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CNT: Concentrative Nucleoside Transporter
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO: Di-metilsulfoxid
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MPP*: 1-methyl-4-phenylpyridinium
MYTH: Membrane Yeast Two-Hybrid
NBTI: NitroBenzilTiolnosina

OCT: Organic Cation Transporter
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Introduccid

1. Importancia dels nucleodt(s)ids

La cel-lula és I'entitat independent més petita en la qual es pot organitzar un
ésser viu. Dintre de la cél-lula esdevenen un incalculable nombre de processos interns
dels quals només coneixem “la punta del iceberg”. Aquests processos interns els
podriem resumir com un continu intercanvi de materia i energia en forma d’enllagos
quimics o en forma de llum. Aquests processos sén imprescindibles per al funcionament
de la vida cel-lular tal i com la coneixem. La cél-lula, com un ens independent, intentara
proveir-se de les biomolécules que necessita per tal de dur a terme la seva funcié. Entre
la multitud de biomolecules existents, el grup dels nucleotids és de gran importancia ja
gue intervenen en un ampli nombre de processos: sén els precursors del DNA i RNA, sén
transportadors d’energia en forma d’enlla¢ quimic (ATP i GTP), son components de
multiples cofactors (NAD, FAD, S-adenosilmetionina, coenzim A), aixi com
d’intermediaris biosintetics activats (UDP-Glucosa, CDP-diacilglicerol) i de segons
missatgers implicats en senyalitzaciéo (cAMP, cGMP) (Nelson, Cox, & Lehninger, 2015).
L’estructura d’un nucleotid es composa per una base nitrogenada unida a I'extrem 1’
d’una pentosa (aquesta estructura seria un nucleosid) i entre un i tres grups fosfat units
a I'extrem 5 de la pentosa (Fig. 1). Segons la base nitrogenada que contingui,

diferenciarem entre els nucleotids purinics i els pirimidinics.

Bases puriniques

NH, 0
NN (NfLNH
L\N ﬁ N |\|¢kr\1H2

Adenina Guanina

Base
Nitrogenada

POs s PO; s POz PIT T T
? : Bases pirimidiniques

OH OH

NH, o) o)
HaC
SN NH NH
CrCr
Nucleosid H /&O ﬁ/go H/&O

Nucledtid trifosfat

Citosina Timina Uracil

Figura 1. Esquema de I’estructura molecular dels nucleot(s)ids.
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Una evidéncia que recolza la importancia biologica dels nucleot(s)ids és que
existeixen alguns defectes en el metabolisme de purines i pirimidines que comporten
malalties severes. S’han identificat fins a 17 mutacions en enzims relacionats amb el
metabolisme de nucleotids que comporten una malaltia severa. Una de les més
comunes (dintre de les malalties rares) és la deficiencia de I'enzim hipoxantina
fosforibosiltransferasa (HPRT), que és I'encarregada d’introduir la hipoxantina en la via
de recuperacié. Aquest deéficit provoca la malaltia de Lesch-Nyhan, que dona un fenotip
sever d’hiper-uricémia (elevats nivells d’acid Uric en sang), fallida renal, retard mental i
automutilacions en els afectats. També mutacions en enzims involucrats en la biosintesi
de purines com l'adenosuccinat liasa (ADSL) poden portar a retards mentals i de

creixement (Jurecka, 2009; Zhao et al., 2013).

Existeixen dues vies per a la sintesi de nucleot(s)ids: la sintesi de novo i les vies
de recuperacié (salvage pathway) (Fig. 5). La sintesi de novo es realitza a partir dels
precursors metabolics més senzills (aminoacids, Ribosa-5-P, CO2 i NH3) i es du aterme a
partir de multiples reaccions enzimatiques que es troben en un complex multienzimatic
i requereixen despesa d’energia en forma d’ATP i/o GTP. Els precursors i els enzims
necessaris per a la sintesi de novo difereixen en funcié dels nucleodtids que s’estiguin
generant, aixi podem diferenciar entres les vies per a la sintesi de novo de pirimidines
(Fig. 2) i de purines (Fig. 3). Aquestes vies son metabolicament i energeticament molt
costoses, per tant, sembla logic que es necessitin vies de recuperacié per a una millor

eficiencia metabolica.
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Figura 2. Sintesi de novo de nucleotids pirimidinics. Extret de: www.columbia.edu



Introduccié

(®)—0—CH;_o.
H H
H o—®—®
5-Phosphoribosyl
OH OH 1-pyrophosphate (PRPP)
o \~ Glutamine

N> Glutamate

PP,
(®—0—CH,_o.

H
H

co,

NH,
w 5-Phospho-g-
Bribosylamine

H

H

2]

- Glycine
- aTP
N>ADP + P,

b4
NH3
>~
Hzf Glycinamide
o= ribonucleotide (GAR)

of

H
N
e -

R

N '°—Formy| H, folate

H, folate

Sc—H Formylglycinamide
o ribonucleotide (FGAR)

HC
I
=C
Glutamine
o Glutamate
ATP

ADP + P;

H
/N\C—H Formylglycinamidine
o ribonucleotide (FGAM)
\vlu-l
R

ATP

ADP + P;
H,o

5]

\\CH 5-Aminoimidazole
5 '< ribonucleotide (AIR)
HaN

H
“00C—CH 2—?—COO'

GTP

GDP + P,

Aspartate

o adenylosuccinate
HN | N\> synthetase
Inosinate H20
(IMP) NAD*

NADH + H*

dehydrogenase
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Per al cas de la sintesi de novo [ia) -
dels nucleotids purinics, recentment o (f@;)
s’ha descrit el purinosoma com el *%
conjunt d’enzims que participen en la Géf_._fl)
sintesi de purines. Aquest conjunt —
d’enzims, en funcié de les necessitats “

cel-lulars, pot formar complexes
multienzimatics o metabolons, i molts Fannd) ‘
dels enzims regulen la seva activitat
catalitica en funci6 de [Iestat
oligomeric (Figura 4). La formacid

d’aquestes estructures millora el flux

metabolic de la via ja que segresta i

estabilitza productes intermediaris
molt reactius i, a més, impedeix que hi
hagin interferéncies amb altres

components cel-lulars. A diferencia

d’altres metabolons, la formacié del

Figura 4. Formacio del purinosoma. Adaptat

purinosoma sembla ser un procés
de Pedley & Benkovic, 2016

reversible en funcié del cicle cel-lular o

les condicions extracel-lulars com la concentracid de purines, ja que en abséncia de
purines el purinosoma es forma per proporcionar aquests metabolits primaris. També
s’ha obert la possibilitat de dirigir estrategies terapeutiques per inhibir aquest complex
multienzimatic en malalties que tenen el metabolisme de purines alterat, com és el cas

del cancer (Pedley & Benkovic, 2016).

Quant ala sintesi de novo de pirimidines, I'enzim CAD (Carbamoil-fosfat sintetasa
2/ Asptartat transcarbamoilasa/ Dihidroorotasa) realitza les tres primeres reaccions de
la via en eucariotes, per al cas dels procariotes aquestes tres reaccions les realitzen tres
proteines diferents. Aquest complex multienzimatic esta regulat mitjancant la
fosforilacié a través de la via d’'mTOR, aquesta fosforilacié provoca que oligomeritzi i el

flux biosintetic augmenti davant d’estimuls proliferatius (Buel et al., 2013).
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Les vies de recuperacio (salvage pathway) (Figura 5) utilitzen les bases
nitrogenades i nucledsids que han estat generats per la degradacié del DNA i RNA, per

processos biosintétics al fetge o per la ingesta d’aliments (Austin et al., 2012).

____________________

PRPP -7 | ;
rFsy” i !
---ATP $He | BTPs=
| ADP s i GDP | |
: S —— % ek -], D ————.
i ] E i guaC ,
| AMP 2 AMPs 22— Mp_—%E . xmp —%%— GMP -
E ] GDP @GTP x ] ATP  AMP | 4
é} '- ----------- z -d:j ------- ] [} e R L L L L L e ! 3
</ AR » xR | |7 or &
S PP S Q
s\ at 5 Q <f > &
§ SN 8 PRPP PRPP S PRPP
PRPP °
A Hx X G
A A AN
e ' 7
A \Hx) X &)

Figura 5. Sintesi de nucleotids purinics per la via de recuperacio (salvage pathway) i la via de novo.
Adaptat de: (Pimkin & Markham, 2008). A: Adenina, Hx: Hipoxantina, X: Xantina, G: Guanina, AR:
Adenosina, HxR: Inosina, GR: guanosina, AMPs: adenilosuccinat, purA: Adenilosuccinatliasa, purB:
adenosuccinatliasa, guaA: GMP sintetasa, deoD: purin-nucleosid fosforilasa, hpt:
guanina/hipoxantina fosforibosil transferasa, gpt: guanina fosforibosil transferasa, add: adenosina
desaminasa, guaC: GMP reductasa, purF: amidofosforibosil transferasa, amn: AMP nucleosidasa.

Les vies de recuperacidé son menys costoses a nivell energétic que la sintesi de
novo. Per exemple, 1 mol de dCTP o dTTP a partir de glucosa, glutamina, aspartat i
bicarbonat requereix 6 mols d’ATP, mentre que per la via de recuperacid es requereix la
metitat d’energia: 3 mols d’ATP (Voet & Voet, 2004). Pero a part d’aquest cost energeétic
directe, també s’ha de tenir en compte que els metabolits emprats (glucosa,
glutamina...) no podran ser emprats per obtenir energia dintre de la cél-lula. Amb la qual
cosa, el guany energétic aconseguit per la cel-lula amb la via de recuperacié no és gens

menyspreable, en aquest cas la natura ens mostra |’avantatge indiscutible d’aprofitar i
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reciclar recursos a nivell molecular. Aquest estalvi energéetic pot ser emprat per realitzar
altres funcions cel-lulars, per tant, estem davant d’una via complementaria a la sintesi
de novo perod que exerceix un paper important en la homeostasi energética cel-lular. En
experiments realitzats amb ratolins KO d’enzims imprescindibles per a la via de
recuperacié, com ho sén dCK i TK1, s’observa que els animals neixen per sota de
freqiiéncies mendelianes i que presenten un creixement retardat, per tant, es tracta
d’una via notoria a nivell fisiologic (Austin et al., 2012). A més, esta descrit que quan els
nivells d’hipoxantina sén suficients, els nucleotids purinics sén sintetitzats per la via de
recuperacio, i la regulacié negativa sobre la via de novo és molt més important per
I’estalvi energetic que suposa. No obstant, en condicions de creixement cel-lular la via
de novo es veu incrementada (Yamaoka et al., 1997, 2001). També es va publicar fa uns
anys que l'increment en la produccid de purines per la via de novo esta lligada a
creixement cel-lular i transformacié maligna (Weber et al., 1984). Pel que fa als teixits,
el fetge i el muscul esquelétic tenen una elevada taxa de sintesi de novo, mentre que el
cervell només té un 25-30% d’activitat en comparacié al fetge. Les cel-lules del moll de
I’os sembla que tenen la capacitat biosintética de nucledsids molt limitada, amb la qual

cosa depenen majoritariament de la via de recuperacié (Zhao et al., 2013).

La via de recuperacié depen del flux d’entrada dels nucledsids i de les bases
nitrogenades a la cel-lula, i del seu posterior metabolisme. Com que els nucleosids i
nucleobases sén molecules hidrofiles, necessiten d’una proteina transportadora per
entrar dintre de la cel-lula, aquest paper I'exerceixen els transportadors de nucleosids.
Aguestes proteines estan dividides en les families geniques SLC28 i SLC29. La familia
SLC28 codifica per als transportadors de nucledsids concentratius (CNT-Concentrative
Nucloside Transporter) i esta formada per tres membres en humans: hCNT1, hCNT2 i
hCNT3. La familia SLC29 codifica per als transportadors de nucleosids equilibratius (ENT-
Equilibrative Nucleoside Transporter) que sén quatre proteines en humans: hENTI,

hENT2, hENT3 i hENT4 (Young et al., 2013).
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2. Transportadors de nucleosids

Transportadors de nucledsids concentratius (CNTs)

La familia genica SLC28 en humans esta formada per tres gens que codifiquen
per les proteines hCNT1, hCNT2 i hCNT3. Aquestes proteines abunden en epitelisi altres
tipus cel-lulars especialitzats. Quant a I'especificitat de substrat, tots tres transportadors
internalitzen uridina, pero presenten diferencies en la resta de nucledsids: hCNT1 té una
preferéncia per nucledsids pirimidinics; hCNT2 capta nucleosids purinics i hCNT3 és el
menys selectiu ja que transporta tant nucleosids purinics com pirimidinics (Fig. 6) (Taula

1) (Pastor-Anglada et al, 2008; Young et al., 2013).

| lﬁjf”l dﬁ h &

Uriding Cytidine Thymidine

Purine Nucleosides Pyrimidine Nucleosides

| SLC28A1/CNT1 |

| SLC28A2/CNT2 |

| SLC28A3/CNT3 |

Figura 6. Esquema de I'especificitat dels CNTs. Adaptat de Young et al., 2013

Els tres CNTs internalitzen els nucledsids de manera unidireccional en un procés
gue requereix energia de manera indirecta ja que el transport esta acoblat a I'influx de
cations sodi (Na*), trencant aixi el gradient transmembrana de sodi. L'estequiometria
del transport Na*:Nucleosid és d’1:1 per a hCNT1 i hCNT2 (Smith et al., 2004), mentre
qgue és de 2:1 per a hCNT3. A més, hCNT3 és I'Unic que també pot utilitzar el gradient de

protons (H*) com a forca motriu del transport (Smith et al., 2007).
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Transportador Gen Substrat (Kw)
Uridina (30 uM)
hCNT1 SLC28A1 | Timidina (26 uM)

Citidina (29 uM)
Inosina (4 uM)
Adenosina (8 uM)
Uridina (40 uM)
Guanosina (21 uM)
Uridina (22 uM)
Timidina (21 uM)
Citidina (15 pM)
Inosina (52 uM)
Adenosina (15 uM)
Guanosina (43 uM)

hCNT2 SLC28A2

hCNT3 SLC28A3

Taula 1. Propietats cinetiques dels transportadors concentratius de nucleosids. Adaptat de Pastor-
Anglada et al., 2008

Transportadors de nucledsids equilibratius (ENTSs)

La familia dels transportadors equilibratius (SLC29) en humans la formen els
quatre membres hENT1-4. Aquests transportadors permeten un transport passiu en
funcié de les concentracions intracel-lular i extracel-lular de substrat. Els transportadors
millor caracteritzats sén hENT1 i hENT2, que es troben en la majoria de cel-lules i teixits
humans i presenten un ampli rang de substrats (Taula 2): nucleosids purinics,
pirimidinics i nucleobases (Baldwin et al., 2004). Els dos transportadors es poden
distingir per la seva sensibilitat a la inhibicid per I'analeg de nucledsid NBTI
(NitroBenzylThiolnosine), essent hENT1 molt més sensible que hENT2. També tots dos
son sensibles a potenciadors de la vasodilatacié com el dipiridamol, també essent hENT1
més sensible (Visser et al., 2002). Quant a hENT3, també es troba ampliament distribuit,
té un gran rang de substrats i funciona de manera intracel-lular en lisosomes i
mitocondris (Baldwin et al., 2004; Govindarajan et al., 2009). Pel que fa a hENT4,
estrictament no es considera un transportador de nucleosids ja que principalment
transporta cations organics, encara que sota condicions de pH acid pot comportar-se

com un transportador d’adenosina (Barnes et al., 2006).
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Transportador

Gen

Substrat (Kw)

Inhibidor (K))

Uridina (260 uM)
Timidina (300 uM)

NBTI (1-10 nM)
Dipiridamol (5 nM)

Citidina (580 uM)
Adenosina (40 uM)
Guanosina (140 uM)
Inosina (170 uM)
Uridina (250 uM)
Timidina (710 puM)
Citidina (5,6 mM)
Adenosina (100 uM)
Guanosina (2,7 mM)
Inosina (50 uM)
Nucleobases

hENT1 SLC29A1

NBTI (>10 uM)
Dipiridamol (350 nM)

hENT2 SLC29A2

Taula 2. Propietats cinetiques dels transportadors equilibratius de nucleosids 1
i 2. Adaptat de Baldwin et al. 2004

Estructura dels transportadors de nucleosids

L’estructura dels transportadors de nucleosids pot aportar informacié sobre el
mecanisme d’internalitzacié de substrats i pot ajudar a entendre les diferents funcions
fisiologiques associades a ells. Aquest coneixement pot contribuir al disseny de farmacs
gue es transportin de manera especifica. A dia d’avui encara no s’ha aconseguit
cristal-litzar cap transportador de nucleosids huma. Només s’ha cristal-litzat un ortoleg
procariota: un CNT de Vibrio cholerae (Johnson et al., 2012). Per tant, les estructures i
topologies que existeixen estan basades en metodes de prediccié bioinformatics junt
amb validacions bioquimiques. Els ENTs i els CNTs transporten nucleosids perd no tenen
cap paregut estructural significatiu entre ells ni amb cap altra familia genica. De fet, per

al cas dels ENTSs, no tenen cap ortoleg procariota (Dos Santos-Rodrigues et al., 2014).

Familia SLC28:

L’homologia de I'estructura primaria dels tres membres de la familia SLC28 es

troba al voltant del 50% (% d’identitat) i comparteixen I'estructura secundaria.
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L’estructura predita per als hCNTs mitjancant models topologics, estudis de mutagenesi
dirigida i construccions quimeriques fins fa pocs anys era de 13 dominis transmembrana
amb I'extrem amino terminal extracel-lular i 'amino terminal intracel-lular (Pastor-
Anglada et al., 2008). No obstant, la recent cristal-litzacié de I'ortoleg procariota de
Vibrio cholerae (vcCNT) dona una estructura de 8 dominis transmembrana (Fig. 7)

(Johnson et al., 2012).

EH
IH1

HP1

12 3 IH2 4 5 In

Figura 7. Topologia predita per cristal-litzacié de vcCNT. Extret de Johnson et al., 2012

Considerant que els ortolegs procariotes son proteines més petites, si incloem
els tres dominis transmembrana extra que tenen els eucariotes i el domini amino
terminal intracel-lular (Hamilton et al., 2001), quedaria una estructura d’11 dominis
transmembrana igualment amb I'extrem amino terminal intracel-lular i I'extrem carboxi
terminal extracel-lular. Tenint en compte aquest nou model, els residus d’unid a uridina
estan localitzats als dominis HP1 i HP2. El lloc d’unié a sodi es troba entre el domini HP1
i el dominitransmembrana 4. Pel que fa al segon lloc d’unié a sodi que existeix en hCNT3
encara no ha sigut identificat (Young et al., 2013). No obstant, en resultats pendents
d’acceptacidé procedents del nostre grup de recerca, semblaria que aquest segon lloc
d’unié es trobaria prop de la Cisteina 602 i la Treonina 605, i que en I'espai quedaria
prop del primer lloc d’'unié a sodi (Figura 8) (Arimany-Nardi et al., 2017-Pendent
d'acceptacio). Aquest model in silico és capac d’explicar les evidéncies experimentals
descrites per al polimorfisme C602R d’hCNT3 trobat en poblacié espanyola, que exhibeix
una estequiometria 1:1 Na*:Nucleosid, front a I’estequiometria 2:1 per a la proteina wild
type (Errasti-Murugarren et al., 2008) i també presenta una localitzacié en microdominis
lipidics diferent (Errasti-Murugarren et al., 2010). En el moment que es van realitzar

aquests assajos, es pensava que aquest residu estava localitzat en el suposat domini
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transmembrana 13. A dia d’avui, amb les noves dades sobre I'estructura cristal-lina de
vcCNT i el model bioinformatic generat, podem deduir que aquest residu es troba prop
del segon lloc d’unié a sodi i, per tant, la polaritat del residu influeix en I'estequiometria

del transportador.

Extracel-lular

I ma
binding site ts R ‘-‘_Un.hne
\

et

v
? 1“ Na
binding i

Intracel-lular

Figura 8. Topologia predita per a hCNT3 segons el model de (Arimany-Nardi et al., 2017-Pendent
d'acceptacio) .

L’extrem C-terminal presenta multiples llocs de glicosilacié que podrien influir en
aspectes com l'activitat i la localitzacid. L’extrem N-terminal és relativament gran en
relacié al total de la proteina (suposa una cua d’entre 80 i 100 residus en proteines de
més 600 aminoacids) i no és estrictament necessari per a I’activitat del transportador, ja
gue els ortolegs procariotes no el tenen i si es crea una proteina truncada sense aquest
domini encara reté certa capacitat de transport (Hamilton et al., 2001). A més, esta
descrit que és important per a processos reguladors d’unié a proteines, senyalitzacid i
trafic a membrana com s’ha demostrat per als membres hCNT2 i hCNT3 (Errasti-

Murugarren et al., 2010a; Huber-Ruano et al., 2010; Pinilla-Macua et al., 2012).

Familia SLC29:

L'estructura predita per a aquests transportadors és d’11 dominis
transmembrana amb [I'extrem N-terminal intracel-lular i I'extrem C-terminal
extracel-lular. Tenen un loop extracel-lular entre els dominis transmembrana 1i 2, que

té llocs de glicosilacio imprescindibles per a I'activitat del transportador hENT1 (Bicket
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& Coe, 2016) i un loop intracel-lular que connecta els dominis transmembrana 6 i 7

(Figura 9) (Dos Santos-Rodrigues et al., 2014).

COO
23455?551311%
N

Figura 9. Topologia predita per als hENTs. Adaptat de Dos Santos-Rodrigues et al., 2014

Estudis amb proteines quimera han ajudat a identificar les funcions de diversos
dominis. La regid entre els dominis transmembrana 1 i 6 en hENT2 sembla ser la
responsable del reconeixement de deoxinucleosids, mentre que la regié entre els
dominis transmembrana 5 i 6 s’ha vist que esta implicada en el reconeixement de
nucleobases (Yao et al., 2002a). La regié entre els dominis transmembrana 3 i 6 conté
residus importants per a la sensibilitat a inhibidors com NBTI, dipiridamol i dilazep
(Sundaram et al., 2001). | també s’han fet estudis que modelen ['estructura

tridimensional de la regié d’entrada extracel-lular de substrat (Valdés et al., 2014).

Variabilitat genética dels transportadors de nucleosids

Les dues families de transportadors de nucleosids presenten pocs polimorfismes
en comparacié a altres families geniques (Errasti-Murugarren & Pastor-Anglada, 2010).
Les variants polimorfiques existents poden presentar diferéncies d’activitat que poden

influir en I"absorcid dels nucleosids i els seus derivats.

El gen SLC28A1, que codifica per a hCNT1, presenta uns 60 SNPs (Single
Nucleotide Polimorfism), pero només 15 d’ells alteren la seqliencia d’aminoacids.
D’aquests, hi ha dues variants que presenten una pérdua d’activitat total: h\CNT1-S546P

15



Introduccid

i hCNT1-1153del (Gray et al., 2004). Per al gen SLC28A2 (codifica per a hCNT2) s’han
trobat 10 variants i totes retenen activitat, perd algunes l'incrementen i altres la
redueixen (Owen et al., 2005). Pel que fa al gen SLC28A3 (hCNT3), que és on menys
variants polimorfiques s’han trobat, s’ha suggerit que aquest gen no tolera alteracions
ja que la implicacid dels canvis podria posar en compromis la salut de l'individu

(Badagnani et al., 2005).

En la familia SLC29 les variants genetiques sén rellevants per la seva importancia
farmacocinética ja que els transportadors sén expressats de manera ubiqua, perd amb
lleugeres diferéncies. Quant a les variants d’hENT1, hi ha dues variants en la regié
promotora que incrementen l'activitat del promotor (Myers et al., 2006). A més, segons
el tipus de polimorfisme d’hENT1 que tingui el pacient, pot ser més efectiu el tractament
de gemcitabina per a malalts de Leucemia Mieloide Aguda (Hyun et al., 2016). Per a
hENT2 no es coneix cap variant que canvii |'activitat de la proteina, perd si que es
coneixen diferents isoformes nuclears que podrien estar regulant el cicle cel-lular
(Grafié-Boladeras et al., 2016). On sembla que si que existeixen canvis genétics
importants és en el gen SLC29A3 (hENT3), ja que algun d’ells donen lloc a malalties com
el sindrome H que és una malaltia autosomica recessiva caracteritzada per
hiperpigmentacid cutanea, hipertricosi, hepatoesplenomegalia, anomalies del cor,
perdua d’oida, hipogonadisme i una baixa estatura (Molho-Pessach et al., 2008). El
sindrome PHID (Pigmented Hypertrichosis with Insulin dependent Diabetes) també és
causat per mutacions en el gen d’'hENT3, i aquesta malaltia presenta un fenotip molt

semblant a I'anterior (Spiegel et al., 2010).

Distribucid tissular dels transportadors de nucledsids

Les dues families de transportadors de nucleosids (CNTs i ENTs) s’expressen en
les barreres epitelials (intesti, ronyd i fetge entre d’altres) on juguen un paper important,
i sovint diferencial, en la captaci6 de nucleosids i els seus derivats. Entre els
transportadors concentratius, CNT1 ha estat detectat en homogenats de fetge i ronyd
principalment (Duflot et al., 2002). hCNT2 també ha sigut detectat en aquests teixits, a
més del cervell i el muscul esqueletic (Guillén-Gémez et al., 2004). hCNT3 es troba

representat en molts teixits, amb una distribucié semblant als altres dos membres de la
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familia. Mitjangant un array d’'RNA es va detectar I'expressié d’hCNT3 en: glandula
mamaria, medul-la 0ssia, traquea, pancrees, intesti, fetge, pulmé, placenta, prostata,

cervell i cor (Ritzel et al., 2001).

Estudis funcionals en enterocits i en cel-lules renals suggereixen un model de
distribucié asimetrica on els CNTs es troben majoritariament en la regié apical, mentre
que els ENTs es troben en la regid basolateral, permetent un flux vectorial de nucleodsids
que permet la seva absorcié (Figura 10A i 10B) (Pastor-Anglada et al., 2007; Rodriguez-
Mulero et al., 2005; Young et al., 2013). El fetge (Fig. 10C) juga un paper important en
I’'homeostasi de nucleosids a I'organisme, en aquest model trobem CNT1 i CNT2 en la
membrana sinusoidal facilitant la captacié de nucleosids. També estan presents ENT1 i
ENT2 mediant una captaciéo o sortida de nucleosids en funcié de la concentracid
intracel-lular/extracel-lular (Govindarajan et al., 2008). En la membrana canicular, que
esta en contacte amb el canalicle biliar, es troben CNT1 i CNT2 per absorbir els
nucleosids provinents de I'accié de les ectonucleotidases, i també hENT1, evidenciant la
importancia dels mecanismes de recuperacid i alliberacié de nucleosids en el fetge

(Duflot et al., 2002).

A) Intesti B) Ronyd

MB MA MB MA

C) Fetge

= Q
e ©
@ @ MC
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<

Figura 10. Distribucié dels transportadors de nucleosids en teixits polaritzats. MB: Membrana
Basolateral. MA: Membrana Apical. MS: Membrana Sinusoidal. MC: Membrana Canicular. Adaptat de
Pastor-Anglada et al., 2007.
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Regulacio dels transportadors de nucleosids

La regulaciéd de I'expressid geénica és un procés molt complex en el qual
intervenen nombrosos factors a nivell genetic i ambiental. Per intentar comprendre els
diferents processos de regulacié de I'expressid génica que s’han descobert fins al
moment ens hem de remuntar al dogma central de la biologia molecular. Aquest dogma,
proposat per Francis Crick el 1970 (Crick, 1970), ha estat acceptat per la comunitat
cientifica durant tot aquest temps i s’entén com el flux pel qual la informacié genética
es transcriu de DNA a RNA i es tradueix d’'RNA a proteina. En aquest dogma, el flux invers
d’informacié genetica només existeix d’'RNA a DNA (transcripcid inversa), en canvi no es
contempla que una proteina pugui transferir cap informacio genética als acids nucleics.
No obstant, com tots els principis o dogmes que s’intenten imposar a la biologia,
existeixen evidencies experimentals que trenquen amb aquesta visid, en aquest cas: els
prions. Els prions sén proteines que poden induir malalties com la malaltia de les vaques
boges (malaltia de Creutzfeld-Jacob), i ser els causants de la infectivitat de la malaltia. |
no només es troben en animals sind en altres regnes com en llevats, on sén encarregats
de transmetre hereditariament canvis fenotipics. A¢o pot conduir a reformular el dogma
central de la biologia molecular i a admetre que el flux d’informacié genética pot anar
de manera inversa (Koonin, 2012; Tuite & Serio, 2010). De fet, alguns biolegs de caire
Lamarckia, veuen en aquest mecanisme |'explicacié a I’heréncia d’alguns caracters
adquirits i la demostracié de que no tota la informacié hereditaria es troba al DNA
(Chernoff, 2001). Per aguests motius, establir dogmes o fonaments indiscutibles en
ciéncia (especialment en biologia), pot portar a rebutjar teories o mecanismes que van
en contra del dogma pero que poden estar existint a la realitat. Amb aquesta visid, no
es pretén desmentir el dogma central de la biologia molecular, que és obvi que existeix
i és de vital importancia per entendre la biologia molecular de la cel-lula. Pero és
necessari que la comunitat cientifica en el camp de la biologia es gliestioni constantment
els principis sobre els quals es fonamenta el coneixement generat i no tinguin por a

elaborar hipotesis que vagin en contra dels principis establerts.
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Edicié d’RNA,
Replicacié splicing
Transcripcié Traduccié
>  —
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Transcripcid
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(mi, piwi, si) RNAs

Figura 11. La creixent complexitat del dogma central de la biologia molecular.

Per tant, la regulacié de I'expressid génica és un camp on es coneixen molts
mecanismes de regulacié perod on, segurament, encara queda molt per descobrir. A
causa de la seva importancia biomedica i fisiologica, resulta imprescindible conéixer com
es regula I'expressié dels transportadors de nucleosids. Amb el coneixement d’aquests
mecanismes es podria intervenir per promoure o inhibir I'expressio dels transportadors,
o bé saber quines condicions ambientals o fisiologiques provocaran canvis en I'expressio

dels mateixos.

Hi ha diverses evidéencies cientifiques de regulacid a nivell transcripcional dels
transportadors de nucleosids en funcié de diferents situacions o estimuls externs. Per
exemple, malgrat que I'expressié d’hENT1 es considera constitutiva, 'augment de
I'expressid es relaciona amb estimuls de tipus proliferatius (Soler et al., 2001b).
L'expressid de CNT1 i CNT2 es veu incrementada en macrofags davant d’estimuls com
TNF-a i LPS (Soler et al., 2001a). També, en una linia cel-lular epitelial intestinal (IEC-6)
es va observar que després de I'estimulacié amb TGF-a o EGF (promotors de proliferacio
cel-lular) hi havia un increment dels ENTs i aquest efecte era mimetitzat mitjangant un
estimul proliferatiu de ferida (cell wounding). També en aquest estudi es va veure que
en presencia de glucocorticoides com la dexametasona (conegut promotor de
maduracio d’enterocits) hi havia un increment dels CNTs (Aymerich et al., 2004). També
es va descobrir en un model de rata, que TGF-3 és un potent inductor de CNT2 en
cel-lules del parénquima de fetge, perdo no aixi de CNT1, evidenciant una diferent
regulacié dels dos transportadors (Valdés et al., 2006). També s’ha descrit una reduccié
del transport d’adenosina realitzat per hENT1 en condicions d’elevada glucosa (Puebla

et al., 2008). En un estudi in vitro del promotor d’hCNT1 es va trobar que el factor de
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transcripcié HNF4a s’unia a la regié promotora i I'activava (Klein et al., 2009). Per tant,
veiem que els hENTs es regulen per factors proliferatius mentre que els hCNTs per
estimuls diferenciadors o citocines pro-inflamatories suggerint una diferent

funcionalitat entre les dues families.

