centre actiu i a les histidines catalitiques, junt amb les alteracions dels residus catalitics
abans descrites pel zimogen, la majoria de les quals es mantenen en la forma escindida, poden
ser la base de la baixa activitat catalitica dels zimodgens d’ONC activats, explicant perque la seva
eficiencia catalitica no arriba a igualar la del mutant ONCQ1S. Cal comentar que en el cas dels
zimogens FL2, en els que suposadament no hi ha la presencia dels llargs terminals peptidics,
tampoc s’observa una recuperacio de I'activitat, fent pensar que la major responsabilitat de la

baixa activitat podria ser els canvis que s’observen a nivell dels residus catalitics.
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Als zimogens naturals, la proteolisi especifica d’'un enllag peptidic duu a la seva activacio,
permetent la unié amb el substrat [415], bé sigui reorganitzant la conformacié dels residus del
centre actiu [33], bé desbloquejant-ne I'accés, o reconstituint I'escletxa d’unid al substrat [33,
37]. Els zimogens d’ONC estudiats veuen atenuada la seva activitat per aquests tres factors:
tant per l'oclusié del centre actiu efectuada pel linker com per I'’eixamplament de la cavitat, i
finalment també per les alteracions als residus catalitics esmentades. Aixi doncs, s’han pogut
mimetitzar als nostres zimogens creats artificialment les estratégies utilitzades per zimogens
naturals. El que no s’ha aconseguit pero, ha estat la recuperacié de la posicié optima dels
residus del centre actiu, ja que la mancanca del pont d’hidrogen entre Ser49 i Lys57 es manté
en els zimogens d’ONC activats. Tampoc s’ha aconseguit |'accessibilitat del substrat una

vegada efectuada I'activacid degut a la presencia dels llargs fragments peptidics romanents.

Pels zimdgens basats en 'HP-RNasa PM5, anomenats HGNs, abans de I'activacio s’observa una
baixa eficiencia catalitica igual que pel cas dels zimogens d’ONC. Pero a diferéncia d’aquests,
els HGNs presentaren un increment significatiu d’activitat ribonucleolitica una vegada activats,
d’entre 9 i 156 vegades (Taula 17). Aquest increment d’activitat és comparable als zimogens
optimitzats d’RNasa A descrits per Raines i el seu equip, de 1000 vegades pel zimogen
activable per la plasmepsina Il, el primer dels zimogens creats [360], pero de 105 per
I'activable per la proteasa NS3 del virus causant de I'hepatitis C [361] i tan sols de 50 vegades
pel zimogen activable també per la proteasa HIV-1 PR [362]. Aixi doncs, I'augment significatiu
d’activitat catalitica aconseguit a les formes processades dels HGNs representa una fita

important d’aquest treball.

A les formes precursores de les variants HGNs estudiades, s’han observat diferéncies en
I'activitat ribonucleolitica basal, que es poden relacionar clarament amb la longitud del linker
emprat, que impedeix en diferent grau la possibilitat d’'unié del substrat al centre actiu
préviament a l'activacié. Aixi, s’ha considerat adequada la longitud de 15 residus en el
connector, ja que amb 16 ja s’observa una activitat basal més elevada. Es interessant ressaltar
que pels zimogens d’'ONC, més petita i compacta que I’'HP-RNasa, es considera adequada la
longitud del connector de 16 residus. Aparentment, la major flexibilitat de la proteina humana
es relaciona amb una millor accessibilitat al punt de tall per part de la proteasa i al centre actiu
per part del substrat, fent que es requereixi una longitud menor del connector. De forma
interessant, quan es compara I'eficiéncia catalitica de les RNases madures HGNFL i HGNFL2, la
preséncia de 2 dianes amb la consequent eliminacié d’un fragment del connector FL2 sembla
afavorir I'acostament i unidé del substrat, evitant gracies als dos punts de tall els possibles
impediments esterics causats pels llargs extrems peptidics de nova creacié que afectarien a FL

(com s’ha observat als estudis estructurals d’ONCFLG).

La cua d’histidines present en els zimogens HGNs no s’elimina de forma posterior a la

purificacié. Evidentment podria afectar a les qualitats dels zimogens, perd tot i no utilitzar
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finalment una cromatografia d'afinitat (Ni-NTA) durant el procés de purificacié d'aquestes
variants, la cua d’histidines sembla ser necessaria en el procés d’expressid i purificacidé ja que
millora substancialment el rendiment obtingut. L'acumulacié de carregues positives que
representa podria afavorir la internalitzacid. S’ha descrit que la cationitzaciéd de RNasa A, I'HP-
RNasa [143, 144, 207] i de cSBL [416] o de la RNasa Sa [417], augmenta la seva eficiéncia
d’internalitzacié incrementant la citotoxicitat de I'enzim. A més, la cua d’histidines podria
alterar de dues maneres l'activitat catalitica. Si entenem que incrementa les carregues
positives de la proteina de forma global, podria ocasionar un major acostament del substrat
ribonucleic, carregat negativament, afavorint aixi la seva interaccié. Pero alternativament,
també es podria suggerir que I'acumulacié de carrega positiva a un punt concret de la
molécula, allunyat del centre actiu, podria segrestar el substrat i impedir la unié d’aquest al
centre actiu, disminuint aixi el potencial catalitic de la proteina. Analitzant I'activitat dels

zimogens sense la cua d’histidina es podria valorar 'efecte que aquesta produeix.

