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BBB: Blood-Brain Barrier

CNT: Concentrative Nucleoside Transporter
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DNA: DeoxyriboNucleic Acid

dpm: disintegrations per minute

ENT: Equilibrative Nucleoside Transporter
FBS: Fetal Bovine Serum

FDA: Food and Drug Administration

GFP: Green Fluorescent Protein

HEK: Human Embryonic Kidney

KM: Constant Michaelis-Menten

MPP+: 1-methyl-4-phenylpyridinium
MYTH: Membrane Yeast Two-Hybrid
NBTI: NitroBenzilTiolnosina

NT: Nucleotide Transporter

OAT: Organic Anion Transporter

OCT: Organic Cation Transporter

PBS: Phosphate Buffered Saline

PCR: Polymerase Chain Reaction

RNA: RiboNucleic Acid

RT-PCR: Real Time- PCR

SDS: Sodium Dodecil Sulfate

SLC: Solute Carrier

TMD: TransMembrane Domain

YFP: Yellow Fluorescent Protein
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Introduccio

1 El rol dels nucleot(s)ids a la cel-lula

La cel-lula és la unitat estructural i funcional de tot ésser viu en la qual es produeixen un nombre
inimaginable de processos per realitzar totes les seves funcions. El conjunt d’aquests processos
s’anomena metabolisme, del grec metabole, que significa canvi i el sufix —isme, que fa referencia
a qualitat, és a dir, la qualitat que tenen els éssers vius de poder canviar quimicament la
naturalesa de determinades substancies. Aquests processos complexes son la base de la vida i
permeten realitzar les tres funcions vitals: reproduccid, relacié i nutricid. La cel-lula, com un ens
independent, s’ha de proveir de les biomolécules que necessita per dur a terme totes aquestes
funcions. D’entre totes les biomoléecules que existeixen, els nucleotids sén de gran importancia

ja que intervenen en una multitud de processos.

Els nucleosids son glicosilamines formades per una nucleobase unida a una ribosa o desoxiribosa
mitjancant un enllag B-glicosidic (King AE et al. 2006). Aquests s"anomenen en funcié de la base
que contenen: una purina (adenina, guanina o hipoxantina) o una pirimidina (citosina, timina o
uracil). D’aquesta manera els nucleosids purinics sén I'adenosina, la guanosina i la inosina,
mentre que els pirimidinics sén la citidina, la timidina i la uridina. La diferéncia entre els
nucleosids i els nucleotids és que als nucleosids els hi manca el grup fosfat. Si aquests son
fosforilats per quinases especifiques en el grup alcohol del sucre, es formen els nucleodtids. Si
s’incorporen un, dos o tres grup fosfats s’anomenen nucledtid mono-, di o tri-fosfat,

respectivament (Figura 1) (Kalckar 1950).

Base Purines
nitrogenada H2 f
¢ 9 9 <f P0N
§' { | 4 Z
O'P'O'P'O'P'O CH2 V‘Il N) 'T N*NHI
O O O p /O N - H Adenina . Guanina
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H H 0 NH; 0
b - N’C\E‘LN—H ﬁn “\NJ)
L A G
H H H
NUCLEOSID Timina Citosina Uracil

NUCLEOTID

Figura 1. Estructura general dels nucleot(s)ids amb la ennumeracié convencional de I'anell de la
pentosa. Es mostra I'estructura d’un ribonucleotid, als desoxiribonucleotics un -H substitueix al grup —OH
del carboni 2’ (enquadrat en vermell). També es mostren les estructures de les bases puriques i
pirimidiniques.
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Els nucleot(s)ids desenvolupen una amplia varietat de funcions en el metabolisme cel-lular. Sén
una moneda energetica en les transaccions metaboliques en forma d’ATP o GTP, sén els nexes
quimics en el sistema cel-lular en resposta a hormones i altres estimuls extracel-lulars i sén
també components estructurals d’'una serie de cofactors enzimatics (NAD, FAD, S-
adenosilmetionina i el coenzim A), aixi com intermediaris biosintétics activadors com la UDP-
glucosa i el CDP-diaglicerol i alguns nucleosids, com el cAMP o ¢cGMP, actuen també com a
segons missatgers. Per ultim, perd no menys important, son els constituents dels acids nucleics:
I'acid desoxiribonucleic (DNA) i I'acid ribonucleic (RNA), els dipositaris moleculars de la
informacié genetica (Nelson, Cox and Lehninger 2015). Per altra banda, I'adenosina, un
nucleodsid purinic, esta implicada directament en la regulacié de gran varietat de processos
fisiologics com ara la neurotransmissid, la funcié cardiovascular, la funcid renal i la resposta
immune mitjancant la seva unid a receptors purinergics presents a la superficie de la majoria de

les cél-lules (Burnstock et al. 1997, Shryock et al. 1997, Vallon et al, 2006 i Hasko et al. 2008).

La importancia dels nucleotids dins la cél-lula es pot demostrar ja que la perdua de la funcié de
proteines clau implicades amb el seu metabolisme porta a un desequilibri de la seva
concentracio dins i fora la cél-lula i aixd provoca desordres a I'organisme. Alguns d’aquests es

detallen tot seguit.

S’ha vist que la causa comuna d’un grup de malalties mitocondrials anomenades sindromes de
deplecié del DNA mitocondrial (mtDNA) (MDS), que es caracteritzen per tenir una reduccié
severa del nombre de copies del mtDNA, en molts casos és una alteracié relacionada amb el
metabolisme de nucleodtids. Es coneixen els nou gens, que mutats, sén els responsables de la
MDS: Timidina Quinasa 2 (TK2), Desoxiguanosina Quinasa (DGUOK), Gamma Polimerasa
(POLG1), entre d’altres. Aquests gens estan implicats en la replicacié del mtDNA, tant codificant
per components directes de la maquinaria de replicacié com codificant per gens relacionats amb

la regulacid del pool de nucleotids (Suomalainen and Isohanni 2010).

Un altre exemple podria ser la sindrome H, una sindrome que s’ha descrit recentment causat
per mutacions diverses al gen SLC293A3 que codifica pel transportador equilibratiu 3 (hENT3),
proteina responsable de la captacié de nucleosids. Es una malaltia autosomica recessiva que es
caracteritza per una hiperpigmentacio, histiocitosis, hipertricosis i baixa estatura on la causa de
tots aquests desordres es troba en alteracions del metabolisme de nucleotids (Huber-Ruano et

al. 2012).

Una caréncia genética de I'activitat hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HGPRT), un

enzim implicat en la via de recuperacié de la guanina i hipoxantina lliures, es manifesta amb una
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série de simptomes que es coneixen com a sindrome de Lesch-Nyhan. Els nens afectats pateixen
un retard mental i mala coordinacid, el cervell depen especialment de les rutes de recuperacio,
fet que pot estar relacionat amb aquests trastorns en el sistema nervidés central que es
manifesten en els afectats. Els efectes d’aquesta sindrome sén il-lustratius de la importancia de
les rutes de recuperacid. L'abséncia de la HGPRT fa que augmentin els nivells de fosforribosil
pirofosfat (PRPP), el que condueix a un augment de la sintesi de novo de purines, que al seu

temps repercuteix en els nivells elevats d’acid uric (Nelson, Cox and Lehninger 2015).

En resum, les alteracions genétiques del metabolisme de purines i pirimidines sén molt poc
mencionades a la literatura general, pero representen un dels reptes més importants en

medicina pel que fa al seu diagnostic i tractament (Jurecka 2009).

1.1 Biosintesi dels nucleotids
Hi ha dues rutes metaboliques que condueixen a la formacid dels nucleotids. La primera és la
via de sintesi de novo, que basicament es produeix al fetge pero la més abundant és la via de

recuperacio, és a dir, a través de la ingesta i la posterior digestid dels acids nucleics (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de les dues rutes metaboliques d’obtencio dels precursors del DNA. dNKs:
deoxinucleosid cinases, NDPK: nucleosid difosfat cinases, NMPKs: nucleosid monofosfat cinases, NPs:
nucleosid fosforilases, 5’-NTs: 5’-nucleotidases, PRPP: fosforibosil pirofosfat, PRTs: fosforibosil-
transferases, RNR: ribonucleotide reductase. Font: Tesi Doctoral Cecilia Carnrot.
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La sintesi de novo dels nucleotids comenca a partir dels seus precursors metabolics: aminoacids,
ribosa 5-fosfat, CO, i NHs. En canvi, les rutes de recuperacié reciclen les bases lliures i els
nucleosids alliberats de la degradacio dels acids nucleics (Nelson, Cox and Lehninger 2015)
(Reichard 1988). A través de la via de sintesi de novo es sintetitzen només nucleotids, mai
nucleosids, aquests ultims provenen tots de les vies de recuperacid. S’ha de tenir en compte que
ambdues rutes sén importants i cada una té els seus inconvenients i avantatges. La principal
diferéncia entre les dues vies és que la primera via és una ruta anabolica que representa una
gran despesa energetica per la cél-lula en comparacié a la via de recuperacié que aprofita els
components procedents del catabolisme o de la dieta per la sintesi de nucleotids i aixd suposa

un estalvi energeétic per la cel-lula.

1.1.1 Vies de sintesi de novo

Les rutes de sintesi de novo dels nucleotids de purina i pirimidina sén semblants a practicament
tots els éssers vius, fet que demostra que sén unes vies metaboliques altament conservades al
llarg de I'evolucié. Tot i aixi, determinats tipus cel-lulars, com protozous parasits, eritrocits o
cél-lules de la medul-la dssia de mamifers, no presenten aquesta ruta metabolica (King AE et al.
2006, Cui et al. 2011 i Leung et al. 2001). Conseqiientment, la via de reciclatge adquireix un
paper crucial com la via principal d’entrada dels nucleosids en aquests tipus cel-lulars (Murray

1971).

La via de sintesi de novo dels nucleotids comenga amb els seus precursors metabolics: ribosa 5-
fosfat, CO, i NHs. La via de sintesi de novo per les purines i pirimidines son practicament
identiques a tots els organismes vius. En particular, les bases lliures guanina, adenina, timina,
citidina i uracil no sén intermediaris en aquesta ruta metabolica, és a dir, les bases no sén
sintetitzades com a lliures i després s’uneixen a una ribosa, com seria d’esperar. Sind que la base
purinica es construeix sobre la pentosa pre-formada. Mentre que en les pirimidines, la base es

construeix de zero i un cop sintetitzada s’uneix a la pentosa fosforilada.

En la sintesi de novo de nucleotids, tant de purines com de pirimidines, la fosforribosil pirofosfat
(PRPP) és important ja que és el substrat inicial que s’obté per la fosforilacid de la ribosa 5-fosfat
gue prové de la via de les pentoses. Aquest és el motiu pel qual aquesta ruta metabolica tindra
lloc només en condicions anaboliques ja que es necessita potenciar la via de les pentoses fosfat.
Especificament, en la sintesi de novo de purines es produeixen un seguit de processos

intermediaris el qual té un cost global de 5 ATP, 2 glutamines, 1 glicina, 1 aspartat, 1 CO, i 2
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formiats, tal i com es pot observar a la Figura 3. Es considera el producte final aquell que ja té

un anell de purina complet, que és anomenat 5’ inosina monofosfat (IMP).
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Figura 3. Esquema de la via metabolica de la sintesi de novo de nucleosids purinics. Representacié
detallada de la via de sintesi de novo dels nucleosids purinics amb tots els enzims que hi intervenen i els

metabolits que es formen. Font: Pedley and Benkovic 2017.

Les purines sén sintetitzades de nou en 10 reaccions quimiques catalitzades per sis enzims en

eucariotes. Recentment s’ha vist que, sota condicions de deplecié de purines aquests sis enzims
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formen un complex multienzimatic conegut com el purinosoma (An et al. 2008). Una estratégia
que utilitza la cel-lula per fer més eficient una ruta metabolica, a la qual hi ha més d’un enzim
implicat, és formar una macromolécula o metabold constituit per totes aquelles proteines
implicades en la ruta. Aquest complex genera un microambient que segresta tots els
intermediaris que es van sintetitzant estabilitzant-los i evitant la interfereéncia amb altres
constituents cel-lulars, fent aixi més eficient la ruta. A diferencia d’altres metabolons, sembla
ser que la formacié del purinosoma és un procés reversible que depen del cicle cel-lular o de les
condicions extracel-lulars com ara la concentracié de purines, ja que en abséncia d’aquest tipus
de nucleotids la cél-lula requereix la seva sintesi i és quan es forma el purinosoma. La formacié
d’aquest s’ha proposat com un mecanisme escalonat tal i com es representa a la Figura 4. Els
tres primers enzims de la sintesi de novo (PPAT, GART i FGAMS) formen el cor del purinosoma.
PAICS i ADSL formen un complex secundari que finalment interacciona amb el cor del metabold
juntament amb ATIC. Per tant, el purinosoma es pot destacar per ser un nivell organitzatiu
enzimatic innovador dins la cel-lula, a més d’utilitzar-lo com a diana en terapies de malalties que
tenen el metabolisme de purines alterat, com ara el cancer (Chan et al. 2014, Kyoung et al. 2014

i Pedley and Benkovic 2017).

() B
o =
@
=

(8)

7

Figura 4. Model proposat per la formacié del purinosoma. La formacié del purinosoma a les cél-lules es
proposa com un procés que es produeix en diverses fases (A, B i C). Adaptacié de Pedley and Benkovic
2017.
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Tot i aixi, existeix una controvéersia sobre la naturalesa d’aquests complexes ja que molts
d’aquests descobriments s’han obtingut utilitzant un model en el qual s’expressava

heterologament totes les proteines implicades en la maquinaria de sintesi de novo de nucleotids

(Zhao A. et al. 2013 i Zhao et al. 2014).

Pel que fa la biosintesi de novo dels nucleotids pirimidinics requereix de bicarbonat, aspartat i

amoni i de la PRRP (Figura 5).
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En total, la sintesi de pirimidines consta de sis reaccions enzimatiques, les tres primeres es duen
a terme per la proteina trifuncional CAD, que és sintetitzat com un Unic polipéptid amb tres
activitats enzimatiques: la carbamoil fosfat sintetasa Il (CPSII), I'aspartat transcarbamilasa (ATC)
i la dihidroorotasa (DHOase) (Chen et al. 1989, Simmer et al. 1990 i Grayson and Evans 1983). El
quart pas es dona a la membrana mitocondrial interna on la dihidroorotat deshidrogenasa
(DHODH) catalitza el pas de dihidroorotat a orotat (Hines et al. 1986). Els dos Ultims passos sén
catalitzats per la uridina monofosfat sintetasa (UMPS), que és una proteina amb doble funcid.
Al seu extrem N-terminal té una activitat orotat fosforibosil transferasa, la qual permet
incorporar PRPP a I'orotat i a I'extrem C-terminal té una activitat orotidilat descarboxilasa, que
catalitza el pas a uridina monofosfat (UMP) (Floyd and Jones 1985 i Suttle et al. 1988). Finalment
aquest substrat pot ser fosforilat per acabar sintetitzant UDP i UTP. Les pirimidines obtingudes
basicament s’utilitzen per la sintesi de novo del DNA i del RNA, tot i que la UTP és també
utilitzada per sintetitzar UDP-glucosa, implicada en processos de glicosilacié (Bulter and Elling

1999 i Huang and Graves 2002).

1.1.2 Vies de recuperacio

Durant la degradacio metabolica cel-lular dels nucleotids es formen constantment nucleosids i
bases puriques i pirimidiniques lliures. Aquests nucleosids i bases lliures en gran part es
recuperen, juntament amb els que provenen de la dieta i tornen a ser utilitzats per sintetitzar
nous nucleotids (Austin et al. 2012), una ruta molt més senzilla i menys costosa energeticament
que la sintesi de novo descrita anteriorment. Per exemple, per sintetitzar de novo 1 mol de dCTP
o dTTP a partir de glucosa, glutamina, aspartat i bicarbonat es necessiten 6 mols d’ATP, mentre
gue per la via de recuperacié es requereix la meitat d’energia, 3 mols d’ATP (Voet and Voet
2004). A més, s’ha de tenir en compte que aquests substrats utilitzats per sintetitzar de nou els
nucleodsids, com la glucosa o la glutamina, no podran ser emprats per obtenir energia per altres
vies de la cél-lula. Per tant, la despesa energetica total de la via de novo encara resulta més

elevada.

La base de la via del reciclatge de les pirimidines i el de les purines és transferir la PRPP a la
nucleobase reciclada per tal de formar un nou nucleosid 5’-monofosfat (NMP). Els enzims que
catalitzen aquesta reaccid son tres, dos per les purines i un per les pirimidines. La hipoxantina-
guanosina fosforibosil transferasa (HGPRT), que té com a substrat la guanina o la hipoxantina
(una adenina amb el grup amino substituit per un grup —OH) i I'adenina fosforibosil transferasa
(APRT) la qual utilitza adenina lliure, serien els enzims de reciclatge de purines. | la pirimidina

nucleosid monofosfat transferasa que seria I’'enzim especific per les pirimidines uracil i timidina

10
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(Nelson, Cox and Lehninger 2015) (Figura 6). A més, la via de reciclatge és regulada per alguns
enzims limitants, com és la desoxicitidina quinasa (dCK) que fosforila la desoxicitidina per
sintetitzar desoxicitidina monofosfat (dCMP), un precursor de desoxicitidina trifosfat (dCTP) i
desoxitimidina trifosfat (dTTP) (Sabini et al. 2008). Pel que fa les purines, la deoxiadenosina i
deoxiguanosina, també poden ser fosforilades per dCK, pero amb una eficacia menor (Sabini et
al. 2008). La timidina quinasa 1 (TK1), la qual sintetitza dTTP a partir de la desoxitimidina

monofosfat (dTMP) també és un enzim que pot regular la via de reciclatge (Arnér and Eriksson
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Figura 6. Sintesi de nucleosids purinics (A) i pirimidinics (B) per la via de recuperacié. PNP: Purine
Nucleoside Phosphorylase, PPi: pirofosfat, PRPP: fosforibosil pirofosfat, HGPRT: hipoxantina-guanosina
fosforibosil transferasa, ADA: adenosina desaminasa, XO: xantina oxidasa, AMPDA: acid adenilic
desaminasa, ARPT: adenina fosforibosil transferasa, UPRT: uracil fosforibosil transferasa, UMP: uracil
monofosfat, UDP: uracil difosfat, CMP: citidina monofosfat, dCMP: desoxicitidina monofosfat, dUMP:
desoxiuracil monofosfat, dTMP: desoxitimidina monofosfat. Adaptat de Nyhan, 2014.

Sintetitzar els nucleotids per la via de recuperacié suposa un estalvi energeétic per la cél-lulai és
per aixo que s’ha pogut demostrar la importancia d’aquesta ruta. En ratolins que no expressen
alguns dels enzims imprescindibles per la via de recuperacid, com sén dCK i TK1, s’observa que
els ratolins neixen per sota de les freqiiéncies mendelianes i amb un creixement retardat, per
tant no tenir funcional aquesta via té conseqliéncies biologiques importants (Austin et al. 2012).
També s’ha descrit que quan els nivells d’hipoxantina son suficients, es regula negativament la
via de sintesi de novo i els nucleosids purinics es sintetitzen per la via de recuperacié, ja que aixo
li suposa un estalvi energetic a la cel-lula. No obstant, quan la cel-lula entra en fase de divisig, la

via de sintesi de novo es veu incrementada (Yamaoka et al. 1997 i Yamaoka et al. 2001).
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A més, s’ha vist que la utilitzacié de la via de sintesi de novo per sintetitzar purines depén del
teixit en qlestié. Mentre que s’ha descrit que el muscul esquelétic i el fetge tenen una elevada
taxa de biosintesi, I'activitat d’aquesta via en cél-lules del cervell és només un 25-30% de
I'activitat observada en el fetge. A més, es creu que cél-lules de la medul-la 0ssia tenen una
capacitat limitada per la via de sintesi de novo de purines. Tots aquells teixits que tenen
intrinsecament una capacitat limitada en la biosintesi de purines és d’esperar que depenguin de

la via de recuperacio de purines o que les obtinguin a partir d’altres teixits (Zhao H. et al. 2013).

1.2 Sintesi de nucleotids en ceél-lules tumorals

Les cel-lules tumorals depenen de la biodisponibilitat dels nucledtids per tal de fer front a
I’elevada taxa de sintesi dels acids nucleics per poder mantenir una elevada proliferacio cel-lular.
Aguesta demanda metabolica sembla ser satisfeta provocant una desregulacié del metabolisme
energeétic cel-lular, promovent una glicolisi aerobica anomenada efecte Warburg (Figura 7). De
fet, aquesta reprogramacid ha estat identificada com una peca clau del cancer (Hanahan and

Weinberg 2011 i Cantor and Sabatini 2012).

Differentiated tissue Proliferative Tumor
y tissue
'\ J 2 4 ' o .
+0 = o
e Ao
Glucose Glucose Glucose
0, Pyruvate ¢ O, Pyruvate
Pyruvate

Lactate Lactate

Lactate

CO,
Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose -4 mol ATP/mol glucose

Figura 7. Efecte Warburg. Representacio de les diferéncies entre la fosforilacié oxidativa, la glicolisi
anaerobica i la glicolisi aerobica (efecte Warburg). Font: Vander-Heiden et al. 2009.

No obstant, recentment s’ha vist que la fosforilacié oxidativa (OXPHQOS) també és essencial pel
desenvolupament del cancer. Ja que, cel-lules que no tenen DNA mitocondrial (mtDNA)
presenten un creixement tumoral retardat i quan aquestes incorporen el mtDNA, s’observa un
augment en la seva proliferacié ja que poden restablir la seva capacitat normal de la via OXPHOS

(Tan et al. 2015).

Com es produeix tota aquesta reprogramacié metabolica en el cancer i com es relaciona amb la

via de sintesi de novo de nucleotids sovint ha estat discutit. Per intentar relacionar aquests
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conceptes ens basem amb la idea que la desregulacié de la glicolisi activa la via de les pentoses
5-fosfat per produir suficient ribosa-5-fosfat i, conseqiientment, suficient PRPP per fer front a la
sintesi de purines i pirimidines. No obstant, la sintesi de nucleotids també requereix de la
magquinaria adequada de la via d’OXPHOS. L’enzim que catalitza el quart pas de la sintesi de novo
de pirimidines, anomenat dihidroorotat deshigrogenasa (DHODH), és una proteina integral de
la membrana mitocondrial, la qual té acoblada la seva activitat oxidoreductasa a la maquinaria
de la via OXPHOS (Loffler et al. 2015). A més, pel que fa a la sintesi de novo de purines, s’ha vist
que la glicina té un paper important en la proliferacié cel-lular ja que té un rol metabolic actuant
com un precursor dels nucleotids purinics (Jain et al. 2012). Amb totes aquestes observacions es
podria suggerir que la potenciacié de la via de sintesi de novo de nucleotids, tant purinics com
pirimidinics, és un factor clau per suportar la proliferacié cel-lular en el desenvolupament del
cancer. No obstant, per aconseguir nucleotids, no només existeix la via de sintesi de novo, siné
gue també hi intervé la via de reciclatge. Ambdues vies sén totalment dependents de la
disponibilitat de PRPP ja que és la molécula que participa en la conversié de les nucleobases a la
forma monofosfat dels nucleotids corresponents. Sembla logic assumir doncs, que almenys fins
a cert punt, la reprogramacido metabolica pot potenciar la via de les pentoses fosfat. A més,
mantenir I'equilibri de purines i pirimidines i una correcta biodisponibilitat de nucleotids també
sembla que sigui essencial per la proliferacié (Lane and Fan 2015), sent la deficiencia de
nucleotids la principal causa d’inestabilitat en fases inicials del desenvolupament del cancer

(Bester et al. 2011).

Encara no és sabut quina és la contribucié relativa de la sintesi de novo de nucleotids i
nucleobases i la via de reciclatge de nucleotids per tal de satisfer les necessitats de la cel-lula en
la sintesi dels acids nucleics i progressio del cicle cel-lular. Segueix sense estar clar com la cel-lula
detecta canvis en la disponibilitat de nucleotids a nivell extracel-lular per tal de promoure una

via o I'altra.

Molts dels gens que codifiquen per enzims de la via de sintesi de novo estan regulats a nivell
transcripcional d’una forma coordinada (Liu et al. 2008). Recentment s’han identificat alguns
gens que codifiquen per enzims relacionats amb la sintesi de purines, com a possibles
biomarcadors de la progressié del cancer, remarcant la possibilitat d’utilitzar la sintesi de purines
com una diana terapeutica (Barfeld et al. 2015 i Goswami et al. 2015). Dins d’aquests gens es
troba la fosforibosil aminoimidazol succionocarboxamida sintetasa (PAICS o ADE2), el qual s’ha
vist que es troba sobreexpressat en cancer de pulmd i prostata (Goswami et al. 2015)
(Chakravarthi et al. 2016). PAICS és una proteina bifuncional que té activitat fosforibosil

aminoimidazol carboxilasa a I'extrem N-terminal i activitat fosforibosil aminoimidazol
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succinocarboxamida sintetasa al C-terminal que catalitza les reaccions 6 i 7 de la sintesi de novo
de purines. Com a producte d’aquestes reaccions, PAICS genera SAICAR el qual és metabolitzat
per I'enzim adenilsuccinat liasa (ADSL) formant AICAR. L’ADSL és un enzim que s’inhibiex per
AMP, que és el producte natural de la reaccié catalitzada per ADK, enzim implicat en la via de

reciclatge de nucleosids purinics.