A part d’aquesta regulacio transcripcional, també s’ha descrit una regulacié dels
transportadors un cop sintetitzats mitjangant modificacions postraduccionals, canvis de
localitzacio subcel-lular, etc. Per a ENT1 hi ha fortes evidencies de que es fosforila
mitjangant PKCi PKA (Coe et al., 2002; Reyes et al., 2011) i mitjangant CK2 en ratoli (Bone
et al., 2007). També s’ha descrit que per a hENT1 existeix una regulacio per la preséncia
de substrat, ja que al exposar cel-lules a un substrat com la citidina, s'observa una
internalitzacié del transportador (Zafar et al., 2016). Nivillac i col-laboradors també van
realitzar un estudi holistic sobre com es regulava I'expressié d’"hENT1 al llarg del cicle
cel-lular i van definir els mecanismes pels quals arribava a membrana i es degradava
(Nivillac et al., 2011). Recentment també s’ha descrit el mecanisme pel qual els nivells
d’hENT1 dels eritrocits (eENT1) es redueixen en condicions d’hipoxia i altitud mitjancant
una degradacio via proteasoma (Song et al., 2017). En un model de leucémia limfatica
cronica, la linia cel-lular MEC1, el tractament amb acid trans-retinoic (ATRA) produia un
increment de I'activitat d’hCNT3. L'acid trans-retinoic s’utilitza per al tractament de
leucemia promielocitica aguda i el mecanisme pel qual incrementa I’activitat d’"hCNT3
és a través de promoure el trafic del transportador a membrana (Fernandez-Calotti &
Pastor-Anglada, 2010). En un estudi on es van utilitzar cel-lules humanes en cultiu, oocits
de Xenopus laevis i un model de ratoli es va evidenciar com la proteina RS1 regulava
negativament la presencia en membrana dels tres membres de la familia hCNT (Errasti-

Murugarren et al., 2012).

Altre tipus de regulacié post-transcripcional descrita per als transportadors de
nucleosids és I'splicing alternatiu. S’han identificat dues noves variants d’splicing del
transportador equilibratiu ENT2 que estan presents en la membrana nuclear. Davant de
condicions proliferatives aquestes variants es regulen positivament i es recluten a la
membrana nuclear per a que pugui haver translocacié de nucleosids al nucli per a la seva
posterior incorporacio al DNA durant la replicacié (Grafié-Boladeras et al., 2016). Per a

hCNT3 també s’ha descobert que existeix una variant d’splicing que s’expressa en gran
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varietat de teixits i que reté certa capacitat de transport en un model polaritzat com les
cél-lules MDCK i que presenta un temps de vida mitja molt més curt que la variant wild
type del transportador (Errasti-Murugarren et al., 2009). En aquest estudi s’evidencia
que existeix una regulacié de la degradacié proteica d’hCNT3 i que és possible que es
doni per als altres transportadors de nucledsids també. Aquest aspecte és important ja
que I'expressid dels transportadors de nucleosids és un factor clau en I'assequibilitat de
molts farmacs (Molina-Arcas et al.,, 2008) i, a més, en alguns tipus de processos
oncologics I'expressié dels transportadors de nucleodsids es veu alterada (Bhutia et al.,
2011; Farré et al., 2004; Gloeckner-hofmann et al., 2006; Lane et al., 2010). A dia d’avui,
no hi ha cap estudi publicat que expliqui com es produeix la perdua de I'expressié dels
transportadors de nucleosids concentratius en un context tumoral i podria ser una bona
estrategia per poder modular en un futur I'eficacia dels farmacs antitumorals analegs de
nucleosids segons el context cel-lular. Actualment en el grup de recerca hi ha alguns
projectes centrats en esbrinar I'etiologia de la pérdua d’expressido dels hCNTs, per
exemple, s’esta estudiant si els possibles canvis epigenetics que es donen en una cel-lula
cancerosa o la diferent expressio de factors de transcripcié poden influir en I'expressié
dels transportadors. També s’esta analitzant si els canvis en el perfil d’expressié d’alguns
miRNAs poden inhibir I'expressio dels hCNTs. Per al cas concret d’hCNT1, esta descrit
gue hi ha una baixada d’RNA i proteina en teixit tumoral en comparacié amb el normal
(Bhutia et al., 2011; Farré et al., 2004), per tant, si apliguem estrictament el dogma
central de la biologia molecular, sembla que es produeix un canvi en la regulacié de
I’expressid a nivell de DNA. No obstant, veient les dades experimentals obtingudes pel
grup de recerca (Pérez-Torras et al., 2013), al restituir hCNT1 i un mutant sense activitat
en linies d’adenocarcinoma pancreatic es genera una resposta fenotipica en les cél-lules.
Entre d’altres canvis, es promou la mort cel-lular, pero no s’ha esbrinat el mecanisme
concret. Donat que els hCNTs es troben principalment en teixits diferenciats i polaritzats,
podria ser que la perdua d’expressido d’aquestes proteines induis un fenotip més
desdiferenciat i semblant a la cél-lula tumoral. Per tant, potser son proteines que poden
regular d’alguna manera I'expressié génica provocant aixi canvis fenotipics dintre de la

cel-lula.
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Paper farmacologic del transportadors de nucleosids.

Com ja s’ha esmentat abans, els nucleosids son importants a nivell fisiologic ja
gue son els precursors de biomolécules imprescindibles com els acids nucleics,
cofactors... Perd també ho sén pel seu paper terapeutic en diferents malalties, ja que
modificacions en I'estructura molecular dels nucledsids generen derivats que son actius
farmacologicament. Els derivats de nucleosids tenen caracteristiques semblants als
nucleosids naturals: requereixen un transportador per entrar a la cél-lula, una vegada
internalitzats necessiten ser activats per enzims i utilitzen les mateixes vies
metaboliques (Fig. 12). El mecanisme farmacologic d’aquests derivats és la inhibicid
d’enzims com les polimerases o les ribonucleotid reductases o bé per incorporacio al

DNA, la qual cosa acaba provocant finalment I'apoptosi cel-lular (Jordheim et al., 2013).
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Figura 12. Mecanisme d’accié farmacologica dels derivats de nucleosids. Adaptat de Jordheim et
al., 2013

El principal mecanisme de resisténcia a aquests farmacs respon a una baixa
concentracid intracel-lular del farmac actiu que pot ser causat per una captacio
insuficient per baixa expressié dels transportadors de nucleosids, per |'expressio de
variants polimorfiques de transportadors amb baixa o nul-la activitat, per una elevada

expressio de bombes ABC que expulsen I'analeg fosforilat, per baixos nivells dels enzims
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gue activen els farmacs (nucleosid quinases) o per una elevada expressio dels enzims
que els degraden (nucleotidases) (Galmarini et al., 2001). Segons el tipus de malaltia, els
analegs emprats soén diferents. Aquests compostos difereixen en el tipus de
transportador que els internalitza i en la preferencia d’interaccié amb les diferents
dianes. Aco podria explicar perqué alguns compostos sén efectius contra tumors que
proliferen rapidament i altres son efectius contra processos neoplasics amb una

proliferacié més lenta (Galmarini et al., 2001).

Analegs de nucleosids en el tractament contra el cancer

Entre els diferents agents antitumorals trobem analegs de nucleodsids de purines
i pirimidines. Aquests derivats van ser dels primers agents emprats per al tractament de
malalties serveres i, a dia d’avui, la seva eficacia és ben coneguda i presenten un ampli
us clinic. De fet, la recerca feta sobre purines i analegs de purines va ser guardonada
amb el premi Nobel de Fisiologia i Medicina el 1988 a Gertrude Elion i George Hitchings.
Concretament es va guardonar el desenvolupament racional de diversos farmacs
basant-se en el coneixement dels processos bioquimics i fisiologics

(https://www.nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/1988/elion-bio.html).

Els derivats de nucleosids segueixen les mateixes vies que els nucleosids
endogens com a mecanisme d’accié: I'analeg entra dintre de la cel-lula (majoritariament
a través d’'un transportador de nucleosids), es modifica pels enzims de la via de
recuperacié i es converteix en analeg de nucleotid, la seva forma activa. Llavors poden
ser incorporats als acids nucleics, inhibir la sintesi de DNA i provocar 'apoptosi cel-lular.
La diferencia entre els diferents farmacs resideix en la seva habilitat d’interaccionar amb
els enzims de la via de recuperacié de purines i pirimidines. En general, els analegs de
nucleosids pirimidinics mostren eficacia contra cancers hematologics i tumors solids
mentre que els nucleosids purinics funcionen, quasi exclusivament, contra malalties
hematologiques. El que encara no s’acaba d’entendre d’aquest mecanisme farmacologic
és que molecules que actuen de manera semblant a nivell cel-lular donen resultats

clinics tan diferents (Jordheim et al., 2013; Parker, 2009).
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Hi ha un total de 13 analegs de nucleosids aprovats per la FDA (Food and Drug
Administration), el que suposa un 20% dels farmacs emprats per al tractament del
cancer. A més, un d’ells va ser dels primers compostos aprovats per la FDA per al
tractament de la leucémia infantil: la 6-mercaptopurina. Aquest compost va ser aprovat
el 1953 i encara es considera efectiu i és un dels estandards de tractament per a aquesta
malaltia (Parker, 2009). Com ja s’ha esmentat, I’entrada d’aquests farmacs a la cel-lula

es produeix majoritariament a través dels transportadors de nucleosids (Taula 3).

Farmac antitumoral Analeg Tranportador que els internalitza
Mercaptopurina Purinic hCNT3, hENT1, hENT2
Citarabina Pirimidinic hCNT1, hENT1, hENT2
Fludarabina Purinic hCNT2, hCNT3, hENT1, hENT2
Pentostatina Purinic hENT1, hENT2
Cladribina Purinic hCNT2, hCNT3, hENT1, hENT2

hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT],

Azacitidi Pirimidini
zacitidina irimidinic hENT2, hENT3, hENTA
Clofarabina Purinic hCNT2, hCNT3, hENT1, hENT2
Nelarabina (AraG) Purinic
Decitabina Pirimidinic hENT2
Floxuridina Pirimidinic hCNT1, hCNT2, hCNT3
L. . hCNT1, hCNT3, hENT1, hENT2,
Gemcitabina Pirimidinic
hENT3
L hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENTY,
5-DFUR Pirimidinic
hENT2
5-Florouracil Pirimidinic hENT1, hENT2, hOAT2

Taula 3. Farmacs derivats de nucleosids emprats per al tractament del cancer. Adaptat de Pastor-
Anglada & Pérez-Torras, 2015

Analegs de nucleosids en el tractament contra malalties viriques

Els derivats de nucleosids també sén de gran utilitat per tractar malalties viriques
per la seva capacitat d’inhibir polimerases de DNA viriques i transcriptases inverses.

Alguns d’aquests analegs tenen un grup 3’-hidroxil que permet I'elongacié de la cadena
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després d’haver sigut incorporats al DNA o RNA, la qual cosa pot causar mutagénesi,
reduint aixi la infectivitat del virus (Leyssen et al., 2008). Entre les malalties viriques, cal
destacar el tractament amb analegs de nucleosids per al VIH (Virus de la
Immunodeficiéncia Humana) ja que hi ha un gran nombre de derivats de nucleosids que
s’empren per a combatre aquesta malaltia (Errasti-Murugarren & Pastor-Anglada,
2010). La diversitat dels analegs de nucleodsids per al tractament antiviral és molt divers
estructuralment ja que hi ha nucleosids, nucleotids i nucleosids aciclics (De Clercq &
Holy, 2005). En la Taula 4 es recullen els analegs de nucledsids antivirals internalitzats

pels transportadors de nucleosids.

Farmac antiviral hCNT1 hCNT2 hCNT3 hENT1 hENT2 hENT3
Zidovudina (AZT) S NT S NT S S
Zalcitabina (ddC) NT NT S S S S
Didanosina (ddl) NT S S S S S
Stavudina (d4T) S NT S NT S
Lamivudina (3tC) NT NT NT S
Ribavirina NT S S S S S

Taula 4. Farmacs derivats de nucledsids emprats per al tractament de malalties viriques. S:
Substrat. NT: No transportat. Adaptat de Molina-Arcas, et al. 2008

Analegs de nucleosids en el tractament de malalties inflamatories

Les tiopurines sén farmacs que s’utilitzen per a una gran varietat de condicions
cliniques. Son utilitzats en malalties inflamatories croniques com la malaltia inflamatoria
intestinal, malalties hematologiques i com immunosupressors en transplantaments
(Sahasranaman et al., 2008). Les tiopurines poden exercir la seva accié farmacologica de
diverses maneres. Les tiopurines necessiten |’activacid per la Hipoxantina-Guanina
Fosforibosil Transferasa (HGPRT), i es poden incorporar al DNA causant un arrest en el
cicle cel-lular i apoptosi. Al ser analegs de nucledsids, també inhibeixen enzims de la via

de novo. Moltes linies limfocitiques es veuen afectades per I'accié de les tiopurines i
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també bloquegen la proliferaciéo d’algun tipus de limfocits i aco acaba provocant
immunosupressié (Sahasranaman et al., 2008). Aquests derivats han demostrat ser
eficacos en diverses manifestacions de malaltia inflamatoria intestinal com la malaltia
de Crohn i la colitis ulcerosa (Axelrad et al., 2016). No obstant, I'efecte terapeutic
d’aquests compostos esta sota estudi ja que també presenten una elevada toxicitat
(Margal Pastor-Anglada & Pérez-Torras, 2015). Amb I'arribada de nous agents
terapeutics amb altres dianes immunologiques especifiques I'Us de les tiopurines es
veura clarament afectat, tot i que es necessiten més estudis per estudiar el seu possible

efecte positiu en sinergia amb altres farmacs (Axelrad et al., 2016).

Importancia farmacologica del transportadors de nucleosids

En el genoma huma existeixen més de 400 transportadors de membrana. Els
estudis clinics i pre-clinics evidencien que el transport és un pas determinant en
I'assequibilitat dels farmacs i, per tant, dels efectes terapéutics i adversos dels farmacs.
Els transportadors son el factor limitant del procés d’absorcid, distribucid i eliminacio
dels farmacs en les barreres epitelials (Giacomini & Huang, 2013). Amb la intencié de
millorar el coneixement d’aquest procés, es va crear l'International Transporter
Consortium (ITC) per tal de recolzar la investigacid a nivell d’absorcid, distribucio,
metabolisme i excrecid de farmacs, aixi com possibles interaccions entre diferents
farmacs (Giacomini KM, et al. 2010). Els transportadors de nucleosids es troben en
aquest conjunt de transportadors que internalitzen una amplia varietat de farmacs,
d’aqui la importancia biomedica del seu estudi a tots els nivells. De fet, esta descrit que
els transportadors SLC sén una oportunitat emergent com a dianes terapeutiques (Lin

et al.,, 2015).

Per altra banda, també hi ha linies de recerca que investiguen la possibilitat
d’internalitzar aquests tipus de farmacs sense utilitzar transportadors per tal de millorar
I'assequibilitat i selectivitat del farmac en questid, per exemple amb biopolimers
(Gorzkiewicz & Klajnert-Maculewicz, 2017). Si finalment aquesta aproximacio resulta
viable, pot ser Util en casos on I'expressid dels transportadors de nucledsids s’hagi
perdut per complert i no hi hagi manera de recuperar-la. No obstant, aquest tipus

d’estrategies encara no s’apliquen clinicament perqué no aconsegueixen |'eficiéncia i
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especificitat de la internalitzacid realitzada per proteines transportadores, el que ens
esta indicant que l'eficacia d’aquest tipus de terapia farmacologica depéen en gran

mesura de I'expressio dels transportadors de nucleosids, entre d’altres.

3. Altres funcions dels transportadors de nucledsids

Biomarcadors

Com ja s’ha descrit, els transportadors de nucleosids, a més d’internalitzar els
seus substrats naturals també internalitzen els derivats de nucleosids emprats com a
terapia per a algunes malalties. Per aquesta rad, en funcié de I'expressié dels
transportadors pot variar |'eficacia del tractament, per tant, sdn bons candidats per a
ser biomarcadors de sensibilitat als farmacs derivats de nucleodsids i de prognosi del

tractament (Marcal Pastor-Anglada & Pérez-Torras, 2015).

L'exemple més estudiat és I'expressié d’hENT1 en tumors solids i la resposta a
gemcitabina, principalment en cancer de pancrees. Les dades in vitro evidencien que
I'activitat d’hENT1 és el factor determinant per a I'accid de la gemcitabina. Quan es
sobreexpressa hENT1 s’incrementa la resposta de gemcitabina en cancer de pancrees, i
en cél-lules que no tenen hENT1 s’observa una elevada resisténcia al farmac (Mori et al.,
2007; Pérez-Torras et al., 2008). A més, hi ha estudis sobre la correlacié positiva entre
I'expressié d’hENT1 i el resultat clinic de la gemcitabina en pacients (Giovannetti et al.,
2006; Spratlin et al., 2004). També s’ha descrit que hENT1 pot ser un biomarcador per a
la malaltia de Huntington, ja que modula els nivells d’adenosina en el cervell en les

primeres etapes d’aquesta malaltia (Guitart et al., 2016) .

En el cas dels transportadors de nucleosids concentratius, també es va analitzar
I'expressié d’hCNT1 en tumors ginecologics i es va veure que la perdua d’expressid
correlacionava amb mala prognosi (Farré et al., 2004). En cancer de mama també es va
determinar que hCNT1 tenia un valor de prognosi per determinar la supervivéncia i el
risc de recaiguda per als pacients que havien estat sotmesos a cirurgia i un tractament

de ciclofosfamida, metotrexat i 5-FU (Gloeckner-Hofmann et al., 2006).
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Membres del purinoma

El purinoma es defineix com una xarxa molecular de lligands, receptors, enzims,
canals i transportadors purinéergics. Aquesta xarxa és important ja que regula multiples
processos en les cél-lules i els teixits (Volonté & D’Ambrosi, 2009). Alguns transportadors
de nucleosids, com que transporten nucleosids purinics, formen part d’aquesta xarxa.
Per exemple, en el sistema nervids central els ENTs permeten un flux d’adenosina i
aquest nucleodsid té diversos receptors que desencadenen vies de senyalitzacio
intracel-lulars importants ja que es tracta d’un neuromodulador que regula la
neurotransmissio entre d’altres aspectes (Dos Santos-Rodrigues et al., 2014; Nguyen et
al., 2015). En un model neuronal, la hipoxia i I’estimulacié dels receptors P1 d’adenosina
regulaven la preséncia de CNT2 (Medina-Pulido et al., 2013). Pel que fa a CNT2, es va
veure que estava sota control de receptors Al d’adenosina en hepatocits a través de
canals de potassi sensibles a ATP (Duflot et al., 2004). A més, I'adenosina captada per
CNT2 és la responsable de I'activacié d’AMPK (Aymerich et al., 2006; Medina-Pulido et
al., 2013). Quant a CNT3, també esta sota control purinergic en colangiocits. En el nostre
grup de recerca s’ha descrit un mecanisme pel qual es recapta adenosina del medi
extracel-lular a partir d’'una senyalitzacié inicial per ATP. D’aquesta manera es regula

fisiologicament el colangiocit i el flux biliar (Figura 13) (Godoy et al., 2014).
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Figura 13. Esquema dels passos pels quals I’adenosina i ’ATP poden modular la captacio
luminal d’adenosina en un model de colangiocits. Adaptat de Godoy et al., 2014
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Transceptors

A part de totes les funcions abans descrites per als transportadors de nucleosids,
hi ha evidéncies que suggereixen que també participen en la regulacié d’altres processos
com la transicié epiteli-mesenquima, la migracié cel-lular, el cicle cel-lular... Per
exemple, en cél-lules renals, es va veure que la inhibicié d’hENT1 induia la transicio
epiteli-mesenquima (Guillén-Gémez et al., 2011), aquest procés esta descrit que
contribueix a la disseminacié de les cel-lules canceroses i que és imprescindible per a la
invasié i metastasi d’adenocarcinoma pancreatic (Rhim et al., 2012). En un model in vivo
on es va inhibir la transicid epiteli-mesénquima, es va veure que I'expressié d’hCNT3 i
hENT2 es veia incrementada i, per tant, també ho feia la sensibilitat a gemcitabina (X.
Zheng et al., 2015). Per altra banda, també es va descobrir que si s’inhibia I’activitat dels
transportadors de nucledsids amb un compost de sintesi també s’inhibia la diferenciacid
d’osteoclasts (Katsuyama et al., 2016). L'expressio dels hCNTs esta associada a tipus
cel-lulars ben diferenciats (Molina-Arcas et al., 2008; Pastor-Anglada et al., 2008) i esta
descrit que en processos oncologics I'expressid es veu reduida (Farré et al., 2004;
Govindarajan et al., 2009; Mohelnikova-Duchonova et al., 2013) aixi com en condicions
de cultiu cel-lular in vitro (del Santo et al., 1998; X. Zheng et al., 2015). En el grup de
recerca s’ha demostrat que al restaurar I'expressi6 d’hCNT1 en una linia
d’adenocarcinoma pancreatic s’aconsegueix induir arrest en el cicle cel-lular,
s'incrementa la mort cel-lular mitjangant un mecanisme no relacionat amb I’apoptosi,
s’activen diferents vies de senyalitzacio i s’inhibeix la migracié cel-lular. Tots aquests
esdeveniments cel-lulars es donen també quan restaurem |'expressié d’un mutant
d’hCNT1 que no té I'habilitat de translocar substrat. A més, al restituir I'expressio
d’hCNT1 en un model in vivo d’adenocarcinoma pancreatic aconseguim una reduccié

del creixement tumoral (Pérez-Torras et al., 2013).

Totes aquestes evidéncies fan pensar que els transportadors de nucleodsids
podrien ser definits com transceptors. El concepte de transceptor va ser descrit per
primer cop a partir d’estudis fets en S. cerevisiae i E. coli (Holsbeeks et al., 2004).
Aguestes investigacions evidenciaven que existia un mecanisme en la membrana de la
cél-lula que feia de sensor de nutrients essencials, no obstant, ja es coneixia la presencia

de receptors que al ser activats pels seus lligands activaven senyals intracel-lulars. El que
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va ser sorprenent va ser el descobriment de proteines que eren sensors de nutrients
amb una activitat de transport residual. Per exemple, en E.coli van descobrir una copia
duplicada del gen que codifica per a la glucosa-6-fosfatasa que tenia poca activitat
transportadora, pero que induia I'expressié de la seva copia activa (Schwoppe et al.,
2003). Per tant, ens trobem davant d’'una proteina que es comporta com un
transportador i un receptor, d’aqui el nom de transceptor. Amb el temps, s’han anat
descobrint diferents tipus de transceptors (Figura 14): els que tenen activitat
transportadora (Hundal & Taylor, 2009; Lacoste et al., 2012; Tanaka et al., 2014) i els
que I'han perduda (Forsberg & Ljungdahl, 2001). Per tant, es podria pensar que
evolutivament els receptors provenen dels transceptors que, amb el temps, han anat
perdent la capacitat de transportar el substrat. Aquesta teoria es veu recolzada quan el
receptor i el transportador presenten una estructura semblant. No obstant, en molts
casos no es coneix si el substrat/lligand s’uneix en el mateix lloc d’unié en el cas del
transportador/transceptor/receptor (Conrad et al., 2014; Thevelein & Voordeckers,
2009). De fet, ja hi ha transportadors que tenen llocs d’unié amb diferents afinitats com

és el cas d’hOCT1 (Koepsell, 2011).
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Figura 14. Teoria de l'evolucié dels receptors a partir dels transportadors i passant pels
transceptors. Adaptat de Thevelein & Voordeckers, 2009

Existeixen nombrosos exemples publicats de transceptors en els diferents
regnes: un dels més estudiats en mamifers és del transportador d’aminoacids LAT1-
4F2hc que senyalitza a través del complex mTOR (L. Zheng et al., 2016) i influeix en la
invasio i migracio de cél-lules de colangiocarcinoma (Janpipatkul et al., 2014), també
s’han descrit multiples transceptors en plantes (Giehl & von Wirén, 2015; J. Sun & Zheng,
2015). Tot acod fa pensar que és un mecanisme molt conservat al llarg de I'evolucid i que,

possiblement, hi ha molts transportadors involucrats en aquest tipus de senyalitzacid.
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4. Regulacio dels transportadors per interaccions
proteiques

La gran majoria dels processos biologics dintre de les cél-lules es porten a terme
per proteines que interaccionen fisicament formant complexes estables (Srihari et al.,
2015). La interaccid proteina-proteina es coneix com el contacte fisic entre dues
proteines dintre d’una cel-lula o un organisme viu. Pero no és el mateix si dues proteines
comparteixen un contacte funcional que si estan juntes en I'espai (Rivas & Fontanillo,
2010). De fet, Mackay i col-laboradors comparen les interaccions proteiques publicades
a la literatura cientifica amb la situacid que ocorre en I'obra mestra de William
Shakespeare “Othello”: quan s’esdevé una gran tragedia perque Othello evidencia de
manera poc solida una interaccio fisica inapropiada de Desdemona. Des del seu punt de
vista, la major part de les interaccions proteiques publicades estan basades en dades i
tecniques poc fiables i aquestes dades estan sent utilitzades per generar mapes
d’interaccions proteiques (Figura 15), els quals poden generar confusions a I'hora
d’extreure conclusions biomediques (Mackay et al., 2007). L’elevada taxa d’errors, falsos
positius i baixa reproductibilitat dels metodes protedmics actuals posa de manifest que
el coneixement generat mitjancant aquestes técniques haura de ser validat
posteriorment amb altres métodes (Stagljar, 2016). Existeixen diverses técniques per a
fer cribratges d’interaccions de proteines i que estan acuradament recopilats en una
revisié publicada per Snider i col-laboradors (Snider et al., 2015). Cada técnica presenta
una serie de limitacions que l'investigador/a ha de tenir en compte a I’hora d’extrapolar
els resultats obtinguts amb aquestes tecniques. A més, s’esta evidenciant cada cop més
qgue en el camp de la interaccié de proteines es requereixen tecniques molt sensibles ja
gue, en molts casos, es tracta d’unions transitories i molt breus (Milles et al., 2015). No
obstant, les tecniques de cribratge d’ampli espectre es segueixen emprant per a la
deteccié d’interaccions proteiques ja que hi ha evidéncies que, en certa mesura, sén
eines d’utilitat per a la generacié de coneixement basic (Snider et al., 2015) i que sembla

ser que en un futur puguin ser d’utilitat clinica (Arkin et al., 2004; Laraia et al., 2015).
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Figura 15. Interactoma de la proteina HSP90. Imatge extreta de Hong et al., 2017

Aquestes técniques més convencionals s’han fet servir per a coneixer algunes de
les proteines que interaccionen amb proteines de membrana. Un dels casos més
paradigmatics relacionat amb la regulacié de proteines de membrana és I'intercanviador
de sodi i protons (NHE3) que és un membre de la familia génica SLC9 i que diversos
estudis han demostrat la importancia fisiologica de les interaccions proteiques en la
regulacio d’aquest intercanviador (Donowitz et al., 2009; Donowitz & Li, 2007). Aquest
intercanviador de sodi i protons comparteix un tret estructural amb els transportadors
de nucleodsids concentratius, que és la preséncia d’un gran domini intracel-lular a través
del qual interaccionen les diferents proteines. Per als transportadors de nucleosids les
tecniques de deteccid d’interaccions proteiques han permés coneixer alguns aspectes
reguladors lligats al domini amino terminal, ja que ha sigut el domini emprat per a trobar
les proteines d’interaccid. Per exemple, per a hCNT2 es van descobrir dues proteines
d’interaccié mitjancant un doble hibrid en bacteris i GST-Pull Down: aldolasa B i GRP58
respectivament. GRP58 sembla ser un efector negatiu d’hCNT2, mentre que un flux
glucolitic en aldolasa B modulava I'activitat d’hCNT2 incrementant I’afinitat pels seus
substrats (Huber-Ruano et al., 2010). Quant a hCNT3, amb la técnica de GST-pull down,
es va descobrir Galectina-4 com a possible proteina d’interaccid, després de validar-ho

amb altres tecniques, es va observar en cel-lules de cancer de colon que la preséncia de

32



Introduccid

Galectina-4 afavoreix la localitzacid d’hCNT3 a membrana i incrementa la seva activitat

(Fernandez-Calotti et al., 2016).

Per al cas dels transportadors de nucleodsids equilibratius, les aproximacions que
s’han fet per trobar interaccions proteiques han sigut amb la proteina sencera. La
tecnica emprada ha sigut el cribratge d’ampli espectre MYTH (Membrane Yeast Two-
Hybrid) que també s’ha utilitzat en aquesta tesi doctoral. Mitjancant aquest métode s’ha
descobert que la calmodulina interacciona amb hENT1 i segons els nivells de calci es veu
afectada la seva activitat (Bicket et al., 2016). Per a la proteina hENT2 també s’ha
realitzat el MYTH (Membrane Yeast Two-Hybrid) on es van trobar unes 100 possibles
proteines d’interaccié englobades en diferents funcions o regions cel-lulars com
proteines nuclears, mitocondrials, relacionades amb trafic, etc. De les quals encara no
s’ha acabat de demostrar la implicacié fisiologica (Tesi Doctoral - Natalia Graiié

Boladeras).
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Objectius

Els transportadors de nucleosids sén de gran importancia pel seu paper clau en
la recuperacié de nucleosids extracel-lulars, aixi com per les noves funcions descrites
més enlla de la translocacié dels seus substrats, que els relacionarien amb diversos
aspectes de la fisiologia cel-lular. A més, els transportadors de nucleosids sén un objectiu
d’estudi important a nivell biomédic ja que sén els encarregats d’internalitzar els
farmacs derivats de nucleosids emprats en el tractament de malalties viriques,
inflamatories i en processos oncologics. L'eficacia d’aquests derivats dependra en

primer lloc de I'entrada del farmac a la cel-lula pel transportador corresponent.

D’entre tots els transportadors de nucleosids, aquest treball s’ha centrat en
I’estudi del membre hCNT1 per la seva implicacié en la captacié de nombrosos farmacs
emprats en tumors solids, per I'alteracié de la seva I'expressid es veu alterada en
processos carcinogenics i per les solides evidéncies del seu comportament com un

transceptor.

En base a aquests antecedents ens vam plantejar com a objectiu general
g . . . T .
aquest treball estudiar els determinants estructurals i les implicacions funcionals de

I'interactoma proteic d’hCNT1.
Per poder assolir-lo es desenvoluparen els seglients objectius concrets:

-Estudi de l'impacte funcional de la primera mutacié en el gen SLC28A1 (hCNT1)

detectada en una patologia humana amb un fenotip sever.

-Estudi de la funcié del domini N-terminal d’hCNT1 i la possible implicacid en la biologia

tumoral.

-ldentificacié de I'interactoma proteic d’"hCNT1 i estudi de la funcié biologica del mateix.

37






RESULTATS I DISCUSSIO






Resultats i Discussi6

1. Estudi de l'impacte funcional de la primera mutacio del
gen SLC28A1 detectada en una patologia humana

En el marc de la reunié de la Purine and Pyrimidine Society de I'any 2015, es va
tenir accés a dades no publicades del doctor André van Kuilenburg (Academic Medical
Center-Paisos Baixos) d’un cas clinic d’'un malalt nounat que va morir a les nou setmanes
de vida i que mostrava uns nivells elevats d’uridina i citidina en orina. Els simptomes del
malalt es corresponien amb un fenotip mitocondrial. El pacient va desenvolupar una
acidosi lactica persistent amb els nivells d’enzims hepatics alterats i presentava
insuficiéncia respiratoria gradual. També presentava una lleugera hepatomegalia,

esplenomegalia marcada i necrosi aguda al cortex renal.