L'hRI s’uneix a 'HP-RNasa salvatge fortament, implicant residus del seu centre actiu i fent que
aquesta no presenti citotoxicitat en cel-lules humanes. La cua d’histidines també podria alterar
de dues maneres la interaccié dels zimogens amb I'RI. La carrega positiva global més elevada
podria atraure més a 'Rl ocasionant una major afinitat d’aquest per la RNasa o bé, en
desplacar I'atraccié de carregues al nou N-terminal dels zimogens, potser el centre actiu es
mantindria lliure, perdent I'RI la funcié inhibidora o part d’aquesta. Malgrat que inicialment
era d’esperar que el linker impedis la unié amb I'Rl en les formes intacta i processada, s’ha
observat que el connector intacte efectivament impedeix la unié de la forma precursora al seu
inhibidor, pero una vegada es duu a terme I'escissié de I'enllag P1-P1’, els extrems peptidics
resultants del processament deixarien el centre actiu de I'enzim prou disponible i accessible a
I’'Rl com perqué sigui capag d’inhibir la seva activitat ribonucleolitica (Figura 44). Aixi doncs, tot
i el gran increment d’activitat catalitica observat per les RNases madures, tant les formes
precursores com les processades presenten una citotoxicitat nul-la, demostrant que aquests
zimogens resulten ser innocus per a ceél-lules no infectades pel virus HIV-1 (Taula 17). El fet de
presentar el centre actiu accessible al substrat també sembla implicar que aquestes proteines
puguin interaccionar amb l'inhibidor. Comparativament, a molts zimogens naturals els ocorre
un fet similar, unint-se fortament al seu inhibidor dins les cél-lules una vegada processats [6].
En el cas del zimogen de RNasa A activable per la mateixa proteasa HIV-1 PR, de Raines i
col-laboradors [362], s’observa també que la forma precursora era innocua per a cel-lules no
infectades i que presentava la capacitat d’evadir Rl, com s’ha vist pels zimogens HGNs. Malgrat

tot, no es detalla la capacitat d’evasié de IRl ni la citotoxicitat per la forma processada.

La variant HGNFL-R31ER91D, inspirada en PE3 [203] (proteina que confirma treballs previs que
demostraven que l'evasid de 'Rl pot convertir una ribonucleasa innocua en una molecula
toxica [40, 418]), aconsegui satisfer el motiu de la seva creacid, essent capag d’evadir I’hRI tant

en la forma inactiva com una vegada processada (Figura 44). Es remarcable també el fet que, a
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més de les mutacions R31E i R91D, partint de PM5 ja s’havia alterat també un altre dels residus
formadors de ponts d’hidrogen amb I'RI, R4A. Malgrat que aquesta capacitat d’evasié faria
esperar que el zimogen HGNFL-R31ER91D activat, un cop dins les cél-lules pogués dur a terme
la seva activitat catalitica i iniciés el procés citotoxic, no s’observa cap efecte en les céel-lules

Jurkat en cultiu assajades (Taula 17).

L’absencia de citotoxicitat mostrada pel zimogen HGNFL-R31ER91D es pot explicar per la baixa
estabilitat conformacional, amb una T,, de 29 2C a pH 5.0 o de 33 2C a pH 7.0, resultant ser la
més critica de tots els zimogens HGNs (Taula 17). La desnaturalitzacid parcial d’aquesta ultima
variant permetria explicar algunes de les caracteristiques observades, com la rapidissima
activacié amb un temps d’incubacié amb la proteasa inferior a 1 h (Figura 45), I'abséncia de
citotoxicitat en cel-lules en cultiu, ambdds experiments realitzats a 37 9C, i |la baixa recuperacié
d’activitat observada per aquest enzim en relacié a la seva variant parental HGNFL, en I’assaig
TAMRA efectuat a 25 2C a pH 6.0 (Taula 17 i Figura 47). Estudiant |’estabilitat conformacional
de la proteina HGNFL-R31ER91D una vegada processada, es revela un lleu increment de 3 2C
en el valor de T,,, essent desitjable, ja que les proteines menys estables son més susceptibles a
la degradacié proteolitica no especifica [102, 157]. Aixi, agafant aquesta variant com a
exemple, els zimogens de ribonucleases serien degradats més rapidament en abséncia que en
preséncia de la proteasa HIV-1 PR, com es descrigué anteriorment [360]. Tot i aixi, I'estabilitat

conformacional aconseguida segui essent molt baixa.