Curiosament, la sintesi de novo de purines i pirimidines sén les Uniques vies metaboliques en les
que hi ha una preséncia inusual de proteines multifuncionals, és a dir, una Unica proteina la qual
presenta més d’una activitat enzimatica, alguna d’elles, fins i tot, forma oligomers. Exemples,
podrien ser PAICS per a la sintesi de purines i CAD per a les pirimidines. Aquesta és una adquisicio
evolutiva que no esta present a procariotes. A més, hi ha una evidéncia la qual suggereix que la
regulacié d’aquestes proteines es produeix mitjangant la formacié de complexos multiproteics,
més que per processos transcripcionals, com seria el cas de la formacié del purinosoma

anteriorment comentat a I'apartat 1.1.1 de la introduccid.

En tot cas, segons tot el que s’ha comentat anteriorment, podria ser que la cel-lula tingués algun
mecanisme el qual funcionés com un sensor de la disponibilitat de nucleosids al medi

extracel-lular i aixd potenciés una via d’obtencid de nucleotids o una altra.
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2 Transportadors de nucleosids (NTs)

Cada cel-lula es troba envoltada per una membrana plasmatica que delimita 'espai cel-lular i
actua com una frontera amb el medi exterior. No obstant, la membrana plasmatica ha de
permetre l'intercanvi de multitud de molécules que son necessaries per la vida cel-lular, de
manera que ha integrar sistemes de comunicacio eficagos entre el medi intracel-lular i I'exterior.
El pas a través de la membrana d’ions, nutrients i altres molecules es realitzen a través de
diversos mecanismes, on la gran majoria, requereixen de la presencia de proteines integrals de
membrana. De totes les funcions i intercanvis amb el medi extracel-lular que realitza la cel-lula
ens centrarem amb aquelles proteines responsables del transport de nucleosids naturals i molts
dels farmacs derivats d’aquests nucleosids. Per tant, I'estudi dels transportadors és una area
d’interés creixent degut a que aquests també estan implicats en I'absorcid, distribucio i
eliminacié de farmacs, especialment I'estudi dels transportadors expressats en teixits com ara

I’epiteli intestinal, ronyd, fetge o I'endoteli de la barrera hematoencefalica.

En la via de reciclatge, després de I'absorcid dels acid nucleics obtinguts a través de la dieta,
aquests son metabolitzats a molécules de nucleosids i fosfats mitjancant nucleotidases presents
a la superficie cel-lular i el medi extracel-lular (Yegutkin 2008). Al ser molécules de caracter
hidrofilic, els nucleosids, requereixen de proteines integrals de membrana especialitzades per
tal de ser incorporats dins la cel-lula. Aquestes proteines s’anomenen transportadors de
nucleosids (NTs) (Molina-Arcas et al. 2009). Els NTs estan composats de multiples dominis
transmembrana que defineixen una cavitat flexible a través de la qual hi passa el substrat (Yan

et al. 2005).

Aquestes proteines transportadores tenen, doncs, un paper decisiu en la regulacido de
I’'homeostasi dels nucleosids naturals en la regulacié de nombrosos processos fisiologics, aixi
com en la farmacocinética i farmacodinamica dels farmacs anticancerigens i antivirals que
transportin (Baldwin et al. 2004, King AE et al. 2006 i Zhang et al. 2007). Un clar exemple és el
de I'adenosina, un nucleosid que depenent de la seva concentracid s’unira selectivament als
receptors d’adenosina, els quals tenen diferent afinitat pel substrat. Com a conseqiiéncia,
I’'adenosina promoura diferents rutes metaboliques i respostes cel-lulars en funcidé de la seva
preséncia al medi extracel-lular (Choi et al. 2004, Baldwin et al. 2004, Elwi et al. 2006, Naydenova
et al. 2008 i Huber-Ruano et al. 2010).
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Els transportadors de membrana pertanyen a dues grans superfamiilies: la familia proteica de
transportadors SLC (en anglés Solute Carrier) i la familia ABC (en angles ATP-Binding Cassette).
La familia SLC és una gran superfamilia que codifica per una gran varietat de transportadors
transmembrana implicats en el transport de nucleosids aixi com d’altres metabolits, nutrients,

ions i farmacs a través de la membrana cel-lular (Figura 8).
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Figura 8. Representacio dels diferents transportadors codificats per la superfamilia SLC. Mapa de les
proteines SLC agrupades segons el substrat que transporten. Els colors representen el substrat
prototipus dels transportadors. Adaptat de Schlessinger et al. 2010.

Existeixen al voltant de 400 transportadors de la familia SLC agrupats ens 52 subfamilies en
funcié de la similitud de les seves sequiéncies (Nyquist et al. 2017). Els transportadors d’aquestes
families tenen almenys entre un 20-25% d’homologia entre les seves seqliencies i es pensa que
han evolucionat a partir d’'un ancestre comu. Només alguns dels gens d’aquestes families han
estat relacionats amb el transport de nucledsids i els seus derivats. Estudis realitzats en diversos
teixits i linies cel-lulars, abans de la identificacié molecular d’aquestes proteines NTs, han posat
de manifest I'existéncia de multiples sistemes de transport de nucleosids que podien realitzar
un transport de tipus equilibratiu o concentratiu. Es van descriure fins a set sistemes que podien
ser responsables del transport de nucleodsids en cél-lules de mamifers (Griffith and Jarvis 1996).
Dos d’aquests sistemes sén sistemes de transport equilibratiu que presenten una baixa afinitat
pels substrats. Aquests sistemes corresponen a la familia SLC29 que codifica pels transportadors
de tipus equilibratiu (Equilibrative Nucleoside Transporter o ENT): ENT1 i ENT2. Tot i que

posteriorment es van descriure dos subtipus més, ENT3 i ENT4. Els altres cinc sistemes, en canvi,
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es van caracteritzar en base a la seva activitat de transport de tipus concentratiu i pel fet de tenir
una elevada afinitat pel substrat. Es van identificar cinc sistemes: N1, N2, N3, N4 i N5. Els
sistemes N1 i N2 sén principalment selectius de purines i pirimidines, respectivament, encara
que N1 pugui transportar uridina també. El sistema N3 té una amplia selectivitat de substrat,
translocant tant purines com pirimidines. El sistema N4, que s’ha identificat en vesicules de
ronyd humanes, transporta també ambdés tipus de nucleosids pero té una elevada especificitat
per la guanosina (Gutierrez et al. 1992 i Gutierrez and Giacomini 1993). Mentre que el N5 és
I’'Gnic sistema concentratiu sensible a NBTI (nitrobenziltioinosina) i transporta guanosina i ha
estat descrit a cel-lules humanes NB4 de leucemia promielocitica aguda (Flanagan et al. 1997) i
en limfocits B humans (Soler et al. 1998). Tres d’aquests cinc sistemes de transport (N1, N2 i N3)
avui en dia estan reconeguts com a transportadors de caracter concentratiu (Concentrative
Nucleoside Transporter o CNT) codificats pels gens que pertanyen a la familia SLC28 (Gray et al.
2004a). Tant la familia génica SLC28 com la SLC29 sén evolutivament antigues, els
transportadors CNTs es troben en un ampli ventall d’organismes bacterians i eucariotes, pero
no en plantes. Mentre que els transportadors equilibratius, ENTs, es troben al domini eucariota
on estan ampliament distribuits (Young et al. 2013). Els transportadors de tipus concentratiu sén
filogeneticament més antics que els equilibratius, ja que aquests Ultims no tenen els ortolegs
procariotes corresponents, mentre que els concentratius si que els tenen. Entre els tres
membres de la familia génica SLC28, el transportador concentratiu tipus 3 huma (hCNT3) és el
que presenta una homologia major amb altres ortolegs primitius (Ritzel et al. 2001). Ambdues
families transporten nucleosids perd ni posseeixen una seqiiéncia ni una estructura similar i
tampoc hi ha cap relacié estructural amb altres families de transportadors (Dos Santos-

Rodrigues et al. 2014).

A dia d’avui, les dificultats per aconseguir cristal-litzar aquestes proteines, la toxicitat associada
a una sobreexpressié d’aquestes, la coincidencia de I'especificitat de substrat o la baixa
disponibilitat d’anticossos pel seu estudi son desafiaments constants que es troben en aquest

camp d’investigacio.

2.1 Transportadors concentratius de nucleosids (CNTs)

Els sistemes de transport concentratius (CNT) son cotransportadors de sodi i nucleosids, de
manera que incorporen el nucleosid unidireccionalment a I'interior de la cél-lula en contra del
seu gradient de concentracié aprofitant el gradient favorable d’entrada del sodi. Aquest tipus

de transport permet I'acumulacié dels substrats transportats i mostren una alta afinitat pels seus
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substrats, amb uns valors de Ky en el rang de micromolar baix i una selectivitat més restringida

que I'altra familia genica de transportadors, els de tipus equilibratiu (Taula 1).

1 Nucleosid : 2 Na*
1 Nucleosid : 1Na* 1 Nucleosid : 1 H*

Extracel-lular

Intracel-lular

vy vYy
CNT1i2 CNT3

Figura 9. Esquema dels diferents sistemes de transport concentratius de nucleosids. Els CNTs realitzen
un transport unidireccional, depenent de sodi i en contra de gradient. CNT1 i CNT2 transloquen un
nucleosid amb un i6 Na*, mentre que CNT3 transloca cada nucledsid amb 2 ions Na* o un protd.

2.1.1 Membres de la familia SLC28 en humans

La familia genica SLC28 en humans codifica pels transportadors de nucledsids concentratius o
CNTs i esta composada per tres membres: hCNT1, hCNT2 i hCNT3, codificats respectivament
pels gens SLC28A1, SLC28A2 i SLC28A3. Aquestes tres proteines corresponen a les activitats N1,
N2 i N3 anteriorment esmentades. Els gens que codifiquen per les proteines responsables de les
activitats N4 i N5 no han sigut identificats en la base de dades del genoma huma i sembla ser
molt probable que es tractin de variants polimorfiques dels tres membres identificats o que

estiguin associats a families de proteines no relacionades amb els CNTs (Lai et al. 2004a).

Tot i que tots tres membres accepten la uridina com a substrat, tots difereixen en funcié de la
seva selectivitat per altres substrats. hCNT1 és un transportador de pirimidines (Ritzel et al.
1997), i encara que I'adenosina és capacg d’unir-se a hCNT1 amb una elevada afinitat (Kd= 14uM),
no és capa¢ de transportar-la. S’"ha demostrat que I'adenosina podria actuar o bé com un
inhibidor d’alta afinitat d’"hCNT1 (Larrayoz et al. 2004) o bé simplement podria ser transportat
amb baixa capacitat (Smith et al. 2004). hCNT2 és un transportador de purines, encara que com
ja hem comentat, també pot transportar la uridina (Ritzel et al. 1998) i hCNT3 presenta una
amplia selectivitat de substrat ja que pot translocar tant purines com pirimidines (Ritzel et al.

2001 i Wang and Giacomini 1997) (Figura 10).
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Figura 10. Representacio de la selectivitat de substrat dels membres de la familia génica SLC28. Adaptat

de Parkinson et al. 2011.

A més de les diferencies en la selectivitat, els transportadors hCNTs, al tenir un transport acoblat
a I'i6 sodi, es poden diferenciar en funcié de I'estequiometria d’'i6 sodi necessaria per cada
nucleosid transportat. La unid del sodi al transportador fa que aquest incrementi la seva afinitat
pel substrat, el qual s’hi unira després. Les isoformes hCNT1 i hCNT2 realitzen un transport
equimolar, és a dir, un id sodi per un nucleosid (Larrayoz et al 2004, Smith et al 2004 i Che et al.
1995), mentre que per hCNT3 es necessiten dos ions de sodi per transportar una molécula de
nucleosid (Ritzel et al. 2001). Aquesta relacié 2:1 implica una gran capacitat de concentrar
nucleosids i derivats en contra de gradient de concentracié aconseguint uns nivells més elevats
a l'interior cel-lular. Aixo fa que hCNT3 sigui el transportador de tipus concentratiu amb una
major capacitat concentrativa i una amplia selectivitat de substrat. A més, hCNT3 és I'"Unic
transportador que pot utilitzar el gradient de protons (H*) com a for¢ca motriu del transport
(Smith et al. 2005) en una relacié 1:1, és a dir, un protd per cada nucleosid translocat (Smith et

al. 2007).
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CARACTERISTIQUES MOLECULARS ‘ CARACTERISTIQUES CINETIQUES

Transportador Gen Proteina Substrat (Kv) Na*:nucleosid

Uridina (38uM?)
hCNT1 SLC28A1 650aa Timidina (27uM®) 1:1

15¢g25.3 Citidina (3.1uM?3)

Inosina (13.7uM?)
Adenosina (8uMP)
hCNT2 SLC28A2 659aa Uridina (116uM?3) 1:1

15qg15 Guanosina (21uM)

Uridina (5.3uM?)
Timidina (10.6puM?)

Citidina (3.5puM?) 2:1
hCNT3 SLC28A3 691aa Inosina (4.3uM?) (H*: 1:1)
9q22.2 Adenosina (2.4uM?)

Guanosina (8.5uM?)

Taula 1. Caracteristiques moleculars i cinétiques dels transportadors concentratius en humans.
Selectivitat i especificitat de substrat dels transportadors humans hCNT1, hCNT2 i hCNT3. Valors de Ky
determinats en linies cel-lulars® i odcits de Xenopus laevis®. Adaptat de Pastor-Anglada et al. 2018.

2.1.2 Estructura dels CNTs

Les proteines humanes hCNT1, hCNT2 i hCNT3 estan formades per 650, 659 i 691 aminoacids,
respectivament (Taula 1) (Pastor-Anglada et al. 2008). Originalment es va proposar un model
estructura de CNTs que consistia en 13 dominis transmembrana units per seqiencies
hidrofiliques curtes (< 22 residus) on I'extrem N-terminal seria intracel-lular i el C-terminal

extracel-lular (Huang et al. 1994 i Hamilton et al. 2001).

No obstant, la recent cristal-litzacié de I'ortoleg procariota de Vibrio cholerae (vcCNT) (Johnson
et al. 2012) va permetre definir més acuradament com seria I'estructura dels CNTs eucariotes,

canviant la topologia predita de 13 dominis transmembrana a 11 dominis.

IH1

12

Figura 11. Topologia del transportador CNT de Vibrio cholerae. Representacié esquematica de la
topologia predita per cristal-litzacié de vcCNT. Font: Johnson et al. 2012
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El transportador bacteria és homo-trimeric amb 8 dominis transmembrana, enlloc de 10 com es
creia a l'inici. Aquest transportador presenta tres dominis paral-lels al pla de la membrana a la
regié interfacial i dos hairpins (HP) en orientacié oposada a la membrana (Figura 11). Els dominis
transmembrana 4 i 7 sén discontinus amb una regié desconeguda que els uneix (Johnson et al.
2012). De tal manera que si fem extensiu aquest model procariota als CNTs d’eucariotes podriem
dir que els eucariotes presentarien 11 dominis transmembrana, sumatori dels 8 dominis de
procariotes més tres dominis addicionals dels eucariotes, que no es troben presents a

I’estructura dels CNTs procariotes (Craig et al. 1994).

Tres dominis extres

eucariota Domini d’unié

(m al substrat COO‘
U_/ < ;
HP1 =
\—1 o~ o ||V QD
> > =
~ = = -
|_
SO e
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al substrat

Figura 12. Model predit per I’estructura dels transportadors concentratius de nucleosids. Aquest

model esta basat en el de vcCNT (Johnson et al. 2012).

Tenint en compte aquest nou model, els residus d’unié a uridina es trobarien localitzats als
dominis HP1i HP2 i a les regions dels dominis transmembrana 4 i 7. Mentre que, el domini HP1
juntament amb el domini transmembrana 4 serien els responsables del lloc d’'unid a I'id sodi. Pel
que fa la localitzacié del lloc d’unié al sodi addicional que ha d’estar present a hCNT3 fins al
moment no havia estat identificat (Young et al. 2013). No obstant, el nostre grup de recerca ha
obtingut un model estructural d’"hCNT3 que ha permés identificar els residus responsables del
segon lloc d’unié del sodi, verificats posteriorment per estudis mutagénics. Aquest model
suggeriria que aquest segon lloc d’unié es trobaria proper a la cisteina 602 i treonina 605, que
distribuit en I'espai, quedaria proxim al primer lloc d’unié del sodi (Arimany-Nardi et al. 2017).
A més, aquest model explicaria la menor capacitat transportadora que presenta la variant
polimorfica hCNT3-Cys602Arg deguda a una alteracié en el lloc d’unié del sodi (Errasti-
Murugarren et al. 2008). En conjunt, aquests dos estudis seguirien que el residu de cisteina 602

seria un dels aminoacids responsables del segon lloc d’unié de I'ié sodi.

Cap estudi previ suggeria que els CNTs formessin estructures oligomeériques, no obstant, la

cristal-litzacié de vcCNT ha demostrat que el transportador de Vibrio cholerae forma un trimer,
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el qual té el lloc d’unié al substrat i a I'id sodi clarament definit en cada un dels monomers
(Johnson et al. 2012). Dades estadistiques mostren que aproximadament el 65% de les proteines
de membrana formen oligomers (Forrest 2015). Entre les més de 50 families de SLC, moltes
d’elles, com ara SLC1, SLC13 o SLC42, tenen membres de la familia que formen estructures
oligomeériques (Hediger et al. 2013). Un estudi recent ha demostrat dos punts clau respecte el
transportador hCNT3: primer, que aquest té un plegament similar al seu homoleg vcCNT (39%
d’homologia entre les seves seqliéncies) i segon, que hCNT3 trimeritza, tal i com esta predit amb
VcCNT. Segons I'estudi, cada monomer conté els llocs d’unié al substrat i a I'ié sodi (Stecula et
al. 2017). L’alineament de 883 seqiiéncies homologues a hCNT3 mostren que el domini implicat
en la trimeritzacid esta conservat evolutivament. A més, aquesta estructura quaternaria crea
una base aquosa que significativament redueix la distancia de translocacid del substrat, tot i que
es necessiten més estudis per entendre la globalitat de les conseqliéncies funcionals d’aquesta

trimeritzacio (Stecula et al. 2017).

Les proteines homologues humanes dels transportadors concentratiu de nucleosids han allargat
I’extrem C-terminal el qual conté multiples llocs de N-glicosilacié, modificacié que pot provocar
canvis en I'activitat i/o localitzacié de la proteina. A més han ampliat I'extrem N-terminal afegint
tres dominis transmembrana que suposa una cua d’entre 80-100 residus en proteines d’un total
de 600 aminoacids aproximadament. S’ha demostrat que aquest domini N-terminal no és
essencial per la funcid de transport ja que els ortolegs procariotes no el tenen i quan es genera
una proteina truncada per aquest domini encara reté activitat transportadora (Hamilton et al.
2001). Tot i no ser essencials per la funcié de transport, aquests tres dominis extra s’ha vist que
son necessaris per realitzar altres funcions com la interaccié intracel-lular amb altres proteines,
la senyalitzacid o el trafic a membrana dels transportadors (Errasti-Murugarren et al. 2010a,

Pinilla-Macua et al. 2012 i Huber-Ruano et al. 2010).

2.2 Transportadors equilibratius de nucleosids (ENTSs)

A diferencia dels transportadors concentratius de nucleosids, els sistemes de transport
equilibratius ENT sén transportadors que realitzen el transport de nucleosids o dels analegs
derivats de nucleosids a favor de gradient de concentracio a través de la membrana plasmatica,
la qual cosa els fa potencialment bidireccionals (Figura 13). S6n independents de I'id sodi i
transporten tant purines com pirimidines (Rose and Coe 2008, Kong et al. 2004, Parkinson et al.
2011 i Dos Santos-Rodrigues et al. 2014). Aquesta familia de transportadors es caracteritza per
presentar afinitats i selectivitats baixes pels substrats amb uns valors de Ku dins del rang

micromolar alt en comparacié als transportadors concentratius.
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Figura 13. Esquema dels diferents sistemes de transport equilibratiu de nucleosids. Els sistemes
equilibratius tenen un transport bidireccional i independent de sodi. El transportador ENT1 (es) és
sensible a concentracions de I'ordre de nanomolar de I'inhibidor NBTI i ENT2 (ei) que no s’inhibeix per
NBTI, fins i tot a concentracions superiors a 1uM. Ambdéds transportadors es poden inhibir per
dipiridamol.

2.2.1 Membres de la familia SLC29 en humans

La familia génica humana SLC29 esta composada per quatre membres: SLC29A1, SLC29A2,
SLC29A3 i SLC29A4, que codifiquen per les proteines hENT1, hENT2, hENT3 i hENT4,
respectivament. Els dos membres millor caracteritzats son hENT1 i hENT2 amb una especificitat
similar per les purines i pirimidines (Baldwin et al. 2004). hENT1 transporta un ampli rang de
nucleosids purinics i pirimidinics amb uns valors de Ky que oscil-len entre els 40uM (adenosina)
als 580uM (citidina) (Taula 2). Mentre que la isoforma hENT2, transporta purines i pirimidines
pero amb una afinitat més baixa respecte hENT1 i addicionalment pot transportar nucleobases
(Baldwin et al. 2004 i Yao et al. 2011). Recentment s’ha vist que ENT1 també pot translocar

nucleobases, no obstant, amb una eficiencia més baixa que ENT2 (Yao et al. 2011) (Figura 14).
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Figura 14. Representacio de la selectivitat de substrat dels membres de la familia génica SLC29. Adaptat
de Parkinson et al. 2011.

La isoforma hENT3 es diferencia de les isoformes 1 i 2 perquée no es localitza a la membrana

plasmatica, sind que presenta un extrem N-terminal hidrofilic molt llarg (51 residus) que conté
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seqiiéncies diana per la seva localitzacié a la membrana mitocondrial i lisosomal. Es un
transportador amb una amplia selectivitat de substrat, tant de purines com de pirimidines, aixi
com de la nucleobase adenina i alguns dels farmacs derivats de nucleosids. A diferéncia d’hENT1
i 2, el transport mediat per hENT3 és fortament potenciat en un pH acid, suggerint que aquest
transportador pot estar acoblat als H". Probablement aquest transportador té un paper en
I'alliberament dels nucleodsids i les nucleobases produit pel trencament dels acids nucleics a
I'interior dels lisosomes (Baldwin et al. 2005) o en la captacié dels nucleosids a l'interior

mitocondrial (Govindarajan et al. 2009).

Per ultim, hENT4 també és conegut com PMAT, en angles Plasma Membrane Monoamine
Transporter, presenta poca homologia respecte els altres membres de la familia. Es un
transportador depenent del pH i independent de sodi que principalment transporta cations
organics i neurotransmissors, fet que fa que hENT4 estigui més proper als OCTs (Transportadors
de Cations Organics) que als ENTs en termes de selectivitat de substrat (Engel and Wang 2005)
(Engel et al. 2004), tot i que recentment s’ha demostrat que sota condicions de pH acid, tant
hENT4 com mENT4, poden comportar-se com a transportadors d’adenosina (Barnes et al. 2006)

(Zhou et al. 2010).

Historicament, els membres d’aquesta familia s’han classificat segons la seva sensibilitat a
I'inhibidor analeg estructural de I’adenosina, nitrobenziltionosina (NBTI) (Griffith and Jarvis
1996). El transportador hENT1 és el subtipus de transportador equilibratiu sensible a NBTI (es)
a concentracions de I'ordre de nanomolar (Ki 0.1-10nM), mentre que hENT2 és el subtipus
equilibratiu insensible a NBTI (ei) a aquestes concentracions nanomolars pero si que s’arriba a
inhibir a concentracions majors de 10uM (Ward et al. 2000, Crawford et al. 1998, Griffiths et al.
1997 i Kong et al. 2004). A més a més, en humans, ambdds transportadors poden ser inhibits
per farmacs vasodilatadors coronaris com ara dipiridamol, un potenciador de la vasodilatacié on
hENT1 és més sensible que hENT2 (Visser et al. 2002), dilazep o draflazina. Mentre que hENT3
és més resistent a la inhibicié per NBTI i vasodilatadors coronaris que hENT1i hENT4 no és inhibit
per NBTIl i només és parcialment inhibit per elevades concentracions de dipiridamol i dilazep
(Barnes et al. 2006). Contrariament, els sistemes equilibratius de rata son insensibles a la
inhibicié amb aquests farmacs vasodilatadors, mentre que en ratoli la sensibilitat és intermédia

(Griffith and Jarvis 1996, Yao et al. 1997 i Hammond 2000).
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CARACTERISTIQUES CINETIQUES

Substrat (Kv)

Inhibidor

hENT1 SLC29A1 456aa

6p21.1-p21.2

nucleosids

nucleobases

Adenosina (40uM?)
Guanosina (140uM?)
Inosina (170uM?)
Uridina (240uMP)
Timidina (300uM?)
Citidina (580uM?)

Hipoxantina (6000uMP)
Adenina (3200uMP)
Timina (6300uM®)
Uracil

Guanina

NBTI (0.4nM)
Dipiridamol (5nM)

hENT2 SLC29A2 456aa

11q13

nucleosids

nucleobases

Inosina (50uM?)
Adenosina (140uM?)
Uridina (200uMP)
Timidina (710uM?)
Guanosina (2700puM?)
Citidina (5610uM?)

Hipoxantina (700uMP)
Adenina (1100uMP)
Timina (1700uM®)
Uracil (2600puMP)
Guanina

Citosina

NBTI (2.8uM)
Dipiridamol (356nM)

hENT3 SLC29A3 475aa

nucleosids

nucleobases

Inosina
Adenosina (1900uM?)
Uridina (2000uMb)
Timidina
Guanosina

Citidina

Adenina

NBTI (2.8uM)
Dipiridamol (356nM)

hENT4 SLC29A4 530aa

nucleosids

Adenosina (780uM?)