Les dades cliniques, sobretot la presencia d’uridina i citidina en orina per sobre
dels nivells habituals, van fer pensar que es podria tractar d’algun problema en el
metabolisme dels nucleodsids pirimidinics. Per aixo es van analitzar els principals enzims
del metabolisme de nucleodsids perd no es va trobar cap anomalia a nivell de seqliéncia.
Analitzant el cas més en profunditat varem proposar que podria tractar-se d’un
problema de recaptacid de nucleosids, llavors es van analitzar els gens dels
transportadors de nucleosids (families SLC28 i SLC29). Aleshores es van trobar canvis en
la seqliencia per a hCNT1 (gen SLC28A1) (Taula 5), que és el transportador que, junt amb

hCNT3, transporta uridina i citidina amb major afinitat.

Freqléncia
Canvi de Residu | Canvi de Base al-lelica

menor (%)
p.N3N/wt c.9C>T/wt 2.2
p.V189l/wt €.565G>A/wt 34.8
p.G210G/wt | c.630A>T/wt 1.8
p.Q237K/wt | c.709C>A/wt 25.1
p.K383K/wt | c.1149G>A/wt 46.8
p.Q456Q/wt | c.1368A>G/wt 7.2
p.R510C/wt | ¢.1528C>T/wt 11.8
p.R561Q/wt | c.1682G>A/wt <1

Taula 5. Recopil-lacioé dels canvis en la seqiiéncia del gen SLC28A1 detectades en el pacient.
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Entre totes les modificacions, ens vam centrar en aquelles que comportaven un
canvi d’aminoacid que pogués provocar alguna alteracié funcional de la proteina. L'Unic
canvi de residu que no era un polimorfisme i era la primera vegada que es descrivia és
el que correspon a I'alteracié 1682G>A (wt>pacient) i que comporta el canvi de residu
R561Q. Mentre que els altres canvis: V189I, Q237K i R510C, eren polimorfismes ja

descrits.

Segons dades publicades amb diversos models de treball, CNT1 es troba
majoritariament al tubul contornejat proximal, area del ronyd implicada en la reabsorcié
de glucosa, aminoacids i -entre d’altres soluts organics- aparentment també nucleosids.
La ubicacié apical d’aquest transportador li atorga un paper clau en la recaptacié de
nucleosids (Figura 16) (Errasti-Murugarren et al., 2012; Pastor-Anglada et al., 2007;
Rodriguez-Mulero et al., 2005). Arran de les dades cliniques obtingudes i les evidencies
funcionals que semblen relacionar la pérdua de nucleosids per orina amb I'activitat
d’hCNT1, es va decidir fer un estudi sobre l'impacte d’aquesta mutacié i dels

polimorfismes sobre la funcionalitat de la proteina hCNT1.

Figura 16. Immunohistoquimica d’hCNT1 en una biopsia renal. Figura extreta de: Pastor-Anglada
et al., 2007

Primerament, es va realitzar un estudi bioinformatic de les possibles implicacions
d’aquests canvis en la seqliencia d’aminoacids de la proteina. En col-laboracié amb els
Drs. Xavier Barril i Axel Bidon-Chanal, es va generar un model bioinformatic amb els
programes GOLD (Jones et al., 1997) i GLIDE (Halgren et al., 2004) que prediu in silico

I'estructura dels hCNTs (Arimany-Nardi et al., 2017-Pendent d'acceptacié). Segons
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aquest model, la mutaciéo R561Q estaria situada una en la cara extracel-lular i estaria
lluny del lloc d’unié del substrat (Fig.17). Dels canvis polimorfics, es va analitzar el
possible impacte dels canvis R510C i Q237K, que estan situats a la cara intracel-lular i en

una regio dintre de la membrana respectivament (Fig. 2).

., Lloc d’unié al substrat
Regio Extracel-lular

TN

Regid Intracel-lular

Figura 17. Prediccio de I’estructura d’hCNT1 i localitzacié dels canvis de residu estudiats.

Analitzant els canvis a escala molecular (Fig. 18), es va veure que els canvis
d’aminoacid podrien trencar algunes interaccions electrostatiques importants. El canvi
Q237K pot afectar el correcte posicionament del transportador a la membrana
(representada en superficie) ja que implica I'aparicié d’una carrega positiva en una zona
altament hidrofobica en [I'estructura cristall del transportador. L'arginina 510
interacciona amb I'aspartic 440 i la glutamina 461 de manera que manté la posicid de
les helixs a les quals pertanyen. La mutacié a cisteina trencaria el conjunt d’interaccions
i podria dificultar el canvi conformacional. Pel que fa a l'arginina 561, estaria
interaccionant amb I'aspartic 564, la metionina 333 i I'alanina 331 de manera que
mantindria la posicid de les hélixs a les quals pertanyen. La mutacié a glutamina
trencaria el conjunt d’interaccions i també podria dificultar el canvi conformacional a

I’hora de translocar el substrat.
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Figura 18. Prediccio de les interaccions electrostatiques de cada canvi d’aminoacid.

A continuacid, es va subclonar hCNT1 a partir de teixit hepatic en un vector
d’expressié eucariota (pcDNA3.1) per a poder fer un estudi funcional en cél-lules en
cultiu. Seguidament es van generar per mutagenesi dirigida els canvis d’aminoacid
R510Ci R561Q per separat i conjuntament. Es va escollir estudiar el polimorfisme R510C
junt amb la mutacié ja que bioinformaticament ambdds canvis semblaven estar
dificultant el canvi conformacional del transportador al realitzar la seva funcié. Com
s’observa en la Figura 19, el transportador wild type presenta gairebé el doble d’activitat
que les variants que incorporen les respectives mutacions. Quant als nivells de proteina,

també veiem que s’expressa en major proporcié que les variants mutades.
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Figura 19. Activitat i nivells de proteina hCNT1 de cada constructe. Transfeccid transitoria dels
constructes en la linia cel-lular HEK293 i mesura de I’activitat de transport (captacio de citidina) i dels
nivells de proteina per western blot 48h després de la transfeccid. Resultats expressats com: Mitjana
+ S.E.M. n=3.

També es van subclonar tots els constructes en el vector d’expressié pEGFP-C1
per poder fusionar GFP a I'extrem amino terminal i poder seguir la localitzacié de cada
proteina. Es pot veure a la Figura 20 que el patré d’activitat és molt similar a I'obtingut
sense la proteina GFP fusionada pero els valors absoluts d’activitat son lleugerament
inferiors. Aixo pot ser perqué probablement la fusié de GFP pertorba I'activitat o bé que
els nivells d’expressié sén diferents ja que els promotors dels plasmidis son diferents.
No es va poder subclonar satisfactoriament el constructe amb les dues mutacions. S’ha
intentat repetir la subclonacioé sense exit. Desconeixem el problema ja que les dianes de
restriccio utilitzades per a la subclonacié no deurien donar problemes. Una altra opcié
per obtenir aquest constructe seria afegir per PCR altres dianes de restriccid per

subclonar-lo adequadament.
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Figura 20. Activitat de hCNT1 de cada constructe fusionat amb GFP. Transfecci6 transitoria dels constructes
en la linia cel-lular HEK293 i mesura de I'activitat 48h després de la transfeccid. Resultats expressats com:
Mitjana £ S.E.M. n=2.

Al analitzar la localitzacié cel-lular de cada constructe (Fig. 21) s’aprecia que el
constructe hCNT1 esta present a membrana. Pel que fa als mutants, R510C és el
constructe que presenta menys marcatge a membrana, el que quadraria amb la menor
activitat d’aquest constructe. El mutant R561Q es troba lleugerament més a membrana
gue R510C perdo no arriba als nivells del wild type. Per tal de determinar
guantitativament els nivells dels diferents constructes a membrana s’hauria de tenyir la
membrana plasmatica amb reactius com el WGA (Wheat Germ Agglutinin) associat a un
fluorocrom. Es va determinar I'expressié dels diferents constructes quantificant la
intensitat de senyal en diferents cél-lules mesurant els pixels per unitat d’area (Figura
22) i la tendéncia es correlaciona amb els valors d’activitat i expressié obtinguts per
western blot, no obstant, les diferéncies no sén significatives ja que els valors tenen un
taxa d’error molt elevada a causa de la diferéncia d’intensitat entre distintes cel-lules i

el pla on s’analitzava.
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hCNT1-GFP

R510C-GFP

R561Q-GFP

Figura 21. Localitzacio subcel-lular dels constructes. Transfeccid transitoria dels constructes fusionats
amb GFP en la linia cel-lular HEK293. Immunocitoquimica realitzada 48h després de la transfeccid.

Imatges obtingudes amb el microscopi confocal Leica SPE, objectiu 63X.
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hCNT1 R510C R561Q

Figura 22. Determinacid de I'expressié dels constructes. La intensitat de fluorescencia de cada
constructe es va determinar quantificant el nombre de pixels per unitat d’area. Calcul realitzat
amb el software lliure FlJI, quantificant els pixels per unitat d’area en un total de 10 cél-lules de
cada constructe.
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Una de les hipotesi que es van plantejar davant d’aquestes evidencies
experimentals va ser la possibilitat de que les mutacions causaren un plegament
defectuds de la proteina i aixd0 comportés una major degradacié de la mateixa. Altra
opcié seria que aquests canvis d’aminoacid no permeteren un canvi conformacional
adequat del transportador al internalitzar el substrat, aixi, el recanvi proteic d’aquestes
variants d’hCNT1 podria ser més rapid i per aixo hi hauria menys quantitat de proteina
i, en conseqléncia, menys activitat de transport. Hi ha nombrosos casos a la literatura
cientifica on es demostra que diferents mutacions o variants d’splicing d’una proteina
presenten variacions en el recanvi i aixo afecta a I'expressio de la proteina (Araki et al.,
2014; Errasti-Murugarren et al., 2009; Nakagawa et al.,, 2011). A més, existeixen
correlacions entre la velocitat de recanvi de les proteines que contenen mutacions i
alguns parametres clinics de pacients amb problemes pituitaris (Herndndez-Ramirez et
al., 2016), glaucoma (Banerjee et al., 2016) o esclerosi lateral amiotrofica (ELA) (Araki et

al., 2014) entre d’altres.

Per tal de demostrar si el recanvi proteic d’aquestes mutacions es veia afectat,
en una primera aproximacié es va analitzar la vida mitja d’aquestes proteines mitjangant
un assaig d’inhibicié de la sintesi proteica amb cicloheximida. Aquest antibiotic produit
pel bacteri Streptomyces griseus actua inhibint la translocacié dels tRNA, bloquejant aixi
I'elongacié de la sintesi proteica. En una primera aproximacidé, es va realitzar un
tractament de vuit hores i es va analitzar per western blot la quantitat total de proteina

(Figura 23).
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Figura 23. Determinacié de I’expressié dels constructes en funcié del temps. Transfeccio
transitoria dels diferents constructes en la linia HEK293, a les 24h post-transfeccid s’atura la sintesi
proteica amb cicloheximida (CHX) (20 pug/mL) i s’analitza per western blot la presencia de cada
constructe.

R510C
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Com s’observa en la figura 23, el marcatge d’hCNT1 és un doblet i s’observa una
reduccid de la banda inferior perd no de la superior al inhibir la sintesi proteica. De fet,
semblaria que la banda superior s’enriqueixi al llarg del tractament. Al no poder
determinar la diferéncia entre les dues bandes (que podria tractar-se de dues isoformes
d’hCNT1 amb diferents modificacions postraduccionals) i no sabiem quina de les dues
bandes tenir de referéncia es va decidir treballar amb els constructes fusionats amb GFP
i es va mesurar per citometria de flux la intensitat de la fluorescencia de GFP en funcio
del temps un cop aturada la sintesi proteica (Figura 24). Aquest métode resulta més
sensible que la mesura per western blot ja que estem mesurant la intensitat de
fluorescéncia de cada cél-lula individualment i aix0 ens donara un valor d’expressié més

acurat.
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Figura 24. Fluorescéncia mitjana de les cel-lules transfectades amb cada constructe. Transfeccid
transitoria dels diferents constructes en la linia HEK293, a les 24h post-transfeccié s’atura la sintesi
proteica amb cicloheximida (20 pg/mL) i s’analitza per citometria de flux la fluorescéncia mitjana
de les cél-lules. n=1.

Com es pot veure en la Figura 24, ambdues mutacions semblen degradar-se més
rapidament que la proteina wild type ja que, després de 10 hores de tractament amb
cicloheximida, la fluorescéncia mitjana de les mutacions s’ha reduit un 20% respecte a
I'inici mentre que la fluorescéncia de la proteina wild type ha romas constant. En les

primeres dues hores de tractament, la sobreexpressido encara és més potent que la
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inhibicid de la sintesi proteica i tenim un lleuger augment de la fluorescéncia. En canvi,
conforme transcorre el temps del tractament, la fluorescencia en el cas de les mutacions
decau lleugerament i la fluorescéncia de la proteina wild type és la mateixa. De tota
manera, s’han d’analitzar temps més llargs amb la sintesi proteica inhibida per confirmar
que les proteines mutades s’acaben degradant totalment abans que la proteina normal.
Altra cosa que sobta d’aquest resultat és que hi hagi uns ritmes de degradacié tan lents,
ja que esta descrit que per a hCNT3 la vida mitja es troba al voltant de les 8 hores (Errasti-
Murugarren et al., 2009). Una possible explicacié a aquesta observacid podria ser que la
degradacid de la fluorescencia és més lenta perque la proteina GFP és molt estable per
la seva estructura secundaria compacta (Li et al., 1998; Mateus & Avery, 2000).
Alternativament, hCNT1 podria ser més estable que altres membres de la familia hCNT
i la seva vida mitja és més llarga. Per tal de saber si el tag GFP esta influint en la vida
mitja de la proteina s’hauria de determinar per western blot I'expressid dels dos

constructes en funcié del temps.

En una segona aproximacio, es va realitzar el tractament de cicloheximida unes
40 hores post-transfeccid (enlloc de 24 hores) per tenir més quantitat de proteina
sintetitzada i es va doblar la concentracié de cicloheximida (40 pg/mL) per tal de que la

inhibicid de la sintesi proteica fos més acusada.
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Figura 25. Fluorescéncia mitjana de les cél-lules transfectades amb cada constructe de hCNT1.
Transfeccid transitoria dels diferents constructes en la linia HEK293, a les 40h post-transfeccid (t=0
hores) s’atura la sintesi proteica amb cicloheximida (40 pug/mL) i s’analitza per citometria de flux
la fluorescéncia mitjana de les cel-lules. n=1.
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Com s’observa a la Figura 25, abans de tractar amb cicloheximida hi ha més
quantitat d’"hCNT1 wild type que dels mutants i aquesta diferencia s’'incrementa amb el
temps (de -13 hores fins 0 hores). Un cop afegim la cicloheximida, I'increment de la
intensitat de la fluorescéncia s’atura i roman constant al llarg del tractament. Aquest
resultat és dificil d’interpretar ja que esperariem que la fluorescéncia anés disminuint
per la degradacio de les diferents proteines. Podria ser que la cicloheximida no estigués
inhibint la sintesi proteica d’una manera eficient, encara que hem emprat una
concentracié més elevada en comparacié a altres treballs (Errasti-Murugarren et al.,
2009; Fernandez-Calotti et al., 2016). Morfologicament si que sembla que la
cicloheximida esta exercint un efecte toxic sobre les cél-lules ja que anaven morint al
llarg del tractament. Podria ser que davant d’uns nivells tan elevats de la proteina fds
més dificil de detectar la degradacié o bé estem davant de proteines molt estables. Per
tal d’esbrinar alguna d’aquestes incognites s’hauria de tenir algun control intern de que
la inhibicié de la sintesi proteica s’esta donant, per exemple, es podria mesurar una
proteina de temps de vida mitja curt. També es deurien mesurar els valors de degradacié
a temps més llargs de tractament, fins arribar a les 24h almenys, per veure si ens trobem
davant de proteines amb vida mitja més llarga. Malgrat no s’ha pogut determinar un
valor de vida mitja concret per a cada constructe, si que s’observa una diferéncia entre
la relacié sintesi/degradacié dels diferents constructes i aixd pot ser causat per la
desestabilitzacid que provoquen els canvis d’aminoacid. Per motius temporals no s’ha
pogut realitzar cap assaig més pero, per resoldre les diferents incognites, el projecte
continuara en les mans d’un altre membre del grup de recerca. Les seglients
aproximacions a dur a terme seran analitzar el perfil d’expressié de cada constructe des
de l'inici de la transfeccié fins al pic d’expressié (unes 40 hores post-transfeccio), en
funcié d’aquest perfil, s’escollira el punt més adient per iniciar el tractament amb
cicloheximida. La millor condiciéd que se’ns ocorre per fer la inhibicié de la sintesi
proteica és gairebé a l'inici de la transfeccid quan els valors d’expressié aparentment
son més semblants entre els tres constructes. A partir d’aquest punt esperem poder

demostrar que la degradacié dels mutants és més rapida.

Un cop determinats els valors de vida mitja dels constructes, s’intentara esbrinar

si la degradacié proteica es dona per la via del proteasoma o per la via lisosomal. També
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s’estudiara si el tractament amb inhibidors del proteasoma (com MG132) o inhibidors
de la degradacio lisosomal o autofagica (com la hidroxicloroquina) poden ser efectius
per a restaurar la funcié de la proteina tal i com ja s’ha descrit per a altres proteines
(Cebotaru et al., 2014). De fet, ja s’han realitzat diversos assajos clinics amb farmacs
inhibidors del proteasoma (Einsele, 2014; Obrist et al., 2014), de la degradacid lisosomal
(Wolpin et al., 2014) o combinacions dels dos (Vogl et al., 2014) per al tractament de
diferents tipus de malalties on la degradacio d’alguna proteina es veu alterada. Aquests
tipus de tractaments recuperen I'expressié de proteines que estan afectades per una
major degradacid. No obstant, es tracta d’una terapia insuficient ja que es desenvolupen
mecanismes de resisténcia, pero si que és un tractament util quan s’utilitza en

combinacié amb farmacs que tinguin altres dianes (Wang et al., 2015).

La rellevancia d’aquest estudi en un context fisiologic és dificil d’extrapolar, ja
que el treball s’ha realitzat en una linia cel-lular renal on s’ha sobreexpressat la proteina
d’interés. Esta descrit que CNT1 es troba en el ronyd junt als altres CNTs (Elwi et al.,
2006), més concretament en el tubul contornejat proximal, on es dona 'absorcié d’ions
i soluts organics (Figura 26) (Pastor-Anglada et al., 2007; Rodriguez-Mulero et al., 2005).
Podria ser que si es redueix I'expressio d’'hCNT1 a la meitat com hem observat, es reduis
la recuperacié i, per tant, provoqués una perdua notable de nucledsids per I'orina.
Llavors, els nucleotids haurien de ser sintetitzats principalment per la via de novo, amb
el cost energétic que suposa per a I'organisme respecte a la via de recuperacio (salvage).
Aquesta desregulacié en els nivells de citidina i uridina podria causar una desregulacio
en el ronyd que podria provocar alguna lesié a I’0rgan com la necrosi cortical aguda
detectada, amb una conseglient fallida renal. La fallida renal pot provocar problemes en
el balancg acid-base de I'organisme (Andreoli, 2009), el que podria lligar amb I’acidosi
lactica que presentava el pacient. De fet, en un model de diabetis en rata, s’observa una
perdua d’expressio dels CNTs al ronyé i aixo podria ser una explicacié a la nefropatia
desenvolupada amb diabetis (Rodriguez-Mulero et al., 2005). De manera que sembla
qgue la correcta expressio dels transportadors de nucledsids esta lligat a un
funcionament renal adequat. Els possibles tractaments terapéutics un cop esta
desenvolupada la fallida renal aguda (Acute Kidney Injury en anglés) sén el

transplantament de ronyd i la dialisi (Andreoli, 2008, 2009).
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Figura 26. Perfil d’expressié dels transportadors de nucleosids en la nefrona. Figura adaptada
de Rodriguez-Mulero et al., 2005

En el ronyd també hi ha expressié de hCNT2 i hCNT3 (Young et al., 2013) que
poden captar uridina i citidina amb elevada afinitat. Resultaria ldgic pensar que aquestes
dues proteines podrien compensar en certa mesura la reabsorcié d’aquests dos
nucleosids. Perd en un model de nefrona de rata esta descrit que la localitzacié
d’aquests transportadors és més distal (en comparacié a CNT1 que és més proximal) i
podrien estar regulant la recaptacié d’adenosina (Fig. 26) (Rodriguez-Mulero et al.,
2005). L’adenosina és un dels principals reguladors d’aquest organ, regulant multiples
processos com la retroalimentacié tubuloglomerular (tubuloglomerular feedback), que
és el mecanisme pel qual canvien el processos d’absorcié en funcid de les
concentracions d’electrolits (Vallon et al., 2006). Podria succeir que aquests dos
transportadors estiguessin saturats d’adenosina i no poguessin compensar la manca

d’activitat de CNT1.

Malgrat que ja existien descrites dues variants polimorfiques d’hCNT1 amb
perdua total de funcid transportadora, aguestes variants es trobaven en heterozigosi i
hi havia una copia del transportador que funcionava correctament. De fet, aquest estudi
geneétic esta fet amb un banc de DNA de poblacid sana, per tant, no presentaven cap
fenotip de malaltia per ser portadors d’aquestes mutacions en heterozigosi (Gray, et al.,

2004). En el cas clinic estudiat, com que no es va poder fer cap bidpsia al pacient ni als
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pares, no sabem si el malalt tenia alterades les dues copies del gen que codifica per a
hCNT1 o només en un dels cromosomes. Per a esbrinar quin és |'efecte dels canvis
detectats en el pacient, seria interessant generar un model in vivo on es poguessin
introduir tots els canvis de residu trobats per a hCNT1 i observar el fenotip i la fisiologia
gue presenta el model. Potser que la combinacid de tots els canvis acumulats resulta en
una caiguda total de funcié que explicaria el fenotip del pacient. També podria ocorrer
gue les alteracions estiguessin en cromosomes diferents i, per tant, ambdues copies

tindrien activitat disminuida.

Altra possible explicacié seria pensar que la mutacié no només esta afectant a la
funcié transportadora d’hCNT1, sind que potser esta modificant la capacitat
transceptora descrita. Com s’ha demostrat per a linies d’adenocarcinoma pancreatic,
hCNT1 produia canvis fenotipics com la induccié de mort cel-lular, canvis en el cicle
cel-lular i una reduccio de la migracié. La mutacié S546P, sense activitat transportadora,
també provocava els mateixos canvis (Pérez-Torras et al., 2013). Potser els canvis
d’aminoacid R510C o R561Q poden generar algun canvi en aquest tipus de senyalitzacié
i provocar que hCNT1 indueixi uns canvis fenotipics diferents. Per tal d’analitzar-ho,
s’haurien de generar els constructes adenovirals amb els canvis d’aminoacid per poder

transduir les linies cel-lulars on s’ha descrit I'activitat transceptora d’hCNT1.
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2. Estudi de la funcié del domini N-terminal d’hCNT1 i la
possible implicacié en |a biologia tumoral.

Com ja s’ha esmentat a la introduccio, I'estructura predita en base a models
bioinformatics (Sonnhammer et al., 1998) per a la familia genica SLC28 (CNT-
Concentrative Nucleoside Transporter) fins fa pocs anys era de 13 dominis
transmembrana amb un domini N-terminal intracel-lular i un C-terminal extracel-lular
(Pastor-Anglada et al., 2008). No obstant, la cristal-litzacié del primer transportador de
nucleosids concentratiu de Vibrio cholerae (vcCNT) (Johnson et al., 2012) va aportar
nova informacio per replantejar el model existent. L'elevada homologia que presenta el
transportador vcCNT amb els seus ortolegs humans (per exemple, ’lhomologia amb
hCNT3 és d’'un 38%) va permetre establir un model lleugerament diferent a I’anterior.
L’estructura cristal-lina de I'ortoleg de Vibrio cholerae prediu 8 dominis transmembrana,
de manera que si s’afegeixen els tres dominis transmembrana extra que hi ha en els
organismes eucariotes, el model quedaria amb 11 dominis transmembrana i els extrems
N-terminal i C-terminal en les regions intracel-lular i extracel-lular respectivament
(Figura 27). Els residus d’unié a uridina estan localitzats als dominis HP1 i HP2. El lloc
d’unié a sodi es troba entre el domini HP1 i el domini transmembrana 4. Pel que fa al
segon lloc d’unid a sodi que existeix en hCNT3 encara no ha sigut identificat (Young et

al., 2013).

cytoplasm

Figura 27. Topologia predita per a CNT2 a partir del model de: Johnson et al., 2012. Figura adaptada
de: Young et al., 2013
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El domini N-terminal intracel-lular i els seglients tres dominis transmembrana
només es troben en eucariotes i semblaria ser una adquisicié evolutiva ja que els
ortolegs procariotes no tenen aquesta part (Hamilton et al.,, 2001). També hi ha
evidéncies experimentals que demostren que aquesta regidé N-terminal no és
estrictament necessaria per I'activitat del transportador ja que mutants truncats per a
aquesta regid encara conserven una activitat residual de transport (Hamilton et al.,
2001). Tot a¢o podria suggerir que ens trobem davant d’un domini que podria tenir
funcions reguladores mitjancant la interaccié amb altres proteines o bé podria estar
regulant la senyalitzacio i trafic a membrana com ja s’ha descrit per als altres membres
de la familia: hCNT2 i hCNT3 (Errasti-Murugarren et al, 2010a; Pinilla-Macua et al., 2012;
Young et al., 2013). Cal tenir en compte que aquest domini N-terminal es tracta d’un
domini relativament gran, segons prediccions bioinformatiques (topcons.cbr.su.se) esta
al voltant dels 80 aminoacids per a hCNT1, el que suposa un 12% dels residus de la
proteina total. A més, el que resulta interessant és que es tracta d’un domini molt
soluble (més de la meitat dels residus son polars i/o amb carrega) i sense cap estructura
predita, el que li estaria conferint unes caracteristiques de domini amb relativa
flexibilitat. Com ja s’ha esmentat, en el grup de recerca es va descobrir que la restauracio
de I'expressi6 d’hCNT1 en linies d’adenocarcinoma pancreatic influia en diversos
aspectes relacionats amb la biologia tumoral com la migracid, el cicle cel-lular i la mort
cel-lular. El que resultava sorprenent era que aquest efecte era independent de la seva
capacitat de translocar el substrat ja que un mutant sense activitat també generava
aquesta resposta (Pérez-Torras et al.,, 2013). Donat que la resposta cel-lular era
independent de I'activitat del transportador es va deduir que, d’alguna manera fins al
moment desconeguda, la presencia d’hCNT1 generava aquesta resposta. Es va analitzar
si els altres hCNTs generaven una resposta semblant al ser transduits a les linies
cel-lulars. Com que s’havia descrit que al transduir hCNT1 es generava una activacié de
la via Akt, es va analitzar la fosforilacié d’Akt en funcio de la transduccio dels diferents
hCNTs. Com s’observa en la Figura 28, es tracta d’una reaccidé especifica d’"hCNT1 i no

dels altres hCNTs.

56



Resultats i Discussi6

N o Vv N o
£ & &£ & &S S S s
S S S 8 > $ & $ < %
& < & < 2 > > > > &
Q & & < & v A s v
p-Akt -— - G e
Akt Total | E——— e - —
T47D NP-9

Figura 28. Analisi de I'activacié de la via de senyalitzacio Akt després de transduir els diferents
membres de la familia hCNT a dues linies cel-lulars: T47D i NP-9. Transduccié dels diferents hCNTs
durant 48h en les linies cel-lulars T47D i NP-9 i posterior analisi de I’activacié d’Akt per deteccid de les
formes fosforilades per western blot en comparacié amb la proteina total.

Totes aquestes evidencies van portar a suggerir la hipotesi de que el domini N-
terminal podria estar actuant com a regié d’interaccié amb altres proteines que regulin
el transportador o es podria estar formant un complex proteic amb funcions diferents
al transport de nucleodsids. Donada la singularitat del domini, es va proposar la hipotesi
de que aquest domini N-terminal podria ser el responsable d’aquestes implicacions en
biologia tumoral demostrades per a hCNT1 i no per als altres membres de la familia.
Com que esta descrit que la informacié de la localitzacié subcel-lular de la proteina es
troba en I'extrem amino terminal (Kunze & Berger, 2015) no es va optar per fer una
proteina truncada sense el domini N-terminal com ja s’havia fet anteriorment per a
hCNT3, ja que aquests constructes mutants no arribaven eficientment a la membrana
plasmatica (Errasti-Murugarren et al., 2010a). L'estrategia que es va seguir va ser
generar proteines quimeriques, ja que esta descrit que sén una eina de gran utilitat en
I’estudi funcional de dominis proteics concrets. De fet, hi ha estudis amb proteines
guimeériques fets amb membres de la familia SLC28 i SLC29 que han permeés determinar
la funcioé de certs dominis implicats en I'especificitat de substrat (Yao et al., 2002; Zhou
et al., 2007). Les quimeres que es van dissenyar per al nostre objectiu es van generar
bescanviant els dominis N-terminal entre hCNT1i hCNT2, hCNT3 i un altre transportador
gue no fos de la familia SLC28: hOCT1, que pertany a la familia SLC22. Com que

I"adquisicié evolutiva dels hCNTs respecte I'ortoleg procariota NupC soén els ultims tres
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dominis transmembra i I'amino terminal (Hamilton et al., 2001), també es va fer una
construccio amb només aquesta regié de la proteina per veure si només aquesta regié
generava algun tipus d’efecte (Fig. 29). Amb la intencié de poder expressar els
constructes quimeérics al major nombre de linies cel-lulars possible i, fins i tot, amb la
possibilitat de fer-ho a un model in vivo, es va decidir generar aquestes construccions

en vectors adenovirals.
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Figura 29. Esquema de les proteines quimeriques generades i la seva nomenclatura

Abans de generar els constructes adenovirals, primerament es van clonar les
proteines quimera en vectors d’expressio eucariota per comprovar la seva funcionalitat.
La generacid d’aquestes proteines quimeriques es va realitzar mitjangant el metode de
crossover PCR (descrit a la seccid6 Materials i Métodes) i es van clonar en el vector
d’expressié pcDNA3.1 entre les dianes de restriccid Kpnli Notl i es va procedir a avaluar
la seva funcionalitat a nivell de localitzacié i activitat. Aquesta primera validacié
funcional es va realitzar mitjangant transfeccions transitories en HEK293. Quan es van
generar aquestes construccions quimériques també es va afegir una etiqueta
d’expressié (HA) que es va incorporar a I'extrem C-terminal per tal de poder seguir
I'expressid i localitzacié dels constructes. Com podem observar a les imatges de
microscopia confocal (Fig. 30), els constructes presenten localitzacié a membrana com
es pot esperar d’un transportador, excepte el constructe 3TMD que queda retingut

intracel-lularment (Fig. 30.6). Per tant, semblaria que totes les proteines quimeriques es
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comporten de la manera esperada quant a la seva localitzacid, llevat de la construccid
3TMD. Agd no sorpren ja que es una part molt petita de la proteina que no es sap com
es processara al ser sintetitzada i semblaria que queda en forma d’agregats dintre de la

cel-lula.
-

Figura 30. Localitzacié subcel-lular dels constructes quimérics. Es va realitzar una transfeccié
transitoria dels diferents constructes quimerics en HEK293 i es va analitzar per immunocitoquimica
la seva localitzacio subcel-lular. 1) hCNT1-HA, 2) N1-hCNT2, 3) N1-hOCT1, 4) N2-hCNT1, 5) N3-
hCNT1., 6) 3TMD. Objectiu 63x.