La proteina parental PM5, presenta una estabilitat substancialment més elevada, de 58 9C
[173]. La variant PE3 ja presenta una disminucié en |'estabilitat conformacional, amb una T,, de
53.1 oC, a causa de les mutacions introduides a les posicions 31 i 91 [203]. Aixi, no és
d’estranyar la baixa estabilitat estructural dels zimdgens pels grans canvis que suposa I'addicio
de la seqliéncia connectora i la creacié de nous extrems, sobretot a la variant HGNFL-
R31ER91D que com PE3, disminueix la seva termoestabilitat respecte el zimogen parental a
causa de les mutacions puntuals extra que presenta, veient-se doblement afectada.
Comparativament, la permutacio circular de I'HP-RNasa fa disminuir la T,, uns 14 2C, el doble
de la disminucid d’estabilitat causada en els zimogens d’ONC, proteina molt més termoestable
(T,, de 87 2C). S’ha descrit que la capacitat catalitica d’'un enzim rigid com és I'ONC és molt
sensible a canvis subtils en les distancies entre els grups funcionals critics i en la seva disposicid
[99, 419]. Aixi, per a poder explicar les diferéncies d’estabilitat de I'ONC i els seus zimogens
respecte a I’'HP-RNasa i els seus zimogens, es pot especular que la major rigidesa i estabilitat de
I'ONC fa que suporti millor els canvis globals sense afectar de manera drastica la seva
estabilitat, perd també pot dificultar la reorientacid i el posicionament correcte dels residus
catalitics, com hem pogut observar pel zimogen ONCFLG. A I'HP-RNasa podria succeir tot el
contrari, deduible per la baixa estabilitat pero la gran recuperacié d’activitat aconseguida de

forma posterior a I'activacio.
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L’estabilitat conformacional de 'HP-RNasa també és menor que la descrita per a la RNasa A
(T,= 64 °C [82]). Per tant, si observem les variants de zimogens de RNasa A de Raines i el seu
equip, seria comprensible que presentessin una estabilitat superior que la dels HGNs estudiats.
Tot i aixi, la variant HGNFL, amb una T,, de 44 °C, és comparable als zimogens de RNasa A
activables per HIV-1 PR [362], amb unes T,, entorn els 45 eC, uns 20 2C per sota la seva
proteina parental. Per tant, malgrat que la baixa estabilitat conformacional observada pels
zimogens d’HP-RNasa representa un punt critic en la seva funcionalitat i aplicacid biomedica,

és comparable a la d’altres zimogens de RNases descrits.

Per resumir, considerant aquest treball en conjunt, s’han acomplert els objectius. Tanmateix,
les caracteristiques desitjables per a les construccions dels zimogens no han pogut ser
assolides en la seva totalitat en cap de les variants de ribonucleasa estudiades. S’han
dissenyat, caracteritzat i optimitzat 8 variants de zimogens d’'ONC i 4 d’"HP-RNasa, innocus per
a cel-lules no infectades per HIV-1, i que sén hidrolitzats eficientment per la proteasa HIV-1 PR.
No obstant, malgrat la seva elevada estabilitat i capacitat d’evasid de I'Rl, les variants
d’ONCFLs i ONCFL2s escindides correctament mostraren activitat i citotoxicitat marginal degut
a les modificacions que implicava la permutacié circular. S’ha resolt I'estructura tridimensional
d’ONCFLG, la qual cosa permet explicar I'abséncia de recuperacié d’activitat per les variants
basades en ONC. Les dades estructurals aportades estableixen les bases per a la optimitzacio
futura dels zimogens d’ONC. Per altra banda, en canvi, s’"ha aconseguit obtenir una recuperacié
d’activitat ribonucleolitica considerable en el cas de les HP-RNases permutades, i per la variant
HGNFL-R31ER91D, també la capacitat d’evadir I'inhibidor de ribonucleases citosolic. Malgrat
tot, no s’ha observat tampoc citotoxicitat en la forma processada segurament degut a la baixa
estabilitat d’aquest ultim zimogen. Resoldre els aspectes que sén critics en cada tipologia de
zimogen de RNasa és una fita que val la pena assolir. En un futur, podria ser interessant la
creacié de noves variants de zimogens tenint en compte aquestes consideracions, que
combinin tots els avantatges en una sola molécula. Per tal d’assolir-ho es podria desenvolupar

diferents estratégies que es comenten a continuacio.

A) OPTIMITZACIO DELS ZIMOGENS D’ONC

A.l) Redisseny de la longitud i seqiiéncia del connector.

En el cas de 'ONC, es podria redissenyar la longitud i la seqiieéncia del connector per tal de
posicionar millor el grup acceptor del pont d’hidrogen i fixar el N§ de la Lys57, ja en la forma
inactiva. En cas d’estudiar noves seqiieéncies es podria assajar, per comencar, la seqliéncia
utilitzada per lI'equip de Raines en el zimogen de RNasa A activable per HIV-1 PR,
GSTATIM*MQRGNAG, corresponent a la seqliéncia natural d’hidrolisi de p2/NC (Ap2-fast).

Aquesta diana és la primera en ser digerida durant el processament seqliencial de la
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poliproteina Gag, i presenta una elevada eficiéncia d’activacio in vitro i in vivo per part de la
proteasa [226, 285]. Cal recordar, pero, que és la diana natural de la HIV-1 PR que presenta
més variabilitat de totes [288] (revisat a [289]), i que, per tant, el zimogen podria ser més

susceptible a I'aparicid de resistencies per part del virus HIV-1.