Taula 2. Caracteristiques moleculars i cinetiques dels transportadors equilibratius en humans.
Selectivitat i especificitat de substrat dels transportadors humans hENT1, hENT2, hENT3i hENTA4. Valors
de Ky determinats en linies cel-lulars? i oocits de Xenopus laevis®. Adaptat de Pastor-Anglada et al. 2018.
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2.2.2 Estructura dels ENTs

Els transportadors equilibratius de nucledsids estan formats per 11 dominis transmembrana
amb I'extrem N-terminal citoplasmatic i el C-terminal extracel-lular (Sundaram et al. 2001a). Els
dominis transmembrana 1 i 2 estan units per un llag extracel-lular, mentre que els dominis 6i 7
estan connectats amb un llag hidrofilic, intracel-lular i molt més gran (Sundaram et al. 1998)

(Figura 15).
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Figura 15. Model predit per I’estructura dels transportadors equilibratius de nucleosids. Adaptat de Dos
Santos-Rodrigues et al. 2014.

La proteina hENT1 presenta un lloc de N-glicosilacié al lla¢ extracel-lular entre els dominis
transmembrana 1i 2, mentre que hENT2 en conté dos al mateix llag els quals no sén essencials
per a l'activitat del transportador (Vickers et al. 1999 i Ward et al. 2003). Pero un treball recent
ha confirmat que l'eliminacid del residu glicosilable N48 afecta la funcionalitat d’hENT1,
contradient d’aquesta manera els estudis esmentats anteriorment (Bicket and Coe 2016).
Aquesta diferencia de resultats pot venir causada per la glicosilacié promiscua que és conegut
gue succeeix en models de llevat, model utilitzat al treball de Vickers et al. 1999. Pel que fa als
altres membres de la famila, hENT3 i hENT4, també tenen llocs potencialment glicosilables al
llag¢ entre els dominis transmembrana 1 i 2 (Baldwin et al. 2005) i a la regié C-terminal de la
proteina (Barnes et al. 2006), respectivament. Estudis quimérics amb proteines ENTs de rata i
humanes han demostrat que les regions entre els dominis transmembrana 3 i 6 contenen residus
responsables per la sensibilitat o resistencia a NBTI (Sundaram et al. 2001b) i a alguns dels
vasodilatadors coronaris (Sundaram et al. 1998). De forma similar, els dominis transmembrana
compresos entre 'L i el 6 tenen un paper clau en el transport dels 3’-deoxinucleodsids (Yao et al.
2001a) en el transportador ENT2 tant de rata com huma, mentre que els dominis
transmembrana 5 i 6 estan implicats en el transport de les nucleobases (Yao et al. 2002).
Actualment no s’ha aconseguit encara la cristal-litzacidé dels ENTs, encara que s’han fet models
tridimensionals d’aquestes proteines humanes (Parkinson et al. 2011 i Valdés et al. 2014).

Aquestes investigacions amb les quimeres, juntament amb estudis amb diversos mutants d’'ENTs
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de mamifers, nematodes i protozous permeten indicar que els dominis transmembrana 1, 2, 4,
5,8i11s’agrupen entorn al lloc d’unié del substrat (Hyde et al. 2001, Yao et al. 2001b, SenGupta
et al. 2002, Visser et al. 2002, Endres et al. 2004, Arastu-Kapur et al. 2005 i Endres and Unadkat
2005).

2.3 Distribucid tissular dels transportadors de nucleosids

2.3.1 Transportadors equilibratius de nucleosids

Els transportadors de tipus equilibratiu, i en particular ENT1, presenten una distribucié ubiqua,
encara que existeix una gran variabilitat entre els diferents teixits pel que fa a I'abundancia
(Griffith and Jarvis 1996). S’han descrit nivells elevats d’expressio de mRNA o de proteina en
placenta, eritrocits, cervell, cor, fetge, pulmé i colon, entre d’altres (Jennings et al. 2001,
Pennycooke et al. 2001). La isoforma ENT1 es pot localitzar intracel-lularment a la membrana
nuclear, al reticle endoplasmatic (Mani et al. 1998) i al mitocondri (Lai et al. 2004b). No obstant,
en la majoria de situacions ENT1 i ENT2 sén expressats predominantment a la part basolateral

de la membrana plasmatica de les moltes cel-lules epitelials polaritzades.

La isoforma ENT3 també és expressada en molts teixits, encara que és particularment abundant
en placenta. A diferéncia d’hENT1 i hENT2, hENT3 té una localitzacié majoritariament
intracel-lular, concretament, la seva expressié co-localitza amb marcadors de la membrana

lisosomal (Baldwin et al. 2005).

Per ultim, hENT4 és abundant al cor, concretament a la membrana ventricular dels miocits i de
les cél-lules endotelials vasculars. A més de tenir un rol en el transport de la serotonina al cor,
s’ha vist que pot contribuir a la regulacié extracel-lular de I'adenosina, particularment sota

condicions acidiques associades a la isquémia (Barnes et al. 2006).

2.3.2 Transportadors concentratius de nucleosids

A diferéncia dels transportadors equilibratius, els concentratius no es troben tant ampliament
distribuits. El transportador concentratiu CNT1 es troba a fetge (Felipe et al. 1998) i ronyd, i en
menor mesura a l'intesti prim (Ngo et al. 2000), cor, pulmod, teixit adipds marré i pancrees. El
transportador CNT2 presenta una distribucié més amplia respecte a CNT1, i també s’ha trobat a
cor, ronyo, fetge, placenta i pancrees amb nivells d’expressid variables. En canvi el perfil
d’expressio de CNT2 és més similar entre muscul esquelétic i cervell (Che et al. 1995 i Ritzel et
al. 1998). Els limfocits B presenten activitat CNT2 (Soler et al. 1998), i les proteines CNT1 i CNT2

han sigut detectades en macrofags de medul-la 0ssia en ratolins (Soler et al. 2001a i Soler et al.
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2001b). Respecte el transportador CNT3, el seu mRNA s’ha detectat en glandula mamaria,
pancrees, medul-la 0ssia i ronyd, i en menor mesura a l'intesti, fetge, pulmé, placenta, cervell i

cor entre d’altres (Ritzel et al. 2001).

La importancia fisiologica dels transportadors concentratius és fa patent en els teixits epitelials
renaliintestinal (Figura 16). L’analisi de I'expressié de mRNA en aquests teixits mostra que CNT1
i CNT3 sén més abundants al ronyd, mentre que CNT2 es troba 20 cops més expressat que la

resta de transportadors a I'intesti (Shin et al. 2003).

A més, els transportadors CNTs també sén expressats a cel-lules no epitelials com ara els
macrofags de medul-la 0ssia de ratolins (Soler et al. 2001a i Soler et al. 2001b) i limfocits B (Soler
et al. 1998). L'expressido de hENT1, hENT2, hCNT2 i hCNT3 també s’ha detectat a cél-lules de
Leucémia Limfatica Cronica (LLC), tot i que la funcié d’hCNT3 és molt baixa (Molina-Arcas et al.
2003). En cel-lules T limfocitiques primaries hi trobem hENTs i hCNT2, mentre que en cel-lules

dendritiques derivades de monocits expressen basicament hCNT3 (Minuesa et al. 2008).

2.3.3 Implicacions funcionals de la distribucié cel-lular dels ENTs i CNTs

Encara no hi ha una resposta clara a la pregunta de perquée moltes cel-lules de mamifer co-
expressen transportadors de nucleosids, si en molts dels casos aquestes proteines mostren un
solapament o una selectivitat identica pel substrat. No obstant, les cél-lules epitelials poden ser
una excepcié ja que hi ha evidencies que demostren que la co-expressid de CNTs i ENTs a
diferents dominis polaritzats de la cel-lula poden ser la base per facilitar un flux vectorial de
nucleodsids a través de les barreres epitelials. Per generar aquest flux vectorial, les cél-lules
epitelials expressen els transportadors de nucleosids de forma diferencial, sovint amb els
transportadors de tipus concentratiu a la membrana apical i els equilibratius a la basoleteral
(Mangravite et al. 2001 i Mangravite et al. 2003). Aixo permet a la cél-lula crear una absorcié i/o
reabsorcio activa dels diferents soluts, d’entre els quals es troben els nucleosids provinents de
la dieta o els analegs de nucleosids que utilitzen aquest sistema per entrar o sortir de I'organisme
(Van Aubel et al. 2000 i Pastor-Anglada et al. 2007).

Tal i com es pot observar a la Figura 16, aquesta distribucié asimetrica dels transportadors de
nucleosids en cél-lules polaritzades, pot diferir entre les diferents barreres epitelials. En cél-lules
renals i enterocits es presenta la distribucié que hem comentat, els transportadors concentratius
a la membrana apical i els equilibratius a la basolateral (Errasti-Murugarren et al. 2007 i Lai et
al. 2002). Pero hi ha una clara excepcié d’aquest model apical/basal que és el fetge.

Probablement perqueé és la font de nucledsids més important de I'organisme i aixo fa que els
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hepatocits regulin la concentracié de nucleosids captant I'excés d’aquests o repartint-los als

teixits que ho requereixin.

INTESTI RONYO

Membrana basal Membrana apical Membrana basal Membrana apical

- ENT1 jmmp ¢ ENT1

CERVELL

BBB BCSFB
Fluid Fluid
intersticial cerebroespinal

Sang Sang

= ENT1 mmp = ENTL mmp

Membrana sinusoidal

Figura 16. Distribucio tissular dels transportadors equilibratius i concentratius de nucleosids. Distribucié
dels transportadors hCNTs i hENTSs als epitelis polaritzats intesti, ronyd i fetge. Adaptacio de Young et al.
2013.

En I'hepatocit els transportadors hCNT1 i hCNT2 es troben a la membrana sinusoidal facilitant
I’absorcio dels nucleosids aportats per la vena porta, a més dels equilibratius hENT1 i hENT2 que
faciliten I'entrada o sortida dels substrats en funcié de les concentracions intra i extracel-lulars
(Govindarajan et al. 2008). A la membrana canicular, que esta en contacte amb el canalicle biliar,
es troben CNT1i CNT2 per absorbir els nucledsids provinents de I'accio de les ectonucleotidases
(enzims de la membrana plasmatica que s’encarreguen de degradar els nucleotids a nucleosids).
A més, tal i com s’observa a la Figura 16 també s’expressa ENT1, evidenciant un cop més la
importancia dels mecanismes de recuperacié i alliberacid de nucleosids en el fetge (Duflot et al.
2002). En el cas de la barrera hematoencefalica, hCNT2 sembla que sigui el transportador
concentratiu més abundant (Cansev 2006 i Li et al. 2001), mentre que hCNT1 és I’Ginic CNT que
s’expressa a cel-lules de sincitiotrofoblasts de placenta juntament amb els ENTs a les dues
membranes cel-lulars (Errasti-Murugarren et al. 2011).

Alla on els transportadors de nucleosids també sén especialment importants és al cervell, ja que
el sistema nervids central (SNC) té molt poca capacitat per la sintesi de novo de purines i
pirimidines i per tant, requereixen de la via de reciclatge de nucleosids (Parkinson et al. 2011).
Les cel-lules endotelials que formen la barrera hematoencefalica (BHE) i la barrera del liquid
cefaloraquidi (BCSFB) representen les principals interfases entre el SNC i la circulacid periferica,
i ambdues contribueixen a 'homeostasi de nucleosids i nucleobases al SNC (Parkinson et al.

2011). Aquestes cél-lules presenten multiples transportadors de nucledsids a les seves
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membranes i un flux bidireccional entre aquestes dues barreres tal i com es mostra a la Figura

16 (Parkinson et al. 2011).

2.4 Variabilitat genética dels transportadors de nucleosids
En comparacio a altres gens que codifiquen per proteines transportadores, ni la familia SLC28 ni
la SLC29 semblen ser altament polimorfiques en humans (Errasti-Murugarren and Pastor-

Anglada 2010).

2.4.1 Familia génica SLC28
Encara que els transportadors de tipus concentratiu no sembla que siguin molt variables a nivell
genetic, s’han identificat alguns polimorfismes que poden tenir una rellevancia clinica (Errasti-

Murugarren and Pastor-Anglada 2010).

Pel que fa a hCNT1, s’han identificat un total de 58 SNPs, 32 dels quals es troben a la regié no
codificant del gen (Gray et al. 2004b). Les 26 variants restants, 13 sdn mutacions no sinonimes,
dues de les quals codifiquen per una proteina no funcional a nivell de transport. La primera és
hCNT1-Ser546Pro, una variant que resulta en un canvi d’una serina conservada evolutivament a
una prolina al domini transmembrana 12. La segona és hCNT1-1153del, que codifica per una
proteina truncada amb una delecié després del domini transmembrana 8 (Gray et al. 2004b).
Altres variants, tot i ser funcionals, exhibeixen canvis en la capacitat de transport de timidina.
Per exemple, hCNT1-Leu635Val presenta una capacitat de transport de timidina disminuida,
mentre que hCNT1-Vall89lle i -Asp521Asn presenten un augment del transport de timidina
mediat per hCNT1 (Gray et al. 2004b). A més, la variant hCNT1-Val189lle esta associada a una
major biodisponibilitat per la mizoribina, un immuno-supressor utilitzat en pacients que han
rebut un transplantament de ronyé (Naito et al. 2009). La variant Asp521Asn, s’ha associat a un
major risc de toxicitat hematologica en el carcinoma pulmonar no microcitic (NSCLC) en pacients
tractats amb gemcitabina (Soo et al. 2009). Destacar que, recentment s’ha presentat un cas clinic
d’un pacient amb uridina-citidinuria, febre, hepatoesplenomegalia, acidosis lactica persistent,
funcidé hepatica compromesa i posterior fallida multiorganica. En un analisi genomic dels gens
relacionats amb el metabolisme de pirimidines es va identificar un polimorfisme de freqiiéncia
molt baixa (hCNT1-R510C) i una mutacié no descrita anteriorment (hCNT1-R561Q) al gen
SLC28A1. S’ha pogut demostrar que aquestes variants del transportador d’"hCNT1 presenten una
menor taxa de transport respecte el wild type i el doble mutant no presenta transport ni tampoc
localitza a membrana plasmatica. Aquests resultats estan basats en un Unic pacient, per tant, no

es pot concloure que aquestes mutacions siguin la causa d’aquest conjunt de simptomes. No
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obstant, s’haurien generat les primeres evidéncies que alteracions en el transportador
concentratiu d’'hCNT1 podrien ser responsables parcials o totals d’una patologia (Pérez-Torras,

Mata-Ventosa et al. 2018-pendent d’acceptar).

En relacid a hCNT2, s’han identificat 10 SNPs a la regid codificant del gen, tot i que 6 eren
mutacions no sinonimes, totes les variants sén capaces de transportar guanosina (Owen et al.
2005). Les variants hCNT2-Phe355Ser, -Glu385Lys i -Met612Thr mostren una disminucié en el
transport d’uridina (Owen et al. 2005 i Li et al. 2007), que és consistent amb resultats previs
(Loewen et al. 1999), indicant que el residu Phe355 pot estar involucrat en el reconeixement i
especificitat del substrat. Curiosament, tot i que la gemcitabina no és substrat d’hCNT2, la
variant hCNT2-Phe22Leu, que sembla que tingui una capacitat transportadora normal, s’ha
associat a un millor prognosis en pacients de carcinoma de pulmo tractats amb aquest analeg
de nucleosids (Soo et al. 2009). Recentment s’han identificat sis variants a la regié promotora
del gen SLC28A2 les quals afecten a I'activitat transcripcional del gen (Li et al. 2009 i Yee et al.
2009), encara que els seus efectes en l'activitat transportadora i la rellevancia clinica sén

desconeguts.

Per hCNT3 també s’han identificat diverses variants, concretament 16 SNPs a la regiod codificant
del gen, 10 de les quals codifiquen per una seqliéncia alterada. Una d’elles, hCNT3-Gly367Arg,
s’ha demostrat que provoca una disminucié del 80-85% del transport de purines i de pirimidines
(Badagnani et al. 2005). Recentment s’ha descrit una variant polimorfica no sinonima amb una
freqliéncia al-lelica d’un 1% en la poblaciod caucasica, concretament, hCNT3-Cys602Arg. Aquesta
variant incorpora un residu aminoacidic amb carrega al domini transmembrana 13 que afecta al
lloc d’unié d’un dels ions sodi necessaris per la translocacié de nucleosids via hCNT3 (Errasti-
Murugarren et al. 2008). De fet, la cisteina 602 es troba en el segon lloc d’unié del sodi segons
el nostre model estructural d’"hCNT3 (Arimany-Nardi et al. 2017). A més, la localitzacidé d’aquesta
variant hCNT3-Cys602Arg a lipid-rafts de membrana es troba alterada (Errasti-Murugarren et al.
2010b). Per altra banda, s’han identificat 16 noves variants, cinc de les quals en regions
codificants. D’aquestes variants, tres son mutacions no sinonimes pero resulten en proteines
amb una cinética i interaccions ioniques idéntiques a la proteina hCNT3 de referéncia (Damaraju
et al. 2005). Recentment, s’ha vist que la variant rs10868138G/rs56350726T (freqiiencia al-lélica
0.74) esta associada a la proteccié davant anemia hemolitica en pacients amb hepatitis C cronica

sota el tractament amb ribavirina (Doehring et al. 2011).

Comparant totes les seqliencies dels transportadors concentratius de nucleosids, es pot veure

que, mentre que hCNT1 presenta la variabilitat genetica i funcional més gran, hCNT3 mostra
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menor diversitat genética. Aquests resultats suggereixen que hCNT3 pot tenir un paper biologic
més critic a la cél-lula que els altres dos membres de la familia SLC28 (Badagnani et al. 2005). Si
ens basem amb les propietats bioquimiques de cada transportador, hCNT1 pirimidinic preferent,
hCNT2 purinic preferenti hCNT3 capag de translocar ambdds tipus de nucleosids, és logic pensar
que si mantenim hCNT3 intacte a la cel-lula, aquest podra incorporar tots els tipus de nucleosids

en el cas que hCNT1 o hCNT2 no puguin efectuar la seva funcié.

2.4.2 Familia génica SLC29

Pel que fa la familia de transportadors equilibratius, estudis farmacogeneétics d’hENT1 no han
permes identificar una rellevancia clinica de les variacions interindividuals del gen que codifica
per hENT1 (SLC29A1). Encara que, s’han identificat polimorfismes de nucleotids simples (SNPs,
en angleés Single Nucleotyde Polymorphysms) a hENT1, dels quals no s’ha pogut demostrar que
cap tingui unes conseqtiéncies funcionals en el transport (Osato et al. 2003 i Kim et al. 2006).
Tot i que hi ha diversos estudis que suggereixen que pot haver algun efecte a la cel-lula segons
la variant d’"hENT1 que s’expressi. Per exemple, s’ha vist que dos SNPs d’hENT1 (-1050G>A i -
1345C>) mostrarien un augment en la transcripcié d’aquest gen (Myers et al. 2006), encara que,
estudis in vivo on s’expressen aquestes variants, no es veu una diferéncia significativa en
I’'expressio del gen. A més, estudis recents semblen suggerir que segons la variant geneética de
SLC29A1 que presenti un pacient de Leucemia Mieloide Aguda (AML) pot respondre més
eficientment al tractament de gemcitabina (Kim et al. 2016). Tots aquests estudis comparteixen
la idea que es necessiten més estudis per acabar de concloure que les variants genetiques

d’hENT1 poden tenir un impacte funcional en la cel-lula.

Pel que fa hENT2, s’han descrit 4 variants no sindnimes, totes elles, a excepcio d’una, codifiquen
per proteines funcionals. La variant no funcional, hENT2-845-846del, és una proteina truncada.
Les variants hENT2-Asp5Tyr i -551-556del, resulten en una disminucié del transport de
nucleodsids i d’analegs de nucleodsids respectivament. Mentre que la variant hENT2-Asn68Lys
exhibeix un augment en el transport de guanosina (Owen et al. 2006). Recentment, pero, s’han
identificat dues variants d’ENT2 que estan presents la membrana nuclear. En condicions de
proliferacid cel-lular, aquestes variants es regulen positivament i es recluten a la membrana
nuclear per tal que es transloquin nucleosids al nucli i es pugui sintetitzar el DNA durant la

replicacié (Grafié-Boladeras et al. 2016).

Respecte als altres membres de la familia génica SLC29, tal i com hem comentat anteriorment,

hENT3 és I'Unic gen de la familia SLC29 que fins al moment ha estat directament implicat en
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malalties humanes. Mutacions de pérdua de funcié a aquest gen provoca malalties com el
sindrome H (Huber-Ruano et al. 2012), el sindrome PHID (Pigmented Hypertrichosis with Insulin
dependent Diabetes) amb un fenotip molt similar a I'anterior (Spiegel et al. 2010). Tot i que hi
ha controversia sobre la localitzacid subcel-lular d’aquest transportador (Baldwin et al. 2005 i
Govindarajan et al. 2009), la probable localitzacié mitocondrial d’hENT3 juntament amb la seva
habilitat de translocar alguns farmacs que provoquen toxicitat mitocondrial (Govindarajan et al.
2009) déna a entendre el perque variacions a la seva seqiéencia afecta la funcié de la proteina.
Hi ha un interés en caracteritzar funcionalment variants genétiques no sinonimes del gen

SLC29A3, un objectiu que necessita estudis addicionals.

2.5 Mecanismes de regulacio dels transportadors de nucleosids
Amb les dades que es tenen fins al moment es pot dir que la familia de transportadors
equilibratius pot estar regulada mitjangant diversos processos transcripcionals i post-

transcripcionals.

2.5.1 Regulacid dels NTs a nivell génic

El membre de la familia ENT1 és el transportador del qual es coneixen més aspectes de la seva
regulacié transcripcional. Basat en les seqliéncies consens d’aquest transportador, la seva
regulacié transcripcional pot venir donada com a conseqiiéncia de la unié de diversos factors de
transcripcié com CREB, GATA-1iSp-1 0 MAZ i Sp-1 per mENT1 i hENT1, respectivament (Choi et
al. 2000 i Abdulla and Coe 2007). Estudis suggereixen que, en una linia cel-lular leucémica de
ratoli, la via JINK-cJun regula negativament I'expressié de mENT1, i descriuen que podria ser el
mecanisme pel qual apareix una resistencia al tractament amb analegs de nucleodsids (Leisewitz
et al. 2011) i que I'activacié o sobreexpressido de PPARa i y indueix un augment del transport
depenent d’ENT1 (Montero et al. 2012). No obstant, el significat fisiologic d’aquests reguladors
transcripcionals no és clar, a excepcid de la relacié entre la senyalitzacié de I'adenosina i
I’expressid d’ENTs, que si que hi ha un sentit fisiologic demostrat. Al cervell i al cor, els promotors
d’ENT1i ENT2 veuen disminuida la seva expressié per HIF-1 (de I'anglés, Hypoxia Inducible Factor
1) (Chu et al. 2013, Eltzschig et al 2005 i Morote-Garcia et al. 2009), i aquesta regulacid, que
disminueix el nombre de transportadors equilibratius a la membrana plasmatica, provoca un
augment de l'adenosina extracel-lular, la qual promou un efecte protector mitjancant els
receptors d’adenosina (Chaudary et al. 2004a i b, Eltzschig et al 2005 i Loffler et al. 2007). També
hi ha evidéncies que demostren que els ENTs estan regulats transcripcionalment en altres

situacions fisiologiques, com per exemple a la placenta, on I'expressio dels ENTs es regula de
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manera diferent ja que nivells alts de glucosa redueixen I'activitat promotora del gen SLC29A1 a

través de la via depenent de MAP cinasa (Puebla et al. 2008).

En referéncia a la familia de transportadors concentratius se sap que multiples factors, incloent
cicle cel-lular (Valdés et al. 2002), insulina (Podgorska et al. 2007), acids biliars i citocines (Klein
et al. 2009) regulen I'expressié de CNT1 i CNT2 en humans i altres cel-lules de mamifers. De fet,
s’ha identificat en cel-lules parenquimals de fetge a TNF-a com un modulador molt important
del transportador de tipus concentratiu CNT1 i s’ha suggerit un paper secundari per la
interleucina 6 (IL-6) en I'augment de I'expressid de CNT1 (Fernandez-Veledo et al. 2004). En
canvi, CNT2 no és sensible a cap d’aquests agents, no obstant, és altament regulat per la citocina
pro-apoptotica TGF-B1, mitjancant una activacio transcripcional del seu gen, SLC28A2 (Valdés et
al. 2006), evidenciant aixi una diferent regulacié d’ambdds transportadors. S’ha vist també, que
I’expressid de CNT1 i sobretot CNT2 es veu incrementada en macrofags davant d’estimuls com
lipopolisacarids (LPS) o I'interfer6-gamma (IFN- y) (Soler et al. 200143, Soler et al. 2001b i Soler
et al. 2003).

Una nova area d’interés per la regulacié transcripcional d’aquests gens sén els microRNAs
(miRNAs), un tipus de RNA no codificant format entre 21 i 24 nucleotids que regularia I'expressio
dels gens mitjancant el silenciament del mRNA de la proteina a la qual va dirigit. S’"han descrit
més d’un miler de miRNAs (Kozomara and Griffiths-Jones 2011). Aquest és un camp molt
innovador que és necessari seguir estudiant, tot i aixi, resultats obtinguts a partir de bases de
dades suggereixen que, potencialment hi ha més miRNAs identificats per ENT2 que per ENT1,
possiblement suggerint que ENT2 esta més regulat pels miRNA (Dos Santos-Rodrigues et al.
2014). Actualment, en el nostre grup de recerca també s’esta estudiant en aquesta linia per
intentar trobar una nova regulacid dels hCNTs mitjancant els miRNAs. Resultats preliminars del
grup semblarien proposar el miRNA106a com un candidat per la regulacié transcripcional del
gen SLC28A1, ja que el silenciament de I'expressié d’aquest miRNA provoca un augment dels

nivells del mMRNA d’hCNT1 (dades no publicades del grup).