Pel que podem observar a les Figures 31 i 32, totes les construccions quimeériques
son funcionals llevat de la que té el cos d’hOCT1 i I'extrem N-terminal d’hCNT1 (N1-
hOCT1) i la 3TMD. La construccié 3TMD, com era d’esperar no presenta activitat ja que
guedava retinguda intracel-lularment i a més, els dominis responsables de I'activitat de
transport es troben en la resta de la proteina. Pel que fa a la construccié N1-hOCT1 s’han
bescanviat dos dominis amb grandaries molt diferents: I'extrem N-ter de hCNT1 és d’uns
80 aminoacids mentre que el d’hOCT1 només té uns 20 residus (Shu et al., 2003), aixo
pot comportar problemes estérics per a la proteina. Aquest canvi podria estar influint
en aspectes com I'oligomeritzacié d’hOCT1, que es dona en una regid propera al domini
N-terminal (Keller et al., 2011). Si es volgués treballar amb una proteina diferent de la

familia hCNT s’hauria de seleccionar un altre candidat amb un extrem amino terminal
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intracel-lular i d’una grandaria semblant. Respecte a la resta de construccions, sén

actives encara que presenten una lleugera caiguda d’activitat que no és significativa.
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Figura 31. Transport depenent de sodi d’uridina marcada. Es va realitzar una transfeccid transitoria
dels diferents constructes quimeérics i els transportadors en la linia cel-lular HEK293 i 48h més tard
es va analitzar I'activitat de transport dels mateixos. Resultats expressats com: Mitjana = S.E.M. n=3.
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Figura 32. Captacié d’MPP* dels constructes hOCT1 i N1-hOCT1. Es va realitzar una transfeccio
transitoria dels constructes en HEK293 i 48h més tard es va analitzar I'activitat de transport dels
mateixos. Resultats expressats com: Mitjana + S.E.M. n=3.

El seglient pas va ser generar els constructes adenovirals recombinants. Per tal
de generar-los es va seguir el sistema AdEasy™ XL Adenoviral Vector System (Agilent
Technologies) descrit a la seccid de Materials i Méetodes. Es va aconseguir amplificar els

adenovirus recombinants i les titulacions obtingudes han sigut:
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Adenovirus TU/mL
pShuttle 4,2x10™°
hCNTIHA 1,4x10™°
N1-hCNT2 4x10™°
N2-hCNT1 2x10°
N3-hCNT1 8x10°

3TMD 6x10™°

Taula 6. Titulacié dels adenovirus recombinants. Es va realitzar una dilucioé seriada del constructe
adenoviral i una posterior infeccido en cel-lules HEK293. Es van comptar les cel-lules infectades
mitjancant immunocitoquimica emprant I’anticos anti 2Hx-2 que s’uneix contra un epitop adenoviral
(una proteina de I’'hexd). Titulacié expressada com: TU(Transduction Units)/mL.

El pas d’amplificacio dels adenovirus va portar una serie de complicacions ja que
en els primers assajos no es varen aconseguir titols elevats. Després de canviar la linia
cel-lular i algun parametre com la proporcié de FBS es va aconseguir que s’amplificaren.
Els adenovirus presenten una concentracié elevada que permetra fer una gran varietat
d’experiments, excepte el constructe quimeéric de I'amino terminal d’hCNT1 i el cos
d’hOCT1, que no va poder ser amplificat ja que s’obtenien titols molt baixos amb els

quals no es podia treballar.

Els passos a seguir seran validar els constructes adenovirals i testar la seva
capacitat de generar els efectes descrits per a hCNT1. Aquest projecte esta essent
continuat en el marc d’una altra tesi doctoral d’un altre membre del grup de recerca.
Resultats preliminars de la investigadora en formacié Sandra Moro (Figura 33) ens
mostren que només observem una activacio de la via d’Akt al transduir hCNT1HA mentre
gue la resta de proteines quimeriques no sembla activar-la. No obstant, hi ha dos
constructes (N2-hCNT1 i 3TMD) que no hem pogut constatar que s’hagin expressat
correctament. També s’observa que quan afegim el domini N-terminal d’hCNT1 al cos
d’hCNT2 (N1-hCNT2) no activa la via, per tant, sembla que només amb aquest domini
no és suficient per desencadenar les funcions transceptores d’hCNT1. Per altra banda,
en el cas on hem afegit I'amino terminal d’"hCNT3 en el cos d’'hCNT1 (N3-hCNT1) es perd
la capacitat d’activar la via Akt, per tant, aquest domini per si sol no és capac de generar

les funcions accessories d’'hCNT1 en altres proteines pero sembla que sense ell tampoc
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es poden donar. Per tant, aquest resultat preliminar suggeriria que estem davant d’un

domini essencial per a les funcions accessories dels transportadors de nucleosids.
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Figura 33. Transduccio dels adenovirus recombinants. Es va realitzar transduccié de 50 MOI de cada
constructe en la linia cel-lular NP-9 durant 48h. A continuacid, es van lisar les cél-lules per obtenir els
extractes proteics i es va analitzar I'activacié de la via d’Akt per immunodeteccié de la forma
fosforilada d’Akt en relacid a la proteina total. L'expressio dels constructes es va determinar per
immunodeteccié de I'epitop HA. n=1.

La importancia d’aquest estudi recau en esbrinar si les funcions accessories al
transport de nucledsids que s’han descrit per als transportadors concentratius de
nucleosids (Huber-Ruano et al. 2010; Pérez-Torras et al. 2013; Godoy et al. 2014)
resideixen en aquest domini que han adquirit evolutivament respecte dels seus ortolegs
procariotes. Es tractaria d’una evidéncia més de com els organismes eucariotes
presenten una major complexitat biologica respecte els procariotes (Vellai & Vida,
1999). El que s’ha pogut observar és que aquest domini sol no és capag de generar les
funcions transceptores, pero que és essencial per a que es donin. Llavors estem davant
d’una evidencia clara de que el domini és important pero es necessita la proteina
sencera per desencadenar les respostes cel-lulars addicionals a la capacitat de
transportar, és a dir, la funcié com a transceptor (Figura 34) (Thevelein & Voordeckers,
2009). De fet, cada cop hi ha més evidencies (Lacoste et al., 2012; Tanaka et al., 2014; L.
Zheng et al., 2016) que suggereixen que els transportadors en general no només es
limiten a internalitzar o expulsar el seu substrat de la cel-lula sind que generen senyals

dintre de la cel-lula que la predisposarien a canvis adaptatius en funcié de I'arribada
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d’una biomolecula concreta, de manera que |'adaptacio de la cel-lula a canvis externs

seria més rapida i eficient.
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Figura 34. Esquema de funcionament d’un transceptor. Figura adaptada de Thevelein &

Voordeckers, 2009.
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3. Identificacié de l'interactoma proteic d’"hCNT1 i estudi de
la funcio biologica del mateix.

3.1 Interaccié hCNT1-prosaposina

Els assajos de doble hibrid classics per trobar proteines d’interaccié només
permeten fer el cribratge amb proteines solubles que puguin arribar a nucli (Snider et
al., 2015). Aquesta limitacié és de gran importancia per a treballar amb proteines de
membrana plasmatica, ja que al estar ancorades a ella, no és possible realitzar aquest
assaig amb la proteina sencera. Per a solucionar-ho, es va decidir estudiar les
interaccions de proteines de membrana a partir de només un domini, que havia de ser
intracel-lular i soluble. Per al cas dels hCNTs, el domini N-terminal compleix aquests
requisits. A més, la seva relativa grandaria (suposa una cua entre 82 i 103 aminoacids en
proteines de més de 600 residus) i la manca d’una estructura secundaria rigida i definida
li podria conferir la capacitat d’interaccionar amb altres proteines, tal i com s’ha
observat per a altres proteines amb dominis flexibles i desordenats (Figura 35). A més,
aixo suggeriria que el domini pot servir com a nucli (hub) on altres proteines podrien
interaccionar per realitzar algun tipus de funcié cel-lular com esta descrit per a altres
proteines de membrana com CFTR (Cystic Fibrosis Transport Regulator) (Kunzelmann &

Mehta, 2013).
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Figura 35. Exemples de dominis amb flexibilitat i desordre intrinsec dintre de complexes
proteics. a) Plegament induit del domini sense estructura pKID de la proteina CREB (Taronja) en la
unié al domini KIX de la proteina CBP (Blau). b) Unié del domini amb desordre intrinsec KID de la
proteina p27Kip1 a la Ciclina A i Cdk2. c) I-2 (Taronja) roman desordenada mentre s’uneix a PP1
(Blau). Els dominis intrinsecament desordenats estan representats per una linia discontinua i no
son visibles per I'estructura cristal-lina. Extret de Srihari et al., 2015

En treballs realitzats anteriorment en el grup de recerca, es va dur a terme un
assaig de doble hibrid bacteria (bacterial two-hybrid) per trobar proteines d’interaccio
amb I'amino terminal d’hCNT1. Aquest metode té I'inconvenient de que es realitza en
un organisme procariota i amb només un domini concret de la proteina d’interes, pero
permet analitzar un gran nombre de positius en poc temps i el sistema dona menys
falsos positius que I’homoleg en llevats (Joung et al., 2000). Un cop realitzat aquest
rastreig, entre d’altres positius, es va detectar prosaposina com a possible proteina
d’interaccié amb hCNT1 i es va confirmar la interaccié per un doble hibrid dirigit (Tesi
Doctoral-Pedro Cano Soldado). Prosaposina és una glicoproteina implicada en diversos
processos cel-lulars com I'adhesid, invasio, migracid i metastasi (Campana et al., 1999;
Hu et al., 2010; Kang et al., 2009; Sun et al., 2010). A causa d’aquesta relacié amb la
biologia cel-lular del cancer, es va decidir estudiar la possible interaccié amb hCNT1, que
també ha estat descrita com una proteina que pot regular algun d’aquests processos
(Pérez-Torras et al., 2013). En una primera aproximacio es va decidir validar la interaccié

amb meétodes com la co-immunoprecipitacié i la co-immunolocalitzacié. Com que les
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linies cel-lulars analitzades no presenten expressio detectable d’hCNT1 ja que es perd
I’expressid en linies immortalitzades (Pastor-Anglada et al., 2008), el model d’estudi per
dur-ho a terme va ser la linia HEK293-hCNT1, generada al laboratori i que expressa de
manera estable el transportador. També es va corroborar que expressés de manera
endogena prosaposina. Primerament es va realitzar un assaig per immunoprecipitar
prosaposina (Fig. 36) i es pot observar que s’arrossegava de manera especifica amb

I’anticos perd no amb les IgGs de conill inespecifiques.

Ab I1gGs Ab I1gGs

| — <Psap~>
75 kDa

SNT

Figura 36. Immunoprecipitacié contra prosaposina. Prosaposina va ser immunoprecipitada en un
extracte proteic de HEK-hCNT1 amb I'anticos especific contra prosaposina (Ab) o amb IgGs de
conill com a control. La mostra va ser analitzada per western blot. SNT: Sobrenedant. IP:
Immunoprecipitat.

Quan vam analitzar si hCNT1 co-immunoprecipitava amb prosaposina (Fig. 37),
no es va aconseguir observar que es co-immunoprecipités de manera especifica ja que
hCNT1 s’arrossegava tant amb |'anticos especific contra prosaposina com amb les IgGs
inespecifiques, el que invalidava la unié especifica d’'hCNT1 i prosaposina en aquests
assajos. També vam intentar fer la co-immunoprecipitacié inversa, precipitant el
transportador i analitzant si s’arrossegava conjuntament prosaposina. Perd |'anticos
monoclonal contra hCNT1 del que disposavem, que havia estat generat al laboratori, tot
i que funciona correctament per a immunodeteccié per western blot, no va funcionar

per a fer immunoprecipitacions, almenys amb les condicions assajades.
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Figura 37. Co-Immunoprecipitacié de hCNT1 amb prosaposina. Prosaposina va ser immunoprecipitada
en extractes proteics de HEK-hCNT1 i HEK-pcDNAS5 com a control. La mostra es va analitzar per western
blot per veure la presencia de hCNT1. SNT: Sobrenedant. IP: Immunoprecipitat.

Com que no es va poder provar la interaccid per co-immunoprecipitacié, per tal
de validar la interacci6 amb altres tecniques, es va decidir fer assajos
d’immunocitoquimica per veure si ambdues proteines co-localitzaven. Com s’observa
en la Figura 38, hCNT1 presenta un marcatge a la membrana com correspon a un
transportador, pero també intracel-lular ja que es tracta d’una linia cel-lular que I'esta
sobreexpressant. Quant a prosaposina, la senyal és intracel-lular i de manera puntejada
com ja s’havia descrit en altres publicacions (Xu et al., 2012). Pel que fa a la combinacié
de les dues senyals, no semblen co-localitzar en gran mesura. No obstant, si que
existeixen petites zones de la cél-lula on si que coincideixen ambdues senyals (marcades

amb fletxes blanques a la Figura 38).

hCNT1 Prosaposina Combinacié

Figura 38. Localitzacié cel-lular de prosaposina i hCNT1. Imatge de microscopia confocal d’una
immunocitoquimica representativa de la linia HEK-hCNT1. Senyal d’hCNT1 en vermell i senyal de
prosaposina en verd. Colocalitzacié en groc. Imatges adquirides amb microscopi Leica SPE, Objectiu 63x.
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En paral-lel a aquests experiments, es van posar a punt les condicions
experimentals per reduir I'expressio de prosaposina mitjangant siRNA. Es va aconseguir
un fort descens en la quantitat de RNA (Fig. 39a) pero no es veié cap efecte en els nivells

de proteina (Fig. 39b) després de 48h de tractament amb el siRNA.
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Figura 39. Silenciament de prosaposina mitjancant siRNA a HEK-hCNT1. Analisi dels nivells
prosaposina en RNA mitjangant qRT-PCR (a) i de proteina per western blot (b) 48h després de realitzar
el silenciament. n=3.

Aguests resultats demostraven que I'anticds contra prosaposina no era especific
i que els assajos realitzats previament quedaven invalidats. A més, la resta d’anticossos
comercials disponibles no eren utils per a immunoprecipitar la proteina.

En una aproximacié per valorar la possible relacié funcional entre aquestes dues
proteines, es van fer assajos d’activitat de transport d’hCNT1 en la linia estable HEK-
hCNT1 silenciant I'expressié de prosaposina. A la Figura 40, podem veure una reduccié
significativa de l'activitat de transport de citidina depenent de sodi al silenciar
prosaposina. Caldria determinar si aquesta baixada d’activitat és un efecte directe de
I’abséncia de prosaposina o si és a causa d’altres efectes indirectes, ja que realment
nomeés tenim evidéncies solides de que aconseguim reduir I'RNA de prosaposina pero
no sabem si els nivells de proteina canvien. Analitzant les dades de transport, podem
veure que la captacidé de citidina en medi colina (fraccid de transport corresponent a
transportadors equilibratius) no es veu afectada significativament (Fig. 41). Llavors

semblaria que és un efecte especific per a I'activitat d’hCNT1.
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Figura 40. Activitat d’hCNT1 expressada en tant per cent de transport de citidina depenent de sodi.
En la linia HEK-hCNT1 es va mesurar el transport de citidina tritiada en condicions control o de
silenciament de prosaposina (PSAP). Resultats expressats com: MitjanaS.E.M. n=3.
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Figura 41. Activitat dels transportadors equilibratius expressada en tant per cent de transport de
citidina indedepenent de sodi. En la linia HEK-hCNT1 es va mesurar el transport de citidina tritiada
en condicions control o de silenciament de rosaposina (PSAP). Resultats expressats com:
MitjanazS.E.M. n=3.

Al no disposar d’anticossos que funcionen correctament per a les técniques
d’interes, el projecte es va deixar aturat fins a I'eventual disposicié de les eines
apropiades. Una possible solucié a aquesta limitacié experimental era treballar amb
proteines amb etiquetes (tags) d’expressid, tot i que aixo dificulta I'estudi d’efectes
fisiologics. Perd com que es preveia iniciar un nou projecte per fer un cribratge de
proteines d’interaccid especific per a proteines de membrana (MYTH-Membrane Yeast
Two-Hybrid), es va decidir centrar els esforcos en aquest nou assaig i aturar aquest

projecte fins que es disposés de les ferramentes necessaries.
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Si en algun moment es disposa d’anticossos adequats es plantejaria tornar a
comengar aquest projecte ja que la relaciéd funcional que sembla observar-se i les
implicacions en biologia tumoral que tenen aquestes dues proteines fa que sigui una
interaccid proteica interessant d’analitzar des del punt de vista biomedic. Esta descrit
gue prosaposina promou la migracid i invasid en una linia de fibrosarcoma i aco pot
veure’s inhibit per una interaccié proteica amb TFPI-2 (Xu et al., 2012) i també s’ha
descobert que la disminucié de prosaposina redueix I'adhesié, la migracié i invasié en
una linia de cancer de prostata (Hu et al., 2010); per altra banda, s’ha descobert que
hCNT1 pot reduir la migracié de cel-lules d’adenocarcinoma pancreatic (Pérez-Torras et
al., 2013). A més, prosaposina utilitza la via PI3K/Akt per a induir supervivencia cel-lular
en cel-lules de Schawnn (Campana et al., 1999); hCNT1, en canvi, activa aquesta via de
senyalitzacio pero induint mort cel-lular en linies d’adenocarcinoma pancreatic (Pérez-
Torras et al., 2013), aquesta resposta resulta sorprenent ja que principalment es tracta
d’una via de supervivencia cel-lular (Agarwal et al., 2013), fet que es podria correspondre
a un canvi en les proteines d’interaccid6 d’hCNT1 al ser restituit. Les evidencies
publicades suggeririen que ambdues proteines juguen papers funcionalment oposats
dintre de la cél-lula tumoral, encara que es tracta d’estudis fets en models cel-lulars molt
diferents i estrictament no es pot descartar que les proteines tinguin funcions diferents
en funcié del tipus cel-lular. Pel que s’ha descrit als resultats, si reduim els nivells de
prosaposina, l'activitat d’hCNT1 es redueix significativament. Llavors s’hauria de
determinar si aquesta reduccié d’activitat es deguda a una disminucié en la quantitat de
proteina d’hCNT1 o de la presencia del transportador a membrana de manera que

prosaposina estigués intervenint en I'estabilitzacié i/o trafic a membrana d’hCNT1.

Figura 42. Diagrama de la prosaposina (PSAP) i les saposines de les quals és precursora. Figura
extreta de Yuan & Morales, 2011

També podria succeir que al reduir els nivells de prosaposina s’estigués

modificant el metabolisme dels esfingolipids lisosomals, ja que la prosaposina és la
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proteina precursora de les Saposines (Fig. 42), que sén les proteines que participen en
la degradacid d’esfingolipids en els lisosomes (Regis et al., 1999; Yuan & Morales, 2011).
Esta descrit que deficiencies en el gen de la prosaposina comporten malalties lisosomals
fatals (Motta et al., 2016), llavors estem davant d’una proteina important que al reduir-
ne I'expressié podria veure’s afectada la viabilitat cel-lular. Aquest desequilibri podria
provocar un canvi dintre de la cél-lula que provoqués indirectament una reduccié de
I'activitat d’hCNT1, pero és curiés que el transport de nucledsids per part dels
transportadors equilibratius no es veu afectat de manera significativa, per tant, sembla

ser un efecte especific per a hCNT1.
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3.2 Determinacio de l'interactoma d’hCNT1 per la tecnica MYTH i estudi funcional de la
interaccié amb RNF41.

3.2.1 Obtencio de I'interactoma proteic de la familia hCNT mitjan¢ant la técnica MYTH

Moltes funcions cel-lulars importants es donen per mitja de complexes proteics
(Srihari et al., 2015). També es coneix que la regulacié de certes proteines es pot donar,
entre d’altres mecanismes, per la interaccié amb altres proteines (Fig. 43) (Bar-Peled et
al., 2013; Scott et al., 2016). Per aquesta rad, l'estudi dels interactomes (xarxes
d’interaccions de proteines) i de les interaccions puntuals entre proteines pot generar
un coneixement de gran valor biologic per entendre els mecanismes que es donen a

I'interior de la cel-lula (Acuner Ozbabacan et al., 2011; Snider et al., 2013, 2015) .

G: O:
I

X y p
Cytochrome ¢’ IL-2-IL-2R KEAPI-NRF2 BCL-X -BAD MYC-MAX

Figura 43. Esquema amb els diferents tipus d’interaccions entre proteines. Extret de Scott et al.,
2016.

Arran les evidéncies trobades sobre altres possibles funcions dels transportadors
de nucleosids (Huber-Ruano et al. 2010; Pérez-Torras et al. 2013; Godoy et al. 2014), es
va decidir iniciar I'estudi de I'interactoma dels hCNTs per determinar si hi havia altres
actors implicats en aquestes funcions accessories. Les aproximacions que s’havien fet

fins al moment havien sigut amb técniques com GST-Pull Down i Bacterial Two-Hybrid
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on només es podia utilitzar una regio soluble i intracel-lular de |a proteina: el domini N-
terminal. A més, els models de treball eren in vitro o en bacteris, els quals difereixen
notablement d’una cél-lula humana. Llavors es va decidir realitzar un analisi amb un
meétode que permetés treballar amb la proteina sencera i que es realitzés en un model
d’estudi el més semblant a una cél-lula humana. Aixi, vam optar per una técnica
relativament nova que s’adequava perfectament a les nostres necessitats: el MYTH
(Membrane Yeast Two-Hybrid) (Snider et al., 2010). Aquest sistema permet detectar
interaccions de proteines de membrana amb la proteina sencera i es realitza en el model
S. cerevisiae (llevat), que és un organisme eucariota que pot fer modificacions post-
traduccionals semblants a la cél-lula humana (Leach & Brown, 2012). Per aquestes raons
es va decidir iniciar el cribratge per a buscar proteines d’interaccié a tota la familia dels

hCNTs.

Aquest metode requeria una serie d’infraestructures, materials i coneixement
previdel que no disposavem i, per tant, no era viable comencar-ho des de I'inici al nostre
laboratori. Per aix0, es va decidir col-laborar amb el laboratori del Dr. Igor Stagljar, on
s’havia desenvolupat la técnica, al Terrence Donnelly Centre de la Universitat de Toronto
(Canada) i vam realitzar alli el cribratge. La resta de treball de validacié ha estat realitzat

al Departament de Bioquimica i Biomedicina Molecular de la Universitat de Barcelona.

El MYTH es basa en la capacitat de dividir la ubiquitina, una proteina de 76
aminoacids, en dos dominis estables: I'amino terminal (Nub) i el carboxi terminal (Cub).
Aguest dos dominis, al re-associar-se in vivo formen una molécula de pseudoubiqditina
qgue es reconeguda pels enzims desubiqiitinitzadors que proteolitzen aquesta
pseudoubiquitina. La unid entre els dos dominis pot veure’s pertorbada pel canvi
d’aminoacid de la isoleucina 13 per una glicina en el domini N-terminal (NubG). Llavors
la unid no és tan forta i és necessari que els dos dominis estiguin propers en I'espai per

a que es formi la pseudoubigqtiitina.

El que resulta innovador d’aquesta técnica és |'Us d’aquest sistema com un
sensor d’interaccié entre proteines. El que es fa es utilitzar la proteina d’interés que es
vol analitzar (bait) i se li fusiona I’extrem carboxi terminal de I'ubiqitina (Cub) i un factor
de transcripcid (TF), que conté el domini d’'unié a DNA d’Escherichia coli “LexA” i el
domini d’activacié transcripcional “VP16” del virus d’herpes simple. Les possibles
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proteines d’interaccid (preys) es fusionen amb I'extrem amino terminal mutat (NubG) i
amb una etiqueta d’expressié com HA per a verificar la preséncia de la proteina. Per a
cribratges d’ampli espectre s’utilitzen llibreries de cDNA on cada proteina estara clonada
amb aquestes condicions. Un cop tenim ambdues proteines fusionades, les expressem
en una soca especial de S. cerevisiae: NMY41. Siles proteines interaccionen, els dominis
NubG i Cub estaran prop a I’espai, s’uniran i formaran la pseudoubiqitina, aquesta sera
proteolitzada i el factor de transcripcié quedara alliberat i es podra desplacar al nucli per
transcriure els gens que estiguin sota el seu control transcripcional. La soca de S.
cerevisiae NMY41 ha estat genéticament modificada i conté tres gens de seleccid sota

el control del factor de transcripcié que esta fusionat al bait (Figura 44).

Figura 44. Esquema del mecanisme del sistema MYTH. Adaptat de Snider et al. 2010.

La diferéncia d’aquest metode amb el doble hibrid classic radica en que la
interaccid no ha de donar-se exclusivament a nucli, pot donar-se en qualsevol regié de
la cél-lula del llevat. Aco és de gran interés per a analitzar proteines de membrana, que

no solen estar a nucli.

El primer pas per iniciar I'assaig va ser la clonacié dels hCNTs (baits) en els
plasmidis pBT3N i pTLB1 que contenen fusionats els factors de transcripcio i el domini
Cub. La diferencia entre tots dos és que estan sota diferent control transcripcional. Per
fer I'assaig es van emprar les construccions amb el plasmidi pTLB1 ja que era amb el que
millor creixien els llevats. A continuacid, es va procedir a clonar en els vectors especifics

per als preys les proteines d’interaccid anteriorment descrites per als hCNTs amb altres

74



Resultats i Discussio

tecniques (GST-pull down i doble hibrid en bacteris). Amb aquests constructes es va
realitzar el test NubG/I per tal de comprovar que el sistema funcionava correctament,
determinar les condicions més restrictives i evitar falsos positius (protocol detallat a
Materials i Métodes). Per a restringir el sistema s’afegeix (3-amino-1,2,4-triazole), un
inhibidor competitiu de I'enzim His3, aquest enzim és un dels gens reporters del sistema.
Al inhibir-lo, estem eliminant activacions basals que podrien donar lloc a falsos positius.
Al realitzar el test NubG/I (Fig. 45), vam observar que funcionava correctament i que la

concentracié idonia de 3-AT (3-amino-1,2,4-triazole) per a hCNT1, hCNT2 i hCNT3 era de
25 mM, 25 mM i 50 mM respectivament.

hC NTl-pTL Bl 3-AT concentration hC NT2-pTL B1 3-AT concentration
0mMm 10 mM 25 mM

0mM 10 mM 25mM
AldB-Nter-NubG
AldB-Nter-Nubl
AldB-Cter-NubG
AldB-Cter-Nubl
Ost1-NubG
Ost1-Nubl
Fur4-NubG
Fur4-Nubl

hCNT3-pTLB1 3-AT concentration

Rack1-Nter-NubG

Rack1-Nter-Nubl
Rack1-Cter-NubG

Rack1-Cter-Nubl

Ost1-NubG
Ost1-Nubl
Fur4-NubG
Fur4-Nubl

0mM 25 mM 50 mM

Ostl: Oligosaccharyltransferase (ER membrane)
Fur4: Uracil permease (plasma membrane)

Gal4-Nter-NubG

Gal4-Nter-Nubl
Gal4-Cter-NubG

Gal4-Cter-Nubl

Ost1-NubG
Ost1-Nubl
Fur4-NubG
Fur4-Nubl

Figura 45. NubG/I Test. Creixement de les colonies de llevats en medi solid de ~WLAH amb diferents proteines

transfectades i deferents concentracions de 3-AT. Cada fila correspon a una dilucio seriada de dreta a esquerra de la
colonia en concret.
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A continuaciod, es va validar la localitzacid dels baits ja que al tractar-se de
proteines humanes, no es podia anticipar el comportament en un sistema heteroleg com
els llevats, encara que ja hi havia evidencies experimentals de que els hCNTs eren
funcionals en S. cerevisiae (Vickers et al., 2001). Per aquesta rad, vam fusionar YFP a les
proteines d’estudi i vam comparar la localitzaci6 amb el bait control (CD4). Es pot
observar a la Figura 46 la preséncia de cada constructe a membrana i també a citosol,
aco ens indica que el transportadors arriben a membrana correctament. La preséncia a

citosol és tipica d’una transfeccié transitoria on es sobreexpressa gran quantitat de la

proteina i pot quedar en forma d’agregats.

CD4-YFP hCNT1-YFP hCNT2-YFP hCNT3-YFP

Figura 46. Validacié de la localitzacié dels baits. Imatges de microscopia confocal dels diferents
constructes transfectats a la soca de llevat NMY-41. Microscopi confocal invertit Leica DMI 6000B (63x).

Un cop verificades les condicions optimes per realitzar el cribratge per a cada
proteina d’estudi, es va procedir a fer transformacions a gran escala de les dues llibreries
de cDNA de les que es disposava (ronyé i sistema nervids central). A priori, 1a llibreria de
ronyd era més interessant a nivell funcional pel paper dels hCNTs en aquest teixit
(Pastor-Anglada et al., 2007), tot i que els hCNTs també juguen un paper en models
neuronals (Medina-Pulido et al., 2013), llavors els resultats obtinguts amb la llibreria de
sistema nervidos central també poden aportar coneixement basic sobre els

transportadors. Els resultats obtinguts van ser:

Per a hCNT1, es van trobar unes 30 colonies positives amb la llibreria de cDNA de
ronyd, de les quals només 5 van passar el test d’especificitat del bait (bait dependency

test) (Fig. 47). Van ser seqienciades i es va comprovar que dues d’elles donaven
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seqliéncies en pauta de lectura. Amb la llibreria de sistema nervios central (SNC) es van
obtenir 120 colonies positives i d’aquestes només 10 van passar el test d’especificitat.
De les 10 colonies, només 2 van donar seqiiéncies que codificaven per a proteines en
pauta de lectura. El llistat de proteines d’interaccié detectades i susceptibles de ser
posteriorment validades es descriu a la Taula 7. D’aquests quatre positius en total, es va
descartar el positiu THO complex 3 ja que només estava composat per 10 aminoacids de
la proteina sencera. Amb la resta es va decidir intentar validar la interaccié per altres

meétodes.

hCNT1 Control
ee® M
& 1 k: _" MS

Figura 47. Exemple d’una proteina que supera el test d’especificitat del bait. En les plaques control hi
ha les colonies blanques crescudes en medi de seleccié (MS) on s’observa creixement i, per tant, la
preséencia d’ambdues proteines. En les plaques amb medi d’interaccié (Ml) les colonies blaves homés
creixen quan estan co-transfectades amb el bait d’interés i no amb el control, el que ens indica que la
interaccid és especifica de la nostra proteina.

El nombre de positius obtinguts sorpren una mica ja que s’esperava que la
guantitat de positius fos més elevada com s’ha descrit per a altres proteines de
membrana (Lam et al., 2015; Petschnigg et al., 2016; Z. Yao et al., 2017). Els controls
interns (NubG/I test i validacid del bait) van sortir adequadament i no sembla que hi
hagués cap problema durant I’execucié de la técnica. Com que era la primera vegada
gue s’analitzaven els transportadors de nucleosids concentratius per aquest cribratge,
tampoc es sabia quin seria el resultat. Potser aquestes proteines sén menys donades a
interaccionar amb altres proteines. També podria ser que I'eleccié de les condicions de
treball fos molt restrictiva reduint aixi la deteccié d’altres possibles interaccions. No
obstant, amb unes condicions molt restrictives els positius obtinguts haurien de ser més
solids i podria tractar-se d’unions més estables que, a I’'hora d’una validacid posterior,

probablement ens portin a resultats més concloents.
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Per a hCNT2 no es va obtenir cap positiu. Al transformar-lo amb les llibreries, no
va créixer cap colonia. Aquest resultat podria portar a pensar que la construccié quedava
fora de pauta de lectura, pero la construccid estava ben dissenyada ja que havia estat
seqlienciada i havia passat els controls interns (test NubG/I i localitzacié subcel-lular).
Per tal de poder buscar proteines d’interaccié per a hCNT2 amb aquesta técnica s’hauria

de repetir I'assaig canviant alguna condicio per fer el cribratge menys restrictiu.