A.ll) Insercié de mutacions que incrementin I’eficiéncia catalitica.

A I’ONC, mitjangant la mutaciéo Met23Leu [91, 99] s’afavoreix la mobilitat del loop 24-31 [99].
Aquest fet sembla facilitar I'apropament de Lys31 al centre actiu [112] i podria fixar la seva
cadena lateral [100]. En conseqtiéncia, la capacitat catalitica del mutant es veu augmentada,
malgrat que és en detriment de la seva estabilitat conformacional, fent que sigui més sensible
a la proteolisi en el punt Phe28-His29, que es troba més exposat que a 'ONC salvatge [91]. En
I'aplicacié en clinica humana de 'ONC podria ser interessant la creaci6 de mutants menys
estables per tal de disminuir la seva vida mitjana en I'organisme minimitzant la toxicitat renal
que causa [99, 166, 202]. A més, veient I'elevada estabilitat dels zimogens, s’esperaria que la

disminucié d’estabilitat no suposés un problema.

Tanmateix, observant la disposicié del residu equivalent a Met23 al zimogen ONCFLG (Met71)
(Figura 37) es pot apreciar que és un dels residus del cluster hidrofobic que més desplacat es
troba. De fet, tota la regid s’estructura diferent, com s’ha comentat anteriorment, per I'hélix-
3,0 que presenta el zimogen enlloc de I’hélix-a2 habitual a ONC. A la Figura 48 es compara el
residu 23 de 'ONC per estudiar com varia la seva disposicid segons si es tracta d’'una Met (en
gris, 10NC [93]) o d’una Leu (en blau més fosc, 1YV6 de Merlino et al. [99]; i blau clar, 1PU3 de
Gorbatyuk et al. [112]). Es pot apreciar que manté una orientacié similar. En canvi al zimogen
ONCFLG (2LT5, en taronja) la Met71 s’aprecia clarament allunyada. Observant més
detingudament el residu Lys31 (Figura 48C i D), veiem que mentre al mutant de Merlino
aquest residu es disposa amb I'extrem de la cadena lateral més encarat al centre actiu que
I’ONC, afavorint la catalisi, pel mutant de Gorbatyuk no s’aprecia aquesta millora, adoptant
una posicié diferent, de forma similar a la Lys79 del zimogen. Segurament, la distancia i
disposicid d’aquesta Lys a la variant de Gorbatyuk sén degudes a I'absencia de la xarxa de
ponts d’hidrogen N-terminal, ja que aquesta variant no presenta el residu Pyrl (manté la Met-
1 que impossibilita a la GInl de ciclar-se). Aixi, es pot observar que sense aquesta
estabilitzacid, la Lys9 es troba més allunyada (Figura 48D) i al seu torn, no pot estabilitzar tan
correctament la Lys31. Per tant, sumant el fet que sense la formacié dels ponts d’hidrogen N-
terminal la millora ja no és tan substancial, i que ONCFLG presenta la Met71 tan desplacada,

malgrat que es podria provar la mutacié esmentada, fa dubtar que I'efecte fos I'esperat.

A.lll) Estudi de dianes addicionals a la seqiiéncia connectora.
Si s’aconseguis solucionar I'orientacié dels residus catalitics, es podria aprofundir en I'estudi de
dianes addicionals per part de la proteasa dins el connector, com el cas dels zimogens FL2,

disminuint els impediments estérics causats pels extrems peptidics de nova creacié.
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Figura 48. Comparativa de la disposicio del residu 23 entre ONC, ONC-M23L i ONCFLG.

A) Estructura general solapada de I'ONC salvatge (1ONC [93]) amb el residu salvatge Met23 ressaltat en barres, de
la variant ONC-M23L de Merlino i col-laboradors (1YV6 [99]) i ONC-M23L de Gorbatyuk i col-laboradors (1PU3 [112])
amb el residu mutat Leu23; i el zimogen ONCFLG (2LT5) amb el residu equivalent Met71. B) Visualitzacié del residu
23 junt amb la Lys31 (residus Met71 i Lys39 al zimogen ONCFLG). Es poden observar les diferents conformacions
que poden adoptar els residus del zimogen 2LT5, i de 1PU3. C) Visié superior (des d’on s’indica amb la fletxa negra a
A) dels residus 23 i 31 (ONC i ONC-M23L), i els equivalents del zimogen 71 i 79. Es pot apreciar I'allunyament de la
Met71 d’ONCFLG respecte a la Met23 d’ONC i Leu23 de les dues ONC-M23L en relacié al residu Lys31 (Lys79 al
zimogen). D) Solapament dels residus del centre actiu de les proteines. S'observa els ponts d’hidrogen formats
entre Pyrl i Lys9 tant per 10NC com per 1YV6. La variant 1PU3 manté la Met-1 i el zimogen presenta la Ser49 (N-
terminal original) unida al C-terminal original mitjangant el linker. En tots els casos, I'ONC salvatge (1ONC) es troba
acolorida en gris, les variants mutades ONC-M23L es mostren en blau per la variant 1YV6 i en blau clar per 1PU3. El
zimogen ONCFLG es mostra en taronja. S'indiquen els residus corresponents al zimogen amb tipografia normal, i els
corresponents a ONC i ONC-M23L, en cursiva.