En resum, tota aquesta informacié ens porta a pensar que cada familia de transportadors de
nucleosids, i fins i tot cada membre, tenen una funcionalitat diferent dins la cel-lula ja que

cadascun esta regulat de manera especifica.
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2.5.2 Regulacid dels NTs a nivell proteic

A part de totes les regulacions genétiques anteriorment descrites, els transportadors també
poden patir modificacions post-traduccionals, és a dir, modificacions un cop la proteina s’ha
sintetitzat. Pel que fa la familia dels transportadors equilibratius, s’ha vist que el membre de la
familia ENT1 pot ser fosforilat en el loop intracel-lular entre els dominis transmembrana 6i 7 per
les cinases PKC i PKA (Reyes et al. 2011) i per CK2 en ratoli (Bone et al. 2007). Menys és sabut
per ENT2, del qual es coneix que també té els possibles llocs de fosforilacié per les mateixes
quinases a la seva seqiéncia (Blom et al. 2004). Addicionalment a la fosforilacié, la glicosilacié
també regula la funcid d’aquests transportadors. Tant ENT1 com ENT2 posseeixen llocs de
glicosilacié. Aquestes modificacions afecten el transport i I'afinitat dels nucleodsids, en el cas
d’ENT1 (Vickers et al. 1999, Sundaram et al. 2001b i Ward et al. 2003), mentre que I'abséncia de
glicosilacié a ENT2, ddna lloc a una afectacid en la proteina que l'impedeix el correcte
ordenament a la membrana plasmatica (Ward et al. 2003). Al transportador ENT2 també s’ha
descrit un fenomen d’splicing alternatiu, a través del qual es generen dues variants del
transportador, les quals han estat descrites a I'apartat 2.4.2 de la introduccié (Grafié-Boladeras

et al. 2016).

En referéncia als transportadors de tipus concentratiu, s’ha pogut demostrar que la proteina
RS1, modula (entre d’altres funcions cel-lulars) la localitzacié de transportadors a la membrana,
actuant com un inhibidor de la seva exocitosi (Veyhl et al. 2006 i Vernaleken et al. 2007). A més,
també regula negativament i probablement de manera coordinada la localitzacié i I'activitat a la
membrana plasmatica dels tres membres de la familia de transportadors concentratius (Errasti-

Murugarren et al. 2012).

L’Unica variant d’splicing descrita fins al moment de la familia de transportadors concentratius
és CNT3ins, que codificaria per a una proteina que li manquen 69 aminoacids de I'extrem N-
terminal. Aquesta variant queda retinguda al reticle endoplasmatic on mostra el transport
caracteristic per CNT3 en un model polaritzat com sén les cél-lules MDCK (cel-lules epitelials de
ronyd canines) i que presenta un temps de vida molt més curt en comparacio a la variant de
referéncia (Errasti-Murugarren et al. 2009). En aquest estudi s’evidencia que existeix una
regulacié de la degradacio proteica d’'hCNT3, fenomen que, tot i no estar demostrat en altres
transportadors, pot ser que també succeeixi. Aquest aspecte és important ja que I'expressié dels
transportadors de nucleosids és un factor clau per I'assequibilitat de molts farmacs (Molina-
Arcas et al. 2008). Per exemple, per hCNT3 s’ha vist que I’acid trans-retinoic (ATRA) incrementa

I'activitat del transportador hCNT3 augmentant el seu trafic cap a la membrana plasmatica en
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un model de leucémia limfatica cronica (LLC), la linia cel-lular MEC1. Aquest mecanisme és
mediat per I'accié de TGF-B1, el gen del qual és transcripcionalment activat per ATRA d’una
manera depenent de p38. TGF-B1 actua de manera autocrina i paracrina a través de I'activacio
d’ERK1/2 i de la GTPasa RhoA per tal de promoure el trafic del transportador a la membrana

(Fernandez-Calotti and Pastor-Anglada 2010) (Figura 17) .
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Figura 17. Mecanisme proposat en el qual ATRA augmentaria I’activitat del transportador hCNT3. Model
per I'activacié post-transcripcional de I'activitat d’hCNT3. El tractament d’ATRA augmenta la fosforilacio
de p38, la seva activacid porta a un augment de |'expressié del mMRNA de TGF-B1ila secrecio de la proteina.
Aquesta indueix I'activacié de RhoA, que alhora activa el seu efector, p160ROCK, que és necessari per
I'activacid de la quinasa ERK1/2. L’activacié d’ERK1/2 esta relacionat amb el rapid increment del
transportador hCNT3 a la membrana plasmatica, el qual és I’Gltim responsable de I'augment observat de
I’activitat d’"hCNT3. Font: Fernandez-Calotti and Pastor-Anglada 2010.

Existeix una poblacié de pacients de LLC resistent a la fludarabina, tractament utilitzat com a
terapia per aquest tipus de leucemia, i amb una expressié intracel-lular d’hCNT3 elevada sense
gue aquest mostri una activitat de transport detectable. Combinant aquests dos conceptes, es
va avaluar I'efecte d’ATRA en el transportador hCNT3 de cel-lules primaries de leucémia limfatica
cronica i es va observar que es produia una millora de la resposta del tractament basat en la
fludarabina ja que el transportador responsable de captar el farmac es dirigia a membrana des
del citosol gracies a I'accié d’ATRA (Fernandez-Calotti et al. 2012). Aquest féra un exemple
paradigmatic de com es podria utilitzar la modulacié fisiologica d’un transportador de farmacs

per tal de millorar-ne la resposta terapéutica.
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3 Implicacio clinica dels transportadors de nucleosids

3.1 Alteracio de I’expressio dels NTs en cél-lules tumorals

Els transportadors de nucleosids, no només incorporen els nucleosids naturals, siné que també
son capacos de translocar farmacs analegs de nucleosids utilitzats en la terapia contra el cancer.
Fa anys que s’estudien aquests transportadors en el context d’aquesta malaltia i el paper que
poden tenir en I'eficacia dels diversos tractaments existents. El cancer representa una important
condicio fisiopatologica que requereix de nivells elevats anormals de nucleosids per tal de poder
dur a terme l'increment de sintesi de DNA associada a aquesta malaltia. Moltes céel-lules
expressen diversos membres de les families de transportadors de nucleosids al mateix temps
anticipant una mena de redundancia, ja que molts transportadors presenten un solapament o,
fins i tot, una idéntica selectivitat pel substrat (Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015). Els
transportadors concentratius de nucleosids, i hCNT1 en particular, sén ampliament detectats en
epitelis, encara que la seva expressid sovint és baixa o fins i tot negligible en estadis
indiferenciats, com s’ha descrit per les cel-lules de criptes intestinals, hepatocits fetals i tumors
humans (Lane et al. 2010, Farré et al. 2004, Bhutia et al. 2011 i Govindarajan et al. 2007)
(Gloeckner-Hofmann et al. 2006) (Taula 3). Tot i aixi, aquesta evidéncia de la perdua d’expressio
d’hCNT1 durant I'oncogénesi necessita més investigacid, ja que la majoria d’estudis realitzats
s’han basat exclusivament en els nivells de mRNA d’hCNT1 (Pastor-Anglada and Pérez-Torras

2015).

No obstant, els transportadors equilibratius de nucleosids es poden considerar ubics tot i que
amb una variabilitat significativa pel que fa I'abundancia a la que es troben a cada teixit (Lu et
al. 2004). L'expressié d’ENT1 esta majoritariament vinculada a la proliferacid cel-lular (Soler et
al. 2001a i Aymerich et al. 2004). Conseqlientment, sembla ser que moltes cél-lules tumorals
depenen del transportador de baixa afinitat i amplia selectivitat, ENT1, per tal de suplir la
demanda de nucleosids d’aquestes cel-lules per la seva gran taxa de proliferacié utilitzant la via

de reciclatge.

Donat que els hCNTs es troben principalment en teixits diferenciats i polaritzats (Molina-Arcas
et al. 2008 i Pastor-Anglada et al. 2008), podria ser que la pérdua d’aquestes proteines s’associés

a un fenotip més desdiferenciat i semblant al d’una cel-lula tumoral. Per tant, potser son
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proteines, que a més de fer la seva funcidé classica de transportar nucleosids i analegs de

nucleosids, podrien regular I’expressid genica provocant canvis fenotipics dins la cél-lula.

Transportador Expressio Cancer Referéncia
Disminuida Pit Lane et al. 2010
Bhutia et al. 2011
Disminuida
Pancrees Mohelnikova-Duchonova et al. 2013

Disminuida Ovari

hCNT1 Disminuida Endometri Farre et al. 2004
Disminuida Cervix uteri

Disminuida Hepatocarcinoma  Zollner et al. 2005

Disminuida Bufeta Mey et al. 2006

hCNT3 Disminuida Pancrees Mohelnikova-Duchonova et al. 2013
Disminuida Pit Lane et al. 2010

hENT1
Disminuida Pancrees Mohelnikova-Duchonova et al. 2013

Taula 3. Expressio dels transportadors de nucleosids en teixits tumorals. Taula adaptada de Pastor-
Anglada and Pérez-Torras 2015.

3.2 Perfil farmacologic dels transportadors de nucleosids

Els analegs de nucledsids han sigut els primers agents quimioterapeutics utilitzats pel
tractament d’algunes malalties. De fet, la recerca en analegs de purines i pirimidines va ser
reconeguda amb el Premi Nobel de Fisiologia i Medicina I'any 1988 a Gertrude Elion i George
Hitchings. Avui en dia la funcid d’aquests analegs esta ben establerta mostrant un ampli ventall
en el seu Us clinic, des de la terapia contra el cancer fins a malalties inflamatories o infeccions
virals. Per totes aquestes terapies s’utilitzen tant analegs de nucleosids de pirimidines com de
purines i el seu mecanisme d’accié basic és similar a tots els analegs (Parker 2009).

L'entrada dels analegs de nucleosids és un procés mediat que involucra als dos tipus de
transportadors, als equilibratius i als concentratius. Un cop dins la cel-lula, aquests son convertits
en nucleotids (sovint la forma activa del farmac) mitjancant enzims de la via metabolica de
purines i pirimidines, com ara la deoxicitidina cinasa (dCK), una enzim que permet la retencio
del nucleosid en forma de nucleosid monofosfat. S’ha de tenir en compte que existeixen
fosfatases, com la 5’-nucleotidasa, que poden catalitzar la defosforilacié del nucleosid,
convertint-lo altre cop al nucleosid original, perdent aixi la capacitat de retencié d’aquest a la

cél-lula i com a conseqiiéncia perdent la seva accié farmacologica (Galmarini et al. 2001). Quan
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els farmacs o analegs de nucleodsids son actius, és quan poden ser incorporats als acids nucleics.
En molts casos la seva incorporacié al DNA provoca una inhibicié dels enzims implicats en la
sintesi del DNA, causant un dany i/o una induccio a I'apoptosi. Existeixen diferéncies selectives
entre els diferents farmacs que sovint depenen de la capacitat d’interaccionar amb uns enzims

o altres de la via de reciclatge dels nucleosids (Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015 i Jordheim

Analeg de nucleosid
0000000
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Desaminasa
Analeg de nucleosid

5’-nucleotidasa Nucleosm quinasa

et al. 2013).
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Figura 18. Mecanisme d’accié farmacologica dels analegs de nucleosids. L'entrada dels analegs de
nucleosids és un procés actiu en el qual intervenen els transportadors de nucleosids (NTs). Un cop dins la
cél-lula, I'analeg de nucleosid inicia un procés de fosforilacié mitjangant una nucleosid quinasa (enzim
limitant de la via) que produeix el metabolit monofosfat. Una segona fosforilacié es produeix per una
nucleosid monofosfat quinasa i una tercera fosforilacio per la nucleosid difosfat quinasa. Els nucleosids
trifosfat es poden incorporar als acids nucleics o poden inhibir la seva sintesi inhibint enzims claus com
ara les polimerases. La ribonucleotid reductasa M1 (RRM1), un enzim clau del metabolisme dels
nucleotids, pot ser inhibit pels analegs de nucleosids difosfats o trifosfats. Enzims catabolics redueixen la
guantitat de metabolits actius, com ara la 5’-nucleotidasa i les desaminases. Adaptat de Jordheim et al.
2013.

Fins la data, no hi ha estudis publicats que expliquin la causa d’aquesta pérdua dels
transportadors de nucleosids en cél-lules tumorals. No obstant, segueix sent un camp molt
interessant per seguir fent recerca ja que la seva restauracié podria ser una estrategia per poder
millorar I'eficacia dels farmacs analegs de nucleodsids utilitzats per la terapia del cancer. Ja que a
més a més, també ens hem d’enfrontar amb una altre problema com sén els mecanismes de
resisténcia que apareixen a aquests tipus de farmacs. Aquests mecanismes poden ser deguts a
una captacié insuficient de I'analeg de nucleodsid o bé perque hi ha una regulacié negativa dels

sistemes de transport que els capten o perque la variant que s’esta expressant en aquell context
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cel-lular té una activitat o especificitat nul-la o més baixa pel farmac. No es pot oblidar tampoc
el paper que tenen les bombes ABC, una familia de proteines de membrana implicades en
I’expulsié dels analegs un cop fosforilats (Errasti-Murugarren and Pastor-Anglada 2010). O fins i
tot, aquesta resisténcia pot venir causada per una disminucié dels enzims que activen els analegs
de nucleosids (cinases) o una elevada expressid d’aquells que els degraden o els desfosforilen

(nucleotidases i fosfatases, respectivament) (Galmarini et al. 2001).

3.2.1 Analegs de nucleosids en cancer

En general, podriem dir que els analegs purinics s’utilitzen per tractar malalties hematologiques,
mentre que els pirimidinics tipicament mostren eficacia contra ambdds tipus de cancer, cancers
de la sang o tumors solids (Taula 4). Es important també, tenir en compte que els transportadors
de nucleosids presenten diferents afinitats pels analegs i la seva selectivitat pels substrat ha
estat revisada anteriorment. Com s’espera, analegs de purina com la fludarabina, cladribina i
clofarabina sén substrats per hENT1, hENT2, hCNT2 i hCNT3 (Lang et al. 2001, Molina-Arcas et
al. 2005, King KM et al. 2006, Owen et al. 2006 i Errasti-Murugarren and Pastor-Anglada 2010).
Contrariament, analegs de pirimidines com ara la gemcitabina, citarabina i azacitidina sén
transportats per hCNT1, hENT1, hENT2 i hCNT3 (Mackey et al. 1999, Smith et al. 2004, Clarke et
al. 2006, Endo et al. 2007, Errasti-Murugarren et al. 2007, Errasti-Murugarren and Pastor-
Anglada 2010 i Arimany-Nardi et al. 2014). La 6-mercaptopurina (6-MP) o el 5-fluorouracil sén
dues nucleobases que s’ha vist que interaccionen amb hENT1 i hENT2, tot i que les constants

d’afinitat es troben al rang de I'ordre de milimolar (Yao et al. 2011).

En concret, la 6-MP va ser un dels primers farmacs aprovats al 1953 per la FDA (Food and Drug
Administration) pel tractament de la leucemia infantil i a dia d’avui encara es considera un
tractament estandard i efectiu per aquesta malaltia (Parker 2009). Existeix una evidéncia de que
el silenciament parcial del transportador concentratiu hCNT3 en cel-lules T limfoblastiques
(MOLT-4) provoca una disminucid de la captacié de la 6-MP. Aquests resultats suggereixen,

doncs, que la 6-MP seria substrat del transportador hCNT3 (Fotoohi et al. 2006).

Actualment, pero, existeixen altres farmacs com ara alguns derivats de purines com la
fludarabina (FA) i la cladribina (2-clorodeoxiadenosina o 2-CdA) que s’utilitzen pel tractament
de malalties hematologiques (Molina-Arcas and Pastor Anglada, 2013). La clofarabina, un altre
analeg de nucleosids, s’ha aprovat pel tractament de pacients resistents amb leucémia
limfoblastica aguda i limfoma limfoblastic. O I'acadesina, un nucleosid soluble en aigua el qual
presenta un mecanisme d’accié diferent en comparacié als analegs de nucleosids actualment

aprovats. S’ha descrit que activaria en alguns casos la proteina quinasa AMP, pero també, podria
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causar una situacié d’inanicioé de pirimidines d’'una manera independent d’AMPK (Bardeleben et

al. 2013). S’han elaborat diversos assaigs clinics per avaluar I'is de I'acadesina en el tractament

de la LLC (Van Den Neste et al. 2013). Tot i aixi, encara no esta aprovada per la FDA per cap

tractament de cap neoplasia hematologica.

Pel que fa als analegs de les pirimidines, actualment s’utilitzen pel tractament de neoplasies

hematologiques farmacs com I'azacitidina, decitabina, zebularina i citarabina (AraC) (Robak

2011).
‘Terépia‘ Farmac ‘Anéleg‘ hCNT1 ‘ hCNT2 ‘ hCNT3 ’ hENT1 ‘ hENT2
Mercaptopurina Pu S S
Citarabina Pi S NT S S S
S
Fludarabina Pu NT INH S S
(107uM)
g
b= Pentostatina Pu
]
= S
g Cladribina Pu NT S S S
8 (23um)
€
= S
S Azacitidina Pi S
© (63uM)
©
2 S s s 5
Clofarabina Pu NS
(81uM)  (52uM)  (108uM)  (328uM)
Nelarabina Pu S S
Decitabina Pi
Floxuridina Pi
" S S S S
© Gemcitabina Pi NS
] (42uMm) (60uM)  (160uM)  (740uM)
S S
g Capecitabina Pi S S S S
(= (209uM)
5-Fluorouracil Pi S S

Taula 4. Analegs de nucleosids utilitzats en la terapia del cancer. S: substrat (la Ky s’especifica quan es
coneix), NT: no transporta, INH: inhibeix, Pu: purines, Pi: pirimidines. Taula adaptada de Pastor-Anglada
and Pérez-Torras 2015.
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3.2.2 Analegs de nucleosids en infeccions viriques

Durant les ultimes dues décades, els farmacs antivirals han esdevingut crucials pel tractament
de diverses infeccions viriques com ara: Herpes Simple (HSV), Sida (VIH), Hepatitis B (VHB),
Hepatitis C (VHC) i Citomegalovirus (CMV). Entre moltes de les terapies que existeixen, els
analegs de nucleosids sén un dels tipus més importants. Aquests actuen com agents antivirals
potents a través de la seva capacitat d’inhibir les polimerases de DNA viriques i les transcriptases
inverses, dos enzims clau en el cicle dels virus. Els nucleosids antivirals son estructuralment més
diversos que els analegs de nucleosids utilitzats pel tractament del cancer, ja que pel tractament
d’infeccions viriques existeixen tant nucleosids, com nucleotids o fins i tot, nucleosids aciclics
(De Clercg and Holy 2005). Aquest ultim tipus de nucleosids ha estat aprovat pel tractament de
varies infeccions de virus de DNA (cidofovir), VHB (adefovir) i VIH (tenofovir) (Pastor-Anglada

and Pérez-Torras 2015).

En general, els antivirals son menys eficientment translocats pels transportadors de nucleosids
ja que la principal diferéncia entre aquests i els analegs de nucleosids utilitzats en cancer, és la
falta del grup 3’-hidroxil del sucre en els nucleosids analegs antivirals. Aixd confirma el fet que
petites modificacions en I'estructura del farmac pot causar grans canvis en la seva
transportabilitat. Alguns transportadors de nucleosids i en particular hCNT3, perd no
exclusivament, poden transportar diferents farmacs antivirals, com la ribavirina o la zidovudina,

entre d’altres (Hu et al. 2006 i Errasti-Murugarren et al. 2007). Alguns dels antivirals més

comunament utilitzats es mostren a continuacio (Taula 5):

Zidovudina (AZT) S (450puM) NT S (310Mm) INH S
Zalcitabina (ddC) NT NT S S S (>7.5mM)
Didanosina (ddl) NT S S S S (3mM)
Stavudina (d4T) S (15.6mM) NT S NT

Lamivudina (3tC) NT NT NT

Ribavirina NT S (81uM) S (52uM) S (160uM) S (328uM)

Taula 5. Analegs de nucleosids utilitzats en terapies antivirals. S: substrat (la Ky s’especifica quan es
coneix) NT: no transporta INH: inhibeix Taula adaptada de Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015.

Cal tenir en compte que, a part del paper dels ENTs i CNTs en el transport de farmacs anti-virals
també s’han identificat alguns membres de la familia SLC22, familia genica que codifica pels

transportadors organics de cations i anions (OCTs i OATs, respectivament) (Errasti-Murugarren
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and Pastor-Anglada 2010). Per exemple, la Lamivudina o el Tenofovir son farmacs utilitzats per
la infeccid del VIH que travessen la membrana plasmatica a través d’hOCT1, un dels membres
de la familia SLC22 (Arimany-Nardi et al. 2016 i Minuesa et al. 2017). Per tant, també s’ha de
tenir en compte la seva implicacio a I’'hora d’estudiar les vies d’entrades de farmacs derivats de

nucleosids.

3.2.3 Analegs de nucleosids en malalties inflamatories

Encara que una gran varietat de nous farmacs s’han introduit per la terapia de les malalties
inflamatories intestinals (IBD, de I'anglés Inflammatory Bowel Disease), un tractament definitiu
per aquestes malalties esta fora de I'abast. La terapia principal segueix sent una tractament amb
antiinflamatoris per induir una remissi6 seguit d'una terapia sostinguda amb
immunosupressors. Les tiopurines, com la 6-mercaptopurina (6-MP) i el seu profarmac
azatiopurina (AZA), com també la tioguanina, han estat pilars pel tractament de pacients amb
IBD, alteracions reumatiques, problemes dermatologics i immunosupressio en transplantament

d’organs (Sahasranaman et al. 2008 i Bar et al. 2013).

Les tiopurines sén metabolitzades als seus productes finals, 6-metimercaptopurina (6-MMP) i
tioguanina (6-TGN) i necessiten ser activades per la HGPRT. Encara que aquests nucleotids
alteren la correcta sintesi del DNA, no s’ha demostrat que siguin les Uniques molecules
responsables per dur a terme aquesta accid. No obstant, el seu rol immunosupressor sembla
ser, en part, mediat per la induccid dels limfocits a I’apoptosi. Existeix una preocupacio respecte
els efectes secundaris d’aquests tractaments, ja que s’ha vist que pacients amb una deficiencia
de l'enzim tiopurina S-metiltransferasa (TPMT), el qual catalitza la S-metilacié d’aquests
farmacs, tenen un risc elevat de patir excessiva toxicitat després de rebre les dosis estandards
de tiopurines (Sahasranaman et al. 2008). A més també s’ha proposat la tioguanina com una
alternativa per superar aquests problemes de toxicitat, ja que no es metabolitza a 6-MMP, la
qual és una de les responsables de I'hepatoxicitat (Bar et al. 2013, Frei et al. 2013 i Fridman et

al. 2014).
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4 Altres cares dels transportadors de nucleosids

4.1 Transportadors com a biomarcadors

La funcié transportadora d’una cél-lula es pot veure afectada per multiples factors i pot
esdevenir molt variable entre diversos individus (Nies et al. 2009, Sakamoto et al. 2013 i Prasad
et al. 2014). Per aix0, I'heterogeneitat existent en resposta a una mateixa terapia pot estar
relacionada amb la funcié transportadora que cada pacient tingui segons el perfil de
transportadors de nucleosids que expressi. Diferéncies en I'expressié i funcié dels
transportadors entre individus i, potser més important, una expressio alterada degut a
processos oncologics, infeccions virals o processos inflamatoris, poden modular el perfil de
transportadors i conseqiientment determinar quina sera la disponibilitat i accié del farmac
utilitzat. Per tant, els transportadors de nucleosids son considerats bons candidats per ser
biomarcadors de susceptibilitats a farmacs derivats de nucleosids i de prognosi del tractament

(Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015).

A data d’avui, molts estudis en tumors solids estan focalitzats en els nivells d’hENT1 i la resposta
a la gemcitabina, basicament en el cancer de pancrees. Evidéncies in vitro demostren que
I'activitat d’"hENT1 és un factor determinant per I'accié de la gemcitabina. Una sobreexpressio
del transportador incrementa la resposta al farmac en cel-lules de cancer de pancrees, i per
contra, aquelles cél-lules que no expressen hENT1 sdn resistents a gemcitabina (Mori et al. 2017,
Pérez-Torras et al. 2008 i Pérez-Torras et al. 2013). A més, s’han fet estudis on es demostra que
existeix una correlacié positiva entre I'expressié del transportador hENT1 i la resposta al
tractament amb gemcitabina (Spratlin et al. 2004 i Giovannetti et al. 2006). També s’ha
demostrat que el transportador ENT1 i I'adenosina poden ser biomarcadors dels estadis inicials
de la neurodegeneracié en la malaltia de Huntington, i a més, ENT1 pot ser una nova diana

terapéutica per tal de retardar la progressié de la malaltia (Guitart et al. 2016).