Per a hCNT3, es van trobar unes 20 colonies positives amb la llibreria de cDNA de
ronyo, de les quals cap va passar el test d’especificitat de bait. Amb la llibreria de sistema
nervids central (SNC) es van obtenir 80 colonies positives de les quals 16 van passar el
test d’especificitat. D’aquestes 16 colonies, 4 van donar seqiiéncies que codificaven per
a proteines en pauta de lectura (Taula 1). D’aquestes 4, es va descartar el positiu de la
tubulina ja que es tracta d’'una proteina que sol ser un fals positiu en aquest tipus
d’assajos i tampoc es va trobar cap relacié funcional amb el transportador. Amb la resta

de proteines es va decidir intentar validar la interaccié per altres metodes.

Proteina bait| Proteines d'interaccié detectades | Llibreria
Gamma-butyrobetaine dioxygenase | Ronyd
hONTL Nuclear Factor 1 C-type isoform 5 Ronyo
E3 Ubiquitin protein Ligase NRDP1 SNC
THO complex 3, partial SNC
GTF3C5 protein SNC
Gamma-aminobutyric acid receptor- SNC
hCNT3 associated protein-like 2
Dihydroptiridine reductase (QDPR) SNC
Tubulin beta-2A chain isoform 2 SNC

Taula 7. Proteines d’interaccié obtingudes amb I’assaig MYTH. Resum de les proteines d’interaccié
obtingudes per a hCNT1 i hCNT3 i que van superar el test d’especificitat de bait. SNC: Sistema Nervids
Central.

El segilient pas fou la recerca bibliografica per anticipar les possibles implicacions
funcionals dels diferents positius obtinguts. A continuacid, es descriuen breument les

diferents proteines i les seves funcions i implicacions fisiologiques:

-Gamma-butyrobetaine dioxygenase (BBOX1): Es I’enzim encarregat de
catalitzar I'dltim pas de la sintesi de novo de I'L-carnitina (Rigault et al., 2006), I'L-

carnitina és essencial per al transport dels acids grassos a través de la membrana
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mitocondrial per a la seva [-oxidacié. L'expressid per teixits sembla ser elevada en
ronyd, moderada a fetge i molt baixa al cervell (Vaz et al., 1998). També s’ha relacionat
el gen amb processos oncologics arran d’estudis a gran escala d’analisi de dades de

microarrays (Dawany et al., 2011).

-Nuclear Factor 1 C-type isoform 5 (NFIC): Aquest factor de transcripcio esta
implicat en processos tan diversos com el creixement i la forma de les arrels de les dents
(Kim et al., 2015); en la transicid epiteli-mesénquima (Lee et al., 2015) i promou la

proliferacié i diferenciacié de cél-lules mare de papil-la humana (Zhang et al., 2015).

-E3 Ubiquitin Protein Ligase Nrdpl (RNF41 o Nrdp1): Es tracta d’una ubiqiitina
lligasa E3 de tipus RING que s’encarrega de transferir el péptid d’ubiqiitina a la proteina
diana. Es coneix que esta implicada en la degradacié de proteines com Erbb3, que
intervenen en senyalitzacié dintre de processos carcinogenics (Mujoo et al., 2014).
Aguesta proteina també inhibeix el creixement de cel-lules de cancer colorectal (Lu et
al., 2014) i al inhibir-se la seva expressié pot augmentar la metastasi de cél-lules de

cancer colorectal (Jiang et al., 2015).

-General Transcription Factor lll Complex 5 (GTF3C5): Aquesta proteina forma
part del complex transcripcional Il (TFIIIC) que es creu que, a part de regular la
transcripcio, funciona com a regulador de la cromatina entre d’altres processos (Donze,

2012).

-Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 2 (GABARAPL2 o
GATE16): Proteina que participa en I'autofagia i la formacié autofagosomes ja que regula
la unid i fusié de les membranes d’aquests compartiments cel-lulars (Nakatogawa et al.,

2007; Weidberg et al., 2011).

-Dihydropteridine reductase (DHPR o QDPR): Es un enzim involucrat en el
reciclatge del cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), un cofactor necessari per a les
hidroxilases d’aminoacids aromatics. La deficiéncia d’aquest gen esta relacionada amb

un fenotip de fenilcetonuria (Dianzani et al., 1998).
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3.2.2 Validacid bioquimica de les possibles proteines d’interaccio obtingudes

El conjunt de proteines d’interaccidé identificades s’associen a funcions
biologiques molt diferents. A priori, sén funcions allunyades del transport i metabolisme
de nucleodsids, perd podria existir alguna relaci6 amb la regulacié dels hCNTs
desconeguda fins al moment i que podria ser util per entendre el mecanisme pel qual
els hCNTs desenvolupen altres funcions dintre de la cel-lula. En una primera
aproximacié, es va decidir validar bioquimicament totes sis interaccions per,
posteriorment, continuar amb la validacié funcional d’aquelles on es demostrés la

interaccio.

Per comengar la validacié bioquimica de les sis interaccions es va decidir emprar
tags d’expressiod per poder treballar amb els mateixos anticossos amb tots els preys. En
el cas d’'hCNT1 i hCNT3, es van emprar els constructes que préviament s’havien generat
en el grup de recerca, on s’havien clonat els transportadors en el vector pcDNA3.1
fusionats amb I'epitop HA en I'extrem C-terminal. Els preys es van clonar en el mateix
vector i es va afegir un altre tag. Per la seva versatilitat, es va escollir I'epitop Myc i es
va fusionar tant en I'extrem N-terminal com en el C-terminal per evitar interferir en
algun domini on es donés la interaccid. No obstant, al transfectar-los en la linia HEK293,
només vam ser capacos de detectar els constructes on s’havia fusionat el tag Myc en
I’extrem N-terminal (llevat del cas de QDPR, que es van detectar tots dos constructes)
(Fig. 48). Per aquesta rad, només es van poder realitzar els experiments de validaciéo amb

el constructe que contenia el tag en N-ter.
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BBOX NFIC RNF41 GABARAPL-2  GTF3C5 QDPR
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Figura 48. Determinacié de I'expressié dels diferents constructes de les possibles proteines
d’interaccié mitjangant western blot amb immunodeteccié contra el tag MYC. Cada proteina té
dos constructes amb el tag MYC fusionat en |'extrem carboxi terminal (C) i en I'extrem amino

terminal (N).
BBOX NFIC RNF41 GABARAPL-2 GTF3C5 QDPR
C N C N C N C N C N C N
T et .
hCNT1-HA hCNT3-HA

Figura 49. Determinacio de I’expressio dels transportadors en les co-transfeccions dels diferents
constructes de les possibles proteines d’interaccié. Immunodeteccid mitjancant western blot
contra el tag HA.

Un cop establertes les condicions en les quals s’expressaven adequadament les
proteines d’interaccié (Figura 48) i els transportadors (Figura 49), es va procedir a la
realitzacid dels assajos de co-immunoprecipitacid i co-immunocolocalitzacid. Els
experiments d'immunoprecipitacié es van realitzar primerament immunoprecipitant els
preys amb un anticos contra el tag Myc. Es va emprar un anticos comercial contra c-Myc
ja unit a les boles d’agarosa (Sigma-Aldrich®). L’eficiencia d’immunoprecipitacié
obtinguda va ser elevada i, a més, facilitava considerablement el protocol
d’'immunoprecipitacid. Aixi, un cop establertes les condicions d’immunoprecipitacié, es

va procedir a analitzar la co-immunoprecipitacié del transportador per validar la
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interaccido mitjancant la immunodeteccié del tag HA. Com a control del sistema, vam

utilitzar un dels preys d’hCNT1 com a control dels d’"hCNT3 i viceversa (Fig. 50).

a) b)
BBOX  NFIC RNF41 GABARAPL-2 BBOX  NFIC RNF41 GABARAPL-2 GABARAPL-2 GTF3C5 QDPR  BBOX GABARAPL-2 GTF3C5 QDPR  BBOX
(Control) (Control) (Control) (Control)
* ——— e S —
SNT P SNT 1P

Figura 50. Co-immunoprecipitacié dels baits amb els diferents preys i el control. Co-transfeccio dels
constructes en HEK293 i posterior immunoprecipitacié dels Myc-preys a partir dels extractes proteics
obtinguts. Finalment s’analitza la presencia del bait, hCNT1 (a) i hCNT3 (b), en 'immunoprecipitat per
western blot per immunodeteccié d’HA. Figura representativa de 4 assajos independents.

Com podem observar en la Figura 50, els baits s'immunoprecipiten junt amb els
preys. El problema és que també s’arrosseguen els preys suposadament inespecifics. No
obstant, a causa de I'elevada homologia entre hCNT1 i hCNT3 no es pot descartar que
els preys interaccionen amb tots dos, sobretot en condicions de sobreexpressiéo com és

el cas de la co-transfeccio.

Els assajos de co-localitzacié dels transportadors amb les possibles proteines
d’interaccié es van realitzar seguint el mateix protocol de co-transfeccié d’ambdues
proteines fusionades amb el tag d’expressi6. Com es veu a la Figura 51, els
transportadors (hCNT1HA i hCNT3HA) presenten una localitzacié a membrana i també
al citosol. Pel que fa als preys, els factors de transcripcié (NFIC i GTF3C5) es veuen a nucli
(el que concorda amb la seva funcié com a factors de transcripcid) i a citosol. La resta de
proteines presenten un marcatge citosolic sense cap patré que ens induis a pensar que
es troben en alguna regid subcel-lular concreta. Quan es va analitzar la combinacié de
les dues senyals es va detectar co-localitzacid en tots els casos ja que es veuen regions
en color groc. A¢o ens indica que les dues proteines estarien a prop en I’espai dintre de

la cél-lula i podrien estar interaccionant.
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a)

Combinacié

b) Myc HA Combinacié

GTF3C5

GABARAPL2

Figura 51. Immunocolocalitzacid dels baits amb els diferents preys. Co-transfeccié dels constructes en

HEK293 i posterior deteccié amb técniques immunocitoquimiques. Co-transfeccié d’hCNT1-HA i els

seus preys (a); co-transfeccio d’hCNT3-HA amb els seus preys (b). Imatges de microscopia confocal
adquirides amb el microscopi Leica SPE, objectiu 63x.
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3.2.3 Validacio funcional de la interaccio RNF41-hCNT1

Una vegada que vam observar que tots els preys semblaven estar interaccionant
en aquest model d’expressidé heteroleg amb la mateixa intensitat, es van centrar els
esforgos en fer validacions funcionals individuals. Per la seva relacié amb la biologia
tumoral, es va escollir RNF41 com a primer candidat per a valorar la implicacié funcional
de la interacci6 amb hCNT1. RNF41 és una ubiquitina lligasa E3 de tipus RING que
s’encarrega de transferir el péptid d’ubiquitina a la proteina diana. La familia de lligases
E3 és la més nombrosa (s’han trobat unes 600 en el genoma huma) i el seu nom prové
de la presencia d’'un domini RING (Really Interesting New Gene) (Foot et al., 2016). A
més, en una recent publicacié es descriu un mecanisme de degradacié proteasdmica
mitjancant el sistema d’ubiqlitina per a un transportador de nucleosids d’eritrocits
(eENT1) (Song et al., 2017), el que ens indica que potser els transportadors de nucleodsids

concentratius també sén susceptibles d’ésser regulats mitjancant ubiqlitinacid.

La funcié d’RNF41 ens va portar a pensar que podria estar regulant I'estat
d’ubiqiitinacié del transportador. hCNT1 conté 19 lisines en la seva estructura primaria,
de les quals tres: K19, K393 i K401, sén susceptibles de ser ubiquitinades segons el
predictor bioinformatic UbPred (Radivojac et al., 2011). Per saber on es trobaven
aquestes lisines en I'estructura secundaria del transportador es va fer servir un model
bioinformatic que prediu I'estructura dels hCNTs. Aquest model ha estat generat pel
nostre grup de recerca en col-laboracié amb el grup dels Drs Xavier Barril i Axel Bidon-
Chanal (Arimany-Nardi et al. 2017- Article pendent d'acceptacid). Es pot veure a la Figura
52 que el model prediu que les lisines 393 i 401 es troben en la regid extracel-lular. La
lisina 19 no ha pogut ser modelada ja que pertany a la regido amino terminal i aquesta
regid no té cap estructura predita, pero es coneix per altres metodes que es tracta d’'una
regid intracel-lular (Hamilton et al., 2001). La maquinaria encarregada d’ubiquitinar
altres proteines es troba a l'interior cel-lular (Foot et al., 2016), llavors semblaria ser que
la lisina K19 seria la més susceptible d’ubiqiitinar-se. Aco lligaria amb la hipotesi
plantejada anteriorment de que el domini amino terminal dels hCNTs és una regid

important per a la regulacié de la proteina.
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Extracel-lular

Intracel-lular

Figura 52. Prediccio de la localitzacio de les lisines 393 i 401 en el model d’estructura d’hCNT1.

Malgrat que 'ubiqiiitinacié més comuna és la que es dona a través de lisines,
cada cop hi ha més evidéencies que es produeix ubiqlitinacié en altres residus polars com
les cisteines, serines, treonines, tirosines i I'extrem amino terminal (McDowell &
Philpott, 2013). Per tant, no es pot descartar que existeixin altres residus on s’estigui
ubiqitinant la proteina. La hipotesi que es va plantejar va ser que RNF41 podria estar
regulant l'estat d’ubiquitinacié d’hCNT1 i influir aixi en la seva degradacié via
proteasoma com ho fa amb altres proteines com Erbb3 (Shi et al., 2015; C. Wang et al.,
2009). Pero també podria tractar-se d’una ubiquitinacié no proteolitica que pogués
influir en I'activitat o localitzacio del transportador (Chen & Sun, 2009; Komander, 2009;
Mukhopadhyay & Riezman, 2007). No s’ha d’oblidar que la ubiqiitinacié no és I'nica
senyal per a degradacié via proteasoma, és més, existeix degradacio totalment
independent de senyalitzacié per ubiqlitina. A més, hi ha diferents tipus d’ubiqlitinacio:
en forma de monomers, ramificada... i cada tipus genera una resposta diferent segons
la proteina (Komander, 2009; D. Wang et al., 2015). En el nostre cas, I'ubiqiitinacié
podria estar regulant la localitzacié del transportador, com ocorre amb altres membres

de la familia SLC (Ibafiez et al., 2016).

Per tal de demostrar si RNF41 podia estar modulant I'estat d’ubiqiitinacio del

transportador es va escollir la linia HEK293 per realitzar una co-transfeccié d’hCNT1-HA
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en presencia o abséncia de Myc-RNF41. A continuacid, es va immunoprecipitar

hCNT1HA i es van analitzar les formes ubiqiitinades (Fig. 53).

IP aHA
-
X
[32] z
hCNTLHA + s =
aQ ES
3 >
250 kDa
Ubiqutina
75 kDa
75kDa — s HA

Figura 53. Nivells d’ubiqiiitinacié d’hCNT1-HA en la linia cel-lular HEK293. Co-transfeccido de hCNT1-HA
amb RNF41 o el vector buit (pcDNA3) en la linia HEK293 i a les 48h es va fer I'extracte proteic. A
continuacié es va realitzar una immunoprecipitacio d’'hCNT1-HA i es va analitzar per western blot la
preséncia de formes ubiquitinades.

En la Figura 53 s’observa que, on s’ha sobreexpressat Myc-RNF41, hi ha més
quantitat de formes ubiquitinades al immunoprecipitar hCNT1HA. Llavors semblaria que
RNF41 esta promovent [l'ubiqiitinitzaci6 d’hCNT1. També s’observa que la
immunoprecipitacido ha estat més eficient on hem transfectat Myc-RNF41, aquest pot
ser un motiu pel qual els nivells de formes ubiquitinades sén més elevats. El problema
va ser que no es va aconseguir que la immunoprecipitacio fos equivalent en ambdues
condicions per a que fossin quantitativament comparables. De tota manera, es va

procedir a analitzar si existia una relacié funcional entre aquestes dues proteines.

Per analitzar la funcid biologica d’aquesta interaccié es va decidir buscar un
model que expressés de forma endogena RNF41. Per aix0, es va analitzar I'expressio de
la proteina RNF41 en un panell de linies cel-lulars de diferents origens (ronyd, pulmd,

fetge, adenocarcinoma pancreatic, leucémia limfatica cronica, colon i prostata) (Fig. 54).

86



Resultats i Discussi6

HEK A549 TFK-1 NP-9 NP-29 NP-31 MEC-1 MEC-2

RNF41
| —
37 kDa - .
CP15-T Panc-1 274 277 HuH?7 CaCo2 BxPC3 HT29
RNFAL e e — —
37 kDa

Figura 54. Expressio d’RNF41 en un panell de linies cel-lulars. Deteccié per western blot de la
presencia d’'RNF41 en linies cel-lulars de diferents teixits d’origen.

Com podem veure a la Figura 54, es tracta d’una proteina que s’expressa en tota
la varietat de linies cel-lulars analitzades. Per a alguna d’elles ja s’havia descrit
previament I'expressié d’'RNF41 (Lu et al., 2014). Tal i com era d’esperar per a hCNT1,
cap de les linies cel-lulars analitzades presenta expressié detectable del transportador
ja que l'expressié esta associada a tipus cel-lulars diferenciats i es perd en linies
immortalitzades (Pastor-Anglada et al., 2008; X. Zheng et al., 2015). Per tant, per tenir
expressido d’hCNT1 s’havia de transfectar, transduir o treballar amb una linia derivada de
HEK293 que expressa hCNT1 de manera estable i que ha estat generada préeviament al
laboratori. En una primera aproximacio, es va escollir la linia estable HEK-hCNT1 com a
model on realitzar els primers assajos funcionals per validar la interaccid ja que
presentava |'expressid de totes dues proteines de manera estable. Amb la intencié de
validar la funcionalitat de la interaccié hCNT1-RNF41 en aquest model es van realitzar
assajos d’immunocolocalitzacié en condicions d’expressié endogena d’RNF41 i/o
sobreexpressant-la amb el tag Myc. Com es veu a la figura 55A, el marcatge d’hCNT1
correspon amb una localitzacié caracteristica d’un transportador ja que es troba en gran
mesura a la membrana plasmatica. Pel que fa a RNF41, s’observa un marcatge puntejat
sense cap distribucié especifica aparent. En funcié de la cel-lula pot trobar-se dintre del
nucli o no. De tota manera, es veuen regions clares on totes dues senyals coincideixen i,
per tant, on podrien estar interaccionant ambdues proteines. Quant a la condicié de
sobreexpressi6 de Myc-RNF41 (Fig. 55B), el marcatge d’RNF41 és més continu i

principalment citosolic, pero s’observa clarament que hi ha regions prop de la
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membrana on trobem co-localitzacié amb la senyal d’hCNT1, que és semblant a la

condicié anterior.

A)
RNF41 hCNT1 Combinacié
B)

Myc-RNF41 hCNT1 Combinacid

Figura 55. Co-immunolocalitzacié d’hCNT1 junt a RNF41. Immunocitoquimica de la linia HEK-
hCNT1 en condicions d’expressié endogena d’RNF41 (A) o de sobreexpressio de Myc-RNF41 (B).
Imatges de microscopia confocal adquirides amb el microscopi Leica SPE. Objectiu 63x.

Un cop determinada la co-localitzacié de les dues proteines en aquesta linia
cel-lular, es va procedir a realitzar diversos assajos funcionals per esbrinar la
funcionalitat de la interaccié entre hCNT1 i RNF41. Primerament es va analitzar I'efecte
gue té el silenciament i la sobreexpressié d’RNF41 sobre l'activitat transportadora

d’hCNT1 (captacié de citidina depenent de sodi) (Figs. 56 i 57).
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Figura 56. Efecte del silenciament d’RNF41 mitjangant siRNA sobre I'activitat d’hCNT1 en la linia
estable HEK-hCNT1. Deteccidé per western blot de la presencia d’'RNF41, hCNT1 i actina com a
control de carrega en les linies cel-lulars analitzades. L'activitat d’"hCNT1 esta expressada com a
percentatge de captacié de citidina depenent de sodi. El silenciament es va realitzar durant 48h
amb una concentracié de siRNA de 50nM. n=3. Cada proteina es detecta amb un anticos especific
contra un epitop propi (llistats en la seccié de Materials i Métodes).

Es pot veure a la Figura 56 que el silenciament d’RNF41 és efectiu ja que reduim
I'expressio al voltant d’'un 80% (densitometria relativa a actina). Aquest silenciament va
induir un increment d’activitat d’hCNT1 d’un 30%. Els nivells totals de proteina d’hCNT1

semblen mantenir-se constants.
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Figura 57. Efecte de la sobreexpressio d’RNF41 sobre I’activitat d’hCNT1 en la linia estable HEK-
hCNT1. L'activitat d’hCNT1 esta expressada com a percentatge de captacié de citidina depenent
de sodi. Deteccid per western blot de la quantitat de proteina total d’'RNF41 i hCNT1. n=3. Cada

proteina es detecta amb un anticos especific contra un epitop propi (llistats en la seccié de
Materials i Métodes).

Mitjangant I'aproximacié inversa, al sobreexpressar RNF41 s’observa una
disminucio significativa de I'activitat d’hCNT1 d’'un 15% aproximadament (Fig. 57). A

més, els nivells de proteina total del transportador es mantenen aparentment constants.

Com s’ha esmentat abans, en la Figura 53 s’observa que on s’ha sobreexpressat

RNF41 hi ha més quantitat de formes ubiqlitinades al immunoprecipitar hCNT1HA.
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Llavors sembla que RNF41 esta mediant 'ubiqiitinitzacio d’hCNT1. Les evidencies
funcionals sén que els nivells d’/RNF41 modifiquen I'activitat d’hCNT1 pero no aixi els
nivells totals de proteina. Per tant, ens vam plantejar que l'ubiqiitinacio del
transportador no estava promovent una degradacio classica per la via de proteasoma,
siné que podia estar canviant la localitzacié a membrana del transportador com ja s’ha
descrit per a altres membres de la familia SLC (Ibafiez et al. 2016). Per a provar aquesta
teoria, una de les aproximacions que es va realitzar va ser analitzar la senyal d’"hCNT1
per immunofluoresceéncia en condicions de silenciament i sobreexpressié de RNF41 (Fig.

58).

90



Resultats i Discussi6

Silenciament

siRNA C-

siRNA RNF41

B) Sobreexpressio

[pcDNA3]

[Myc-RNF41]

Figura 58. Immunolocalitzacié d’hCNT1. Immunocitoquimica d’hCNT1 en la linia HEK-hCNT1 en
condicions de silenciament d’'RNF41 (A) o de sobreexpressié de Myc-RNF41 (B). Imatges de
microscopia confocal adquirides amb el microscopi Leica SPE. Objectiu 63x.

Com s’aprecia en la figura 58, no es veuen canvis importants en la localitzacié
d’hCNT1 que ens puguin induir a pensar que el canvi d’activitat estigui causat per una

diferent localitzaci6 a membrana. De tota manera, per poder quantificar aquesta
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observacio caldria fer una tincié de la membrana plasmatica i analitzar la colocalitzacié

a membrana en totes les condicions.

Altra possible tecnica per realitzar aquest tipus de mesura seria analitzar-ho per
citometria-FACS (FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting) que permet diferenciar de
quan la proteina esta a la membrana de la cel-lula o no, perd per a aquest assaig es
necessita un anticdos contra hCNT1 que reconegui només la regid extracel-lular i I'anticos

amb el qual s’ha treballat esta dirigit contra I’extrem amino terminal intracel-lular.

També es podria realitzar una biotinilitzacié de les proteines de membrana i
comparar per western blot la proporcié d’hCNT1 a membrana en condicions de

silenciament i sobreexpressiéo d’'RNF41.

Una altra opcid seria que la ubiqlitinacid estigués produint un canvi
conformacional que reduis I'activitat del transportador com s’ha descrit per a altres
proteines de membrana (Foot et al. 2016). Per a provar aquestes hipotesi, el que seria
més adient seria mutar les lisines susceptibles de ser ubiquitinades i observar si els
canvis d’activitat es segueixen produint en les condicions de silenciament i
sobreexpressid. També pot servir d’informacid quin tipus d’ubiqiitinacié s’esta donant,
ja que poden haver diversos tipus (lineal, ramificada...) i en funcié del tipus I’efecte sobre
la proteina diana és diferent (Komander, 2009). Podria passar que l'ubiquitinacié es
donés en altres residus diferents a la lisina (McDowell & Philpott, 2013). Acd s’ha de
tenir en compte perque malgrat mutar els residus de lisina potser es segueix donant la
ubiquitinacio.

Com ja s’ha descrit per a altres transportadors com el transportador de
monocarboxilat 8 (MCT8), la ubiquitinacié pot influir en la seva capacitat d’oligomeritzar
(Zwanziger et al., 2016). En el cas de I'ortoleg procariota vcCNT, esta descrit que podria
formar trimers segons la seva estructura cristal-lina (Johnson et al., 2012). Com que
I’'homologia del veCNT amb els hCNTs és elevada, no es pot descartar que els hCNTs
també puguin oligomeritzar i que existeixi algun tipus de relacié amb I'activitat i I'estat
d’ubiquitinacié. No obstant, primerament s’hauria de demostrar que aquesta

oligomeritzacid existeix per a hCNT1.
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També podria passar que I'ubiqiitinacié pogués estar canviant la localitzacio del
transportador en els diferents microdominis lipidics que hi ha a la membrana (lipid
rafts). Per a hCNT3 es va descriure com una variant polimorfica promovia aquest canvis

de localitzacid i afectava a la seva activitat (Errasti-Murugarren et al., 2010b).

Cal tenir en compte que el model amb el qual hem treballat, la linia HEK-hCNT1
gue sobreexpressa establement el transportador, ens ha sigut molt util per trobar algun
tipus de relacié funcional. No obstant, s’"ha de ser conscient que es tracta d’'un model
d’expressié heteroleg i potser algun dels resultats obtinguts no es reprodueixin en un
context més fisiologic. De fet, al sobreexpressar el transportador potser s’estan
emmascarant efectes que en un model in vivo podrien ser més potents i la importancia
biologica de la interaccidé cobraria més pes. Un dels efectes que no podriem estar
observant és la possible degradacié del transportador. En principi, els nivells de proteina
total d’hCNT1 no sembla que canvien en condicions de silenciament o sobreexpressiod
de RNF41, pero com que el model estudiat expressa molta quantitat d’hCNT1 potser
seria adient inhibir la degradacié proteica per tal de veure si els nivells d’hCNT1 es
modulen sota aquestes condicions. Per inhibir la degradacié proteica bé podriem
utilitzar inhibidors del proteasoma com MG132 o inhibidors de la degradacié lisosomal
o autofagica com la hidroxicloroquina. Si els nivells d’hCNT1 canvien amb el silenciament
o sobreexpressido d’'RNF41 quan s’inhibeix la degradacié proteica, voldria dir que estem

davant d’un mecanisme de regulacié on si que intervé la degradacié proteica.

Donat que molts farmacs antitumorals entren a la cél-lula a través d’hCNT1
(Molina-Arcas et al., 2008), seria interessant potenciar I'activitat del transportador en
cel-lules tumorals per a incrementar I’eficacia del farmac. A més, si tenim en compte que
I'expressid d’hCNT1 es veu reduida en processos oncologics (Farré et al., 2004;
Mohelnikova-Duchonova et al., 2013), és fonamental aconseguir el maxim d’activitat
d’hCNT1 a les cel-lules canceroses. La degradacié proteica és un mecanisme molt regulat
dintre de la cél-lula i que en moltes malalties es veu alterat. Actualment s’apunta a les
lligases E3 del sistema d’ubiqiitinacié com a bones dianes de farmacs ja que hi ha unes
600 en el genoma i tenen certa selectivitat de substrat en comparacio a les lligases E1 i
E2, de les quals només en trobem 2 i 40 en el genoma respectivament (D. Wang et al.,

2015). De fet, ja hi ha algun assaig clinic en fase 1 amb aquest tipus de farmacs (Shen et
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al., 2013). Una possible estrategia farmacéutica per potenciar 'activitat d’hCNT1 podria
ser el tractament amb lenalidomida, un derivat de la talomida que s’utilitza per al
tractament de la leucémia limfatica cronica (Badoux et al., 2011) i que inhibeix I'activitat
ubiquitina lligasa d’RNF41. Hi ha un estudi on es descriu que el tractament amb
lenalidomida estabilitza un receptor pel fet d’inhibir RNF41, ja que és I'encarregada
d’iniciar la degradacié el receptor (Basiorka et al., 2016). Llavors, podria ser que inhibint
RNF41 amb lenalidomida es pogués aconseguir una major eficiencia de farmacs com la
gemcitabinaila citarabina gracies a I'increment d’activitat d’hCNT1. Com que la inhibicid
de I'activitat d’"hCNT1 per part d’RNF41 no sembla que sigui per degradacio proteica, per
a que aquest tractament fos efica¢ seria necessari que les cel-lules tumorals encara
retinguessin I'expressié d’hCNT1 per poder potenciar I'activitat. En casos on I'expressid
del transportador s’ha perdut per complert aquest tractament segurament no seria

efectiu.

Una altra possible estratégia per modular aquesta interaccid proteica seria
mitjancant molécules sintétiques que interferiren en la unié de les dues proteines (Fig.
59). En els ultims anys, les interaccions proteiques han emergit com un objectiu
important per a tractaments terapeéutics i ja hi ha nombrosos farmacs que modulen
interaccions proteiques i que estan en estudis clinics avancats (Keeton et al., 2017; Scott
et al., 2016). Entre aquests farmacs, els péptids sintétics sén interessants per les seves
propietats de poder aconseguir I'estructura desitjada. La principal dificultat que
comporta és que aquests péeptids sén molt inestables in vivo i tenen una baixa
internalitzacio cel-lular, no obstant, més de 200 farmacs derivats de peptids estan o han
estat utilitzats (Nevola & Giralt, 2015). També hi ha altres molécules de sintesi quimica
gue poden exercir aquest paper (Kanthala et al., 2014). En qualsevol cas, per tal de poder
aplicar aquestes estrategies a la interaccié estudiada en aquest treball, seria necessari
determinar la regié molecular on es dona aquesta interaccié per poder intervenir per

trencar-la o reforgar-la.
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Figura 59. Esquema representatiu de la possible regulacié de la interaccié6 entre RNF41 i hCNT1
mitjangant una molécula sintética.

Des d’un punt de vista fisiologic, per poder entendre el sentit biologic d’aquesta
interaccid s’hauria d’estudiar en altres models on hi hagués expressié endogena de les
proteines. Per exemple, hi ha diversos estudis fets sobre la influencia d’'RNF41 en la
degradaciéo d’Erbb3/HER3 i la implicacié en biologia tumoral que suposa aquesta
degradacio en cel-lules de cancer colorectal, on totes dues proteines s’expressen (Jiang
et al., 2015; Lu et al., 2014). Donat que Erbb3/HER3 és un receptor que intervé en
senyalitzacid dintre de processos carcinogens (Mujoo et al.,, 2014) i activa vies de
senyalitzacido com Erk i PI3K les quals la restitucidé d’hCNT1 també pot activar (Pérez-
Torras et al., 2013), podria ser interessant buscar un model on totes tres proteines
s’expressaren per poder buscar una possible relacié funcional. El model més senzill seria
buscar una linia cel-lular que les expressés totes tres, perd com que l'expressio dels
hCNTs esta lligada a models cel-lulars diferenciats i es perd en linies immortalitzades
(Pastor-Anglada et al., 2008) estem davant d’una limitacié experimental. Una opcio seria
transduir hCNT1 en linies on hi hagi expressio d’'RNF41 i Erbb3. Altra opcid seria buscar
un model de cultiu primari on encara es conservés certa diferenciacié cel-lular i
expressido d’hCNT1 com sén els hepatocits humans, on segons resultats no publicats del
grup de recerca sabem que es reté la seva expressio en cultiu durant uns dies. O bé es

podria fer I’estudi en un model in vivo.