B) OPTIMITZACIO DELS ZIMOGENS D’HP-RNASA HGNs

B.1) Estudi de dianes addicionals a la seqiiéncia connectora de 15 residus.

Per a les variants d’HP-RNasa es podrien crear zimogens que presentin una seqliéncia
connectora de 15 residus aminoacidics de longitud, evitant I'elevada activitat basal observada
per la variant HGNFL2 de 16 residus i descartant possible citotoxicitat en la forma intacta, pero
amb dos punts de digestid, ja que semblen afavorir la recuperacié d’activitat permetent una
major accessibilitat del substrat. Es podria utilitzar la seqiiencia connectora FL2-C15, assajada

solament en les variants d’'ONC permutada.
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B.Il) Estudi de les mutacions R39ER91D per escapar a Rl.

Es necessari que els zimogens escapin a I'accié de I'inhibidor per ser efectius, per tant seria
interessant potser testar les substitucions R39E i R91D, ja que les estudiades en aquest treball
R31ER91D duen a una gran pérdua d’estabilitat. Al treball de Johnson i col-laboradors [174],
s’observa que els residus més importants en la unié amb I’hRI eren els residus 91 i 39, que no
solament intervenen en la formacié del complex per atraccié de carregues sind que també
I’estabilitzen mitjangant ponts d’hidrogen tot permetent la formacié d’altres contactes. El
residu Arg91, situat al llag B4B5, estableix interaccions amb la superficie anionica concava de
I’hRI, formant dos ponts d’hidrogen amb Glu287. El residu 39 forma un pont d’hidrogen doble
amb la cadena lateral de Glu401 de I’hRI i un pont d’hidrogen entre cadenes principals amb el
residu Tyrd34. A més, el residu 39 es troba localitzat fora de I'hélix-a2, a diferéncia del residu
31 modificat en aquest treball, i podria afectar en menor grau |'estructura d’aquesta regié i, en

conseqliencia, I'estabilitat de la proteina.

B.Ill) Millora de I’estabilitat global de les HP-RNases permutades.

Per una banda, es podria eliminar la cua d’histidines dels zimogens, de forma posterior a la
seva purificacid mitjancant proteolisi (emprant d’entrada la diana per trombina que hi ha a
pET28 o afegint una diana per alguna altra proteasa), per tal d’estudiar com afecta aquesta a

les caracteristiques dels zimogens, i en concret veure si permet millorar-ne |'estabilitat.

Per altra banda, el punt on es localitzen els extrems no natius d’un zimogen de ribonucleasa
pot afectar tant en el plegament proteic com en la seva estabilitat, aixi com la recuperacié
d’activitat de la RNasa per efectes sobre |'estructura i posicio dels residus catalitics i del centre
actiu [360]. Aixi, en estudis futurs es podria assajar noves posicions diferents pels extrems no-
natius en els zimogens d’HP-RNasa, amb la finalitat de millorar el plegament i estabilitat

conformacional.

També, es podria generar una nova bateria de zimogens d’HP-RNasa introduint enllagos que
puguin estabilitzar I'estructura, com ponts disulfur [420], ponts d’hidrogen o interaccions
electrostatiques [421]. Mentre que I'eliminacié de ponts disulfur naturals sol resultar en una
disminucié de I'estabilitat proteica [422, 423], la creacidé de nous enllagos disulfur és context-
depenent, augmentant l'estabilitat en alguns casos [424-426] per0 creant tensions a la
proteina [424, 427] o alterant el procés de plegament/desplegament [428, 429] en altres
casos. L’éxit de les manipulacions depén de les propietats individuals i topologia de la proteina
[426]. S’han descrit incomptables modificacions puntuals a la RNasa A per tal d’incrementar la
seva estabilitat, perd només algunes han resultat exitoses (revisat a [430]). En son destacables
A4C/V11C (AT.,= +59C), D53A (AT.,= +52C [55]) i la introduccié d’un pont S-S a A4C/V118C
(AT.,= +42C) [157, 426]. Aquest ultim pont disulfur també demostra incrementar |’estabilitat
(AT,,= +5°C [40] o ACy,= 0.64 M en desnaturalitzaci6 amb clorur de guanidini [431]) i la

citotoxicitat (AlCso= -4 uM [40]) d’una variant d’"HP-RNasa. En proteines termofiles, a més de