Pel que fa els transportadors concentratius de nucleosids, I'analisi en tumors ginecologics (ovari,
endometri i cancer cervical) mostren una pérdua de I'expressio d’hCNT1 i a més, aquesta pérdua
correlaciona amb una pitjor prognosi de la malaltia (Farré et al. 2004). S’ha vist també que en
cancer de mama, hCNT1 pot tenir un valor de prognosi per determinar el risc de recaiguda pels
pacients que havien estat sotmesos a cirugia i havien rebut un tractament de ciclofosfamida,
metotrexat i 5-FU (Gloeckner-Hofmann et al. 2006). Recentment també s’ha vist que I'expressio

del transportador hCNT3 pot ser utilitzada per tal d’optimitzar els tractaments aplicats a
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pacients amb leucémia aguda mieloide (AML). Un subtipus d’aquest cancer és aquell que porta
la translocacié cromosomica t(8;21), que és un dels subtipus d’AML més freqlient i considerat
grup de risc. Tot i que agquests pacients responen favorablement al tractament amb citarabina a
I'inici de la malaltia, un nombre de pacients presenten una recaiguda i fracassen a l'intentar
arribar a una supervivencia lliure de malaltia. El gen SLC28A3, que codifica per CNT3, es va veure
que es trobava elevat en aquells pacients que tenien la translocacio t(8;21) respecte a aquells
pacients d’AML que no presenten aquesta translocacié cromosoOmica. Aquesta elevada
expressio d’"hCNT3 provoca una millor resposta al tractament amb citarabina i una supervivencia

prolongada en aquells pacients amb t(8;21) (Song et al. 2015).

El principal problema existent en la interpretacidé de la informacié disponible és el fet que la
majoria dels estudis adrecats a determinar el paper dels transportadors de nucleosids com a
elements de prognosi en cancer sén analitzats en diferents graus de la malaltia sense una
comparacio directa amb el teixit sa. A més, bona part d’aquests estudis son retrospectius i és
dificil realitzar experiments prospectius que permetin associar un determinat biomarcador amb

una millora o no al tractament (Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015).

4.2 De transportador a “transceptor”

Les cel-lules necessiten comunicar-se amb I’entorn per tal d’obtenir nutrients, créixer, proliferar
i respondre a senyals relacionades amb I'adaptacio de canvis fisiologics o d’estres. Una qliestio
molt basica en biologia, és com les cél-lules, especialment aquelles que viuen en ambients molt
canviants, aconsegueixen detectar tots aquests canvis d’'una manera rapida i eficient. En aquest
punt és on intervenen el paper dels receptors, transportadors i canals, proteines localitzades a
la membrana plasmatica de la cél-lula les quals s’encarreguen d’establir aquesta comunicacio
entre la cél-lula i el microambient que les envolta. Quan les cél-lules no disposen d’algun
nutrient, la proteina transportadora d’aquest es veu regulada positivament, mentre que quan
aquest es troba disponible un altre cop, es produeix una rapida endocitosi i un trafic intracel-lular
del transportador. El descobriment que algun d’aquests transportadors actua també com a
receptor, suggereix que aquestes proteines no només tenen la funcié de translocar el substrat,
sind que també intervenen en vies de senyalitzacié. Recentment, s’ha establert un nou concepte
de proteines anomenat transceptor, proteines transmembrana que posseeixen ambdues
funcions, és a dir, el transport de metabolits i la senyalitzacié de vies metaboliques (Diallinas
2017 i Kriel et al. 2011). De fet, la paraula “transceptor” és la contraccié de dues paraules:

transportador i receptor.
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Figura 19. Canvis conformacionals en els transportadors i transceptors. Esquema dels canvis
conformacionals en transportadors (A), transceptors que transloquen el substrat i donen una senyal
intracel-lular (B) i transceptors que no transporten el substrat pero emeten una senyal (C). Adaptat de
Thevelein and Voordeckers 2015.

Aquesta hipotesi esta basada en estudis fets en llevats i mamifers, on s’identifiquen
transportadors, que d’'una manera dependent de la seva capacitat transportadora (Figura 19B)
o independent (Figura 19C) son capagos de modular funcions cel-lulars especifiques,

comportant-se com una molécula de senyalitzacié o com un receptor.

Originalment, el concepte de transceptor prové d’un descobriment en llevat, on, en aquest
microorganisme, es van identificar diverses proteines que, d’una forma dependent a la seva
activitat transportadora, permetien una rapida adaptacié per activar el procés de fermentacié
en aquelles cél-lules que tinguessin disponible al medi els nutrients essencials com el nitrogen i
el fosfat. Per tant, s’evidenciava aixi que existia un mecanisme a la membrana cel-lular que feia
de sensor dels nutrients essencials al medi extracel-lular al mateix temps que translocava
aquests nutrients (Figura 19B). Aquestes proteines de membrana eren, doncs, transceptors
(Hirimburegama et al. 1992 i Holsbeeks et al. 2004). La proteina més estudiada en llevat, GAP1,
és un transportador d’aminoacids que, sense perdre la seva capacitat de transportar
aminoacids, regula la senyalitzacid intracel-lular mitjangant la proteina cinasa A (PKA). De
manera que, en abséncia del substrat la cel-lula es troba en fase quiescent i amb una baixa
activitat PKA. En el moment en que s’afegeixen aminoacids, 'activaciéo de PKA es produeix a
través de la part receptora del transportador i s’activa la via de senyalitzacié per promoure el

procés de fermentacio (Donaton et al. 2003).

A més, el descobriment de noves proteines amb una elevada similitud a proteines

transportadores pero sense una activitat transportadora detectable, suggeria que aquestes
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proteines també poguessin funcionar com a sensors de la disponibilitat dels nutrients (Figura
19C). En llevat, s’han identificat tres d’aquestes proteines, Snf3 i Rgt2 sén transceptors d’alta i
baixa afinitat per la glucosa, respectivament (Ozcan et al. 1998) i la tercera, Ssyl és un
transceptor d’aminoacids (Didion et al. 1998, Iraqui et al. 1999 i Klasson et al. 1999). Totes tres
proteines no tenen activitat transportadora pero desencadenen la induccio dels transportadors
de glucosa i d’aminoacids, respectivament (Forsberg and Ljungdahl 2001). Homolegs d’aquestes
proteines s’han trobat en altres llevats (Theevelein and Voordeckers 2009) perd no en
organismes superiors. Encara que estudiats amb menys detall, existeixen altres transportadors
en llevat els quals actuen com a transceptors. Alguns exemples inclouen el transportador d’uracil
Furd (Galan et al. 1996), el transportador de fosfat Pho84 (Petersson et al. 1999), diversos
transportadors d’ions metal-lics (Felice et al. 2005) aixi com siderofors (Erpapazoglou et al. 2008)
(Kim et al. 2002). Tots aquests transportadors estan fortament induits en abséncia del seu
substrat, en canvi, I'addicié d’aquet substrat provoca la perdua del transportador a la membrana

plasmatica.

En vista de tots aquests estudis, es podria pensar que evolutivament els receptors provenen de
transceptors que, amb el temps, han anat perdent la seva capacitat transportadora. 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 i Thevelein and Voordwckers

2009).

En un primer moment, es va pensar que aquest tipus de proteines podia estar restringit a
organismes eucariotes inferiors, perd no es va tardar en identificar nous transceptors en
mosques, com el sensor d’alta afinitat d’aminoacids PATH a Drosophila (Goberdhan et al. 2005),
en plantes, com el transportador d’amoni AMT1-3 (Rogato et al. 2010) o en ceél-lules de
mamifers. El transportador de mamifers de glucosa SGLT3, sembla ser que és una proteina no
capacitada per transportar glucosa pero s’ha suggerit que la seva funcidé pugui ser a més, la
d’actuar com un sensor de la disponibilitat de glucosa al medi (Diez-Sampedro et al. 2003). O
també s’ha descrit el transportador d’aminoacids SNAT2, com una proteina transceptora (Hyde

et al. 2007).

Com ja s’ha comentat, les proteines transportadores de nucledsids tenen un paper farmacologic
molt important ja que a més d’exercir la seva funcid intrinseca com a transportadors de
nucleodsids, també poden translocar els seus analegs utilitzats en la terapia contra el cancer,

malalties viriques o inflamatories. Si a més se’ls afegeix aquesta capacitat transceptora, poden
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arribar a ser una nova diana terapeutica interessant per tractar diverses malalties metaboliques.

D’aqui neix l'interés per estudiar les proteines de la familia génica SLC.

Recentment s’han publicat diversos treballs on es demostra que proteines transportadores de
la familia SLC tenen aquesta funcié reguladora addicional. Com per exemple SLC5A8, un
transportador de membrana de monocarboxilats, el qual inhibeix la progressid tumoral
independentment de la seva activitat transportadora (Coothankandaswamy et al. 2013). O
SLC5A5, un transportador de iodur que augmenta la capacitat invasiva de cel-lules tumorals al
interaccionar amb una via de senyalitzacio cel-lular (Lacoste et al. 2012). A més del transportador
de serotonina codificat en humans pel gen SLC6A4 pot alterar I'eliminacido de cél-lules
apoptotiques i contribuir a malalties autoimmunes o malalties inflamatories croniques (Tanaka

et al. 2014).

Pel que fa especificament a la familia génica de transportadors concentratius, el nostre grup ha
hipotetitzat que el membre de la familia SLC28 hCNT1 pot tenir papers especifics en la fisiologia
de la cel-lula, més enlla del transport de nucleodsids en la via de reciclatge. Ja que com s’ha
comentat, hCNT1 és el membre de la familia génica que mostra un complex regulador a través
de la insulina en fibroblasts cardiacs (Podgorska et al. 2007), acids biliars (Klein et al. 2009),
factor de necrosi tumoral (TNF)-a i la interleucina 6 (IL)-6 (Fernandez-Veledo et al. 2004) en
hepatocits. A més la seva expressié sembla ser depenent de cicle cel-lular mostrant una
regulacié positiva d’aquesta proteina a la fase S (Valdés et al. 2002). Tots aquests fenomens fan
que hCNT1 es converteixi en una proteina candidata a tenir una funcié transceptora. El nostre
grup va demostrar que la disponibilitat de substrat al medi modulava I'expressio del
transportador concentratiu de nucleosids de tipus 1 a I'intesti prim de ratolins in vivo (Valdés et
al. 2000). A més, també s’ha vist que I'expressid constitutiva d’hCNT1 en cél-lules pancreatiques
tumorals indueix una disminucid de la seva capacitat proliferativa (Bhutia et al. 2011) i que la
seva restitucié en tumors subcutanis inhibeix de forma significativa el creixement tumoral
(Pérez-Torras et al. 2013). En aquest treball es va veure concretament que, la restitucié de la
funcié de la proteina hCNT1 en linies cel-lulars d’adenocarcinoma pancreatic provocava un
arrest del cicle cel-lular, un augment de la mort cel-lular mitjancant un mecanisme independent
a I'apoptosi, desencadenava canvis en algunes de les cascades intracel-lulars de senyalitzacié i
inhibia la migracié cel-lular. Tots aquests efectes també podien ser induits quan a la cél-lula
s’expressava una variant d’hCNT1 mutada, hCNT1-Ser546Pro, la qual pot localitzar a la
membrana plasmatica pero li manca la capacitat de translocar substrats (Pérez-Torras et al.

2013).
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En el cas del transportador concentratiu de nucledsids CNT2, que és un transportador d’alta
afinitat per adenosina (Taula 1), s’ha vist que també pot tenir un rol fisiologic per la cél-lula més
enlla de la seva capacitat com a recaptador de nucleosids per la via de recuperacié. S’ha
demostrat que el transportador CNT2 modula la senyal purinérgica i el metabolisme energétic
en cél-lules epitelials i hepatocits de rates. Concretament, s’ha vist que CNT2 esta regulat pel
receptor d’adenosina A; en hepatocits mitjangant I'activacié de canals de potassi dependents
d’ATP (Kare) i la disponibilitat de glucosa (Duflot et al. 2004 i Medina-Pulido et al. 2013). Una
comunicacié semblant entre receptor i transportador s’ha descrit en neurones per CNT2, on
s’observa una regulacié negativa del transportador al cervell de rata en condicions d’ictus
experimental i privacid de la son (Medina-Pulido et al. 2013 i Guillén-Gdmez et al. 2004). A més,
I’adenosina que és transportada per CNT2 és la responsable de I'activacié de la proteina cinasa
dependent d’AMP (AMPK) i de la subseqlient fosforilacié de I’enzim acetil-CoA carboxilasa (ACC)
en models epitelials i neuronals (Aymerich et al. 2006 i Medina-Pulido et al. 2013). Com passa
per CNT1, I'expressio de CNT2 sembla ser caracteristica d’hepatocits diferenciats (del Santo et
al. 1998, del Santo et al. 2001 i Dragan et al. 2000) sota una regulacié per glucocorticoides i
factors de transcripcio especifics d’hepatocits (Valdés et al. 2006 i Fernandez-Veledo et al. 2007).
Per tant, la funcié de CNT2 podria ser considerada com un nou factor important en el complex

regulador format per AMPK i el metabolisme energeétic.

Per altra banda, CNT3, que té una amplia expressid en teixits epitelials, com a colon i epiteli
biliar, també sembla que sigui un membre clau de la regulacié dels nivells d’adenosina
extracel-lular. De fet, CNT3 esta sota un control purinérgic a través dels receptors d’adenosina
Aa en colangiocits, contribuint d’aquesta manera al control del flux biliar (Godoy et al. 2014).
Aquesta evidéncia suggereix que algunes proteines transportadores de nucleosids (NT) poden
formar part del purinoma, una xarxa molecular de receptors de nucleosids i nucleotids (P1i P2),
enzims i transportadors responsables de la regulacié purinérgica de la cél-lula (Volonté and
D’Ambrosi et al. 2009). En tant que algunes de les proteines de membrana del purinoma, aixi
com alguns transportadors de farmacs, poden eventualment exercir altres efectes fisiologics que
no siguin el mer transport o alliberament de farmacs, es pot anticipar que implicacions cliniques
degudes a canvis produits al purinoma durant el desenvolupament d’una malaltia haurien de
ser analitzades sota diferents prespectives i podrien ser possibles biomarcadors o fins i tot,

dianes terapéutiques (Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2015).

A nivell de transportadors equilibratius de nucleosids també hi ha funcions descrites d’aquestes

proteines que no es refereixen al fet intrinsec del transport de nucleosids. Com per exemple, es
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va veure que en cel-lules renals la pérdua o disminucié d’expressiéo d’hENT1 podia portar a un
augment de la vulnerabilitat d’induir la transicié epiteli-mesénquima i fibrosis (Guillén-Gémez
et al. 2011). A més, en un model in vivo on s’inhibia la transicié epiteli-mesénquima es va
observar que I'expressido d’'hCNT3 i hENT2 es veia incrementada, i com a conseqliéncia també

augmentava la sensibilitat a gemcitabina (Zheng et al. 2015).

4.3 Els transportadors de nucleosids i el seu interactoma

4.3.1 Concepte d’interactoma
Cap proteina actua per si sola, per aix0, I'estudi de les interaccions entre proteines és
fonamental per entendre la complexitat de la xarxa de funcions cel-lulars i fisiologiques als éssers

vius.

El concepte d’interactoma, és a dir, la xarxa d’interaccions funcionals entre proteines, va ser
definit per primer cop al 1999 (Sdnchez et al. 1999) i al 2000 es van publicar els primers resultats
d’un interactoma en llevat (Schwikowski et al. 2000). Un treball amb la col-laboracié de diversos
grups, va dissenyar el primer interactoma a gran escala dels receptors acoblats a proteina G en
humans (GPCR). La familia de receptors GPCR és la familia de proteines de membrana més gran
composada per centenars de proteines i implicada en la transduccié de senyals cel-lulars del
metabolisme, proliferacié i diferenciacié. En total, aquest interactoma descriu 987 noves
interaccions proteina-proteina en les que participen els GPCR i que es produeixen entre 686
proteines, 299 de les quals sén proteines integrals de membrana (Sokolina et al. 2017) (Figura

20).

Degut a que la familia GPCR esta implicada en la transmissié de senyals intracel-lulars, aquestes
proteines sén dianes de diversos farmacs (Lagerstrom and Schiéth 2008). Per dissenyar nous
tractaments per aquestes malalties, és essencial estudiar amb detall tots els processos
moleculars que es produeixen durant la transduccié de senyal causada pels receptors GPCR, aixi

com totes les proteines que interaccionen amb aquests receptors.
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Figura 20. Interactoma de les proteines GPCR. 48 receptors rellevants de la familia GPCR mapats utilitzant
la técnica MYTH. Font: Sokolina et al. 2017

L'elaboracié d’aquest interactoma a gran escala ha aportat un recurs molt valuds per I'analisi de
les vies de senyalitzacié provocades per aquests receptors i aixi poder obtenir més informacié

per elaborar noves estrategies terapéutiques.

D’aqui neix I'interés en el nostre grup d’estudiar I'interactoma dels transportadors de nucleosids
ja que, com ja s’ha comentat, també sén proteines relacionades amb la terapia contra diverses
malalties com el cancer, infeccions viriques o malalties inflamatories. Per tant, és necessari
coneixer tots els fenomens que es produeixen a la cél-lula en relacidé a aquestes proteines per
tal de poder dissenyar i millorar les diverses estratégies terapeutiques existents. A més, els
transportadors de nucleosids tenen la caracteristica afegida de poder actuar com a transceptors,

per tant, és logic pensar que aquests transportadors puguin interaccionar amb altres proteines.

Per estudiar les interaccions proteina-proteina de manera experimental existeixen multitud
d’aproximacions metodologiques, acuradament recopilades en el treball de Snider i
col-laboradors (Snider et al. 2015). Generalment, la combinacié de tecniques és necessaria per
validar, confirmar i caracteritzar una interaccié proteica. D’entre totes les técniques possibles,
algunes destacades son, el sistema de doble hibrid en llevat (YTH), la purificacio d’alta afinitat
acoblada a I'espectrometria de masses (TAP/MS), el GST pull-down, el GST pull-down dirigit o la
co-immunoprecipitacié (Co-IP). En la present tesi, les técniques utilitzades per I'estudi de les

interaccions proteiques van ser el GST pull-down i la co-immunoprecipitacié. La primera utilitza
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una proteina com a ham (enlloc d’un anticos) per tal d’arrossegar totes les proteines que hi
estiguin interaccionant per després purificar-les, aillar-les i identificar-les. Mentre que la segona
tecnica, funciona seleccionant un anticos que té com a diana una proteina coneguda que es creu
qgue pertany a un gran complex de proteines. Localitzant a aquest membre conegut, es pot aillar
tot el complex proteic i aixi aillar i identificar tots els membres desconeguts del complex. Als

materials i metodes d’aquest treball es descriuen més detalladament totes aquestes tecniques.

No obstant, en alguns casos, la metodologia aplicada altera les propietats de I’'entorn cel-lular i,
per tant, de les proteines de l'interactoma. Recentment, s’ha desenvolupat una técnica
innovadora, el doble hibrid de membrana en llevat (MYTH), el protocol utilitzat en I’estudi
comentat anteriorment per definir I'interactoma de les proteines GPCR (Sokolina et al. 2017),
que ha permes solucionar aquesta greu limitacié experimental. Aquesta técnica es basa en els
estudis del 1994 (Johnsson and Varsshavsky 1994) en els quals es descrivia com la ubiquitina,
dividida en dues meitats (Nub, per N-terminal i Cub pel C-terminal), podien reassociar-se degut
a I'elevada afinitat entre les dues meitats entre si. D’aquesta manera, al fusionar Cub amb la
proteina d’interés i analitzar-la davant d’una llibreria de cDNA amb el Nub fusionat a cada
transcrit, permet detectar aquelles proteines que interaccionin entre si, és a dir, aquelles que

siguin capaces de reassociar la molecula d’ubiquitina.

Cada aproximacio té els seus punts forts i febles, especialment en referéncia a la sensibilitat o
especificitat de la técnica. A més, I'elevada taxa d’errors, falsos positius i baixa reproductibilitat
dels metodes protedmics actuals posa de manifest que el coneixement generat mitjangant

aquestes técniques haura de ser validat posteriorment amb altres tecniques (Stagljar 2016).

4.3.2 Regulacié dels transportadors per interaccions proteiques

Les técniques de deteccio d’interaccions proteina-proteina han permés coneéixer alguns aspectes
reguladors lligats al domini N-terminal dels transportadors de nucleosids. Aquests estudis s’han
fet amb el domini N-terminal ja que les proteines CNTs d’eucariotes |’han incorporat
evolutivament, domini que no esta present als procariotes malgrat que els seus ortolegs més
primitius sdn totalment funcionals (Johnson et al. 2012). D’aix0 es dedueix que aquesta zona N-
terminal no és essencial per a I'activitat transportadora pero si que sembla que conté zones
reguladores, tal i com s’"ha comencat a comprovar (Pinilla-Macua et al. 2012 i Errasti-Murugarren
et al. 2010a). Per aquest motiu es pot hipotetitzar que el domini N-terminal pot ser rellevant per
tal de comprendre totes aquelles funcions associades a aquestes proteines transportadores, no

necessariament vinculades estrictament a la seva activitat com a transportadors.
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Pel que fa els transportadors concentratius de nucledsids, el membre de la familia hCNT2 és un
transportador d’alta afinitat d’adenosina (Taula 1) que pot tenir funcions fisiologiques més enlla
de la recuperacio de nucleosids. Com ja s’ha descrit, CNT2 es relaciona amb la modulacié de la
senyal purinérgica i metabolisme energetic en cél-lules intestinals i parenquimatiques
hepatiques. Per tal d’explicar la relacié entre aquest transportador i el metabolisme energétic,
es van intentar identificar proteines d’unié que poguessin conferir aquesta funcié al
transportador. Es van identificar dues proteines d’interaccio, la aldolasa B i la GRP58 (de I'angles
glucose-regulated protein 58) mitjancant un doble hibrid en bacteris i un GST pull-down,
respectivament (Huber-Ruano et al. 2010). Tal i com es mostra a la Figura 21, en una situacié de
manca de glucosa, GRP58 es sobreexpressa i actua com un efector negatiu de la funcié de CNT2,
per tant, disminueixen els nivells del transportador en la membrana cel-lular. Mentre que un
flux glucolitic causat per la presencia de glucosa, promou la unié de I'aldolasa B amb el
transportador provocant un augment de I’afinitat de CNT2 pels seus substrats (Huber-Ruano et

al. 2010).
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Figura 21. Model conceptual de la regulaciéo de CNT2 per GPR58 i aldolasa B. Sota condicions normals,
hCNT2 és el responsable de I'entrada de nucleosids extracel-lulars. En aquestes condicions, algunes
proteines GRP58, pero no aldolasa B, es troben unides a hCNT2. Durant la inanicid, I'expressié proteica
de GRP58 augmenta i els nivells de proteina d’hCNT2 disminueixen, provocant una disminucié de I'entrada
de nucleosids. Quan la disponibilitat de glucosa augmenta al medi extracel-lular, la glucosa entra dins la
cel-lula i el flux glicolitic creat fa que I'aldolasa B s’uneixi a hCNT2, augmentant la seva activitat. NS:
nucleosids, G6P: glucosa.6-fosfat, F-1,6-P: fructosa-1.6-bifosfat, G3P: gliceraldehid-3-fosfat, DHAP:
dihidroxiacetona fosfat. Adaptat de Huber-Ruano et al. 2010.

La identificacié d’aquestes proteines d’interaccié recolzarien la hipotesi que el transportador
CNT2 tindria altres funcions i que establiria un vincle amb el metabolisme energetic cel-lular, tot

i que, fins al moment, no s’han detectat funcions transceptores directes per a CNT2.

En el cas dels hENTs s’han trobat proteines d’unié a través de la técnica MYTH. Pel que fa a
hENT1, s’ha pogut identificar la calmodulina (Bicket et al. 2016), de manera que, els nivells de

calci intracel-lulars modulen el transport de nucleodsids i derivats a través de la unido de la
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calmodulina al transportador hENT1, modulant aixi I'eficiencia del transport de farmacs (Bicket
et al. 2016). En el cas d’"hENT2 s’han identificat 110 possibles proteines d’interaccié mitjancant
la técnica MYTH, bona part d’aquestes es poden considerar falsos positius de la propia tecnica.
Sorprenentment, pero, els resultats van mostrar un nombre elevat de proteines amb una
localitzacié nuclear, la majoria relacionades amb processos d’splicing o amb el transport de
moléecules a través de la membrana nuclear. El transportador ENT2 presenta variants d’splicing
que codifiquen per dues isoformes nuclears del transportador, aquestes conserven el gran loop
intracel-lular d’'hENT2, la Unica regidé on previsiblement la proteina podria interaccionar amb
d’altres. De manera que, els resultats obtinguts amb el MYTH reflecteixen possibles interaccions
amb les variants nuclears del transportador. Altres proteines interessants identificades han estat
determinades cinases i fosfatases, juntament amb la proteina Gs vinculada a I’activacié de PKA
per AMP ciclic (cCAMP). Tot i que, no s’ha acabat de demostrar la implicacio fisiologica que poden

tenir totes aquestes proteines d’unié a hENT2 (Tesi doctoral - Natalia Grafié Bladeras).

Recentment s’ha identificat un nou mecanisme de regulacié dels transportadors equilibratius a
través de la seva oligomeritzacio, per tant, una regulacié innovadora basada en la interaccié
entre proteines. En una situacié basal, hENT1 basicament es troba localitzat a la membrana
plasmatica en forma d’homomers i hENT2 és constitutivament fosforilat per CKIl (Caseina
quinasa Il) i localitzat a la regio per sota de la membrana en forma d’homomers. Després de
I'activacié de PKC (Proteina Quinasa C), s’activa PP1 (Proteina fosfatasa 1) i probablement
desfosforila hENT2 el qual es dirigira cap a la membrana plasmatica. La presencia d’hENT2 a la
membrana plasmatica altera els monomers hENT1 i hENT2 i promou la formacié dels
heteromers hENT1 i hENT2, i conseqiientment cau el transport de 2-cloroadenosina mediat per

hENT1 i augmenta el transport d’hipoxantina mediat per hENT2 (Grafié-Boladeras et al. 2018).