Ens trobem davant la situacid on RNF41 sembla estar regulant dues proteines
gue comparteixen l'activacié de les mateixes vies, perdo amb resultats biologicament
oposats ja que Erbb3 incrementa la supervivencia mentre hCNT1 indueix mort cel-lular

(Figura 60). A més, la regulacié que exerceix RNF41 sobre ambdues és diferent ja que
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s’encarrega d’ubiqitinar a Erbb3 i aix0 provoca una degradacid proteolitica del receptor
i una reduccié de la senyalitzacié. | pel que fa a hCNT1, també sembla ubiquitinar-lo,
pero no per degradar-lo sind per reduir la seva activitat de transport. De fet, no es sap
quin efecte té RNF41 sobre la senyalitzacié que es dona a través d’hCNT1, sabem que
redueix la seva activitat transportadora pero no s’ha analitzat quin efecte pot tenir en la
suposada activitat transceptora. Podria ser que en funcid del tipus cel-lular aquestes
regulacions fossin diferents, de fet, cada estudi esta realitzat en un model distint i no es

sap com funcionaria en altra situacid.

/\‘ H

MAPK/PI3K

MAPK/PI3K ﬂ
. L Mort cel-lular
Proliferacio [ L.
. L. Reduccié Migracié
Migracio

Figura 60. Esquema representatiu de la regulacié que exerceix RNF41 sobre Erbb3 i hCNT1 en els
diferents models cel-lulars.

En aquesta tesi s’ha fet un treball experimental preliminar amb |'objectiu
d’esbrinar la funcié cel-lular de les interaccions proteiques d’hCNT1 i aportar
coneixement bioquimic basic sobre aquesta proteina. Arran de la relacié funcional
evidenciada entre hCNT1 i RNF41 s’ha proposat algun tipus d’implicacié a nivell fisiologic
i algunes estrategies per poder modular aquesta interaccié en funcié d’interessos
medics, com pot ser la potenciacié de I'activitat d’hCNT1 per a casos clinics concrets. No
obstant, som conscients que per tal de poder plantejar hipotesis més solides s’haura
d’estudiar aquesta interaccio proteica en models d’estudi més complexos i semblants a
la realitat fisiologica de les cél-lules d’'un ésser huma com pugui ser un model de cultius

primaris o un model in vivo.
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Els transportadors de nucleosids son els encarregats d’internalitzar els nucleosids
i els seus derivats dintre de la cel-lula. Aquesta funcié els confereix una gran importancia
fisiologica ja que els nucledsids sén precursors metabolics imprescindibles per a la
viabilitat cel-lular i els derivats sintétics de nucleosids tenen una accié farmacologica
determinant en el tractament d’algunes malalties com diferents tipus de cancer,
malalties viriques o inflamatories. A més, I'expressid d’alguns transportadors de
nucleosids esta descrit que es regula en processos oncologics (Lane et al., 2010) o en
resposta a diferents estimuls proliferatius o diferenciadors (Aymerich et al., 2004; Soler
et al., 2001a). Per tant, I'estudi d’aquestes proteines és d’importancia notoria a nivell
biomeédic. De fet, esta descrit que els transportadors SLC sén una oportunitat emergent

com a dianes terapeutiques (Lin et al., 2015).

D’entre tots els transportadors de nucleosids, aquesta tesi s’ha centrat en
analitzar el paper de la proteina hCNT1, codificada pel gen SLC28A1. Fins fa pocs anys,
I'estudi d’aquesta proteina havia estat centrat en les seves propietats com a
transportador de nucleosids pirimidinics i els seus derivats farmacologicament actius.
No obstant, cada cop existeixen més evidencies de que aquesta proteina esta realitzant
funcions addicionals a la capacitat de transportar els seus substrats dintre de la cél-lula.
Com ja s’ha comentat, la restitucié de I'expressié d’hCNT1 en linies d’adenocarcinoma
pancreatic indueix canvis fenotipics importants per a la biologia tumoral com I'alteracié
del cicle cel-lular i I'activacié de vies de senyalitzacié relacionades amb la supervivencia
cel-lular independentment de la seva capacitat de translocar substrat. Per aquest motiu
es considera que hCNT1 pot estar jugant un paper de transceptor (Pérez-Torras et al.,
2013). A més, també s’ha descrit que I'expressié d’aquest transportador es veu reduida
en alguns tipus de processos oncologics (Bhutia et al., 2011; Farré et al., 2004; Lane et
al., 2010). Aquestes evidencies ens van fer plantejar I'estudi de la proteina hCNT1 des
d’un punt de vista on es pogués demostrar el rol del transportador i la seva rellevancia
fisiologica.

En el transcurs d’aquesta tesi doctoral es va tenir accés a unes dades cliniques
gue semblarien correlacionar per primer cop una malaltia de fenotip sever amb una
nova mutacié descrita per a hCNT1, tot i que no podem descartar que la severitat del

fenotip sigui causada per una combinacié atzarosa amb diferents alteracions en el
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mateix gen o en altres gens. Aquesta nova mutacié descrita indueix un déficit en la
recaptacido de nucleosids que seria causat per uns nivells d’expressio inferiors de la
proteina mutada respecte a la proteina wild type. Els resultats preliminars suggereixen
que aquesta proteina mutada podria tenir una vida mitja inferior. Aquesta reduccié de
I’expressid i, en conseqliencia, de 'activitat biologica d’"hCNT1 podria comportar una
desregulacio fisiologica que lligaria amb algun dels trets fenotipics que presentava el
pacient, com la pérdua de nucleosids pirimidinics per orina. A part d’aquest déficit en la
recaptacid, no es pot descartar que I'efecte de la mutacidé pugui ser causat per una
alteracio de les funcions addicionals a la capacitat de transportar nucleosids (funcions
transceptores). Si finalment es confirma que les alteracions en el gen SLC28A1 soén les
causants d’aquest fenotip tan sever es reforcaria la idea de la importancia fisiologica

d’hCNTL1.

El domini amino terminal dels transportadors de nucledsids concentratius és una
adquisicio evolutiva dels transportadors eucariotes respecte dels procariotes, a més,
esta descrit que no és un domini estrictament necessari per al transport de nucleosids
(Hamilton et al.,, 2001). Es tracta d’un domini intracel-lular que representa
aproximadament el 10% de I’estructura primaria per al qual no es coneix cap estructura
definida. Aquestes evidéncies fan pensar que es tracta d’'un domini on el transportador
pugui interaccionar amb altres proteines i portar a terme les funcions accessories a la
captacié de nucleodsids. Per tal d’estudiar si la capacitat d’hCNT1 de generar canvis
fenotipics en la cel-lula resideix en aquest domini, ens vam plantejar fer un estudi
funcional del mateix. Per aquesta rad es va decidir dissenyar proteines quimériques
bescanviant els dominis amino terminal entre els diferents membres de la familia genica
SLC28 i es va comprovar que fossin funcionals i que presentaren una localitzacio
subcel-lular correcta. Un cop generades aquestes proteines quimeriques en vectors
adenovirals es va procedir al seu estudi bioquimic en una linia d’adenocarcinoma
pancreatic. En assajos preliminars, no semblaria que el fet de bescanviar el domini amino
terminal d’hCNT1 amb el dels altres hCNTs sigui suficient per a que puguin generar
aquestes funcions transceptores. No obstant, si bescanviem el domini amino terminal a
la proteina hCNT1 pel domini amino terminal d’altres hCNTs aquestes funcions

accessories es perden. A¢o ens suggereix que aquest domini per si sol no és capac¢ de
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generar aquesta resposta en altres proteines pero si és necessari per a que hCNT1 actui

com un transceptor.

La funcid transceptora no es pot descartar que pugui ser causada per les
proteines que estiguin interaccionant amb hCNT1. La primera aproximacié per trobar
proteines d’interaccié es va realitzar amb un cribratge de doble hibrid en bacteris on
només s’utilitzava el domini amino terminal. Amb aquest métode es va trobar
prosaposina com a possible interacci6 d’'hCNT1 i es va realitzar I'estudi bioquimic i
funcional de la interaccié. Malauradament els anticossos dels que disposavem no eren
especifics i no es va poder concloure la validacié bioquimica, tot i que en fer estudis
funcionals si que vam observar que al silenciar prosaposina observarem una caiguda
d’activitat d’hCNT1, intuint aixi una possible regulacié funcional entre totes dues

proteines.

No obstant, donat que les técniques per detectar proteines d’interaccié s’han
anat millorant en els ultims anys, ens vam plantejar realitzar un assaig que ens permetés
treballar amb la proteina sencera i en un model de treball més similar a la cel-lula
humana. Per aquests motius, es va decidir iniciar un cribratge per buscar proteines
d’interaccié mitjancant la téecnica MYTH (Membrane Yeast Two-Hybrid), que permet fer
I’assaig amb la localitzacié de la proteina a membrana en un model eucariota com és el
llevat. Després de realitzar el cribratge per als tres membres dels transportadors de
nucleosids concentratius es van trobar tres possibles proteines d’interaccio per a hCNT1
i tres per a hCNT3 que van ser validades per co-immunoprecipitacié i co-
immunocolocalitzacid. Entre les possibles proteines d’interaccié obtingudes per a
hCNT1, es va iniciar I’estudi de la implicacié funcional de la interaccié amb RNF41 ja que
esta descrit que té una relacié amb multiples processos oncologics (Lu et al., 2014; Jiang
et al.,, 2015) i al tractar-se d’una ubiquitina lligasa podia estar regulant els nivells
d’expressié del transportador, com ho fa per a altres receptors (Mujoo et al., 2014). Hem
pogut constatar que RNF41 sembla estar modulant I'estat d’ubiquitinacié d’'hCNT1 i que
aquest canvi afecta a l'activitat biologica del transportador. Per tant, a partir d’'una
modulacio de l'activitat d’RNF41, bé per métodes genetics o farmacologics, s’ha obert

la possibilitat de modular l'activitat biologica d’hCNT1, la qual cosa permetria
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incrementar la sensibilitat de les cél-lules a farmacs derivats de nucleosids pirimidinics

gue sén emprats per al tractament de diverses malalties.
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-Per primera vegada sembla que es correlaciona el fenotip sever d’'una malaltia amb la
presencia d’'una nova mutacié descrita per al gen SLC28A1. L'estudi molecular de la
proteina mutant mostra una reduccié en la captacio de nucleodsids respecte a la proteina
wild type. Aquest deficit en el transport de nucledsids és causat per uns nivells
d’expressié més baixos que semblarien ser originats per un vida mitja de la proteina

mutada inferior respecte a la wild type.

-L’estudi funcional del domini amino terminal d’hCNT1 suggeriria que aquesta regid és
necessaria perd no és suficient per induir les funcions transceptores descrites per a
hCNT1, ja que al bescanviar aquest domini amb els altres transportadors de la familia

SLC28 s’evita la induccio de la senyalitzacié cel-lular depenent d’hCNT1.

-La interaccio entre hCNT1 i prosaposina sembla estar regulant I'activitat biologica del
transportador, tot i que no s’ha pogut validar bioquimicament la interaccié per la manca

d’eines adequades.

-Mitjancant la técnica MYTH s’han descobert tres possibles proteines d’interaccié per a
hCNT1 (BBOX1, NFIC i RNF41) i tres per a hCNT3 (QDPR, GABARAPL-2 i GTF3C5) . Totes
elles han estat validades bioquimicament per técniques de co-immunoprecipitacio i co-

immunocol-localitzacio.

-La interaccié entre hCNT1 i RNF41 semblaria condicionar I'estat d’ubiquitinacié del

transportador aixi com la seva activitat biologica.
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1. Cultius cel-lulars

1.1 Introduccio

El cultiu cel-lular és el procés pel qual s’aconsegueix mantenir cel-lules eucariotes
en creixement en un entorn artificial (in vitro) en el qual hem de mantenir les condicions
necessaries per a que les cél-lules es divideixin. La finalitat d’aquesta tecnica és
aconseguir un model de treball aproximat a la situacio fisiologica i que és ampliament
utilitzat en I'ambit de la bioquimica i la biologia cel-lular. Els principal avantatge d’aquest
model és: |a relativa facilitat d’Us i de modificar I'entorn fisicoquimic (temperatura, pH,
0....) ifisiologic (presencia de nutrients, hormones, alteracions genéetiques...). D’aquesta
manera es redueix I'Us d’animals per a I'experimentacio. El principal desavantatge
d’aquest model és el canvi que es produeix en les cel-lules al treure-les del seu entorn
natural (in vivo). Entre els principals canvis que es donen al cultivar cel-lules in vitro esta
la desregulaciéd genica (canvis en perfils d’expressié de gens) que pot comportar
multiples alteracions dintre de la cél-lula, per aquest motiu, s’ha de ser conscient de la

limitacié d’aquest model.

Dintre dels cultius cel-lulars, podem diferenciar-los segons el tipus de cel-lules
(animals, vegetals, fungiques...) o segons la capacitat d’adheréencia (cultius en monocapa
o cultius en suspensié). També distingim entre cultius primaris o linies cel-lulars. Els
cultius primaris sén aquells obtinguts a partir de la disgregacié d’un teixit acabat d’aillar
i tenen una capacitat de divisié limitada ja que les cel-lules entren en senescéncia una
vegada superen el limit de Hayflick. Quant a les linies cel-lulars establertes o
immortalitzades, tenen una capacitat de divisio il-limitada. Entre els meétodes

d’establiment d’una linia trobem:
-La immortalitzacié espontania.
-L’aillament a partir d’un teixit cancerés.
-Induccid viral o quimica que desregula gens implicats en la divisid cel-lular

En aquest treball s’han utilitzat uUnicament linies cel-lulars immortalitzades en
monocapa.
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1.2 Condicions i material per al treball amb cultius cel-lulars

Per tal de garantir que el treball amb els cultius cel-lulars es faci de manera
adequada s’han de seguir una serie de mesures d’esterilitat per evitar contaminacions
(tant microbiologiques com entre diferents linies). Per aquesta rad, tot el material que
entri en contacte de manera directa o indirecta amb les cel-lules ha de ser esteril. Quant
al material de plastic que no es pugui autoclavar, s’ha de comprar material especial que
ja sigui esteril. Pel que fa a altre tipus de materials (per exemple: pipetes de vidre,
solucions com PBS...) abans d’utilitzar-los s’han d’autoclavar. En el cas de solucions
sensibles a la temperatura, per a esterilitzar-les, es filtraran a través d’un filtre de 0,22

um.

Pel que fa al lloc de treball on es manipulen les cel-lules, s’ha de fer dintre d’una
campana de flux laminar vertical. Totes les superficies i el material que entri a la
campana ha de ser netejat amb una solucié d’etanol al 70%. L’'usuari/a que estigui

treballant a la campana haura de portar bata i guants.

El material basic necessari per a realitzar experiments amb cultius cel-lulars és el

seglient:

-Campana de flux laminar vertical amb filtre HEPA, sistema de llum UV i bomba de

succio.

-Incubador de cél-lules amb atmosfera controlada (5% CQO3, 37°C, humitat a saturacid).
Els cultius cel-lulars necessiten el CO; per a tamponar el medi de cultiu amb les seves
formes en solucié (hidrogencarbonat i carbonat), que es comporten com una solucid

amortidora que neutralitza els acids produits durant el metabolisme cel-lular.

-Equipament criogenic: congeladors a -80°C, contenidor amb isopropanol per fer una
congelacié gradual de les cel-lules i tancs d’emmagatzemament de cél-lules amb

nitrogen liquid.
-Microscopi invertit
-Bany amb termostat.

-Countess ™ agutomated cell counter (Invitrogen) o cambra de Neubauer.

110



Materials i Métodes

-Plaques i flascons esterils de plastic per a créixer les cel-lules i realitzar els assajos
corresponents. El plastic d’aquests instruments ha estat tractat per a millorar

I’adheréncia de les cel-lules.

1.3 Manteniment dels cultius cel-lulars

Encara que definim les linies cel-lulars com immortalitzades, sén un sistema molt
sensible als canvis i factors externs i que, si no les mantenim adequadament, poden
deixar de créixer o fer-ho de manera anormal. Un cop sembrem o inoculem una
quantitat de cel-lules en una placa tendiran a dividir-se fins ocupar tota la superficie,
arribant aixi a la confluéncia maxima. Depenent de cada linia, el concepte de confluéncia
maxima és diferent ja que la morfologia difereix i també la tolerancia a la confluéncia
varia. En termes generals, mai s’ha de permetre que la placa arribi a confluéncia total ja
que el contacte entre cel-lules durant un temps prolongat porta a les mateixes a entrar
en apoptosi o arrest del cicle cel-lular. Per aquesta rad, per mantenir una linia en
constant creixement, en el cas de les linies emprades en aquesta tesi de creixement en
monocapa, haurem de canviar constantment el recipient on estan creixent (passatge).
AcO consisteix en desadherir les cel-lules en la placa i inocular certa quantitat en una
placa o flascé nou fins que el tornin a emplenar. Mentre omplen la nova placa, s’haura
de recanviar el medi de cultiu cada dos dies per tal de treure els residus cel-lulars i

reposar els nutrients necessaris.

Per tal de proporcionar a les cel-lules els components necessaris per a que creixin
i es divideixin les hem de mantenir amb medi de cultiu suplementat amb glutamina,
serum bovi fetal i antibiotics. Cada linia necessita un tipus de medi de cultiu en funcié
de la seva fisiologia. La suplementacié amb glutamina es fa perque és I'aminoacid més
inestable i durant el procés d’emmagatzemament del medi pot degradar-se. Pel que fa
al serum, l'afegim per a proporcionar una barreja de factors de creixement i
micronutrients sense els quals les cél-lules no poden créixer. Els antibiotics s’afegeixen

per evitar les temudes contaminacions microbianes.
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1.3.1 Tripsinitzacio i passatge

El procés de passatge de les linies es realitza de forma rutinaria dos cops per
setmana (dilluns i divendres) per a aconseguir un estat cel-lular constant al llarg de les
setmanes i aixi poder reduir variables experimentals. Per a desadherir les cel-lules
emprem una solucié que conté EDTA i tripsina. EDTA actua com a quelant de Ca?*,
aquest i6 és necessari per a la unid cel-lula-cel-lula, llavors aconseguim debilitar aquesta
unid. La tripsina és un enzim proteolitic que degradara les proteines que trobi, la
incubacié amb tripsina pot ser letal per a les cél-lules si es deixa durant molta estona ja
gue pot degradar proteines imprescindibles per a la viabilitat cel-lular. El temps
d’incubacié dependra de la linia cel-lular. En principi, es deixa el temps minim per a que
trenqui les proteines d’unié entre cél-lules i entre les cél-lules i la placa. Abans de
desadherir les cél-lules, s’han de rentar amb una solucié iso-osmotica com el PBS per tal

de eliminar les restes de serum, ja que el serum conté factors que inhibeixen la tripsina.

Cal ser conscient que el nombre de passatges influira en I'estat de la linia
cel-lular. Amb el temps, les cél-lules van acumulant alteracions genetiques com tenir un
nombre irregular de cromosomes. Per aix0 és important anotar el passatge en el qual es

troba la linia en funcionament, si el passatge és molt elevat caldra renovar-les.

1.3.2 Congelacio i descongelacio

Com que les linies cel-lulars van canviant amb els passatges, s’ha d’intentar
mantenir un stock de cél-lules amb passatge baix. Per aquesta rad i per tal de conservar-
les al llarg del temps (durant anys) les cel-lules sén congelades en nitrogen liquid. Per tal
de congelar-les i que mantinguin la viabilitat, haurem d’afegir agents crioprotectors com
el DMSO o el glicerol. Aquests agents basicament el que faran sera penetrar dintre de la
cél-lula e impedir la formacié de cristalls d’aigua que trencarien les estructures cel-lulars
que reduirien la viabilitat. Cal dir que aquests agents son toxics per a la cél-lula i només

hauran d’estar en contacte el temps minim necessari per a realitzar la congelacid.

Per tal de descongelar-les, el que farem sera treure el vial del tanc de nitrogen

liquid i descongelar-lo el més rapidament possible: en un bany d’aigua a 37°C. Un cop
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descongelades, es treuen i es barregen amb medi de creixement en un tub Falcon per
diluir 'agent crioprotector. A continuacié es centrifuguen (1200rpm, 4 min) i eliminem
el sobrenedant on hi haura una elevada proporciéo de DMSO. Finalment resuspenem el
pellet de cel-lules amb medi de creixement suplementat amb un 20% de serum (un 10%
més del que és habitual per al manteniment) per a incrementar la viabilitat del procés

de descongelacié i facilitar que les cél-lules creixin.

Un cop hem amplificat el nombre de cél-lules i volem congelar-les, el que caldra
es fer el procés invers. Primerament tripsinitzarem les cél-lules, a continuacio les
centrifugarem per eliminar les restes de medi i tripsina que poden influir en la
congelacid. Llavors barrejarem les cél-lules amb el medi de congelacié. En el nostre cas,
el medi de congelacié esta composat per FBS (Fetal Bovine Serum) i DMSO en proporcio
9:1. La funcid del serum és proveir a les cel-lules de totes les molécules necessaries per
a la seva viabilitat. Un cop resuspeses en medi de congelacid, s’aliquoten en criotubs
especials per ser congelats en nitrogen liquid. Aquesta congelacié ha de fer-se de
manera gradual ja que una congelacid instantania redueix la viabilitat cel-lular. Per aixo,
introduim els criotubs en un recipient que conté una capa externa d’isopropanol.
Aquesta capa permet que la temperatura es redueixi gradualment aproximadament 1°C
per minut. Aquest recipient es guarda en congeladors de -80°C, on poden estar entre 4h
i un mes. Finalment, introduirem els vials en el tanc de nitrogen liquid on podran ser

emmagatzemades durant anys.

1.4 Linies cel-lulars utilitzades

1.4.1 Linia HEK293

La major part de resultats d’aquest treball han estat generats amb aquesta linia
o alguna variant de la mateixa. El nom de la linia respon a la seva procedéncia, en anglés
les sigles HEK responen a Human Embryonic Kidney (ronyé embrionari huma) i el nombre
293 respon a la nomenclatura experimental que el seu descobridor, Frank Graham,
donava als seus assajos. La linia va ser establerta el 1973 a partir de la transformacié de

cél-lules humanes amb I'adenovirus 5. La transformacid es va aconseguir per la insercié
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de 4,5 kb del genoma viral en el cromosoma 19. Les cel-lules HEK293 tenen un cariotip
complex, presentant dos o més copies de cada cromosoma. L'eleccié d’aquesta linia
radica en la seva facilitat per a ser transfectada, llavors permet I'estudi heteroleg dels
gens d’interes. Un dels factors limitants experimentals d’aquest treball era I'absencia de
linies cel-lulars que expressessin els hCNTs de manera endogena, Ilavors s’ha hagut

d’utilitzar sistemes d’expressio heterologa.

Dintre d’aquesta linia hem utilitzat diferents variants genetiques segons el seu

us. El manteniment de cadascuna difereix lleugerament:

1.4.1.1 HEK293

El medi de cultiu utilitzat és DMEM suplementat amb FBS al 10%, glutamina 2mM
i 1% de penicil-lina/estreptomicina. La dilucié aproximada per a subcultivar-les variava
entre 1:8 i 1:12 i el passatge s’havia de realitzar entre el 85-95% de confluéncia (sense

arribar mai a la confluéncia total).

1.4.1.2 HEK293-hCNT1/pcDNAS

Aguesta variant de la linia va ser generada al laboratori per la Dra. Medina-Pulido
amb el sistema Flp-In™, d’aquesta manera la linia expressa de manera estable la
proteina hCNT1 ja que la sequiéncia ha estat integrada en el genoma. El manteniment

d’aquesta linia i el control buit pcDNAS és identic a les HEK293.

1.4.1.3 AD293

Per tal de produir els adenovirus recombinants generats per a un bloc del treball
es va haver d’utilitzar aquesta varietat comercial de les HEK293 (Stratagene). Segons la
companyia que I'ha generada presenten una major adheréncia a la placa i sén més
indicades per a I'amplificacié d’adenovirus recombinants. El manteniment d’aquesta
varietat difereix de les anteriors: el medi de cultiu era DMEM suplementat amb FBS
inactivat al 5%, glutamina 2mM i 1% de penicil-lina/estreptomicina. El canvi respecte a

les altres era la confluéncia al subcultivar-les, segons les instruccions, mai havien de
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superar el 50% de confluéncia a la placa i la dilucid havia de ser 1:10. Llavors requerien

uns tres passatges per setmana.

1.5 Control de micoplasma

La contaminacié dels cultius cel-lulars amb micoplasma es coneix des de fa
decades. Aquest microorganisme pot alterar les cél-lules drasticament i interferir en els
resultats, especialment quan es treballa amb el metabolisme de nucleosids i nucleotids
(Voorde et al., 2014). En aquest treball, la presencia de micoplasma influia de manera
evident en els assajos de transport de nucleosids. A causa de la seva petita grandaria
(100 nm aproximadament, és I'esser viu més petit que es coneix) sén indetectables
inclus al microscopi i els canvis conformacionals que provoquen a les cél-lules no sempre
son clars, es requereix un coneixement exhaustiu de la linia per evidenciar-ne la
contaminacié, a més, com que no tenen paret cel-lular no es veuen afectats per
antibiotics com la penicil-lina i la estreptomicina. Per aquesta rad, s’ha seguit un control
rutinari de presencia de micoplasma cada quinze dies. Aquest control es basa en un
analisi del medi de cultiu amb PCR. Si alguna linia presentava micoplasma, era deixada

d’utilitzar per fer experiments i es procedia a desinfectar-la amb Plasmocin®.

2. Tecnigues de manipulacié de I'expressio de proteines

Per tal de dilucidar la funcid d’una proteina existeixen técniques que ens
permeten introduir (sobreexpressar) aguesta proteina en els models d’estudi o, si ja hi

és present, disminuir la seva expressié (silenciament).
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2.1 Sobreexpressio

Entre els métodes que hi ha per introduir el material genétic que codifica per la
proteina (plasmidis amb el cDNA) en un model experimental, en aquest treball hem

utilitzat principalment la transfeccié transitoria i la transduccié viral.
2.1.1 Transfeccid transitoria

Dintre dels procediments de transfeccid transitoria, s’ha utilitzat el métode
guimic amb fosfat calcic ja que permet transfectar de manera eficient el principal model
d’estudi: la linia HEK293. A més, el protocol és relativament senzill i reproduible. El
métode es basa en la formacid de precipitats de DNA i Ca?* per unions electrostatiques
en una solucié salina de diferents formes de fosfats sodics; el pH s’ha de mantenir a 6,4
per a aconseguir transfeccions eficients per a HEK293. Aquests precipitats son
internalitzats per la cel-lula i llavors el DNA queda a la disposicido de la maquinaria
cel-lular de transcripcid i traduccid, generant-se aixi la proteina d’interes. EIl DNA que
s’internalitza ha d’estar en forma plasmidica (tots els nostres constructes estan clonats
en el vector pcDNA3.1) que queda en forma epicromosomica i no arriba a entrar al nucli,
es per aixo que s’anomena transitoria, ja que amb les conseqlients divisions cel-lulars es
perdra la informacié genetica. El protocol de transfeccid que s’ha seguit en la tesi és el

seglient:

-Tampons (ambdds han de ser preparats amb aigua Milli-Q i després filtrats amb
un filtre de 0,22 uM per esterilitzar-ho):
-Calci:
500mM CacCl;
100mM Acid N,N-Bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfonic (BES)

pH=6.95
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-Fosfat:
280mM NaCl
0,75mM Na;HPO4
0,75mM NaH2PO4
pH=6.4

El procediment habitual era sembrar les cel-lules a una densitat adequada
(aproximadament 25000 cel-lules/cm2) per a que al dia seglient estiguessin a la
confluencia optima de transfeccid, que varia entre el 60 i el 90% de confluencia segons
el tipus d’assaig i la durada del mateix. El procés consisteix en mesclar el DNA en solucio
aquosa amb el tampd de calci per formar el precipitat (la Taula 8 ens orienta de les
quantitats que hem d’afegir de cada reactiu). A continuacio s’afegia el tampé fosfat amb
cura i es barrejava bombollejant la mostra per acabar de formar els complexos i es
deixava reposar durant 15 minuts a temperatura ambient. Finalment s’afegia gota a gota
sobre les cél-lules i s'incubava durant tota la nit. Al dia seglient es canviava el medi per
medi fresc. Esta descrit que el pic d’expressié es dona al voltant de les 40 hores post-

transfeccio.

Plagues 96 pous |Plaques 24 pous |Plaques 6 cm |Plaques 10 cm
DNA 0,1ug 0,5ug 5ug 15 ug
Aigua+DNA 2,5uL 12,5uL 125 uL 250 pL
Calci 2,5 uL 12,5 pL 125 plL 250 ulL
Fosfat 5uL 25 puL 250 pL 500 pL
Volum total 10 pL 50 pL 500 plL 1000 L

Taula 8. Quantitats necessaries per a la transfeccio transitoria amb fosfat calcic

2.1.2 Transduccio viral amb adenovirus

En funcio de la linia cel-lular, la transfeccié transitoria pot ser més o menys
eficient. Fins i tot, hi ha linies on I'eficiencia és nul-la. Per aix0 necessitem altres
mecanismes per introduir els gens d’interés en els models experimentals triats, un
d’aquests és la transduccié viral. Aquest mecanisme es basa en la capacitat dels

adenovirus d’infectar les cél-lules. Per a evitar que el virus completi el seu cicle litic, els
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adenovirus emprats sén defectius de replicacid, ja que s’han tret els gens E1 i E3. El gen
E1 és essencial per a I'encapsidacié del virus i el gen E3 esta relacionat amb I'evasio del
sistema immunitari de I'hoste. D’aquesta manera, aconseguim un mecanisme eficient i

segur.

El protocol es basa en sembrar les cél-lules a infectar el dia anterior, llavors es
barreja I'adenovirus recombinant amb medi sense serum per evitar interferéncies en la
infeccid i s’afegeix sobre les cél-lules en el minim volum possible. Es deixa durant 4h a
I'incubador i finalment s’aspira i es posa medi fresc. L'expressio de la proteina d’interes

s’analitza en funcio de I'assaig a realitzar.

2.2 Silenciament

Per tal de reduir I'expressié d’una proteina hi ha diferents metodes. En aquesta
tesi s’han utilitzat petites molécules d’RNA d’interferencia o siRNA (small interference
RNA). Aguestes molécules s’'uneixen a I'RNA missatger del gen en qiiestid i es crea una
doble cadena d’RNA que és detectada pel complex proteic RISC que automaticament el
degrada. Aixi, podem aconseguir reduir els nivells d’'RNA i, conseglientment, de la

proteina del gen que ens interessi.

La introduccié del siRNA dintre de la cél-lula és un procés semblant a la
transfeccid transitoria per metodes quimics. En aquest cas hem utilitzat un reactiu

cationic lipidic, el TransIT-siQUEST (Mirus®). El procediment es detalla a continuacié:

1-Sembrar les cel-lules el dia anterior de manera que al dia seglient estiguin entre

un 60 i un 80% de confluencia.
2-Atemperar el reactiu, i barrejar-lo amb medi Opti-MEM sense sérum.

3-A continuacié afegim el siRNA, ho barregem i incubem entre 15-30 minuts per

a que es formin els complexos.