- 162 -



DISCUSSIO

presentar habitualment més ponts disulfur, també el numero d’aminoacids carregats
incrementa, a expenses dels no carregats polars, afavorint la formacié de ponts salins. Encara
que un pont sali aporta menys guany d’estabilitat que un pont disulfur, causa menys tensié
conformacional, essent considerablement important, particularment si aquest pont sali forma
part d’'una xarxa [430, 432, 433]. A la RNasa A, I'Asp83 (situat al punt oposat del pont
d’hidrogen natural A4-V118), sembla no ser crucial per I'estabilitat. S’ha vist pero, que la
substitucié de Asp83Glu promou una estabilitzacié de la RNasa A per la creacié d’'un pont sali
entre Asp83Glu i Lys104 (a la zona C-terminal), i que la Ser 123 intervé en la formacié d’'una
Xarxa electrostatica, incrementant finalment I'estabilitat en +6 2C [434]. Aixi, en el triple
mutant A4C/D83E/V118C, I'efecte va ser additiu aconseguint la RNasa A més estable (T,,= 76
9C). Malgrat tot, degut a la implicacié d’Asp83 en la unié amb el substrat [47, 157] i a la
variacio observada a la cadena lateral de la His119 catalitica (al costat de la posicié mutada
118), s'observa una lleu disminucié de I'activitat catalitica. En els zimogens descrits per I'equip
de Raines [360-362], es parteix d’'una RNasa A amb 2 ponts disulfur no-natius introduits, en
posicions 4/118 i 88/89. Aquest segon pont disofre uneix els nous terminals generats en la
permutacié circular, incrementant globalment en 8-10 2C el valor de la T,,respecte la RNasa
permutada amb solament els 4 ponts disulfur natius. En el nostre cas, es podrien reproduir en

noves HP-RNases permutades aquests canvis per tal de millorar I'estabilitat.

C) ALTRES PUNTS D’ESTUDI
Si s’aconseguis millorar les caracteristiques dels zimogens, posteriorment seria interessant

estudiar alguns punts.

C.l) El HIV afecta a les propietats de la membrana plasmatica, i podria afectar la capacitat
d’internalitzacio dels zimogens en cél-lules infectades.

Al moment de la infeccid, l|'entrada viral pot ocasionar una major internalitzacié com
s'ha observat en algunes RNases, tal i com s'explica a I'apartat introductori 2.3.4. RNases
en la terapia contra el HIV. Podria ser degut a la proteina gp4l, que sembla ser un
formador de porus [435]. Aquest fet resultaria positiu pels zimogens, podent afavorir també
laseva internalitzacié a les cel-lules. D’altra banda, una vegada el virus ha infectat la
cél-lula, mentre efectua el cicle viral expressa proteines de I’envolta pels nous virions, que
s’ancoraran a la membrana [436]. També, durant el cicle viral del HIV-1, algunes
proteines virals transmembrana ocasionen una permeabilitzaci6 de la membrana
plasmatica de la cel-lula hoste i de compartiments cel-lulars gracies a la formacié de canals
que dissiparan el potencial transmembrana (revisat a [232]). Finalment, tot i que esta en
estadis inicials d'estudi, sembla que les cél-lules-T CD4" que presenten infeccié per HIV en
estat latent sobreexpressen la proteina de membrana CD2 [341]. Tots aquests canvis de
membrana de les cél-lules infectades podrien afectar a la internalitzacié dels zimogens.

D’una banda, el canvi de potencial de membrana podria dificultar la interaccié dels zimogens
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(cationics) amb la membrana, de potencial habitualment negatiu. Pero contrariament, la
internalitzacié es podria veure afavorida per I'aprimament o la formacié de canals
transmembrana. Per tal de determinar la capacitat d’internalitzacié dels zimogens en cél-lules

infectades respecte les sanes, s’hauria d’estudiar en detall.

C.1l) Els zimogens no haurien de ser activats per cap de les proteases humanes de l'interior de
les cél-lules sanes.

A l'interior de les cél-lules es troben presents multiples proteases, algunes d’elles similars a la
del HIV-1. Per tal d’estudiar si els zimdgens podrien ser activats per proteases humanes, es
podria posar en contacte els zimogens amb sérum i analitzar el temps de vida mitja d’aquests.
Préviament, es pot fer una previsié in silico. Existeixen bases de dades de peptidases (com
MEROPS), i eines per fer un mapa de digestié d’una seqiiencia peptidica per part de proteases
(com els serveis web ClipServe, SitePrediction, CleavPredict, PROSPER, o PeptideCutter
d’ExPASy). Pero cal comentar que malgrat que sén previstos multiples punts de tall a la
seqléncia connectora dels zimogens, és molt diferent les dianes que pot presentar la
seqliencia desplegada que no in vivo, respecte a una regié amb possible estructura i amb zones
de la proteina plegada properes, presentant un accés de les proteases molt més dificil als

punts de tall previstos i, segurament, una digestio significativament diferent.

C.1ll) Estudi de la capacitat dels zimogens d’eliminacio de reservoris virals.