Totes aquestes evidéncies obren la possibilitat de que els transportadors estiguin regulats per
diverses proteines, que permetin una regulacié molt més acurada i rapida de la seva activitat en
front al seu substrat i provoqui que tinguin un rol farmacologic i en la biologia cel-lular molt

important.
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Objectius

Els transportadors de nucledsids no només sén de gran importancia pel seu paper en la
recuperacid de nucleosids extracel-lulars, sind que recentment s’ha vist que poden tenir altres
funcions involucrades en la regulacié de la fisiologia cel-lular. El domini N-terminal de les
proteines hCNTs adquirit en els organismes eucariotes no és necessari per la funcio
transportadora. Aixi, és logic hipotetitzar/pensar que és el responsable de I’adquisicié
d’aquestes noves funcions, no necessariament associades a la seva activitat com a
transportador. Aquest nou rol adquirit déna més importancia a I'estudi dels hCNTs ja que
aquests també poden transportar farmacs derivats de nucleosids que soén utilitzats pel
tractament de malalties viriques, inflamatories o processos oncologics. Per tant, és interessant
coneixer les funcions de cadascun dels transportadors de nucleosids dins la cel-lula per tal de
comprendre la biodisponibilitat i la farmacocinética dels farmacs, i entendre d’aquesta manera

les diverses respostes dels pacients enfront determinats tractaments.

La present tesi es centra en |'estudi del transportador concentratiu de nucleosids de tipus 3, el
membre de la familia de transportadors concentratius caracteritzat per una major capacitat
concentrativa i una amplia selectiviat de substrat. Recentment en el nostre laboratori s’ha
demostrat que hCNT3 pot ser farmacologicament mobilitzat, potenciant-se el seu trafic cap a
membrana, contribuint aixi a una major bioassequibilitat pels farmac emprats en la Leucémia
Limfatica Cronica. A més, tenint en compte els antecedents comentats, el paper que poden jugar
aquestes proteines en la biologia tumoral, per tant, pot anar més enlla del seu rol de per si
important en la citotoxicitat de farmacs anti-tumorals. | ens permet hipotetitzar que aquesta
possibilitat derivi de la seva probable ubicacié en xarxes reguladores que afectin a propietats

cel-lulars escencials per diversos procesos cel-lulars on fins ara encara no ha estat adscrit.

En base a tots aquests antecedents ens vam plantejar com a objectiu general del projecte
caracteritzar l'interactoma de la proteina hCNT3 amb el proposit de validar noves xarxes
proteiques succeptibles de ser utilitzades en I'ambit del diagnostic, el prondstic o fins i tot Ia

terapia de diversos cancers.

Els objectius especifics del projecte son:

1. Identificar i validar bioquimicament i funcionalment noves proteines d’interaccié amb el
transportador hCNT3.
2. Analitzar els mecanismes d’interaccié del farmac analeg de nucleosid acadesina amb els

transportadors de la familia hCNTs i de la resposta cel-lular induida pel seu transport.
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Resultats i Discussio

Interactoma del transportador de nucleosids hCNT3

El nostre laboratori sempre ha estat interessat en intentar entendre la biologia i la farmacologia
dels transportadors de nucleosids i nucleobases. Es per aixd que existeixen diversos projectes
centrats en determinar quin és l'interactoma de les proteines hCNT, les proteines de membrana

responsables del transport de nucleosids dins les cel-lules.

Per abordar aquest estudi, el nostre grup ha utilitzat diverses aproximacions per tal d’identificar
proteines candidates d’unio als transportadors. La tecnica que s’ha realitzat en la present tesi
ha sigut un assaig GST pull-down utilitzant la proteina d’interés hCNT3 com a ham (bait). Les
propies limitacions de la tecnica impedien utilitzar la seqliéncia sencera del transportador i per
aquest motiu es va utilitzar Unicament la cua intracel-lular de I'extrem N-terminal ja que és la
part del transportador més soluble. A més, tal i com s’ha exposat a la introduccié, aquest extrem
N-terminal utilitzat per la deteccié de proteines d’interaccié és un domini intracel-lular de 103
aminoacids que han adquirit els eucariotes i que no esta present als organismes procariotes.
Aquesta regid s’ha postulat com un possible lloc d’unié a altres proteines, conferint-li aixi noves
funcions al transportador. Es per aixo que, estudiar tots els mecanismes i proteines d’unié que
regulen la insercié i retencié d’hCNT3 a la membrana cel-lular amb aquest Unic domini i no tota
la proteina sencera es va considerar una aproximacié optima per la identificacid de proteines

candidates.

Un cop teniem controlat quin seria el nostre ham, era de gran importancia decidir d’on
provindrien les possibles proteines d’interaccié (preys) d’aquest ham. Es per aixd que, com a
font de proteines candidates es van escollir dos extractes cel-lulars d’origen molt diferent:
cél-lules humanes de colon i cel-lules primaries de Leucémia Limfatica Cronica (LLC). El primer
extracte es va considerar interessant ja que és un epiteli absortiu on s’expressa el transportador
hCNT3 i per tant, sembla interessant com a model d’estudi de la condicio fisiologica absortiva
d’aquest transportador. El segon extracte, en canvi, ens permetria aprofundir en el paper
d’hCNT3 en relacié a I'entrada i sortida de farmacs derivats de nucleodsids ja que alguns dels
tractaments d’aquesta malaltia sén derivats de nucledsids que s’interioritzen a la cel-lula

mitjangant aquest transportador.

A continuacid es presenten dos capitols on s’explica detalladament el perqué d’aquesta eleccio,

aixi com tot el procés d’identificacid i validacié de les proteines estudiades.
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1 Introduccio

Els acids nucleics es poden obtenir de la dieta a través de la digestid de les nucleoproteines
mitjancant I'accid proteolitica de diverses proteases aixi com de les nucleases pancreatiques i
fosfodiesterases secretades per les glandules intestinals. Com a resultat d’aquesta digestio,
aquestes macromolécules i els seus productes intermediaris (per exemple, di-, tri- i
polinucleotids) es converteixen en nucleotids (Sauer et al. 2011 i Gil et al. 2007). Es poc probable
que els nucleotids siguin absorbits com a tal, ja que a I'intesti també s’expressen diferents tipus
d’ectoenzims amb activitat nucleotidasa que catalitzen la conversioé extracel-lular dels nucleotids
a nucleosids. En resum, el producte de la digestié de les nucleoproteines sén els nucleosids, i
fins a cert punt, les nucleobases. Per tant, I'expressio a l'intesti dels transportadors de nucleosids

(i nucleobases) és crucial per I'absorcié dels nucleodsids i nucleobases.

S’ha analitzat I'expressié dels mRNA dels transportadors de nucleodsids al llarg de tot el sistema
digestiu en base a la informacié disponible a diverses bases de dades publiques. En linies
generals es podria dir que hCNT3 es troba ampliament distribuit al llarg de tot el sistema digestiu
de forma bastant constant, tot i que amb menor expressié en comparacié a hCNT1 i hCNT2
(Pastor-Anglada 2018), mentre que, aquests dos ultims transportadors s’expressen
majoritariament a l'intesti prim i al duodé. Per tant, els transportadors al sistema digestiu tenen
un rol absortiu de nucleosids. La localitzacid apical d’"hCNT3 en epitelis d’absorcié facilita aquesta
funcié d’internalitzar nucleosids i a més és crucial per crear un flux vectorial de farmacs derivats
de nucleosids amb un efecte antiviral i anticancerds (Errasti-Murugarren et al. 2007), de manera

que hCNT3 esdevé un bon candidat per modular la farmacocinética d’alguns farmacs.

Un d’aquests farmacs que pot tenir un impacte important al sistema digestiu és la 6-
mercaptopurina (6-MP), un analeg de purines de la familia de les tiopurines que interfereix en
la sintesi del DNA provocant un efecte citotoxic sobre les cél-lules. Aquest s’utilitza per tractar
malalties inflamatories intestinals (IBD, de I'anglés Inflammatory Bowel Disease) com ara la
malaltia de Crohn (Axelrad et al. 2016). No obstant, aproximadament una tercera part de
pacients responen molt poc a aquesta terapia, fet que es podria explicar per les possibles
diferéncies en el transport de la 6-MP. S’ha demostrat que la 6-MP és transportada per sistemes
de transport actiu, i no per difusié passiva, als limfocits humans. Addicionalment, part d’aquest

transport actiu és depenent de sodi, suggerint d’agquesta manera que els transportadors
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concentratius estarien involucrats en el transport d’aquest farmac (Conklin et al. 2012). Altres
estudis han utilitzat la linia cel-lular T-limfoblastica (MOLT-4), una linia resistent a la 6-MP degut
a I'elevada exposicié a aquest farmac al llarg del temps. Aquesta linia presenta una elevada
expressio d’"hENT2 i hCNT3. El silenciament parcial d’'hCNT3 i hENT2 a la linia cel-lular MOLT-4
provoca una disminucié del 47% i 21% transport de la 6-MP, respectivament. Resultats que

indicarien que hCNT3 seria un transportador de tiopurines (Fotoohi et al. 2006).

En aquesta tesi es va plantejar quin era el rol del domini N-terminal d’hCNT3 en la regulacié de
la funcié d’'hCNT3 i es va voler determinar si hCNT3 era un transportador de tiopurines en les
cel-lules epitelials del colon i d’aquesta manera estudiar si el transportador podia tenir un rol
important en la biodisponibilitat de les tiopurines en els segments més distals del tracte digestiu
(colon i recte). A més, ens vam preguntar si I'expressio del transportador hCNT3 es trobava

alterat en el teixit de colon inflamat dels pacients amb la malaltia de Crohn.

Per aquest proposit, es va utilitzar I'extrem N-terminal del transportador amb un extracte de
cel-lules humanes de colon utilitzat com a font de proteines per tal d’identificar aquelles que
podien estar unides a hCNT3. Un cop obtingudes totes les proteines candidates, es van
identificar aquelles que podien ser més rellevants fins que finalment es va escollir una per seguir
amb l'estudi i validar tant bioquimicament com funcionalment la unid entre el transportador i

la proteina candidata.

68



Resultats i discussid

2 Identificacid de proteines candidates

2.1 Assaig pull-down

El fragment que codifica pel domini citosolic N-terminal de 103 aminoacids d’hCNT3 es va
fusionar amb la glutatié S-transferasa (GST), mentre que el control negatiu només presentava la
seqliéncia del GST i no la del transportador. Per altra banda, els homogenats de colon es van
obtenir de mostres de teixits sans adjacents a carcinomes colorectals provinents de pacients de
I’'Hospital Universitari Vall d’Hebron, les quals havien estat facilitades amb el consentiment dels
seus pacients. Amb la proteina d’interes clonada a GST i les proteines de I’homogenat de colon
es realitza el pull-down per detectar possibles proteines candidates. Seguidament es realitza una
electroforesi 2D i s’analitzaren els resultats mitjancant un analisi per espectrofotometria de
masses MALDI-TOF. A partir d’aquests resultats es van identificar algunes proteines que podien
interaccionar amb el transportador hCNT3, de les quals les més rellevants van ser: Galectina-4

(Gal-4), mimecan, la proteina ribosomal 60S L7 i |a triptasa o/B-1 (Figura 22).
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Figura 22. Electroforesi bidimensional de proteines provinents de cel-lules de colon sa amb tincié de plata.
Tira IPG 24cm gradient (pH) 3-10. (A) GST pull-down utilitzant I’extrem N-terminal d’hCNT3. Cada spot va
ser numerat i analitzat per MALDI-TOF. (B) Control negatiu del GST pull-down utilitzant GST sense unir-hi
covalentment la cua N-terminal d’hCNT3.
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2.2 Proteines candidates

Es van estudiar totes les proteines candidates que es van identificar (Figura 22) amb |'objectiu
de detectar aquella que tingués un sentit biologic dins del model en el qual ens trobavem, és a
dir, al colon i relacionada amb la funcié del transportador de nucledsids hCNT3. De totes les
proteines identificades, es van seleccionar les que ens van semblar més interessants i es van
estudiar individualment. Aquestes van ser la proteina mimecan, la proteina ribosomal RPL7, la

triptasa i galectina-4.

Mimecan, també anomenada osteoglicina (OGN), és una proteina de la familia de
proteoglicans SLRP (small leucine-rich proteoglycan) codificada per un Unic gen, tot i
gue, s’han identificat diversos processos transcripcionals i traduccionals que donen lloc
a multiples variants de la proteina. Aixo fa que tingui una gran diversitat estructural i
funcional ja que cada variant transcripcional presenta una funcio especifica (proliferacié
de col-lagen, senyalitzacié immunologica o desenvolupament de fibroblasts, per
exemple). També s’ha vist que juga un paper en algunes malalties, fet que la fa una
candidata interessant pel desenvolupament de noves estratégies terapéutiques. Es una
proteina ubiqua, s’ha descrit que s’expressa a diversos teixits com ara pell, cartilags,

pulmo, fetge, dents, testicles, ovaris, entre d’altres (Deckx et al. 2016).

La proteina ribosomal RPL7 és una proteina majoritaria del ribosoma involucrada en la
regulacié de la traduccié genica. Els ribosomes sdn els organuls que catalitzen la sintesi
proteica i estan composats estructuralment per dues subunitats: la subunitat petita
(408S) i la subunitat gran (60S). Aquestes subunitats estan formades per diferents tipus
de RNA i diverses proteines. La proteina RPL7 es troba a la superficie de la subunitat gran
(60S) on interacciona amb el RNA i es troba involucrada en el procés de la biogenesis del
ribosoma, aixi com, de la regulacié de la traduccié del mRNA (Ben-Shem et al. 2010)

(Robledo et al. 2008).

La triptasa és I'enzim derivat de les serines proteases més abundant de les vesicules
secretores contingudes als mastocits. Les proteases serines trenquen enllagos peptidics
en proteines, en els quals la serina actua com un aminoacid nucleofilic en el lloc actiu de
I’enzim. Les triptases sén actives Unicament quan formen tetramers i s’ha vist que estan
implicades com a enzims mediadors en I'asma i altres malalties al-lergiques i

inflamatories (Atiakshin et al. 2018).

Galectina-4 és una proteina citosolica que conté dos dominis d’unié a carbohidrats

(CRD) implicada en la maduracié i el trafic a la membrana plasmatica de diverses
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glicoproteines (Delacour et al. 2005 i Stechly et al. 2009). A més, diversos estudis
suggereixen que les N- i O- glicosilacions dels ectodomins de proteines transmembrana
constitueixen una senyal per aquesta maduracié (Castillon et al. 2013, Naim et al. 1999,
Huet et al. 2003 i Delacour et al. 2003). Ambdés tipus de glicosilacions sén crucials pel
correcte trafic d’algunes glicoproteines de membrana cap a la part apical dels enterocits,
que és sabut que estan regulades per Gal-4 (Delacour et al. 2005, Stechly et al. 2009 i
Delacour et al. 2009).

Un cop analitzades totes les proteines candidates, Gal-4, una proteina d’unié a carbohidrats
pertanyent a la familia de les lectines, va ser I’escollida per estudiar la possible relaciéo amb el
transportador de nucleosids hCNT3. Ja que per la funcid en el trafic de proteines de membrana
gue hem comentat que té Gal-4 i totes les evidéncies anteriorment descrites, fan plausible el fet
gue hCNT3 necessiti Gal-4 per madurar i dirigir-se a la membrana plasmatica per realitzar la seva
funcid. Aquesta interaccié podria ser clinicament important ja que, com ja hem comentat,
hCNT3 és el responsable del transport de les tiopurines, com la 6-MP, analegs de nucleosids

utilitzats pel tractament de malalties inflamatories intestinals.
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3 Validacié bioquimica

3.1 Assaig pull-down dirigit

Per tal de comprovar que Gal-4 era un positiu en I'experiment anterior, es va realitzar el mateix
pull-down, pero ara dirigit especificament contra Gal-4. De manera que es va arrossegar el
domini N-terminal d’hCNT3 fusionat amb la proteina GST i seguidament es va detectar
directament Gal-4 en un Western blot (Figura 23), verificant d’aquesta manera la interaccio del

domini N-terminal d’hCNT3 amb Gal-4.

Extracte colon

GST
GST N-t hCNT3

Gal-4

Figura 23. Validacio de la interacciéo d’"hCNT3 amb Gal-4 per pull-down dirigit. La proteina recombinant
GST-N-t-hCNT3 es va incubar amb lisats de colon huma i com a control negatiu, la proteina GST sense
unir-la covalentment a N-t-hCNT3, que també es va incubar amb el lisat de colon. Les proteines que van
quedar unides es van eluir, separar per electroforesi SDS-PAGE i es va revelar Gal-4 en un Western blot.
Es mostra un experiment representatiu.

Considerant que Gal-4 s’havia identificat com una proteina d’unié a hCNT3 mitjancant un GST
pull-down realitzat amb el domini intracel-lular N-terminal del transportador, és probable que
Gal-4 interactui amb I'extrem N-terminal d’hCNT3 d’una manera independent de carbohidrat,
com s’ha demostrat per altres galectines (Camby et al. 2006). Existeixen diversos articles que
descriuen noves evidéncies sobre la unié de les galectines a altres proteines d’'una manera
independent de carbohidrat (Camby et al. 2006, Park et al. 2001, Elad-Sfadia et al. 2002 i Paz et
al. 2001). De fet, tots aquests estudis suporten el fet que Gal-4 s’uneixi a I'extrem N-terminal

d’hCNT3, que és la part del transportador citoplasmatica no glicosilada.

3.2 Model cel-lular
Amb 'objectiu de trobar un model cel-lular amb el qual seguir validant la interaccié d’hCNT3
amb Gal-4, es va analitzar I'expressié d’ambdues proteines en dues linies cel-lulars

d’adenocarcinoma de colon: HT-29 i Caco-2, dos models cel-lulars que s’ajustarien als extractes
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cel-lulars de colon on es va trobar Gal-4 com a proteina d’unié. Tal i com es mostra a la Figura

24, els dos models cel-lulars expressaven el transportador hCNT3.

Caco-2  HT-29
Tubulinabﬂ

Figura 24. Expressio endogena d’hCNT3 i Gal-4 en dues linies cel-lulars de colon: Caco-2 i HT-29. Es van
analitzar els nivells proteics d’'hCNT3 i Gal-4 per Western blot. Com a control de carrega s’utilitza la
tubulina. Es mostra un experiment representatiu.

No obstant, la linia cel-lular Caco2 no expressava la proteina Gal-4, contrariament a la linia
cel-lular HT-29 que si que ho feia. Aquests resultats ens van obligar a treballar amb les HT-29 ja
que era la linia que expressava ambdues proteines d’estudi. Aixo, pero, no va excloure que
també s’estudiés més profundament la linia cel-lular Caco-2 i quin efecte podia tenir el fet que
no expressés Gal-4. Aquest estudis es detallen més endavant en aquest capitol de resultats,

concretament a |'apartat 4.4.

3.3 Co-immunoprecipitacio i co-localitzacio

Un cop definit el model on poder estudiar la interaccié entre Gal-4 i hCNT3 vam comencar a
validar bioquimicament aquesta interaccid. Les dues aproximacions que vam utilitzar van ser la
co-immunoprecipitacié i la co-localitzacié. Si bé és cert, que la co-localitzacié no és una técnica
gue estrictament permeti validar si dues proteines estan interaccionant, si que permet
confirmar que aquelles dues proteines que estan interaccionant comparteixen el mateix espai,

per tant, co-localitzen.

Primerament es va realitzar la co-immunoprecipitacié. Aquesta aproximacié ens va permetre
observar que el transportador co-immunoprecipitava quan s'immunoprecipitava Gal-4 amb un
anticos especific per aquesta proteina (Figura 25). Per assegurar-nos que no hi havia unions
inespecifiqgues amb I'anticds, es va afegir un control negatiu on s’incubaven els extractes
celllulars amb IgG de la mateixa especie que [I'anticos anti-Gal-4 utilitzat per la

immunoprecipitacié.

73



Resultats i discussid
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Figura 25. Validaci6 bioquimica de la interacci6 entre el transportador hCNT3 i Gal-4.
Immunoprecipitacié de Gal-4 amb un anticos aGal-4 en HT-29, en la qual també co-immunoprecipita
hCNT3 un cop es detecten ambdues proteines per Western blot. Com a control negatiu s’utilitzen 1gG de
la mateixa espécie que I'anticds aGal-4 per descartar possibles unions inespecifiques. Es mostra un blot
representatiu de 3 experiments independents.

Com ja hem comentat, si dues proteines estan interaccionant, vol dir que si les detectem
mitjancant immunofluorescencia, el senyal de cadascuna ha de coincidir a la mateixa localitzacio
subcel-lular. Vam realitzar una immunocitoquimica on detectavem el transportador hCNT3 i Gal-
4 amb anticossos especifics per cadascuna d’aquestes proteines. Posteriorment es van incubar
les cel-lules amb un anticos secundari que portava un fluorofor i mitjangant un microscopi de
fluorescéncia es van obtenir les imatges. Amb aquesta aproximacié vam poder confirmar que el
transportador hCNT3 i Gal-4 co-localitzaven a la membrana plasmatica i, a més, també co-

localitzaven a la regio que queda just per sota de la membrana (Figura 26).

Gal-4 Merge

\\

C

Figura 26. Confirmacio de la interaccié entre el transportador hCNT3 i Gal-4. Les cél-lules HT-29 es van
fixar, permeabilitzar i es van detectar Gal-4 i hCNT3 endogenes amb anticossos aGal-4 i Alexa Fluor 488
(verd) i ahCNT3 i Alexa Fluor 555 (vermell). Les imatges sobreposades mostren com hi ha regions de verd
i vermell que coincideixen després d’analitzar-les amb el software Image J.

S’ha vist que la familia de galectines realitzen multitud de funcions que tenen una importancia
en la senyalitzacié i el trafic a membrana (Fred Brewer 2002). Una propietat sorprenent de les
galectines és que aquestes proteines no tenen cap senyal peptidic ni utilitzen cap via de secrecid

mitjancant I'aparell de Golgi per arribar a la membrana cel-lular (Hughes 1999 i Nickel 2003). En
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canvi, les galectines s’acumulen al citosol i sén externalitzades per un mecanisme desconegut.
L'estudi de Delacour et al. 2005 va demostrar que Gal-4 es localitzava al citosol i s’acumulava a
la regidé subapical de les cél-lules HT-29. Totes aquestes evidéncies ens coincideixen amb els
nostres resultats on també veiem aquesta acumulacié de Gal-4 en vesicules de reciclatge, a la

regié subapical de les cél-lules HT-29.
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4 Validacio funcional

4.1 Efecte de Galectina-4 en I'activitat del transportador hCNT3

Un cop demostrada la interaccié bioquimica entre el transportador i Gal-4, es va comencar a
estudiar quines eren les possibles implicacions funcionals que podien sorgir d’aquesta unio.
L'estudi de I'efecte de Gal-4 sobre el trafic del transportador hCNT3 cap a la membrana
plasmatica es va realitzar a la linia cel-lular HT-29, model cel-lular utilitzat fins al moment ja que
es va demostrar que expressava les dues proteines d’estudi i perqué a més, era la linia cel-lular
on s’havia descrit que Gal-4 estava implicada en I'ordenament de moltes glicoproteines a la

membrana (Delacour et al. 2005 i Stechly et al. 2009).

Primerament es va determinar el perfil dels diferents transportadors que presentaven activitat
alalinia cel-lular HT-29. El transport dels diferents nucleosids no es pot mesurar de forma directa
ja que les cél-lules co-expressen la majoria dels transportadors solapant-se d’aquesta manera la
selectivitat de substrat. Es per aixd que per determinar el perfil d’activitat dels diferents
transportadors concentratius de nucleosids en les cel-lules HT-29 es va mesurar el transport en
presencia de sodi i sense preséncia de sodi, per poder determinar la fraccié del transport que
provenia dels transportadors concentratius. Posteriorment, per distingir I'aportacié dels
diferents tipus d’hCNTs, es van realitzar una série d’inhibicions creuades amb elevades
concentracions de nucleosids per crear un assaig de competéencia, tal i com s’ha descrit als

materials i métodes.

La linia cel-lular HT-29 va mostrar un transport sodi depenent (33 + 4.9 i 35 + 2.6pmol/mg
proteina/minut per [*H]-guanosina i [3H]-citidina, respectivament) el qual un 60% era mediat per
hCNT3 i un 40% per hCNT2. De fet, el transport de citidina (associat a hCNT1 i hCNT3) es va
bloquejar totalment en preséncia de citidina i guanosina fredes (Figura 27A), demostrant que
hCNT1 no es trobava expressat a les HT-29. Mentre que, el transport de guanosina (associat a
hCNT2 i hCNT3) va ser parcialment bloquejat només amb concentracions elevades de citidina
fredes, confirmant I'expressié d’"hCNT2 i hCNT3 en aquesta linia cel-lular (Figura 27B). Per tant,
en HT-29 el transport de citidina era mediat exclusivament per hCNT3. Conseqiientment, aquest

nucleosid va ser I'escollit per determinar I'activitat d’"hCNT3 en futurs experiments.
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Figura 27. Caracteritzacié del perfil de transportadors presents a la linia cel-lular HT-29. Transport sodi
depenent en HT-29 de [3H]-citidina (1uM, 1min) (A) i de [3H]-guanosina (1M, 1min) (B), a més, es van
realitzar inhibicions creuades afegint al medi de transport guanosina freda o citidina freda (100uM),
respectivament. Resultats expressats com la mitjana + SEM de mesures triplicades de 3 experiments
independents.