4-Afegim la barreja a les cel-lules durant tota la nit. Al dia seglient es canvia el

medi per medi fresc i s’analitza I'expressié quan convingui.
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3. Analisi d’expressid de proteines

3.1 Obtenci6 d’extractes proteics

L'obtencid d’extractes proteics es realitza a partir de la lisi de cel-lules en cultiu
o d’un teixit mitjangant tampons especifics que mantenen les propietats de les proteines
de manera optima. Segons el tipus d’analisi, variaran les condicions d’extraccié i el

tampod emprat. Els tampons emprats en aquest treball han sigut:

-NP40: 50mM Tris (pH=7,4), 250mM NaCl, 1% NP-40, 5mM Pirofosfat sodic, 50mM NaF,

1mM ortovanadat sodic i un coctel d’inhibidors de proteases (Complete Mini, Roche)

-Fosforilats: 10mM Tris (pH=7,4), 400mM NaCl, 5mM NaF, 10% glicerol, 1ImM EDTA,
1mM ortovanadat sodic, 0,5% NP-50, 4mM ditiotreitol (DTT), coctel d’inhibidors de

proteases i coctel d’inhibidor de fosfatases (PhosSTOP, Roche).
El procediment per obtenir els extractes és:

1-Rentar les cel-lules adherides amb PBS 1X i aspirar bé totes les restes. Seguidament
congelar la placa en nitrogen liquid per aturar qualsevol procés cel-lular que pugui
comportar un canvi d’expressidé proteic. A partir d’aguest moment tot el treball es

realitzara en gel per evitar la degradacio de I’extracte.

2-Amb la placa sobre gel afegirem el tampd de lisi sobre les cél-lules, i amb I'ajuda d’un

rascador s’aixequen totes les cél-lules de la placa fins aconseguir una suspensio.

3-Aquesta suspensio la traslladem a un tub eppendorf i la fem passar per una xeringa de
25G almenys tres cops o fins que la mostra sigui homogénia. D’aquesta manera

assegurarem la completa lisi de les cél-lules.

4- Centrifugarem I'eppendorf a 10000g durant 15 minuts a 4°C per retirar restes de les

membranes cel-lulars i restes que no s’hagin extret.

5- Recollim el sobrenedant en un tub nou i aquest sera el nostre extracte proteic.
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Per tal de saber la concentracié de proteina present en cada extracte, s’ha
utilitzat el metode Bradford. Aquest metode colorimetric es basa en el canvi de coloracid
en medi acid del reactiu Coomassie G-250 al unir-se als residus basics de les proteines.
Com a proteina patré s’ha utilitzat I'albimina i s’han extrapolat els resultats
d’absorbancia als extractes. La sensibilitat d’agquest métode ens permet detectar

concentracions entre 1i 15 pg de proteina.

3.2 Electroforesi en SDS-PAGE

Un cop obtinguts els extractes, per determinar I'expressié de la proteina d’estudi
haurem de recérrer a metodes de separacid dels elements de la mostra. El més
ampliament utilitzat per a proteines és la electroforesi SDS-PAGE (Sodium Dodecil
Sulfate - PoliAcrilamide Gel Electrophoresis). Amb aquest meétode separarem les

proteines pel seu pes molecular.

Material i reactius:

-Gels de poliacrilamida: es preparen abans de realitzar |'electroforesi o el dia abans.

Dintre d’un gel trobarem dos tipus de gel:

-Gel Concentrador: Aquest gel serveix per a permetre I'entrada simultania de les
mostres en el gel resolutiu. El percentatge d’acrilamida és baix (5% d’acrilamida) i el pH
és més acid que el resolutiu, acd provoca un moviment més rapid de les proteines. La
composicié d’aquest gel, per a 4mL és: 2,7mL aigua, 0.67mL de la barreja d’acrilamida,
0.5mL Tris 1M pH 6.8, 40 uL de SDS al 10%, 40 uL de APS (ammonium persulfate) al 10%
i 4 uL de TEMED (Tetrametiletilendiamina).

-Gel Resolutiu: Aquest és el gel on es donara la separacid de les proteines
propiament dita. La concentracid d’acrilamida pot variar entre el 5 i el 20% en funcié del

pes molecular de la proteina que estiguem interessats en separar (Taula 9).
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Rang Pes
% Acrilamida Molecular
(kDa)
7 50-500
10 20-300
12 10-200
15 3-100

Taula 9. Percentatge optim d’acrilamida que ha de tenir un gel d’electroforesi SDS-
PAGE en funcié del pes molecular de la proteina que volem detectar.

-Aparells de PAGE: Sistema Mini Protean 3 (BIO-RAD) i una font d’alimentacio.
-Tampd d’electroforesi: Tris-Base 25mM, Glicina 191mM, SDS al 0,1%.

-Tampo de carrega: Per a preparar-lo 5 vegades concentrat, per cada 20mL hem
d’afegir 6,4mL de Tris-HClI 1M a pH=8, 2g de SDS, 10mL de glicerol i 0,2% de blau de
bromofenol. Si es volen reduir els ponts disulfur de les cisteines, s’ha de suplementar el
tampd amb un 5% de B-mercaptoetanol al moment, ja que sind aquest reactiu es
degrada. El SDS conferira carrega negativa a les proteines i aixi només migraran en
funcié del seu pes molecular. El glicerol conferira densitat a la mostra i al carregar-la
caura dintre del pou i evitarem pérdues. Pel que fa al blau de bromofenol sera un

indicador visual de com avanca I’electroforesi.

-Estandard de pesos moleculars: Per a saber el pes de les nostres proteines les
compararem amb una barreja de proteines amb pesos moleculars coneguts. El que hem
utilitzat ha sigut el Precision Plus Protein TM Standards Dual Color (BIO-RAD) que conté

marcadors entres 10 i 250 kDa.
Procediment:

1-Mesclar la quantitat d’extracte proteic que volem analitzar (entre 5 i 50 pg) amb

tampo de carrega.
2-Carregar-les en el gel concentrador.

3-Preparar el muntatge de manera que circuli la corrent entre els dos pous i les proteines

van dirigides cap al pol positiu del sistema. Normalment s’ha utilitzat una corrent a
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amperatge constant de 40 mA per cada gel. L'electroforesi s’atura en funcid del pes

molecular que interessi detectar posteriorment.

3.3 Western Blot

La tecnica de western blotting o immunoblot, descrita per primer cop I'any 1981,
consisteix en la transferencia electroforéetica de proteines des de gels SDS-PAGE a
membranes de nitrocel-lulosa o PVDF per a poder fer una deteccié auto-radiografica

d’una determinada proteina mitjangant anticossos especifics.

3.3.1 Electrotransferéncia

-Reactius i Materials:
-Tampo de transferencia: Tris-Base 25mM, glicina 191mM i metanol al 20%(v/v).
-Metanol
-Paper de filtre Whatman 3mm.
-Membrana de PVDF Immobilon-P Transfer Membrane (Millipore)
-Aparell de transferéncia de gels a membranes: Sistema Mini Protean (Bio-Rad)

-Solucié Ponceau (0,1% Reactiu Ponceau S i 5% acid acétic glacial en aigua

destil-lada)

-Procediment:

Primerament activarem la membrana de PVDF submergint-la durant 15 segons
en metanol. A continuacid, la rentarem amb aigua Milli-Q durant 2 minuts per treure
I’excés de metanol. Finalment, la deixem amb tampd de transferéncia fins que comenci
I’electrotransferencia. Un cop hagi acabat I'electroforesi, muntem el sistema amb el gel

i la membrana en I'aparell de transferéncia evitant que es formin bombolles que puguin
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interferir en I'electrotransferéncia. El sistema ha d’estar completament submergit en
tampd de transferencia i col-locarem cubetes de gel per a evitar que la temperatura pugi
en excés a causa del pas dels electrons. Finalment apliguem un amperatge contant de
180 mA durant 88 minuts (el temps pot variar en funcié del pes molecular que desitgem
transferir). Un cop ha finalitzat, tenyirem la membrana amb la soluci6 Ponceau,
d’aquesta manera tenyirem de manera reversible totes les proteines a la membrana i
ens servira per veure que la transferéncia s’ha donat de manera correcta i homogenia.

Per eliminar-la només caldra rentar la membrana amb aigua destil-lada.

3.3.2 Immunodeteccio

Reactius i Materials:

-Solucié TBS: Tris-Base 20mM, NaCl 150mM, pH=7.6 amb HCI
-Solucié de rentat: TBS-Tween20 al 0,1%

-Solucié de bloqueig: TBS-Tween20 al 0,1% amb llet en pols al 5% (p/v) o amb

BSA (albumina sérica bovina) al 5% (p/v) depenent de I'anticos que s’hagi d’utilitzar.
-Plastic
-Segellador

-Agitador orbital

Procediment:

El primer pas sera bloquejar la membrana per recobrir els espais on no hi hagi
proteina transferida, d’aquesta manera evitarem unions inespecifiques de I’anticos a la
membrana. Haurem d’incubar la membrana amb la solucié de bloqueig durant 1h a

temperatura ambient.

Seguidament incubarem la membrana amb I'anticos primari diluit en solucié de
bloqueig, que s’unira al seu epitop especific. Aquesta incubacié dependra del tipus

d’anticos, normalment es realitza durant tota la nit a 4°C o 1h a temperatura ambient.
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Un cop hem acabat, rentarem la membrana per treure I'excés d’anticos primari. Farem
tres rentats de 5 minuts amb la solucié de rentat. Després incubarem amb [|’anticos
secundari, que s’unira a les cadenes constants d’una I'especie (conill, rata, ratoli...) de
manera especifica. A més, aquest anticds porta una peroxidasa de rave fusionada que
ens permetra la seva deteccid posteriorment. La incubaciéo amb I'anticos secundari sol

fer-se entre 1i 2 hores a temperatura ambient.

Finalment, realitzarem el revelat de la membrana. Aquest procés consisteix en
detectar I'activitat peroxidasa de I'anticos secundari mitjancant el reactiu ECL (Enhanced
ChemolLuminiscent Method, Biological Industries). Aquest reactiu conté aigua oxigenada
i luminol. La reaccié catalitzada per la peroxidasa, dona com a producte llum que es
detecta per una camera fotografica d’elevada sensibilitat (Fujifilm) que genera una

imatge digital pel software LAS-3000.

Proteina Casa Comercial Reactivitat Dil:lucioé | Especie [Pes Molecular
hCNT1(N17) Santa Cruz Huma 1:2000 Goat 75 kDa
hCNT1 Generacio propia Huma 1:1000 | Mouse 75 kDa
Prosaposina Abcam Huma, rata, ratoli | 1:1000 Rabbit 75 kDa
HA Roche Huma, rata, ratoli | 1:2000 Rat tag
Nrdp1/RNF41 Santa Cruz Huma 1:1000 Mouse 36 kDa
Actina Sigma Aldrich Huma 1:5000 Rabbit 42 kDa
Tubulina Sigma Aldrich Huma 1:5000 | Mouse 50 kDa
Akt Cell Signaling Huma 1:1000 | Rabbit 60 kDa
Fosfo Akt Cell Signaling Huma 1:1000 Rabbit 60 kDa
Ubiquitina Santa Cruz Huma 1:1000 | Mouse 9kDa
c-MYC Santa Cruz Huma 1:500 Mouse 50 kDa

Taula 10. Llistat d’anticossos primaris emprats en la present tesi doctoral

Casa Comercial Reactivitat Dil:-lucio
Bio-Rad Mouse 1:3000
Bio-Rad Rabbit 1:3000
Bio-Rad Rat 1:5000

Dako Goat 1:5000

Taula 11. Llistat d’anticossos secundaris emprats en la present tesi doctoral
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3.4 Immunocitoquimica

Aquesta tecnica ens permet analitzar la localitzacié subcel-lular de les proteines

d’estudi en cel-lules fixades. Normalment les detectem a través de la unié d’un anticos

primari especific contra la proteina d’estudi, i la posterior unié d’un anticos secundari

amb un fluorocrom que al excitar-lo emetra el senyal. Si la proteina d’estudi esta

fusionada a una proteina fluorescent (GFP, YFP...) no cal afegir cap anticos per a la seva

deteccié. També es poden observar certes estructures cel-lulars conegudes com la

membrana plasmatica, els filaments d’actina, 'aparell de Golgi, el nucli, etc... amb

marcadors especifics.

Procediment:

1-

Sembrar les cel-lules en cobreobjectes de 10mm préeviament esterilitzats amb
[lum UV durant 10 min.

Un cop han crescut les cél-lules, les rentarem amb PBS 1X dos cops per treure
restes de medi i les fixarem amb PFA (Paraformaldehid) al 4% en PBS 1X. Les
incubarem 10min amb la solucié de fixacié a temperatura ambient. Un cop
finalitzat farem dos rentats amb PBS 1X i aquests cobreobjectes es poden
guardar a 4°C durant uns dies.

A continuacid permeabilitzarem la membrana per a que els anticossos puguin
entrar dintre de la cel-lula. Incubarem les céel-lules amb una solucié de
saponina al 0,05% en PBS 1X durant 10 min. Al acabar, es fan dos rentats amb
PBS 1X.

Seguidament farem el bloqueig del cobreobjectes. Aquest pas consisteix en
incubar els cobreobjectes amb una solucié de BSA al 1% en PBS 1X durant 20
min.

Després del bloqueig, tot seguit farem la incubacié amb I’anticos primari.
Diluirem I'anticos (1:50-1:300 depenent de I'anticos) en solucid d’incubacio
(BSA 1%, saponina 0,025% en PBS 1X) i I'incubarem 1h a temperatura
ambient. Per tal de reduir la quantitat d’anticos a utilitzar, fer la incubacié de

manera inversa sobre una gota i amb una cambra humida per a que no
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s’assequi. Alerta de no perdre la orientacié on estan enganxades les cél-lules
al cobreobjectes. Farem tres rentats amb PBS 1X per finalitzar-ho

L’anticos secundari s’incubara de manera similar al primari. La dilucié sol ser
1:300 pero depén de la casa comercial. Cal mantenir aquesta incubacio
protegida de la llum ja que I'anticds secundari té un fluorocrom i aquest va
perdent activitat quan s’excita amb llum. Al acabar fem tres rentats amb PBS
1X.

Muntar el cobreobjectes sobre la soluci6 de muntatge (Prolong®Gold
antifade reagent), que segella la mostra i redueix la perdua de fluorescéncia
dels fluorocroms. Deixar-ho assecant durant, al menys, una hora a

temperatura ambient i després conservar a 4°C.

Entre les tincions especifiques, a continuacié es detallen algunes de les tincions

realitzades al llarg d’aquest treball:

-Tincid nuclis: Després d’incubar amb el secundari i haver fet els rentats, incubar durant

un minut el cobreobjectes amb una solucié diluida 1:1000 en PBS 1X del reactiu Hoescht.

-Tincié de membrana plasmatica: Abans de fixar les cél-lules, incubar-les amb el reactiu

WGA (Sigma) durant 20 min a 4°C. Rentar amb PBS i prosseguir amb el protocol.

-Tincié de filaments d’actina: Es realitza una incubacié amb fal-loidina conjugada amb

el fluorocrom 488 com si fos un anticos. La fal-loidina és una toxina extreta del bolet

Amanita phalloides.

Analisi:

Per a poder obtenir imatges s’ha de disposar d’un microscopi confocal o de

fluorescéncia. En aquest treball, totes les imatges s’han obtingut utilitzant el microscopi

confocal Leica SPE present en el Servei de microscopia de la facultat de Biologia.
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Quant al treball amb les imatges digitals, s’ha realitzat amb el software lliure FlJI
(Fiji Is Just Imagel) que permet treballar amb els diferents canals on s’han obtingut les

imatges i al llarg de I'eix vertical.

3.5 Biotinilitzacio

Dintre de les tecniques d’analisi d’expressid aquest assaig ens permet observar
les proteines presents a la cara extracel-lular de la membrana plasmatica. El métode es
basa en incubar les cél-lules vives amb el reactiu EZ-Link™Sulfo-NHS-Biotin (Thermo
Scientific®). Aquest reactiu s’uneix als grups amino de les proteines. Si les cél-lules estan
intactes, només seran accessibles aquells grups amino que tinguin una regié
extracel-lular. A continuacié, incubarem amb streptavidina conjugada amb agarosa, de
manera que podrem precipitar tot el que s’hagi unit al reactiu ja que la unié biotina-
streptavidina és molt forta. Per assegurar la fiabilitat de la técnica cal realitzar controls i
comprovar que no s’han biotinilat proteines intracel-lulars o que ho han fet en poca

quantitat.

4. Tecniques relacionades amb la manipulacié de DNA.

4.1 Analisi de DNA en gels d’agarosa

L’analisi, separacié i identificacié de fragments de DNA es realitza mitjancant una
electroforesi amb gels d’agarosa. L’agarosa, al fondre’s, genera un polimer dintre del
qual les cadenes de DNA poden migrar. Segons la grandaria de la banda de DNA,
utilitzarem un percentatge d’agarosa o altre. El tampd utilitzat en aquest per fer
I'electroforesi ha estat el TBE (Tris 0,1M; Acid boric 0,09M i EDTA 1mM). Pel que fa a la
deteccid, s’ha realitzat una tincio del gel amb SYBR Safe®(Invitrogen) que s’unira al DNA
i sera observable mitjancant I'excitacié amb llum UV. L'estimacié del pes del fragment

es fa per comparacié amb un patré de fragments de diferents pesos moleculars que

127



Materials i Métodes

s’utilitza com a control. Cal dir que no només el pes influeix en la velocitat de migracio,
també I'estructura del DNA. Corre més rapid si esta superenrotllat que relaxat, i corre
més rapid si és circular que lineal. Aquesta propietat és de gran utilitat en algunes

aplicacions.

4.2 PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) o reaccié en cadena de la polimerasa és un
meétode in vitro que permet I'amplificacié enzimatica del DNA (Mullis 1986). Consisteix
en I'amplificacié d’un fragment de DNA a partir de: DNA motllo, la DNA polimerasa
termostable, una parella d’encebadors o primers, els dNTPs i el tampd necessari per a la
polimerasa, que aportara els cofactors i les condicions optimes per dur a terme la
reaccid. La repeticid d’aquesta reaccié fa que per cada cicle es dupliqui el material de
DNA. Aquest creixement exponencial fa que la técnica sigui molt sensible, ja que encara
qgue partim de molt poca quantitat de DNA al final de la reaccié s’haura amplificat.
Aquesta sensibilitat fa que sigui una técnica amb la qual s’ha de treballar amb cura per
evitar contaminacions amb DNA extern, ja que es corre el risc de que també s’amplifiqui.

Per treballar amb aquesta técnica s’ha d’emprar material autoclavat i solucions filtrades.

La reaccid universal de

. Pas 2
PCR segueix un esquema com el Pas1l 30 Pas 3
que es mostra en la Figura 61. La 95°C 95°C
fase inicial es una 200  0:15 \ 72°C 72°C
s0s.g5°c/  0:30per | 3:00

desnaturalitzacié per tal de 1kb

0:20
separar ambdues cadenes del
DNA motllo. A continuacid,
comencen els cicles
, . ., Figura 61. Programa de PCR estandard
d’amplificacié que consten de
tres fases: desnaturalitzacid, anellament i extensid. La fase de desnaturalitzacio
s’encarrega de separar la doble cadena de DNA per a que estigui accessible per als
encebadors, aixo s’aconsegueix per I'elevada temperatura 94-98°C d’aquesta fase.

Seguidament es realitza la fase d’anellament, on els encebadors s’uniran al DNA motllo.
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Aguesta és la fase més critica de la PCR ja que segons la temperatura escollida els
encebadors s’uniran de manera especifica, inespecifica o no s’uniran. La temperatura
dependra de la llargaria i composicio (%CGs) dels encebadors, existeixen formules i
programes bioinformatics que prediuen la temperatura d’anellament que
presumiblement funcionara, encara que sempre s’acaba testant la temperatura fins
trobar la idonia. El rang de temperatura pot variar entre 40°C i 72°C, com més elevada
sigui la temperatura, més restrictiva sera la fase, és a dir, s’eliminen unions
inespecifiques amb la temperatura. No obstant, si la temperatura és molt alta correm el
risc que no arribi ni a unir-se. Per aquesta raé hem d’anar variant la temperatura en
funcié dels resultats obtinguts, si no hi ha cap banda amplificada, el més adient seria
reduir la temperatura; si hi ha bandes inespecifiques s’haura d’incrementar la
temperatura fins que s’aconsegueixi la banda del pes esperat. Després d’haver superat
la fase d’anellament, comenca la fase d’extensid, on s’unira la DNA polimerasa al
complex encebador-DNA motllo i sintetitzara la nova cadena de DNA. Aquesta fase es
realitza a 72°C, que és la temperatura optima de treball de la polimerasa. Es en aquesta
fase on la polimerasa pot introduir alguna mutacio dintre de la cadena segons la seva
taxa d’error. La duracié de I'extensié dependra de la longitud a amplificar. Normalment
s’utilitzen 30s per cada kilobase a amplificar. Aquestes tres fases es converteixen en un
cicle, normalment una PCR consta entre 20 i 40 cicles. El nombre variara en funcié de
I’eficiencia d’amplificacié. Un cop han acabat els cicles, es fa un ultim pas d’extensié de
7 minuts. Aixi ens assegurem de que totes les amplificacions han estat acabades.

Finalment, abaixem la temperatura a 10°C per recollir els tubs.

La PCR és una técnica ampliament emprada en els laboratoris de biologia

molecular, entre les seves multiples aplicacions, en aquest treball s’ha utilitzat per a:

4.2.1- Clonacid/subclonacio

El procés de clonacio en biologia molecular consisteix en inserir un gen en un
plasmidi d’expressio per tal de poder expressar-lo en el model d’estudi. Per tal d’inserir
el gen, s’ha de digerir de manera enzimatica el plasmidi per tal d’obrir-lo, a continuacio,

es digerira el gen de manera que quedin els extrems complementaris per a que puguin
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lligar-se posteriorment. Utilitzarem la PCR per a afegir les dianes de restriccido que ens
interessin als extrems del gen per poder lligar-lo al plasmidi. Per tal d’evitar relligacions
del plasmidi i insercions inverses, és convenient afegir una diana diferent per a cada
extrem. Per a afegir les dianes, dissenyarem els encebadors per a que s’anellin a la
seqléncia motllo i afegirem una cua que contindra la diana de restriccié desitjada. Per
a dissenyar els encebadors haurem d’afegir entre 15 i 20 parells de bases
complementaris al DNA motlloila grandaria de la cua dependra de la diana de restriccid.
Caldra estar alerta de no deixar la diana a I'extrem ja que I'enzim no ho digerira
correctament, per la qual cosa, s’han de posar entre 3 i 5 bases aleatories a I'extrem

(depenent de I'enzim).

4.2.2 Adicid d’etiquetes d’expressio

Aqguesta aplicacio de la PCR és util quan volem afegir un epitop d’expressio petit
com HA, Myc, FLAG... El fonament per a realitzar-ho és el mateix que I'adicié de les
dianes de restriccido amb els encebadors pero afegint-hi la seqliencia que codificara per

a I'etiqueta. D’aquesta manera podem afegir I’etiqueta a I'extrem que desitgem.

4.2.3 Generacid de proteines quimeriques

Si volem estudiar la funcié d’un domini especific d’'una proteina, una de les
aproximacions utilitzades en biologia molecular és la generaci6 de proteines
quimeériques per a esbrinar la funcid del domini d’estudi sobre altra proteina. El

fonament queda descrit en la Figura 62.

S’han d’amplificar els fragments que hagin de formar la proteina quimera per
separat i afegint regions d’homologia entre les dues sense perdre la pauta de lectura. A
continuacio es realitza un tipus de PCR anomenada cross-over PCR on afegirem aquests
dos productes que faran la funcié de motllo i encebador alhora. El primer pas on es
formara I’hibrid de DNA s’ha de fer a una temperatura d’anellament relativament baixa

(uns 50°C) perque les estructures sén poc estables i s’ha d’afavorir la seva unié. Un cop
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tenim algunes cadenes d’hibrid (uns 10 cicles), afegim els primers externs per a fer la

amplificacié propiament dita i amb les dianes de restriccidé externes (30 cicles).

PCR1

: = 1 —

Cross-over PCR

Figura 62. Esquema de generacio proteines quimeriques pel métode de Cross-over PCR.

4.2.4 Mutagénesi dirigida

Quan s’estudia si el canvi d’un residu dintre d’una proteina afecta a la seva funcio
una de les técniques emprades és generar aquesta mutacié a partir de la seqliencia de
DNA: mutagénesi dirigida. Per a generar-la, haurem de dissenyar encebadors que
continguin el canvi de base desitjat per generar el canvi d’aminoacid, llavors en el segon
cicle d’amplificacio ja hi haura la cadena mutada. Els encebadors hauran de tenir unes
15 bases d’homologia amb el DNA motllo a cada costat d’on s’ha introduit la mutacid
per facilitar la unié encebador-DNA. Per evitar generar encebadors complementaris, la
regio d’homologia entre els dos sera lleugerament diferent (Figura 63). Un cop
amplificat el fragment amb la mutacid, digerirem el producte de PCR amb I’enzim Dpnl,

gue només actua sobre DNA metilat, és a dir, el DNA del qual partim ja que ha estat
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amplificat en bacteris. Aixi s’elimina el DNA que no conté la mutacié. Finalment traurem
el fragment amb la mutacié per digestioé enzimatica i el tornarem a clonar en un plasmidi

nou que no hagi passat per una amplificacié per PCR.

Double Primer Method

A

Mutation
Site

Figura 63. Esquema de generacio de mutacions puntuals

4.2.5 Seqlienciacio

Per a coneixer les seqiiéncies dels constructes generats utilitzem el métode de la
seqilienciacio de Sanger. Aquest metode es basa en realitzar una PCR amb nucleotids
que aturin la reaccié d’extensid: dideoxinucleotids (impedeixen la unié del seglent
nucleotid). Aquests estan marcats amb un fluorocrom que permet diferenciar-los.
Llavors, per probabilitat, tindrem cadenes amplificades amb cada nucledtid de la
seqiliéncia, aguestes cadenes son separades per electroforesi capil-lar i llegides per un

seqiienciador. D’aquesta manera podem saber la seqliencia del constructe.

-Reactius y material:

-ABIPRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Kit version 3.1 (Applied

Biosystems).
-Termociclador (Applied Biosystems)

-Oligonucleotids
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4.3 Digestio enzimatica de DNA

Aquesta tecnica és ampliament emprada en biologia molecular. Es basa en tallar
el DNA en llocs especifics mitjangant enzims de restriccié o nucleases. Les nucleases sén
enzims que es troben en els microorganismes, la funcié de les quals és la destruccié de
DNA no reconegut com a DNA propi, és a dir, és un mecanisme de defensa vers
bacteriofags i alguns virus. La ciéencia, altra vegada, utilitza les ferramentes de la natura
per al seu interes. La gran varietat d’enzims de restriccio fa que puguem tallar el DNA en

un ampli espectre de regions i amb elevada especificitat.

El procediment experimental es basa en barrejar la quantitat de DNA a digerir,
I’enzim o enzims, el tampd necessari per aportar les condicions optimes per als enzims i
completar amb aigua destil-lada. S'incubara entre una i dues hores a 37°C (encara que
hi ha enzims amb temperatura optima de treball diferent). La digestié s’haura dut a
termeis’haura d’aillar el DNA. Per cada microlitre d’enzim s’ha de posar un volum minim
de 10 pl ja que al estar dissolts en glicerol necessiten estar diluits deu vegades per a

funcionar correctament.

4.3.1 Digestio parcial

Pot ser que en una seqliencia de DNA hi hagi dues dianes de restriccié per a un
enzim i que només ens interessi tallar una d’elles. Per a aconseguir-ho, el que es fa és
realitzar la reaccid de digestié i variar el temps de digestid o la concentracié d’enzim. El
més eficient és fer la digestido durant 15 minuts amb una bateria de concentracions
d’enzim. A continuacid, correrem el resultat en un gel d’agarosa i escollirem el fragment

que tingui el tall que ens interessi.
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4.4 Purificacio de DNA

Si tenim una solucié aquosa de DNA i volem aillar-lo tenim diferents

procediments que s’expliquen breument a continuacié:

4.4.1 Purificacio en gel d’agarosa

Utilitzarem aquesta técnica quan tinguem una solucid de DNA de diferents
fragments i ens n’interessi només un. L’electroforesi en un gel d’agarosa ens permet
separar les bandes pel seu pes molecular. Un cop corregut, retallarem la banda d’interés
i la purificarem amb el kit Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen), que ens permet purificar

fragments entre 70pb i 10 kb.

4.4.2 Purificacid per columna

Si tenim una solucid amb només un tipus de DNA i volem treure restes de la
solucié com proteines, sals... o el volem concentrar més, el métode més comode és fer-

ho utilitzant el kit DNA clean and concentrator (Zymo Research).

4.4.3 Purificacio per precipitacio

En el cas que tinguem un fragment de DNA molt gran que no pugui ser purificat

per columna purificarem el DNA per precipitaciéo amb reactius quimics:
-Portar el volum de DNA a 100 pyL amb aigua

-Afegir 100 pL d’una solucié Fenol : Cloroform : Alcohol Isoamilic (25:24:1) i

agitem amb el vortex durant 10s. Aquest pas es fa per eliminar les proteines.

-Centrifuguem i recollim la fase aquosa (superior) en un tub nou, on afegirem

1/10 volums d’acetat de sodi 3M a pH=5,2 per incrementar I'osmolaritat.
-Afegim 2 volums d’etanol absolut fred i es deixa en gel durant al menys 5 minuts.

-Centrifuguem, descartem el sobrenedant i el pellet blanc sera el DNA purificat.
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-Rentem el pellet amb etanol al 70% per treure I'excés de sals i tornem a

centrifugar i descartar sobrenedant.

-Deixem assecar el pellet a temperatura ambient i finalment el diluim en Ia

guantitat d’aigua que ens interessi.

4.5 Lligacid de fragments de DNA

Per a lligar dos fragments de DNA que s6n complementaris o que tenen extrems
roms emprarem |I’enzim DNA lligasa. Aquest enzim catalitza la reaccié de formacié d’un
pont di-ester entre un grup 5’-fosfat i un 3’-hidroxil. Es recomanable realitzar la reaccié
amb diferents relacions molars dels fragments a lligar. Normalment es lliga un vector
amb el seu insert. Utilitzarem de referéncia 50 ng de vector (pero dependra del vector)

i afegirem la quantitat d’insert seguint la relacid:

ng vector - Kb insert

ng insert =
g Kb vector

Les relacions més habituals sén 1:0, 1:1 i 1:3. La condicié 1:0 és essencial per
saber el nombre de relligats del procés ja que no conté insert. Al afegir insert, des de la
meva experiencia, les relacions 1:3 o superiors funcionen millor perqué hi ha més insert.

No obstant, cada lligacié pot ser diferent. La mescla de reaccio és:

-50ng vector

-x uL d’insert

-0,5 pL de TADNA Lligasa (Promega)
-1 puL de tampd 10X (Promega)
-Completar fins a 10 uL amb aigua

La reaccid pot fer-se durant dues hores a 37°C o tota la nit a 4°C.
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4.6 Técniques de manipulacio de bacteris

4.6.1 Obtencid de bacteris competents

Si es vol introduir DNA plasmidic en els bacteris per tal de que el transcriguin i
I"'amplifiquin se’ls ha de fer un tractament per tar de fer-los competents. El concepte
competents vol dir que sén capacos de captar el DNA amb el qual els transformarem.
Per a aconseguir-ho es realitza un tractament amb diferents reactius que debiliten la

membrana bacteriana:

-Es creix una colodnia dels bacteris a tractar en 3mL de medi liquid LB [triptona 1%
(p/v); extracte de llevats 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v) pH=7] durant tota la nit(37°C; 180

rpm d’agitacid).

-Al dia seglient s’inoculen 2mL d’aquest creixement en 100mL de LB i es posa a
créixer (37°C; 180 rpm d’agitaciod) fins que la densitat optica a 550nm sigui 0,4 (fase de

creixement exponencial).