El desenvolupament de drogues que matin les cel-lules infectades pel HIV-1 és altament
atractiu, ja que podria eradicar completament els reservoris virals en pacients, un repte encara
pendent en la terapia HAART [437]. En el cas de les RNases, que també presenten la limitacié
de no actuar contra el provirus latent, es podrien combinar amb activadors de la transcripcio
viral, tal i com s’esta estudiant actualment per altres antiretrovirals. Tot i que existeixen
tractaments de ‘xoc i mort’ més efectius, les citocines s’empraren com a activadors de les
cél-lules-T [314-317]. Aixi, 'HP-RNasa, que potencia la produccié de citocines en cel-lules
dendritiques [194], modificada convenientment com a zimogen, podria representar un agent
antiviral interessant com a anti-HIV. Per I’eliminacidé del reservori viral de més dificil accés, el
CNS, s’hauria d’aconseguir traspassar la barrera hematoencefalica, i combinar-ho també amb
un activador de la transcripciéd viral que comparteixi la mateixa capacitat (com I'HDACi
vorinostat). S’ha observat que alguns patogens alteren la permeabilitat de la barrera
hematoencefalica. El HIV incrementa el diametre dels vasos corticals, aprima la lamina basal,
causa la perdua d’algunes glicoproteines, i promou I'apoptosi de les cel-lules endotelials i la
disrupcié de les unions estretes de la barrera hematoencefalica [438]. D’aquesta forma,
sembla que es facilita la seva entrada al cervell establint el reservori. Aquesta permeabilitzacié
de membrana es pot relacionar amb neuropatologies associades (HAND) degut a la permissio
d’entrada de toxines al CNS [439]. Aixi, sembla que la infeccié per HIV potencialment podria
incrementar el transport de drogues (i per tant, dels zimogens) cap al cervell. Per tal de

parmeabilitzar la BBB existeixen diferents estrategies com augmentar la lipofilicitat de la
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droga, alterar la permeabilitat de la barrera (ultrasons, camps magnétics, gels disruptors),
internalitzar via nanoparticules o liposomes, utilitzacié de cel-lules mediadores, ... (revisat a
[440]). Existeix un exemple de RNasa A amb acilacions que podia superar la barrera
hematoencefalica in vitro [441]. El mecanisme més factible de transport selectiu de molecules
grans cap al CNS és la transcitosi mediada per receptor. Hi ha multiples receptors presents a la
membrana de les cél-lules endotelials de la barrera hematoencefalica, el més estudiat dels
quals és el receptor de la transferrina. Per aconseguir dirigir els zimogens al CNS, es podria
fusionar el zimogen més optim amb el peptid H-THRPPMWSPVWP-NH2 de |'estudi recent de
Teixidd i col-laboradors, un péptid rentro-enantiomer resistent a proteases i que s'unia al
receptor de transferrina a un lloc diferent de la transferrina, permetent el transport de

carregues de mida variable cap al CNS [442].

L’'estratégia quimioterapeutica emprada en els zimogens de RNases, basada en I'activacié d’un
enzim citotoxic per part d’un enzim viral, en comptes de la seva inhibicié directa, podria
permetre evadir mecanismes ja descrits de resisténcia microbiana o viral. Es raonable anticipar
que la resisténcia a una droga/substrat que requereixi |’activitat catalitica de la proteasa HIV-1
PR sera significativament més dificil de desenvolupar per part d’un virus que no pas quan se’l
tracta amb drogues inhibidores. A més, I'aparicié d’una resisténcia a causa d’una variant de
proteasa que alteri I'especificitat de substrat, a part de poder afectar el processament de les
poliproteines del virus, podria ser contrarestada reemplacant el connector de bloqueig del

centre actiu de la ribonucleasa per un de nou que sigui reconegut [362].

L’ONC és citotoxica de forma natural, i va assolir la fase Illb pel tractament del mesotelioma
maligne. Per I'HP-RNasa és d’esperar una menor resposta immunologica en ser aplicada en
clinica humana. Concloent, la creacié de zimogens exitosos basats en ONC o en HP-RNasa pot
representar una opcié nova i versatil per a controlar I'activitat catalitica d’aquests enzims i
dirigir la seva citotoxicitat a cel-lules infectades concretes. Aquests zimogens, activats per
proteases microbianes o virals, podrien estendre la utilitat terapeutica de les ribonucleases
citotoxiques a malalties diferents del cancer i representen una estratégia per evitar

mecanismes coneguts de resisténcia a drogues per part d’alguns patogens.
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7. CONCLUSIONS

1. S’ha optimitzat I'expressidé recombinant i s’ha desenvolupat un protocol de purificacié per la
proteasa HIV-1, denominada SK#1, aconseguint un rendiment de produccié de 20 mg/ml de
cultiu. L'eficiencia catalitica de la proteasa SK#1 (k./Kw=17.10 + 0.98 uM™ min™) és
equiparable a la de I'’enzim comercial recHIV-1PR.

2. S’han dissenyat, construit i purificat 8 zimogens basats en I'ONC i 4 en I'HP-RNasa,
denominats ONCYP, ONCYPG1, ONCYPG2, ONCYPGG, ONCFL, ONCFLG, ONCFL2-C15 i ONCFL2-
C16; i HGNYP, HGNFL, HGNFL2 i HGNFL-R31ER91D.

3. L'activacié in vitro dels zimogens utilitzant la proteasa SK#1 és variable entre un 10-100% en
funcié de la seqliencia aminoacidica i la longitud del connector del zimogen. Aixi, la seqliencia
de tipologia FL (GSGIF*LETSL) és processada més eficientment i rapida que la de tipus YP
(SQNY*PIVQ). D’altra banda, una major longitud del connector o la duplicacié de la diana
també afavoreix la digestié per part de la proteasa.