El rol que podia tenir I'expressido de Gal-4 sobre I'activitat d’hCNT3 va ser estudiat amb un
silenciament transitori de Gal-4. Primerament, calia doncs, validar el silenciament de Gal-4 a la
linia cel-lular HT-29. Es va utilitzar un siRNA especific que s’unia al mRNA de la Gal-4 i la
lipofectamina com a metode quimic de transfeccid. Els nivells de silenciament a nivell de mRNA
d’aquesta proteina que es van aconseguir, van ser d’'un 74% + 1% (Figura 28A). No obstant, tot
i que a nivell proteic també s’observa una disminucid, aquesta no és una disminucié tant

marcada (Figura 28B).
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Figura 28. Comprovacio de l'eficiencia del silenciament de Gal-4. Les cél-lules HT-29 van ser
transfectades transitoriament amb siRNA especifics de Gal-4 (58155 i S8154 a 200nM cada un) (siGal-4) o
un siRNA aleatori com a control negatiu a 400nM (Control siGal-4) respecte les cél-lules no tractades
(Control). Després de 48h, s’extreu el mRNA i la proteina i s’analitzen mitjancant una RT-PCR quantitativa
(C) o per Western blot (D). Mitjana de 3 experiments independents + SEM ***P<0.001

Arribats a aquest punt, un cop teniem les condicions que ens permetien silenciar Gal-4, es va

estudiar quin efecte tenia aquesta situacié sobre la capacitat transportadora d’hCNT3. Es va
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poder observar que I'activitat del transportador hCNT3 disminuia significativament, mentre que

el control transfectat amb el siRNA aleatori no canviava la funcié basal d’hCNT3 (Figura 29).
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Figura 29. Activitat d’hCNT3 en condicions on Gal-4 es troba silenciada. Transport sodi depenent de
citidina-[3H] (1uM, 1min). Resultats basats en mesures de quadruplicats de 3 experiments independents.
Resultats (mitjana + SEM) es mostren com el percentatge de I'activitat d’hCNT3 en condicions de Gal-4
silenciada amb siRNA especifics de Gal-4 (S8155 i S8154 a 200nM cada un) (siGal-4) respecte les cel-lules
no tractades (Control) i les cel-lules tractades amb un siRNA aleatori com a control negatiu a 400nM
(Control siGal-4). **P<0.01

Seguidament, es va verificar que el fet d’inhibir I'expressié de Gal-4 no afectés I'expressié del
transportador hCNT3 i conseqlientment hi hagués la disminucié d’activitat d’"hCNT3 observada
a la (Figura 29). Si aixo fos aixi, els resultats anteriors s’explicarien sense involucrar
necessariament la proteina Gal-4. Es van mesurar els nivells de mRNA i de proteina mitjan¢ant
Western blot i una PCR de les dues proteines d’interés en la condicié on el model cel-lular no
expressava Gal-4 respecte aquelles cel-lules control que no rebien cap tractament o aquelles
gue es transfectaven amb un siRNA aleatori com a control negatiu de la transfeccié. Es va poder
observar que hCNT3 no es veia alterat davant d’aquestes condicions (Figura 30). Paral-lelament
vam confirmar per Wesrtern blot que Gal-4 mostrava una disminucid de la seva expressié 48h

després de ser silenciada (Figura 30B).
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Figura 30. Expressio del transportador hCNT3 en condicions on Gal-4 es troba silenciada. Les cel-lules
HT-29 van ser transfectades transitoriament amb siRNA especifics de Gal-4 (S8155 i S8154 a 200nM cada
un) (siGal-4) o un siRNA aleatori com a control negatiu a 400nM (Control siGal-4) respecte les cel-lules no
tractades (Control). Després de 48h, s’extreu el mRNA i la proteina i s’analitzen mitjangant una RT-PCR
quantitativa (A) o per Western blot. Mitjana de 2 experiments independents + SEM. Es mostra un Western
blot representatiu.

D’aquesta manera vam poder concloure que Gal-4 no regulava I'expressio del transportador i
que, per tant, I’ efecte de Gal-4 sobre hCNT3 en la seva funcid era provocat per altres motius

com, podria ser, la regulacié del trafic mitjancant Gal-4 d’hCNT3 a la membrana apical.

Aquests resultats eren esperancadors ja que apuntaven a la nostra hipotesi inicial, la qual
defensava la idea de que el transportador requeriria de Gal-4 per madurar i anar cap a
membrana plasmatica. Calia doncs, acabar de confirmar si aquesta hipotesi es complia i el

mecanisme a través del qual actuava Gal-4.

4.1.2 Mecanisme d’accié de Gal-4 per modificar I'activitat d’hCNT3

Un cop es va determinar que Gal-4 influia en la capacitat transportadora d’hCNT3, es va voler
entendre especificament quin era el procediment pel qual es produia aquest efecte. Diverses
observacions suggerien que les N- i O-glicosilacions a l'ectodomini de les proteines de
membrana constituien un senyal pel trafic a la membrana apical d’aquestes proteines (Castillon
et al. 2013, Naim et al. 1999, Huet et al. 2003 i Delacour et al. 2003). Ambdds tipus de
glicosilacions serien crucials pel correcte trafic d’algunes proteines transmembrana a la
membrana apical dels enterocits, procés que s’ha vist que estaria dirigit per Gal-4 (Delacour et
al. 2005, Stechly et al. 2009 i Delacour et al. 2009). Per analitzar el paper de la glicosilacio sobre
I'activitat del transportadors hCNT3, les cel-lules HT-29 van ser tractades amb castanospermina,

un alcaloide que bloqueja les N-glicosilacions durant les modificacions post-traduccionals
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d’algunes proteines o amb 1-benzil-2acetamido-2-deoxi-b-D-galactopiranosid (GalNAc(a)-O-
bn), que és un inhibidor de les O-glicosilacions. Segons s’observava la Figura 31A, els dos tipus
de glicosilacions eren essencials per I'activitat d’hCNT3 ja que la inhibicié d’aquests processos
provocava una disminucié significativa de la seva activitat transportadora. Addicionalment, es
va voler demostrar si aquesta disminucié de la funci6 d’'hCNT3 es correlacionava amb una
disminucié de I'expressio de les dues proteines a la membrana plasmatica. Tal i com es demostra
a la Figura 31B i C, tant si s’inhibeix I'expressié de Gal-4, com si s’inhibeixen els dos tipus de
glicosilacions d’hCNT3, s’observava una disminucié significativa de la preséncia del

transportador en la membrana plasmatica.
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Figura 31. Rol de Gal-4 i de la glicosilacié sobre la localitzacié d’ hCNT3 a la membrana plasmatica. (A)
Les cel-lules HT-29 van ser tractades amb els inhibidors de la glicosilacié: castanospermina (125nM) o
GalNAc(a)-O-bn (2mM) durant 24h. Es mesura el transport de sodi depenent de citidina-[3H] (1uM, 1min)
per triplicat. Mitjana de 3 experminets independents. (B) S’extreuen les proteines de membrana de les
HT-29 sense cap tractament (Control), amb Gal-4 silenciada Gal-4 silenciada (siGal-4) o tractades amb
castanospermina (125nM) o GalNAc(a)-O-bn (2mM) per analitzar-les mitjancant un Western blot per
detectar hCNT3, Gal-4 i Na*/K*-ATPasa al. Es mostra un Western blot representatiu de 3 experiments
independents. (C) Densitometria dels 3 experiments independents, dades normalitzades al control
(100%). Es mostra la mitjana + SEM per cada condicid. *P<0.05; **P<0.01
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Aquests resultats demostraven que la N-glicosilacié era essencial per tal que Gal-4 pogués
interaccionar amb glicoproteines. D’aquesta manera s’assegurava la seva endocitosi, per
finalment realitzar el seu ordenament a la membrana apical juntament amb hCNT3. Les
galectines son una familia de proteines d’unio a carbohidrats amb una especificitat per aquelles
glicoproteines que contenen senyals de reconeixement N-acetil-lactosamina. Els N-glicans, més
que els O-glicans, contenen aquests senyals de reconeixement N-acetil-lactosamina, fet que
seria consistent amb I’efecte menys clar que provoca la inhibicié de les O-glicosilacions observat
en aquest estudi (Figura 31C). S’ha demostrat que el paper dels N-glicans en |'ordenament
depenent de Gal-4 de glicoproteines cap a la membrana apical a la linia cel-lular HT-29 és crucial

(Morelle et al. 2009), resultats que corroborarien els resultats obtinguts.

4.2 Efecte de Galectina-4 en la localitzacié d’hCNT3

Es sabut que, en la linia cel-lular HT-29, Gal-4 és sintetitzada i alliberada majoritariament per la
part apical de la cel-lula, per tant, és necessaria una via endocitica de reciclatge a través de la
membrana apical pel correcte manteniment d’aquelles proteines transmembrana que
requereixin de Gal-4 per ser glicosilades (Stechly et al. 2009). Per determinar si I'efecte de Gal-
4 sobre el transportador hCNT3 depen del pool de Gal-4 que és secretada i posteriorment
endocitada o depen d’un altre pool citosolic, es va mesurar I’activitat d’"hCNT3 en HT-29 després
de tractar aquestes amb o sense lactosa durant 4h a 37°C, un lligant conegut de les galectines
gue competeix amb Gal-4. La Figura 32 mostra com la lactosa feia disminuir significativament
I'activitat d’hCNT3 i I'addicié de Gal-4 extracel-lular podia revertir la disminucié d’activitat
provocada per la lactosa i fins i tot augmentar el transport respecte la condicié control. Quan
s’estudiava I'activitat d’hCNT3 en una situacio en la qual hi havia lactosa i Gal-4 extracel-lular, la
part de l'activitat del transportador corresponent a la maduracié per Gal-4 es veia bloquejat per

la preséncia de lactosa.
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Figura 32. Rol de Gal-4 en 'ordenament i retencié d’hCNT3 a la membrana plasmatica. Es van sembrar
cel-lules HT-29 i després de 24h es van tractar amb lactosa (30mM), en presencia o abséncia de Gal-4
(5pg/mL) durant 4h i finalment es va mesurar el transport sodi depenent de citidina-[3H] (1uM, 1min) per
triplicat. Mitjana de 3 experiments independents +SEM. *p<0.05, **p<0.01

Com a control negatiu es va utilitzar la sacarosa ja que aquesta no interacciona amb les
galectines, i es va poder observar que aquesta no tenia cap efecte sobre I'activitat d’"hCNT3
(resultats no mostrats). Aquest resultat suggeria que la proteina Gal-4 extracel-lular induia
significativament la funcid del transportador, recolzant la idea que el procés d’endocitosi de Gal-

4 té un paper principal sobre la regulacié d’hCNT3.

Tots aquests resultats suggereixen que la proteina hCNT3 depén, almenys, de dos pools de Gal-
4, un que un cop és sintetitzat es localitza intracel-lularment al citosol i a la membrana
plasmatica i un altre que pot ser exocitat i posteriorment endocitat per tal de tornar a la
membrana. Ambdds podrien regular I'activitat d’"hCNT3, tal i com ja s’ha descrit per altres
glicoproteines en les quals Gal-4 és la responsable del trafic cap a membrana (Stechly et al.

2009).

Com ja hem comentat i hem pogut observar a la Figura 26, les galectines sén proteines
citosoliques que manquen de senyals que les dirigeixin cap al reticle endoplasmatic i tampoc sén
glicosilades, indicant que no maduren a través del sistema reticle endoplasmatic-aparell de
Golgi. No obstant aquestes proteines es troben al medi extracel-lular (Barondes et al. 1994)
(Hughes 1999). Es sabut que les cél-lules del colon, particularment la linia cel-lular HT-29, pot

secretar Gal-4 (Stechly et al. 2009). Els resultats obtinguts en aquest estudi sdn consistents amb
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el concepte que la Gal-4 secretada pot ser, en part, la responsable de I'efecte observat sobre
hCNT3 en el seu ordenament cap a membrana. Ja que aquest trafic es veu bloquejat per la
lactosa, un conegut lligant de les galectines, a més, el trafica membrana augmenta amb I'addicio
de Gal-4 al medi extracel-lular. Sota I'Gltima condicid, I'augment de I'activitat d’'hCNT3 es veu

reduida a nivells basals quan es co-incuben les cel-lules amb lactosa.

Addicionalment, com ja s’havia demostrat préviament, la Gal-4 citosolica també tenia un paper
important en el trafic d’hCNT3 a la membrana. Ja que, en aquest sentit, quan es silenciava
I’expressié de Gal-4 s’observava una disminucié de I'expressié del transportador a la membrana
cel-lular (Figura 31B). A més, en les condicions de silenciament de Gal-4 es produia una
disminucié del transport d’hCNT3 d’un 70% aproximadament. No obstant, quan es tractaven les
cel-lules amb GalNAca-0O-bn o lactosa (inhibint la via de reciclatge de la Gal-4) no s’observava
aquesta disminucié tant marcada de I'activitat hCNT3. Aquest resultat suggeria que la proporcio
de Gal-4 citosolica jugava un paper important en I'activitat d’hCNT3 a la membrana plasmatica.
En aquest sentit, s"ha descrit un altre cas el qual la interaccié de Gal-9 amb el transportador de
glucosa GLUT2 augmenta la retencié del transportador a la membrana plasmatica (Ohtsubo et
al. 2005). De manera similar, els resultats obtinguts fins al moment mostrarien que la interaccié
de Gal-4 amb I’extrem N-terminal podria afectar a la vida mitja del transportador a la membrana

plasmatica.

Amb I'objectiu de seguir validant el paper de Gal-4 sobre el transportador, es van analitzar els
nivells proteics d’hCNT3 a la membrana plasmatica 24h després d’inhibir la sintesi de proteines
amb cicloheximida en condicions basals i silenciant I'expressié de Gal-4 (Figura 33). Després
d’aquest tractament s’observava que els nivells d’hCNT3 endogen en la membrana plasmatica
disminuien molt lentament, anticipant una vida llarga d’aquesta proteina, resultats que
coincideixen amb altres estudis del grup realitzats amb models cel-lulars que eren transfectats

amb hCNT3 (Errasti-Murugarren et al. 2009).
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Figura 33. Rol de Gal-4 en I'ordenament i retencié d’hCNT3 a la membrana plasmatica. (A) Les cél-lules
HT-29 van ser transfectades transitoriament amb siRNA especifics de Gal-4 (58155 i S8154 a 200nM cada
un) o un siRNA aleatori com a control negatiu a 200nM. Després de 48h, les cél-lules van ser tractades
amb cicloheximida (10ug/mL) i es va afegir Gal-4 (5ug/mL). Les proteines de membrana es van extreure
en punts diferents desde 0 a 24h i es va analitzar I'expressié d’hCNT3 per Western blot. Es mostra un
experiment representatiu de 3 experiments independents. (B) Densitometria de 3 experiments
independents. Valors normalitzats al control (100%) i es mostren les mitjanes + SEM de cada condicié.
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 respecte I'expressi6 d’hCNT3 al punt inicial (sense cicloheximida).
*P<0.05; **P<0.01 respecte I'expressid d’hCNT3 a la membrana al mateix punt de temps en condicions
control. ¢ P<0.01 expressido d’hCNT3 a la membrana cel-lular respecte el mateix punt de temps en
condicions de silenciament de Gal-4.

El silenciament de Gal-4 provocava una acceleracid de la disminucié de la quantitat de proteina
expressada a la membrana, mentre que I'addicié de Gal-4 al medi revertia aquesta tendéncia
(Figura 33). La quantitat de la subunitat al de la proteina Na*/K*-ATPasa es va utilitzar com a
control endogen, el qual no es va veure alterat en les diferents condicions durant I’experiment,
resultat consistent amb la vida mitja que se li atribueix per aquesta proteina (Rajasekaran et al.

2004).

4.3 Efecte de Galectina-4 sobre I'activitat d’hCNT3 en cel-lules polaritzades

Per avaluar si I'efecte de Gal-4 sobre I'activitat d’'hCNT3 era, d’alguna manera, depenent de la
polaritat de la cél-lula, es va estudiar la localitzacié de les dues proteines a les HT-29 després de
que aquestes haguessin crescut en filtres transwell fins arribar a una confluéncia, la qual hagués
generat una barrera epitelial. Ambdues proteines colocalitzaven a la membrana apical (Figura
34A) i no es va observar immunofluorescencia d’'hCNT3 a la membrana basal. Conseqlientment,
I'activitat del transportador hCNT3 es va veure que estava associada majoritariament a la

membrana apical (Figura 34B), localitzacié esperada per la funcié fisiologica que té aquesta
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proteina. A més, tal i com mostra la Figura 34C, el silenciament de Gal-4 inhibeix especificament
el transport apical d’hCNT3. Aquests resultats suggeririen que Gal-4 seria la responsable de que
hCNT3 arribi correctament a la membrana apical d’una cel-lula polaritzada per poder dur a terme

la seva funcid.
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Figura 34. Rol de Gal-4 sobre hCNT3 en cel-lules HT-29 polaritzades. A) Imatges x-z de cel-lules HT-29
polaritzades cultivades en filtres transwell durant 10 dies. Les cél-lules van ser fixades, permeabilitzades i
es va immunodetectar Gal-4 i hCNT3 amb anticossos aGal-4 i Alexa Fluor 488 (verd) i thCNT3 i Alexa Fluor
(vermell). La imatge presentada és representativa del solapament de regions de verd i de vermell a la
després de I'analisi amb el software Image J. Es mesura el transport sodi depenent mediat per hCNT3 de
citidina-[3H] (1uM, 1min) en els compartiments apical i basolateral de cél-lules HT-29 polaritzades control
(sense tractament) (B) o en condicions de silenciament de Gal-4 (C). Es mostra la mitjana = SEM de 3
experiments independents mesurats per triplicat. **P<0.01

Altres estudis del nostre grup recolzen la idea que I'extrem N-terminal de les proteines hCNTs
contenent dominis essencials pel correcte ordenament i la insercié apical en epitelis polaritzats.
(Errasti-Murugarren et al. 2009, Pinilla-Macua et al. 2012 i Errasti-Murugarren et al. 2010a). No
obstant, els mecanismes concrets que regulen aquests processos segueixen sent desconeguts.
En aquest estudi s’ha pogut identificar Gal-4 com a proteina d’unié a hCNT3 i s’ha demostrar
que Gal-4 promou I'ordenament del transportador a la membrana plasmatica. A més, aquesta
és la primera demostracio directa que una lectina té un paper en trafic d’'un transportador cap

a la membrana plasmatica apical.
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4.4 Altres models cel-lulars

Fins al moment, s’ha estat treballant amb un Unic model cel-lular, les HT-29, pero es va voler
donar més solidesa a totes aquestes observacions i es va estudiar el cas de I'altra linia cel-lular
de colon, les Caco2. Com ja vam poder observar anteriorment, aquesta linia cel-lular no
expressava endogenament Gal-4 (Figura 24). Resultat que coincidia amb les dades obtingudes a
I’estudi de Satelli et al. 2011, on confirmaven que detectaven nivells de mRNA de Gal-4 molt

baixos, pero tampoc la podien detectar a nivell proteic.

Amb aquests resultats ens vam plantejar on es localitzava el transportador hCNT3 si les cel-lules
Caco-2 no presentaven Gal-4 que permetés la maduracid i el trafic d’"hCNT3 cap a membrana on
realitzar la seva funcié. Per tal de localitzar el transportador es va utilitzar la técnica de la
immunofluorescencia amb dos anticossos, un monoclonal generat al nostre laboratori
(Fernandez-Calotti et al. 2012) i un anticos comercial (Sigma-HPA024729). Les imatges que en
deriven d’aquesta tecnica no mostraven un senyal clar a la membrana plasmatica (Figura 35),
dada que coincidia amb la manca d’activitat d’hCNTs detectada en aquesta linia cel-lular. En
linies generals, la majoria de linies cel-lulars no retenen activitat hCNT ja que la seva expressio

és molt dependent de la diferenciacio cel-lular (Pastor-Anglada and Pérez-Torras 2018).

Caco-2 Alexa Fluor
488

hCNT3

Anticos Monoclonal Anticos Comercial

Figura 35. Immunocitoquimica d’hCNT3 a la linia cel-lulars de colon Caco2. Cel-lules de la linia Caco-2 va
ser fixada i permeabilitzada per la posterior deteccio de la proteina hCNT3 endogena amb dos anticossos
especifics per hCNT3: un anticds monoclonal general al nostre laboratori i un anticos comercial (Sigma-
HPA024729). En ambdds casos es va utilitzar I'anticos secundari Alexa Fluor 488 (verd). Es mostra la
imatge del control de I'anticos secundari en petit.

La linia cel-lular Caco-2 mancava, doncs, de Gal-4 perd a més, tampoc tenia una localitzacio a
membrana del transportador. Sabent que I'activitat d’"hCNT3 quan les cél-lules formaven una
monocapa en el cultiu cel-lular era practicament nul-la, es va intentar detectar algun tipus
d’activitat relacionada amb els transportadors concentratius de nucleosids realitzant un

creixement polaritzat de les cel-lules Caco-2. Ja que es va pensar que si el transportador hCNT3

86



Resultats i discussid

no era capac d’arribar a la membrana plasmatica quan les cel-lules creixen en monocapa, fer-les
créixer en transwell era una opcié per redirigir el trafic dels transportadors cap a membrana ja
que la seva activitat depen d’epitelis diferenciats i mostren una relacié amb la polaritzacio de la
cél-lula generant un flux vectorial del transport de substrats. Pero tampoc es va poder detectar
una activitat dels transportadors concentratius de nucleosids en aquestes condicions (resultats

no mostrats).

En general, els models cel-lulars que retinguin I'expressié dels transportadors de nucleosids i,
més important, que retinguin la seva funcid sén molt limitats, limitacié constant que ens trobem
alhora de treballar amb aquest tipus de proteines, ja que I'expressid d’hCNT, com ja hem
comentat, és altament dependent de I'estat de diferenciacié de la linia cel-lular utilitzada. En
principi, si no es detecta una activitat a la membrana plasmatica (ni apical, ni basolateral)
implicaria que el transportador no es trobaria situat a la membrana i que per tant, es localitzaria
al citosol. Aquest fenomen semblaria ocdrrer a la linia cel-lular Caco-2, aixi com també li passa a
les cel-lules primaries de LLC, les quals expressen hCNT3 majoritariament al citosol (Mackey et

al. 2005 i Fernandez-Calotti et al. 2012).

Per ultim, basant-nos en els resultats obtinguts amb la linia cel-lular HT-29, els quals
demostrarien que Gal-4 esta implicada en el trafic d’'hCNT3 cap a membrana, es va estudiar si
I'activitat d’hCNT3 podia emergir en les Caco-2 després de I'addicié de Gal-4. Per aquest
proposit, s’incubaren les cél-lules durant 4h amb Gal-4 humana recombinant (5ug/mL) 24h hores
després de sembrar les cél-lules. Els resultats obtinguts mostraren que no existia cap activitat

relacionada amb els transportadors concentratius de nucleosids.

D’aquesta manera es podria anticipar que existiria algun defecte en el trafic del transportador
cap a membrana, tal i com s’ha suggerit préviament per les cél-lules de LLC (Mackey et al. 2005

i Fernandez-Calotti et al. 2012).
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5 Implicacié en la clinica

5.1 Transport de 6-MP per hCNT3 en HT-29

Com ja s’ha comentat préviament, hCNT3 és el transportador amb més capacitat concentrativa
i amb una amplia selectivitat de substrat. Es per aixd que pot ser el responsable del transport de
molts farmacs derivats de nucleosids com les tiopurines, utilitzades pel tractament de malalties
inflamatories intestinals (en el cas que ens correspon en aquest treball, la malaltia de Crohn).
Per demostrar que el transportador hCNT3 era capac de transportar 6-MP en les cél-lules HT-29,
inicialment es va monitoritzar I'habilitat d’aquesta tiopurina per inhibir el transport de citidina
mediat per hCNT3 (Figura 36A), el qual se sap que és mediat exclusivament per hCNT3 en la linia
cel-lular HT-29 (Figura 27). La ICso de la inhibicio d’'hCNT3 per 6-MP que es va trobar, en les
cel-lules HT-29, va ser de 124 + 5uM.
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Figura 36. Rol d’hCNT3 en el transport de 6-MP. (A) Es mesura el transport de citidina-[3H] (1uM, 1min)
en les HT-29 en preséncia de diferents concentracions de 6-MP, en un medi amb clorur de sodi o clorur
de colina. El transport de mediat per hCNT3 es calcula com la diferencia de transport obtingut en ambdds
tipus de medi. Valors normalitzats respecte el transport en abséncia de 6-MP i expressats com la mitjana
de quadriplicats + SEM de 3 experiments independents. (B) Transport directe de 6-MP-[**C] (1uM, 1min)
en les HT-29 en abséncia (control) i presencia de floridzina (200uM). Resultats normalitzats en
percentatge. Mitjana + SEM de 5 experiments independents, cada un realitzat en quadruplicat.
***p<0,001

Seguidament, es va voler comprovar si aquest valor per la ICsp obtingut es veia alterat quan es
silenciava I'expressié de Gal-4. Pero ens vam trobar que I'activitat residual obtinguda era massa
baixa per permetre el calcul del valor ICso (resultats no mostrats). Aixo era degut, probablement,

al fet que al no tenir Gal-4 el transportador no podia madurar, arribar a membrana i realitzar la
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seva funcié. A més, s’ha de tenir en compte la dificultat que representa mesurar |'activitat
especifica dels transportadors concentratius de nucleodsids. Ja que aquesta mesura de transport
dels hCNTs no es pot fer directament, sind que requereix de dues mesures de transport
independents de les quals s’ha de restar un valor de I'altre: el que prové del medi amb colina

(activitat ENTs) del obtingut amb el medi que conté sodi (activitat ENTs i CNTSs).