-Es centrifuga el cultiu liquid a 2500rpm durant 5min a 4°C. Es descarta el
sobrenedant i es resuspen el pellet amb 30mL de tampdé TfBI (30mM KOAc, 50mM
MnClz, 100mM RbCl, 10mM CaCl; a pH=5,8 i un 15% de glicerol).

-Es torna a centrifugar i es resuspén aquest cop amb 4mL del tampd TfBIl (10mM
Mops a pH=7, 75mM CacCl,, 10mM RbCl i 15% glicerol). Es fan aliquotes de 100 pL i es

guarden a -80°C.

4.6.2 Transformacio per xoc térmic

Per tal d’introduir el DNA als bacteris competents es fara un xoc térmic per fer
petits trencaments a la membrana i que el DNA pugui entrar. El protocol per fer-ho és

el seglient:

1-Descongelar els bacteris competents en gel. Afegir el DNA a transformar i

s’incuba 10 minuts en gel per permetre que el DNA s’uneixi a la membrana.

2-Fem un xoc térmic posant el tub a 42°C durant 60 segons.
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3-Afegim 1mL de LB a temperatura ambient i el posem a créixer a 37°C amb
agitacio per a que els bacteris es reposen del xoc termic i tinguin temps de sintetitzar la

resistencia a I'antibiotic present en el plasmidi.

4-Centrifuguem el tub, i sembrem en una placa de LB-Agar el pellet resuspes en

uns 100 uL de LB.

4.6.3 Obtencio de DNA plasmidic

Un cop tenim els bacteris transformats amb un plasmidi, si volem que
s’amplifiqui, haurem de créixer una colonia en medi liquid amb I’antibiotic per al qual el
plasmidi codifica la resisténcia. Depenent de la quantitat de DNA que necessitem,
creixerem un volum més gran o més petit. Picarem una colonia i la farem créixer en 3mL
de medi liquid durant tota la nit. Al dia seglent utilitzarem el kit Wizard Plus SV
minipreps Purification Systems® (Promega) per a aillar el DNA plasmidic del creixement

bacteria.

4.7 Técniques per a la generacio d’adenovirus recombinants

Els adenovirus recombinants sén una eina per expressar heterdlogament els
gens d’interes. S’utilitza la maquinaria virica per a que s’internalitzi el DNA que codifica
per a la proteina pero, com que els adenovirus han estat modificats geneticament, no
poden completar el seu cicle litic. Concretament, no tenen els gens E1 i E3 que estan
implicats en I'encapsidacid i en la evasid del sistema immunitari respectivament.
Aquesta eina és de gran utilitat per a transduir gens a linies cel-lulars (on la transfeccid

transitoria no és eficient) i a models in vivo.

Per a generar aquests adenovirus s’ha emprat el sistema AdEasy™ XL Adenoviral

Vector System (Agilent Technologies). El fonament és el seglient:
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Figura 64. Esquema de generaci6é de vectors adenovirals recombinants. Adaptat de: AdEasy™ XL
Adenoviral Vector System. Instruction Manual

Primerament clonarem el gen d’interés en un vector llancadora (pShuttle). A
continuacio, transfectarem per electroporacié aquesta construccio en forma lineal auna
soca de bacteris que contenen el plasmidi adenoviral i, per recombinacié homologa, es
generara el vector adenoviral recombinant. A continuacié s’haura d’amplificar en una

linia cel-lular que aporti el gen E1 per tal de que el virus pugui completar el cicle litic.

Detalls experimentals:

Un cop tenim els gens d’interés clonats en el vector pShuttle, els digerirem amb
I’enzim de restriccié Pmel (que només té un lloc de restriccid) per a linealitzar-los. S’ha
d’anar alerta per si hi ha una diana d’aquest enzim en el gen ja que sind no es podra dur

a terme el protocol.
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Per transformar el plasmidi digerit als bacteris BJ5183-AD-1 ho farem mitjangant
electroporacid. L'electroporacié es va dur a terme en I'electroporador Micropulser de
BioRad amb el programa Ec2, que genera una descarrega de 2,5 kV. Les quantitats

emprades estan descrites en el protocol comercial del kit.

Un cop obtinguts els constructes adenovirals s’amplificaran amb la linia cel-lular
AD293. Per a fer-ho, digerirem els constructes amb Pacl per a linealitzar-los. A
continuacio, farem una transfeccid transitoria amb el métode calci/fosfat descrit
anteriorment. S’ha de reduir la quantitat de serum a I’hora de realitzar la transfeccié
(del 10% al 2,5% (v/v)), d’aquesta manera el serum no interferira en la infeccio.
Finalment es deixa fins que aparegui I'efecte citolitic, llavors es recull el medi junt amb
les restes cel-lulars i es fan tres cicles de congelacié/descongelacié amb nitrogen liquid.
Després ho centrifuguem a 2500 rpm durant 5 minuts i el sobrenedant sera el nostre

stock primari de virus.

A partir d’aquest stock primari amplificarem el vector adenoviral per tenir
suficient quantitat per a treballar. L'amplificacié I'aconseguirem mitjancant successives
infeccions a plaques de cel-lules AD293 més grans. Si el nostre stock primari és d’uns 3
mL ja que prové del cultiu d’'una placa de 6cm, utilitzarem 1 mL per a infectar una placa
de 10cm que deixarem lisar totalment. Aquestes infeccions d’amplificacio es fan durant
una hora a l'incubador i reduint el volum d’infeccié al minim. Després, si I’stock
secundari és d’'uns 10mL, utilitzarem 2 o 3 mL per a infectar una placa de 15cm fins a
lisi total. Quant a I’stock terciari, emprarem la meitat (uns 7 mL) per a infectar 10 plaques
de 15cm. Aquesta lisi no ha de ser total ja que el procés de recollida del virus sera
lleugerament diferent. Després de 48h, s’ha d’observar I’efecte citolitic pero les cél-lules
han d’estar enganxades a la placa. Per tant, el virus quedara dintre de les cél-lules, llavors
les haurem de rascar i centrifugar. El pellet de cel-lules de les 10 plaques de 15cm
contindra el virus amplificat. Per a aillar-lo, resuspendrem el pellet amb PBS?* (PBS 1x,
0.68mM CaCly-2H,0, 0.5mM MgCl,-6H,0) amb glicerol al 10% i farem tres cicles de
congelacid/descongelacié amb nitrogen liquid, finalment ho centrifugarem a 2500rpm
durant 5 minuts i el sobrenedant sera el nostre extracte viric que haurem de quantificar

o titular.
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La quantificacio o titulacio es basa en determinar les unitats de transduccié per
mL (TU/mL) que hi ha en l'extracte. La determinacid es basa en una técnica
d’immunocitoquimica utilitzant un anticos contra I’exé adenoviral. En el nostre cas hem
utilitzat I’hibridoma 2Hx-2. D’aquesta manera, podem saber el nombre de cel-lules

infectades que hi ha. El procediment experimental és el seglient:

-Preparar un banc de dilucions seriades de I'stock viral (10 fins a 102°) en una
placa de 96 pous, on el volum final del pou sén 100 uL i utilitzem medi DMEM (5% FBS

inactivat) per fer les dilucions.
-Afegim 50 pL d’una suspensid cel-lular de HEK293 (10° cél-lules/mL).

-Incubar el virus amb les cél-lules entre 24 i 48 hores depenent de la linia cel-lular

emprada. Per a HEK293 amb 24-36h és suficient.

-Retirem el medi per aspiracié i amb compte de no pertorbar la monocapa ja que

les cél-lules estan infectades i presenten una adheréencia molt baixa.

-Afegir 100 pL de metanol al 100% (préviament refredat a -20°C) i incubar-ho

durant 10 min a -20°C per a fixar les cel-lules.

-Rentar les cél-lules dos cops amb PBS?* (PBS 1x, 0.68mM CaCl>:2H,0, 0.5mM
MgCl-6H20) amb BSA 1% .

-Afegir 50 pL d’anticos primari diluit en PBS?* amb BSA 1%. En el nostre cas vam
diluir I'anticos 2Hx-2 amb una dilucié 1/5. Incubar durant 1-2 hores a temperatura

ambient.
-Rentar tres cops les cél-lules amb PBS?* amb BSA 1%.

-Incubar amb I'anticds secundari diluit en PBS** amb BSA 1%. S’ha utilitzat
I’anticos anti-mouse Alexa-488 amb dilucié 1/300. La incubacid es fa entre 1-2 hores a

temperatura ambient i protegit de la llum.
-Rentar tres cops i deixar les cél-lules en PBS** amb BSA 1%.

-Quantificar el nombre de cél-lules infectades per pou mitjancant un comptatge
manual en un microscopi de fluorescencia. Per a calcular el titol utilitzarem la relacié

seglient:

140



Materials i Métodes

TU/mL= (mitjana x Dil. x 1000 pL) / 100 pL
Mitjana: mitjana dels comptatges

Dil. : factor de dilucid

1000 pL: per a referir-lesa 1 mL

100 pL: volum de virus per pou

5. Técniques relacionades amb la manipulacié d’'RNA

5.1 Extraccio d’RNA total

Els acids ribonucleics o RNAs sén biomolecules molt importants en la transmissié
de la informacid geneética i que, cada cop més, es coneix que regulen una gran quantitat
de processos bioquimics dintre de la cél-lula. En aquest treball, I'analisi de 'RNA s’ha fet
com a mesura de I'expressié dels diferents gens estudiats. Com que es tracta d’una
biomolecula molt fragil experimentalment s’ha de treballar amb certes pautes. En tot
moment s’ha de treballar amb gel i 'emmagatzematge ha de ser, preferiblement, a -
80°C. Tot el material que entri en contacte amb I’'RNA ha de ser lliure de RNases que el

puguin degradar.

En concret, per aillar I'RNA a partir de cel-lules en cultiu hem emprat el kit
comercial SV Total RNA Isolation System (Promega®). Amb aquest kit, s’aconsegueix

purificar 'RNA per columnes i eliminar les restes de DNA i proteines.

5.2 Quantificacié d’RNA per espectrofotometria

Els acids nucleics presenten un maxim d’absorcié a 260nm, mentre que les
proteines el tenen a 280nm. La relacié entre les absorbancies Absaso/Abszs0 ha de trobar-

se entre 1,8 — 2. Si la relacié és inferior, la contaminacié per preséncia excessiva de
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proteines pot alterar la mostra. Per a llegir I'absorbancia de la mostra i utilitzar una
minima quantitat de la mateixa, s’ha utilitzat I’espectrofotometre Nanodrop ND-1000,

ja que només necessitem 2 uL de mostra per a la quantificacid.

5.3 Sintesi de cDNA: Retrotranscripcio.

Un cop aillat 'RNA, per poder analitzar-lo per RT-PCR I'haurem de
transformar a cDNA (DNA complementari). La retrotranscripcio es duta a terme per la
transcriptasa inversa, un enzim viric que converteix ’'RNA en DNA. Només necessita el
motllo d’RNA, primers (random primers), dNTPs i un buffer per a tenir les condicions de

pH i osmolaritat adequades.

La sintesi de cDNA es realitza partint d’1 pg de RNA. El primer pas es la
desnaturalitzacié de I'RNA a 65°C durant 5 minuts, seguidament es posa en gel i s’afegeix

una mescla amb:

-Tampo per I'enzim

-DTT 10 mM

-dNTPs 500 uM

-Random primers (Promega) 10 ug/mL
-0,75 U/uL RNAsin (inhibidor de RNAases).

-7,2 U/uL de Transcriptasa inversa (M-MLVRT).

La reaccid s’incuba 2h a 37°C i es finalitza amb una inactivacié de I'’enzim durant

10 min a 65°C.

5.4 Real-Time PCR (RT-PCR)

A diferencia de la PCR convencional, aquesta variant permet detectar
I"amplificacio del producte a mesura que es va generant. Aixi ens permet determinar la

fase de creixement exponencial que és el punt on I'analisi de les dades és optim. El que
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es mesura és el nombre de copies que hi ha d’un gen especific ja sigui de manera

absoluta o relativa.

Entre els diferents sistemes per a realitzar una RT-PCR, en aquest treball s’ha
realitzat amb el sistema Tagman de Applied Biosystems, basat en sondes
fluorogeniques. Les sondes de Tagman estan formades per un oligonucleotid amb
seqléncia especifica per a un gen. A més, conté un marcador fluorescent en la posicié
3’ (reporter) i una molécula que bloqueja la fluorescéncia del marcador en I'extrem 5’
(quencher). Mentre la sonda esta intacta, el quencher impedeix que el reporter emeti
llum. No obstant, si la sonda s’uneix de manera especifica a la regié de DNA que és
complementaria, la polimerasa (mitjancant la seva activitat exonucleasa 5’-3’) alliberara
la molécula fluorescent i llavors es podra detectar. Conforme van avangant els cicles, la
senyal s’anira amplificant. Als primers cicles practicament no s’observara cap canvi,
aquesta situacio la definirem com a linia basal (baseline). Un increment de fluorescéncia
per sobre d’aquesta linia indica la deteccié de producte de PCR acumulat. Es fixa un limit
de fluorescéncia per sobre de la linia basal: el threshold. D’aquesta manera es denomina

Cicle limit (Cy) al cicle en que la fluorescéncia supera el limit fixat.

Per a fer la quantificacio relativa compararem les Cr amb un altre gen endogen
gue no es vegi modificat per les condicions experimentals. Aquest gens s’"anomenen
housekeeping genes. El gen que s’ha utilitzat per a relativitzar els resultats en aquesta
tesi ha estat hGAPDH. Aquesta quantificacié no presenta cap unitat, ja que és una
comparacié relativa front a altre gen. Els calculs necessaris per a fer aquesta

guantificacid relativa sén els seglients:

1-Calcular la Ct mitjana de cada mostra i del control.

2-Calcular ACy, el resultat de la diferéncia: Cr(mostra)-Cr(control).
3-Calcular I'error estandard (SE) de ACr.

4-Calcular AAC, resultat de: ACT(mostra)- ACr(control). L'error estandard (SE) sera el

mateix.

5-Calcular I'expressio relativa de la mostra front al control, que es representa per 2247,
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6. Tecniques de cerca i de validacié d’interaccions
proteiques

Dintre del camp de les interaccions proteiques hi ha diferents métodes per
rastrejar possibles proteines d’interaccio (doble hibrid, protedmica...). En aquest treball
s’ha realitzat una variant del doble hibrid de llevat especialitzat per a proteines de
membrana: I'anomenat MYTH (Membrane Yeast Two-Hybrid). Un cop s’obtenen les
possibles proteines d’interaccié per a la proteina d’interées, es procedeix a validar la
interacci6 amb metodes bioquimics classics com la immunoprecipitacido i la

immunocol-localitzacié. A continuacid es descriuen totes tres tecniques:

6.1 MYTH (Membrane Yeast Two-Hybrid).

Aqguest assaig de cribratge de proteines d’interaccid s’engloba dintre de les
tecniques que s'anomenen high-throughput screening. L’avantatge d’aquest tipus de
técniques radica en que es poden analitzar ingents quantitats de candidats en un
periode temps relativament curt. El metode, desenvolupat en la Universitat de Toronto,
esta descrit com una tecnica molt potent per a facilitar la troballa de proteines
d’interaccié (Snider et al., 2010), encara que té alguna serie de desavantatges que

comentarem més endavant.
Mecanisme:

El MYTH es basa en la capacitat de dividir la ubiquitina, una proteina de 76
aminoacids, en dos dominis estables: I'amino terminal (Nub) i el carboxi terminal (Cub).
Aquests dos dominis, al re-associar-se in vivo formen una molécula de pseudoubiquitina
que és reconeguda pels enzims desubiquitinitzadors, aquests enzims trenquen
proteoliticament la pseudoubiqitina. Aquesta unid entre els dos dominis pot veure’s
pertorbada pel canvi d’aminoacid en el domini amino terminal de la isoleucina 13 per
una glicina: NubG. Llavors la unié entre els dos dominis no és tan forta i necessiten estar

propers en |'espai per a que es formi la pseudoubiqdiitina.
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El que és innovador d’aquesta técnica és utilitzar aquest sistema com a sensor
d’interaccid de proteines. El que es fa es utilitzar la proteina d’interés que es vol analitzar
(bait) i se li fusiona I'extrem carboxi terminal de la ubiquitina (Cub) i un factor de
transcripcié (TF), que conté el domini d’'unié a DNA d’Escherichia coli LexA i el domini
d’activacié transcripcional VP16 del virus d’herpes simple. Les possibles proteines
d’interaccid (preys) es fusionen amb I'extrem amino terminal mutat (NubG) i amb una
etiqueta d’expressié com HA per a verificar I'expressio. Per a rastrejos d’ampli espectre
utilitzarem llibreries de cDNA on cada proteina prey estara clonada amb aquestes
condicions. Un cop tenim ambdues proteines fusionades, les expressem en una soca
especial de S. cerevisiae (NMY41). Siles proteines interaccionen, els dominis NubG i Cub
s'uniran i formaran la pseudoubiqiitina, aquesta sera proteolitzada i el factor de
transcripcié quedara alliberat i es podra desplacar a nucli per transcriure els gens que
estiguin sota el seu control transcripcional. Aquesta soca ha estat genéeticament
modificada i conté tres gens de seleccid sota el control d’aquest factor de transcripcio.
Els gens de seleccié o gens reporters sén gens que ens permeten diferenciar on s’ha
donat la interaccié bé per la restriccio d’algun nutrient essencial (HIS3 i ADE2) o pel color

de la colonia (lacZ).
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Figura 65. Esquema del mecanisme del sistema MYTH. Adaptat de Snider et al., 2010

La diferéncia d’aquest metode amb el doble hibrid classic radica en que la
interaccid no ha de donar-se exclusivament a nucli, pot donar-se en qualsevol regié de
la cel-lula del llevat. Aco és de gran interés per a analitzar les interaccions de les

proteines de membrana.
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Disseny experimental:

Els primers passos a tenir en compte al iniciar aquesta tecnica és la clonacié de
la proteina d’interés en un vector que contingui els dominis a fusionar. Cal tenir en
compte que aquests dominis han de ser fusionats en un extrem de la proteina i han
d’estar necessariament en la regid intracel:lular per a que els enzims
desubiqiitinitzadors puguin proteolitzar la pseudoubiqditina i el factor de transcripcié
s’alliberi. També s’ha de decidir el tipus de sistema si es realitza el MYTH tradicional
(tMYTH) on s’utilitza I'expressio heterologa per transfeccid de la proteina d’interes; o bé
el MYTH integrat (iMYTH), el qual només és valid per a proteines endogenes de llevat.

En aquest treball s’ha fet servir el tMYTH.

Primerament es van haver de clonar les proteines d’interes en els vectors pTLB1
i pBT3N. Només vam poder utilitzar aquests dos plasmidis perque la fusié havia de ser
en I'extrem amino terminal dels baits, ja que només I'extrem N-terminal dels hCNTs és
intracel-lular. La diferéncia entre tots dos és el promotor sota el qual es troba el bait,
experimentalment es determinara quin dels dos és més adequat. Un cop clonats, han
de ser validats per veure I'expressid i localitzacid dintre de la soca de llevat. Aquest pas
s’ha de fer mitjancant la fusi6 de la proteina YFP ja que els meétodes

d’'immunocitoquimica per a llevats no sén prou resolutives.

A continuacio, es realitza el control d’autoactivacio del sistema o test NubG/I, en
el qual es transforma la soca de llevat amb el bait i preys positius (Nubl) i negatius
(NubG). Per a aquest test vam utilitzar proteines d’interaccioé préviament descrites per
a cada transportador i proteines de localitzacié coneguda en llevat com Ostl (membrana
de reticle endoplasmatic) i Fur4d (membrana plasmatica), totes elles fusionades amb el
domini Nubl i/o NubG. A més, com que aquesta técnica té uns nivells elevats
d’autoactivacid, hem d’afegir un altre element de restriccié: el 3-AT (3-amino-1,2,4-
triazole), que és un inhibidor de His3. Llavors necessitarem que el sistema s’activi de
manera important per tal de que els positius no siguin falsos positius. Cientificament, la
credibilitat d’aquesta técnica resideix en la validesa d’aquest test. En la practica, les
proteines que s’utilitzen com a controls (Ost1 i Fur4) sempre donen certa unio, i es creu
que és per les elevades quantitats de proteina que existeixen, ja que al ser una
transfeccid les quantitats no sén fisiologiques ni controlables. Per solucionar aquesta
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limitacid, un cop fet el cribratge es realitza un altre assaig: el bait dependency test. Totes
les proteines positives passen a ser analitzades amb un bait control. Aquest bait control
esta format pel domini transmembrana de la proteina CD4 i els dominis Cub i TF. Si amb
aquest control també s’activa el sistema, es considerara la proteina d’interaccié o prey

com un fals positiu.

Pel que fa al cribratge propiament dit, un cop tenim les condicions doptimes per
realitzar-lo (concentracié de 3-AT i plasmidi) es fa una transformacio a gran escala de la
llibreria de cDNA que conté les proteines fusionades amb la regié NubG. En el moment
de fer I'assaig, es disposava de dues llibreries comercials que s’havien generat, una a
partir de ronyé i altra a partir de sistema nervids central de fetus. Una vegada
transformades, es feien créixer els llevats en un medi solid restrictiu: el medi d’interaccié
—WLAH. Aquest medi no conté triptofan (W), leucina (L), adenina (A) ni histidina (H). El
gen de seleccid per sintetitzar triptofan es troba en el plasmidi del bait, el gen per
sintetitzar leucina es troba en el plasmidi del prey, i els gens de sintesi d’adeninaileucina
es troben sota el control del factor de transcripcido que s’alliberara quan es doni la
proteolisi de la pseudoubiquitina el que ens indicara que hi ha hagut interaccié entre les
dues proteines. Com que és un medi molt restrictiu, les colonies triguen 5 dies a créixer.
Després dels 5 dies, seleccionarem només aquelles colonies que tinguin la major
grandaria, el que indica que el sistema s’ha activat amb major intensitat. Llavors les fem
créixer en el medi d’interaccié amb X-Gal (que esta sota el control del TF). Llavors només
seleccionarem aquelles colonies que creixin moltiamb coloracié blava. Aixo ens indicara
gue han activat tots tres gens de seleccid i, suposadament, la interaccié ha estat més
forta. Finalment aillarem el plasmidi del prey d’aquestes colonies i realitzarem el bait
dependency test, és a dir, compararem el creixement de la colonia del prey amb el bait
d’estudiiamb el bait control. Només considerarem positives aquelles que només creixin
amb el bait d’estudi. Llavors es seqienciara el plasmidi del prey per saber la proteina
gue ha donat positiu per al sistema. Com que les llibreries han estat generades amb
primers aleatoris (random primers) hi ha molts gens que s’han clonat amb la pauta de
lectura trencada, llavors s’ha de fer un cribratge bioinformatic per treure aquests

positius nonsense.
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Finalment, els positius valids obtinguts s’hauran de confirmar per altres

técniques per tal de validar la interaccid i esbrinar la funcio biologica de la mateixa.

6.2 Immunoprecipitacio

La immunoprecipitacié és un meétode que s’utilitza per a purificar o concentrar
una proteina especifica o complex proteic a partir d'una mescla o extracte proteic.
Aquesta tecnica és ampliament utilitzada en estudis protedmics ja que ens permet
determinar informacié important com la preséncia, abundancia o regulacions post-
transcripcionals de les proteines. En aquest estudi hem utilitzat la immunoprecipitacié
per validar biogquimicament les interaccions proteiques descrites amb altres méetodes. El

fonament cientific de la immunoprecipitacid és el seglient:

Protein
AJG

Figura 66. Esquema del mecanisme de la immunoprecipitacié. Adaptat de “Thermo Scientific
immunoprecipitation technical guide and protocols”.

El metode es basa en tenir un anticos que reconegui especificament la nostra
proteina en un extracte proteic. Per a poder purificar el complex anticos-proteina
emprarem Proteina A o G unida a boles d’agarosa, d’aquesta manera amb una
centrifugacié separarem el que esta unit del que no. El fet d’utilitzar proteina Ao G
dependra de I'espécie en que esta generat I'anticds. Un cop tenim el complex separat,

procedirem amb I'elucid, que consisteix a desfer aquest complex i tot el que estigui unit
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a ell. Per tal d’analitzar-ho, correrem la mostra en una SDS-PAGE i ho visualitzarem

mitjangant un western blot.
El procediment experimental emprat en aquest treball ha sigut aquest:

1-En tubs eppendorf en gel, afegir 300 ug d’extracte proteic amb un volum final igual per

a totes les condicions (aproximadament uns 100 pL).

2-Si es vol fer un pas previ de rentat o pre-clearing s’ha de realitzar en aquest moment.
Aquest pas pot variar en funcié del protocol, pero el que s’ha fet en aquesta tesi ha sigut
incubar I’extracte amb les boletes d’agarosa (uns 20 pL préviament rentats amb tampd
de lisi) durant 1-2 hores a 4°C. A continuacidé es centrifuga i el sobrenedant sera
I’extracte net sobre el qual es fara la immunoprecipitacié. El fonament de fer aquest pas

és de desfer-nos de possibles unions inespecifiques a les boles d’agarosa.
3-Incubar I'extracte amb I'anticos primari durant tota la nit a 4°C.

4-Al dia seglient, incubar amb les boletes d’agarosa unides a proteina A o G. Pipetejarem
20 uL de boletes per condicid, seguidament les rentarem tres cops amb el tampd de lisi
emprat per fer I'extracte i, finalment, les resuspendrem amb 40 uL de tampd de lisi i ho

afegirem a I'extracte.

5-Centrifugar I'extracte a 4°C, a 3000 rpm durant 4 min. D’aquesta manera precipitarem
el que s’hagi unit al complex proteina-anticos-boles d’agarosa. El sobrenedant el

guardem per analitzar I'eficiéncia de la immunoprecipitacid.

6-El pellet amb els complexos el rentem amb tampd de lisi tres cops per desfer-nos

d’unions inespecifiques.

7-Finalment resuspenem el pellet amb tampd de carrega 2x de western blot, fem un xoc
termic per desfer la unid i I’analitzarem per SDS-PAGE i western blot. El xoc térmic sera
de 5min a 95°C o de 30min a 37°C segons la proteina a detectar i depenent de si les IgGs

donen senyal inespecifica o no.
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6.3 Immunocol-localitzacio

La immunocol-localitzacié és una aplicacié de la immunocitoquimica (explicada
anteriorment) per determinar si dues proteines es troben prop en I'espai dintre d’una
cél-lula. Per a analitzar-ho, el que es fa és un marcatge de les dues proteines a analitzar
amb dos fluorocroms diferents. Si la senyal dels dos fluorocroms coincideix de manera
significativa dintre de la cél-lula és un signe de que ambdues proteines poden estar

interaccionant.

7. Transport de nucleosids

El métode emprat per mesurar I'activitat dels transportadors de nucleosids és la
captacidé dels substrats radioactius en cél-lules en cultiu. Consisteix en la incubacié
simultania de les cél-lules en presencia de substrat fred (no radioactiu) i el substrat
marcat radioactivament (amb triti) a una concentracié coneguda durant un temps
determinat. La radioactivitat incorporada per les cél-lules, mesura indicativa de la
guantitat de substrat internalitzat, s’analitza aturant el transport i lisant el contingut

cel-lular i posteriorment solubilitzant-ho amb liquid d’escintil-lacié.

En aquest treball, els assajos de transport estan fets amb cel-lules en cultiu en
monocapa sembrades en plagues de 24 pous. Per a realitzar els assajos de transport,
s’ha de comparar la incorporacié amb diferents medis per veure mitjancant quin
transportador esta entrant el substrat. Per tal de dissenyar les condicions de

I’experiment s’han de tenir en compte aquest factors:

-La concentracié de substrat total (marcat i no marcat) sol ser de I'ordre de la Ku

del transportadors.

-L’assaig s’ha de realitzar en condicions de velocitat inicial, és a dir, on la
guantitat de substrat incorporat és proporcional al temps d’incubacid, evitant aixi

fenomens de saturacio.

-La quantitat de substrat ha de ser suficient per a permetre la seva deteccié, fet
gue depén de la seva activitat especifica i de I'activitat del transportador.
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7.1 Medis de Transport

-Medi Sodi: 137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1.8 mM CaCl,-2H20, 1.2mM MgSOsg,
10mM Hepes, 100 uL/L de roig de fenol, pH=7.4 amb Tris Base.

-Medi Colina: 137 mM ChoCl, 5.4 mM KCl, 1.8 mM CacCl;-2H20, 1.2mM MgSQOsg,
10mM Hepes, 400 pL/L de roig de fenol, pH=7.4 amb Tris Base

-Medi NMDG: 137 mM NMDG, 5.4 mM KCl, 1.8 mM CaCl;:2H20, 1.2mM MgSQs4,
10mM Hepes, 400 pL/L de roig de fenol, pH=7.4 amb HCI.

-Medi Stop: 137 mM NaCl, 10mM Hepes, 200 uL/L de roig de fenol, pH=7.4 amb

Tris Base

-Medi de Transport: Es prepara 250 pL per pou. S’escollira el medi adient dels
anteriors descrits i es suplementara amb el nucledsid d’interés marcat i no marcat

radioactivament de manera que la concentracio final sigui 1 mCi/mLi 1 pM.

7.2 Assaig de transport en cel-lules en monocapa

1-Aspirem el medi de cultiu del pou i rentem les cél-lules dos cops amb el medi

amb el qual es fara I’assaig.

2-S’incuba les cél-lules amb el medi de transport durant el temps que s’hagi

determinat.

3-Quan hagi transcorregut el temps d’incubacioé es fan dos rentats amb medi stop
fred i s’aspiren les restes. Es poden congelar les cél-lules en aquest punt per al seu

posterior processament.

4-Afegim 100 plL de tampd de lisi a cada pou (0.5% Tritd X-100, 100mM NaOH) i
s’incuba durant 30 minuts amb agitacio orbital. Després, s’Thomogeneitza bé el contingut

de cada pou.

5-Dels 100 pL d’extracte lisat, recollim 10 uL per a mesurar la quantitat de
proteina pel metode del BCA i poder relativitzar els resultats en funcié de la quantitat

de proteina.
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6-La resta de I'extracte el barrejarem amb 3mL de liquid d’escintil-lacié (Ecoscint
™ H, National Diagnostics) per mesurar la radioactivitat ja que el triti no emet amb

suficient energia per si mateix.

7-També hem de mesurar la radioactivitat del medi radioactiu emprat, que sera
reflex de I'activitat especifica d’aquell medi. Es mesura la radioactivitat que hi ha en 5

uL de medi, el qual també s’ha de barrejar amb 3mL de liquid d’escintil-lacié.

7.3 Calculs

Les mesures realitzades en preséencia de sodi sén indicatives de la taxa total de
transport ja que inclou el transport depenent de sodi, 'independent de sodi i la difusid.
Les mesures fetes amb medi colina o NMDG proporcionen les taxes de transport
independents de sodi. La component depenent de sodi la podem calcular amb la

diferéncia de les dues anteriors.

Un cop tenim les mesures de radioactivitat en forma de dpm (desintegracions
per minut) s’han de traduir a pmols de substrat per mil-ligram de proteina per minut de

transport:

.. mol dpm mostra-1000
Activitat mostra ( P ) = P

mg prot-min N AE-volum mostra~[prot (%)]-min

8. Estadistica i representacid de dades

En aquest treball s’han analitzat les dades principalment amb el software
Microsoft Excel 2013. La representacié grafica i I'estudi estadistic s’han fet amb el

software GraphPad Prism 4.0 i amb Microsoft Excel 2013.

Els resultats normalment estan representats com a la mitjana +/- error
estandard. Les diferéncies estadistiques s’han mesurat amb un test t-Student calculant
el p valor. Dos grups es consideren estadisticament diferents quan p<0.05 (*), p<0.01

(**), p<0.001 (**¥).
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