4. Els zimogens ONCFL i ONCFLG, en experiments de DSC, presenten una elevada estabilitat
conformacional. Els valors de T,, al voltant dels 80 2C sdn comparables als de 'ONC i la variant
ONCQ1S, i molt superiors a la temperatura fisiologica, propietat essencial per a la seva
utilitzacio in vitro i in vivo. L'estabilitat d’"ONCFLG es va confirmar també en els experiments
d’intercanvi 'H-D mitjangant NMR. Els zimogens basats en HP-RNasa presenten una estabilitat
a la temperatura molt menor (T, entre 29 i 44 ©C). La variant més estable, HGNFL, presenta un
valor de T,, comparable a la dels zimogens basats en la RNasa A.

5. S’ha comprovat que el zimogen ONCFLG (S120C-conjugat amb Alexa Fluor® 488 C5
maleimide) internalitza eficientment i rapida en cel-lules Jurkat en cultiu, detectant-se a
I'interior de les cél-lules 3 hores després d’afegir-lo, i incrementant la seva internalitzacid fins a
les 12 hores.

6. Els zimogens d’ONC escapen a I'inhibidor de ribonucleases de la mateixa manera que ho fa
I'ONC. Per la seva part, els zimdgens d’HP-RNasa només eviten la unié a I'inhibidor quan el
connector esta intacte. La variant HGNFL-R31ER91D dissenyada amb aquesta finalitat, ha
permés I'obtencié d’un zimogen de I’'HP-RNasa que escapa de I'inhibidor tant en la seva forma
precursora com processada.

7. Mentre que pels zimogens basats en 'ONC s’observa un increment de k.../Ky, després de
I'activacié amb la proteasa SK#1, d’entre 0,79 i 1,43 cops, pels zimogens d’HP-RNasa, en canvi,
es detecta un increment d’activitat catalitica d’entre 9 i 156 vegades un cop son activats per la
proteasa. Aquests increments sén comparables als descrits per zimogens d’RNasa A.

8. Les formes precursores de tots els zimogens estudiats presenten una citotoxicitat molt
reduida abans de I'activacié amb la proteasa SK#1 i sén, per tant, innocues per les cél-lules no
infectades pel HIV-1. Les formes activades no presenten una citotoxicitat significativa, la qual
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cosa podria ser deguda a la baixa activitat ribonucleolitica en el cas dels zimogens d'ONC i a
I’efecte de I'inhibidor o a la baixa estabilitat conformacional en el cas dels d’HP-RNasa.

9. El zimogen ONCFLG presenta una estructura terciaria global i una disposicié dels elements
d’estructura secundaria molt similar a I'ONC salvatge, conservant l'elevada rigidesa i
compactacié (RMSD = 0.2 A). Les diferéncies més remarcables sén la reorganitzacié de part de
I'helix-a2 en helix-3;5, i la pérdua de I'hélix-3,y al final de I’hélix-a3. El connector FL
(GSGIF*LETSL) no presenta estructura secundaria definida i és la part més dinamica i flexible
de la molécula (RMSD = 1.5 A), mostrant una gran diversitat conformacional. Aquesta regié
s’estén per sobre la cavitat central desenvolupant la funcié d’obstaculitzar I'accés del substrat
al centre actiu. Aquest resultat estaria en consonancia amb la no detecci6 de NOEs
intermoleculars en els experiments d’'unié d’'ONCFLG a I'analeg de substrat no hidrolitzable per
ribonucleases d[UGG]s.

10. El model estructural de la forma digerida del zimogen ONCFLG permet proposar que
després de l'accid de la proteasa, els segments del connector resultants presentarien un
numero molt elevat de conformacions. La mobilitat d’aquests segments podria seguir
obstruint espacialment I'accessibilitat del substrat al centre actiu la qual cosa podria explicar,
parcialment, la baixa recuperacié d’activitat després de la digestio.

11. Els canvis d’orientacié de les cadenes laterals de determinats residus del zimogen ONCFLG
corroboren la importancia del pont d’hidrogen Pyrl Og — Lys9 N¢ per posicionar la Lys9 de
manera escaient per a la catalisi en 'ONC. La pérdua d’aquesta interaccié entre els residus
equivalents, Serd9 i Lys57, al zimogen, proporcionarien una major llibertat conformacional als
residus Lys79, His58 i His25 que constitueixen la triada catalitica. Aquests reajustaments
permeten explicar aproximadament, una tercera part de la pérdua d’activitat dels zimogens
mentre que la resta seria deguda a la mobilitat dels segments després de la digestié del
connector per la proteasa.

12. Els estudis realitzats amb els zimogens d’ONC i HP-RNasa i la resolucié del I'estructura del
zimogen ONCFLG permeten entendre millor les bases moleculars del funcionament dels
zimogens artificials de ribonucleases i estableixen els fonaments per a la creacié de zimogens
exitosos en un futur. Aix0 suposa una opcid versatil per manipular 'activitat enzimatica
d’aquests enzims i dirigir la seva toxicitat a un determinat estat d’'una malaltia. Els zimogens
basats en ribonucleases activats per proteases microbianes o virals podrien fer extensiu el
potencial terapeutic d’aquests enzims a altres malalties a part del cancer i representen una
estrategia per esquivar mecanismes coneguts de resisténcia dels patogens.
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