Posteriorment, es va analitzar el transport de la tiopurina marcada radioactivament amb triti i
es va comprovar que aquest quedava totalment inhibit per floridzina, un farmac que bloqueja
I'activitat d’hCNT3 (Errasti-Murugarren et al. 2007) (Figura 36B). Tot i que la floridzina no
inhibeix especificament hCNT3, aquesta era la isoforma que presentava més activitat a les HT-
29 i per tant, la interaccié amb les altres dues isoformes (hCNT1 i hCNT2) era poc probable que
succeis o si succeia seria un transport practicament negligible. En aquest cas, també es va provar
el transport de 6-MP sota condicions on Gal-4 es trobava inhibida i, consistent amb el que em
comentat anteriorment, després de silenciar I'expressié de Gal-4, no es va observar un transport
de 6-MP mediat per hCNTs (resultats no mostrats), segurament per les mateixes causes

mencionades préviament.

Aquests resultats suggerien doncs, que I'entrada de 6-MP a la linia cel-lular HT-29 es produia

majoritariament pel transportador hCNT3.

S’ha descrit que Gal-4 té un paper en la patogénesis de les IBD. Concretament s’ha vist que Gal-
4 estimula la diferenciacié de les cel-lules T CD4* de ratolins amb colitis per produir IL-6, una
citocina inflamatoria que contribueix a la progressio de la malaltia. A més, I'administracié d’un
anticos contra Gal-4 a ratolins, els quals han desenvolupat una malaltia intestinal inflamatoria,
reprimeix el desenvolupament de la malaltia (Hokama et al. 2004). No obstant, la informacid
sobre el paper que juga Gal-4 en les malalties inflamatories intestinals presenta controveérsia, ja
qgue l'estudi de Paclik et al. 2008 mostra que Gal-4 redueix la secrecid de citocines pro
inflamatories, com ara la IL-7. A més, s’ha vist que Gal-4 millora la inflamacié de la mucosa,
indueix l'apoptosi de cél-lules T de la mucosa i disminueix la secrecié de citocines pro
inflamatories en un model experimental de colitis. Conseqliientment Gal-4 modula la inflamacié
intestinal. De fet, Gal-4 s’ha proposat com un nou agent anti-inflamatori que pot ser
terapeuticament efectiu en malalties on es trobi alterada la proliferacid i apoptosi de les cel-lules

T, com ocorre a les IBD (Paclik et al. 2008).

L'adenosina, que és una peca clau en la regulacid de les respostes inflamatories, és un substrat
preferent del transportador hCNT3 i, paradoxalment, 6-MP s’ha vist que exerceix el seu efecte

terapeutic en malalties inflamatories, almenys en part disminuint la concentracié intracel-lular
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d’ATP i augmentant els nivells d’adenosina extracel-lulars (Cronstein et al. 1999). El fet que
aquest efecte sigui el resultat del bloqueig d’'hCNT3 i la seva dependéncia en |'expressio de Gal-

4 és una hipotesi que necessitaria més estudis.

Va ser precisament en aquest context, que per Ultim, vam estudiar si aquesta interaccié entre
Gal-4 i el transportador hCNT3 podia tenir alguna relacid en la clinica. Considerant que s’ha vist
gue la mucosa inflamada altera I'expressié genica en les malalties inflamatories intestinals
(Wojtal et al. 2009, Jahnel et al. 2014, Gerich and McGovern 2014, Llopis et al. 2009 i Pérez-
Torras et al. 2016), ens vam preguntar si els nivells de Gal-4 i hCNT3 podien estar alterats en un
teixit inflamat de colon en pacients de Crohn. Per dur a terme aquest estudi, es va analitzar
I’expressid proteica d’hCNT3 i Gal-4 de 6 mostres de colon inflamat obtingudes de pacients amb
la malaltia de Crohn i de 10 mostres de teixits sans obtinguts d’una seccié de colon no afectada
en pacients que tenien cancer colorectal. Tot i que la variabilitat de I'expressié d’hCNT3 era molt
elevada en les mostres de colon inflamat, Gal-4 mostrava una expressié més homogeénia i fins i
tot significativament més elevada que I'observada en les mostres de teixit de colon sa (Figura

37).
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Figura 37. Expressio de Gal-4 i hCNT3 en mostres de colon huma aillades de 6 pacients amb la malaltia de
Crohn i 10 mostres de colon sa. L'expressio de proteines va ser analitzada mitjancant Western blot i
guantificada per densitometria. Es mostren els punts individuals de les mostres procedents de teixit sa i
de Crohn. **P<0.01

En termes generals, es podria concloure que, tot i haver una inflamacid, I'expressio de Gal-4 i

hCNT3 no es troba alterada en pacients amb la malaltia de Crohn, de manera que el tractament
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mitjancant tiopurines no es veuria afectat ja que el sistema per captar el farmac es trobaria

intacte (Fernandez-Calotti et al. 2012).

En resum, el nostre treball en relacio aquest capitol de la tesi suggereix que |'expressio de Gal-4
en cel-lules de colon pot modular la localitzacid i la retencié del transportador de nucleosids
hCNT3 a la membrana apical. El transportador hCNT3 pot ser un transportador de nucleobases
rellevants en farmacologia com la 6-MP, tot i que la interaccié entre les mercaptopurines amb
les proteines hCNTs necessita més estudis. Consistent amb els nostres resultats, el silenciament
especific d” hCNT3 en la linia cel-lular MOLT4 resultava en una disminucié significativa de
I’entrada de la 6-MP (Fotoohi et al. 2006). D’aquesta manera, Gal-4, a través de la seva interaccio
amb hCNT3, no només podria controlar el flux de nucleosids a través de I'epiteli, sind que també
regularia I’entrada d’analegs derivats de nucleosids anti-inflamatoris, com la 6-MP, actualment
utilitzat pel tractament de les IBD. Conseqiientment, sembla que la interaccié entre Gal-4 i
hCNT3 semblaria crucial per la correcta insercid i retencié del transportador a la membrana
apical dels colonocits, i podria, eventualment, determinar la biodisponibilitat i la

farmacodinamica d’aquest farmac.

L'expressié del mRNA de transportadors de nucleosids farmacologicament rellevants s’ha vist
alterada en el colon de pacients amb la malaltia de Crohn o colitis ulcerativa (Wojtal et al. 2009),
toti que no s’han realitzat analisis a nivell proteic. Aixo és clinicament important per determinar
si I'expressio d’hCNT3 i Gal-4 és, almenys, retinguda en una mucosa inflamada. Els resultats de
la present tesi mostren que, a part d’haver una elevada heterogeneitat pel que fa a I'expressid
de proteines entre diversos pacients amb la malaltia de Crohn, I'expressié de Gal-4 i hCNT3 no
es veu disminuida significativament. Aquests resultats anticiparien la relacié funcional i la
integritat d’aquest sistema en mucoses inflamades, convertint aquestes proteines possibles

dianes terapéutiques.

91






CAPITOL 2

ADENOSINA
QUINASA






Resultats i discussid

1 Introduccio

Amb la identificacié de Gal-4 a la linia cel-lular HT-29 com a proteina d’interacciéo d’hCNT3 vam
poder demostrar que el transportador hCNT3 requeria d’'una maduracié post-traduccional que
li permetia arribar a la membrana plasmatica on realitzar la seva funcid. No obstant, la interaccié
amb Gal-4 no permetia anticipar cap nova funcié pel transportador. Es per aixd que es va voler
estudiar si el transportador hCNT3 no només internalitzava nucleosids, sind si podia, a més,
regular I'entrada d’aquests provocant a la cel-lula un efecte biologic diferent. Amb altres
paraules, el fet de trobar una proteina que interaccionés amb hCNT3 ens va permetre
hipotetitzar que darrera del transportador hi hagués un interactoma, és a dir, altres proteines

d’unié amb aquest aportant a la cél-lula nous mecanismes de regulacié.

Estudis previs del grup havien demostrat que I'acid trans-retinoic (ATRA) incrementava I’activitat
del transportador hCNT3 augmentant el seu trafic cap a la membrana plasmatica en un model
de leucemia limfatica cronica (LLC), la linia cel-lular MEC1. Aquest mecanisme era mediat per
I'accié de TGF-B1, el gen del qual era transcripcionalment activat per ATRA d’una manera
depenent de p38. TGF-B1 actuava a través de I'activacié d’ERK1/2 i de la GTPasa RhoA per tal de
promoure el trafic del transportador a la membrana (Fernandez-Calotti and Pastor-Anglada
2010). La Fludarabina, un analeg de nucleosids, ha sigut durant molt de temps el tractament
utilitzat pel tractament de la LLC (Keating et al. 1989 i Elter et al. 2006). Resultats previs del grup
demostren que les cél-lules primaries de LLC co-expressaven hENT1, hENT2, hCNT2 i hCNT3, tot
i que lI'acumulacié de Fludarabina es produia majoritariament, perd no exclusivament, pels
transportadors de tipus ENTs (Molina-Arcas et al. 2003). Pel que fa els transportadors
concentratius, només hCNT3 podia transportar Fludarabina (Pastor-Anglada et al. 2004). A més
es va demostrar que el tractament de la poblacié de pacients resistents a la Fludarabina amb
ATRA promovia el trafic d’'hCNT3 a la membrana cel-lular, incrementant aixi el transport del
farmac, i com a conseqiiéncia augmentava el seu efecte citotoxic (Fernandez-Calotti and Pastor-

Anglada 2010 i Fernandez-Calotti et al. 2012).

Per totes aquestes evidéncies es va considerar que les cel-lules primaries de LLC podien ser una

bona opcié com a font de proteines candidates d’interaccié amb el transportador hCNT3.

95



Resultats i discussid

2 Identificacid de proteines candidates

2.1 Assaig pull-down

Es va seguir el mateix procediment que el realitzat al capitol 1, és a dir, un pull-down amb
I’extrem N-terminal del transportador hCNT3 fusionat a la proteina GST, pero en aquest cas, la
font de proteines provenia d’'un homogenat de cel-lules primaries de LLC. En aquest cas, les
mostres provinen de pacients amb LLC de I'Hospital Clinic de Barcelona, les quals havien estat

facilitades amb el consentiment dels seus pacients.
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Figura 38. Electroforesi bidimensional de proteines provinents de cél-lules primaries de LLC amb tincié de
plata. Tira IPG 24cm gradient (pH) 3-10. (A) GST pull-down utilitzant I’extrem N-terminal d’hCNT3. Cada
spot va ser numerat i analitzat per MALDI-TOF. En aquesta figura es destaquen les proteines candidates
obtingudes més rellevants. (B) Control negatiu del GST pull-down utilitzant GST sense unir-hi
covalentment la cua N-terminal d’"hCNT3.
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Tal i com s’observa a Figura 38, es van separar les proteines per punt isoeléctric i pes molecular
per tal d’identificar cadascuna d’elles. Els resultats obtinguts van ser analitzats per protedmica

mitjancant un analisi per espectrofotometria de masses MALDI-TOF.

2.2 Proteines candidates

D’aquests resultats van sorgir multitud de possibles proteines candidates les quals es van
estudiar fins a trobar les tres que semblaven tenir més relacié amb el transportador. Aquestes
proteines van ser: [I'Adenosina Quinasa (ADK), la Fosforibosil ~Aminoimidazol
Succinocarboxamida Sintetasa (PAICS o ADE2) i el Canal d’Anions depenent de Voltatge (VDAC-
1).

PAICS és una proteina bifuncional que catalitza el sise i seté pas de la sintesi de novo de
purines (Figura 3), generant SAICAR com a producte de la reaccio el qual és metabolitzat
per I'enzim Adenilsuccinat Liasa (ADSL) formant AICAR. L’ADSL és un enzim que
s’inhibeix per AMP, que és el producte natural de la reaccié enzimatica catalitzada per
I’ADK (Pedley and Benkovic 2017). Com ja s’ha comentat a la introduccid, PAICS forma
un complex multiproteic amb d’altres proteines, anomenat purinosoma, per tal de fer
més eficient la via metabolica que catalitza (An et al. 2008). El purinosoma, doncs,
actuaria com un metabold, la formacié del qual es produiria quan hi hagués baixes
concentracions de purines al medi extracel-lular o durant la progressio del cicle cel-lular
per tal de suplir les necessitats de nucleosids purinics (An et al. 2008 i Chan et al. 2014).
Per tant, PAICS i la seva possible interaccid amb un transportador de nucleosids podria
tenir un sentit biologic per la cél-lula ja que hCNT3 podria actuar com un sensor per
PAICS de manera que aquest enzim pogués coneixer |'accessibilitat de nucleosids

purinics, activant-se en el cas d’'una demanda de nucleosids.

Els canals d’anions depenents de voltatge (VDAC) sén una classe de canals ionics situats
a la membrana mitocondrial externa, una membrana que actua com un filtre molecular
per soluts hidrofilics ja que és molt permeable tot i que no permet el pas de moléecules
amb un pes molecular elevat. Aquesta permeabilitat esta causada per la preséncia
d’aquestes proteines anomenades VDAC, de I'anglés Voltage-Dependent Anion-selective
Channel (Schein et al. 1976 i Benz 1994). Considerem la possibilitat que una proteina
mitocondrial pugui estar interaccionant amb un transportador de nucleodsids, que
s’expressa a la membrana plasmatica, ja que existeix un debat sobre si aquests canals

també es podrien trobar a la membrana plasmatica (De Pinto et al. 2010 i Sabirov and

97



Resultats i discussid

Merzlyak 2012). Esta ben establert que VDAC actua com un canal anionic i com una
proteina scaffold a la membrana mitocondrial, per tant, és seductor pensar que VDAC
també pugui tenir aquesta funcid d’ scaffold a la membrana plasmatica. Aquests efectes
podrien venir donats per la propia proteina o per la seva associacié amb altres proteines.
Com ocorre al mitocondri, VDAC a la membrana plasmatica podria tenir el potencial per
unir-se a un ampli ventall d’altres proteines de membrana i depenent dels complexes

formats podrien realitzar funcions diferents (De Pinto et al. 2010).

L'adenosina quinasa (ADK) és una fosfotransferasa activa en forma de monomer que
catalitza la fosforilacié d’adenosina a adenosina monofosfat (AMP) utilitzant I’ATP com
a donador del fosfat inorganic, encara que altres nucleodsids purinics trifosfat també
poden actuar com a donadors, com ara el GTP (Park and Gupta 2008 i Rotllan and Miras
1985). L'ADK, que té una Ky baixa (40nM), és I'enzim majoritari que metabolitza
I’'adenosina en condicions basals, amb I'objectiu de mantenir els nivells d’adenosina
baixos (Boison et al. 2010). D’aquesta manera, |'expressido d’ADK és més elevada en
aquells organs, en particular fetge i placenta (Andres and Fox 1979), que tenen unes
necessitats majors d’eliminacié metabolica de I'adenosina (Finkelstein and Martin
1986). D’altra banda I’Adenosina Deaminasa (ADA), I'altre enzim capa¢ de metabolitzar
I’'adenosina, té una Ky tres ordres de magnitud més elevada (70 uM) que I’ADK. Per tant,
aquesta ruta metabolica només s’activa quan els nivells d’adenosina sén molt elevats
com per exemple, en una situacié patologica on I'activitat d’ADK es trobi saturada
(Boison et al. 2010). En definitiva, 'ADK és I’enzim principal encarregat de regular
homeostaticament les concentracions d’adenosina extracel-lular. Concentracions que
han d’estar molt ben regulades ja que s’ha demostrat que en models animals d’epilépsia
i isquemia I'ADK és un element clau per mantenir les concentracions d’adenosina i per
tant, és un enzim que emergeix com una diana terapeutica per afavorir Ia
neuroproteccié (Pignataro et al. 2007 i Pignataro et al. 2008). Tot i aixi, és sabut que
I’ADK té altres funcions com la de facilitar les reaccions de metilacié. L'adenosina és un
producte final obligatori de les reaccions de transmetilacié, que impliquen la
transferencia d’un grup metil provinent de S-adenosilmetionina (SAM) a un grup metil
acceptor (per exemple etanolamina o DNA) resultant amb la formacié de SAH, que
alhora pot ser hidrolitzat en adenosina i homocisteina. De manera important, les
reaccions de transmetilacié només es poden mantenir quan I'‘adenosina és
constantment eliminada per I’ADK (Mato et al. 2008). En canvi, si I'adenosina no

s’elimina constantment a través d’ADK, I'equilibri termodinamic recau favorablement a
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la formacié de SAH, que és un potent inhibidor de les reaccions de transmetilacid. La
deficiencia d’ADK en ratolins causa una esteatosi hepatica neonatal i una mortalitat
postnatal temprana (Boison et al. 2002).

El principal substrat de I’ADK, I'adenosina, és hidrofilic i per tant requereix de sistemes
de transport especifics per permetre el seu transit a través de la membrana plasmatica.
S’ha descrit que tant les proteines hENT com hCNT2 i hCNT3 realitzen aquest transport
(Thorn and Jarvis 1996, Podgorska et al. 2005 i Pastor-Anglada et al. 2018). A més, s’ha
vist que en colangiocits existeix una comunicacié entre els transportadors i receptors
d’adenosinai I’ATP, el seu precursor extracel-lular natural. Aquesta comunicacié influeix
en la distribucid i regulacid dels transportadors en aquest tipus cel-lular i provoca una

modulacié en la fisiologia del colangiocit (Godoy et al.2014).

En conjunt, totes aquestes dades ens van portar a escollir 'ADK com la primera proteina
d’interaccié amb el transportador hCNT3 a ser estudiada. Aquesta unié podria tenir un efecte
biologic en la cel-lula afectant d’alguna manera I'eficiencia d’entrada d’adenosina, aixi com la
seva fosforilacid, per tal de regular els nivells extracel-lulars d’aquest nucledsid. Es important
destacar que, la proteina PAICS també va ser considerada una bona candidata per interaccionar
amb el transportador hCNT3. Per aquest motiu, es va desenvolupar tot un projecte paral-lel amb

aquesta proteina dins del marc d’una altra tesi doctoral del grup (Tesi Doctoral Liska Caviedes).
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3 Validacié bioquimica

3.1 Assaig pull-down dirigit

Amb I'objectiu de comprovar que I’ADK estigués interaccionant amb el transportador hCNT3 es
va realitzar un GST pull-down dirigit. S'incuba el mateix homogenat proteic de cel-lules primaries
de LLC amb la proteina recombinant GST-N-t-hCNT3 i com a control negatiu es va incubar la
proteina GST sense unid al N-t-hCNT3. Després es va realitzar un Western blot per,
posteriorment revelar-lo especificament i directament contra I’ADK, ja que gracies a |'analisi
proteomic, sabiem que hCNT3 hauria d’arrossegar ADK durant el pull-down. Tal i com es mostra

a la Figura 39 vam poder confirmar la unié d’ADK amb el domini N-terminal del transportador.

Extracte LLC

GST
N-t hCNT3 GST

ADK

Figura 39. Validacié de la interaccié d’hCNT3 amb ADK per pull-down dirigit. La proteina recombinant
GST-N-t-hCNT3 es va incubar amb un homogenat de cél-lules primaries de LLC i com a control negatiu, la
proteina GST sense unir-la covalentment a N-t-hCNT3, que també es va incubar amb el lisat de LLC. Les
proteines que van quedar unides es van eluir, separar per electroforesi SDS-PAGE i es va revelar ADK en
un Western blot. Es mostra un blot representatiu (n=2).

3.2 Model cel-lular

Per escollir un model cel-lular amb el qual continuar els nostres estudis es van analitzar els nivells
endogens d’ADK que presentaven cadascuna de les linies cel-lulars. Es van estudiar tots aquells
models cel-lulars que, segons estudis previs del laboratori, van mostrar tenir activitat d’"hCNT3.
Com s’observa a la Figura 40, I'expressioé d’ADK era depenent de la linia cel-lular en qliestio. Es
va poder observar que totes les linies cel-lulars presentaven un doblet a excepcié de la linia
cel-lular HT-29 que practicament no expressava ADK, fet que també vam poder comprovar per

PCR a temps real (resultats no mostrats).
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Figura 40. Expressié endogena d’ADK en diferents linies cel-lulars. S’analitzen els nivells proteics de
diferents linies cel-lulars mitjangant un Western blot. MEC1 i MEC2: Linies derivades de LLC /
HEK293pcDNA i HEK293hCNT3: Cél-lules embrionaries de ronyd huma, la segona expressa establement
hCNT3 / HT-29: Adenocarcinoma de colon. S'utilitza la tubulina com a control de carrega. (n=2)

Les linies cel-lulars MEC1 i MEC2 es van obtenir d’'un mateix pacient amb leucémia limfatica
cronica en dues ocasions diferents al llarg de la malaltia. Després de ser caracteritzades, es van
definir com a un bon model per investigar la biologia de la LLC (Stacchini et al. 1999). Sén dues
linies fenotipicament diferents i reflecteixen la progressid clinica de la malaltia. Mentre que
MEC1 s’obté abans del periode més agressiu, MEC2 s’origina un any després (Rasul et al. 2014).
Al comprovar que ambdues linies cel-lulars expressaven ADK i presentaven activitat d’hCNT3,
les vam considerar un bon model per seguir el projecte amb elles. En concret vam utilitzar MEC1
ja que era la linia que fenotipicament compartia diverses caracteristiques amb les cel-lules de
LLC ex vivo (Rasul et al. 2014). HEK293 també va ser un model utilitzat en aquest capitol ja que
préviament el nostre grup havia creat una linia de HEK293 que expressava establement el
transportador hCNT3. Una eina molt preuada degut a la dificultat de detectar I'activitat dels
transportadors de nucleodsids en molts dels models cel-lulars. Per ultim, les HT-29 es van analitzar
ja que és una linia cel-lular d’adenocarcinoma de colon, la qual va ser utilitzada per I'estudi de
la interaccid entre Gal-4 i hCNT3. Pero tal i com es veu a la Figura 40 aquesta linia no expressava

practicament ADK i per aquest motiu no es va considerar un bon model.

Aquest doblet de I’ADK del qual parlem a I’hora de caracteritzar les diferents linies cel-lulars
(Figura 40) demostra el que ja esta descrit a la bibliografia, que aquest enzim presenta dues
isoformes: ADK-curta o ADK-S (38.7kDa) i ADK-llarga o ADK-L (40.5kDa) en cél-lules de mamifer
(McNally et al. 1997). Les dues isoformes son identiques a excepcié dels aminoacids codificats
pels primers exons on I’splicing d’aquests primers exons amb la resta d’exons del gen d’ADK
doéna lloc a les dues isoformes (Cui et al. 2011). Les dues isoformes sén funcionalment actives i
no presenten diferencies significatives pel que fa les seves propietats cinetiques (Sakowicz et al
2001 i Sahin et al. 2004). Inicialment estudis basats en algoritmes que predeien la localitzacié
subcel-lular de les proteines segons les similituds en les seves seqiéncies, especulaven que les

dues isoformes d’ADK es trobaven al citoplasma (Nakai and Horton 1999 i Sakowicz et al 2001).
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No obstant, un estudi recent va identificar una localitzacié subcel-lular especifica d’ambdues
isoformes d’ADK. Mitjangant un analisi d'immunofluorescéncia, les cél-lules de mamifers que
només expressaven la isoforma ADK-L mostraven un marcatge nuclear. Mentre que les cél-lules
que expressaven les dues isoformes tenien una tincid tant nuclear com citoplasmatica. La
seqiencia N-terminal de la isoforma llarga contenia un grup d’aminoacids conservats
(PKPKKLKVE) i quan el parell d’aminoacids KK d’aquesta seqliencia era substituit per AA o AD, es
perdia la localitzacié nuclear. Aquests resultats suggerien que ADK-L contenia una nova
seqiiencia d’'aminoacids que actuaria com una senyal de localitzacié cap a nucli (Cui et al. 2009).
S’ha vist que les dues isoformes d’ADK s’expressen de manera diferent en diversos teixits de
mamifers. Mentre que les dues isoformes estan presents a ronyo, fetge, pulmad i pancrees, hi ha
una predominanca de I’ADK-L al cervell i I’ADK-S es troba majoritariament a la glandula adrenal,
melsa i tim. Al teixit cardiac i muscular només s’expressaria I’ADK-S (Cui et al. 2011). El significat
funcional d’aquest patré d’expressid de les dues isoformes als diferents organs no s’ha

determinat i requereix de més estudis.

Per comprovar si aquestes dues bandes observades al Western blot de la Figura 40 eren
efectivament les dues isoformes d’ADK, es va silenciar transitoriament ADK mitjangant un siRNA
especific d’'una zona comuna de les dues isoformes de la seqliencia d’ADK. Es transfecta la linia
cel-lular HEK293-hCNT3 i a les 48h i 72h es mesuraren els nivells de silenciament per mitja d’una
Western blot (Figura 41A). A més, es va estudiar si aquesta disminucio a nivell proteic també es
traduia en el RNA missatger. Com es pot veure a la Figura 41B, a 48h des de la transfecciéo amb
el siRNA d’ADK es va aconseguir la disminucié del mRNA. Amb totes aquestes dades, es va poder
confirmar que I'anticos estava reconeixent especificament ADK i a més, érem capagos de
detectar les dues isoformes de la proteina ADK tal i com esta descrit a la bibliografia ja que al

inhibir la seva expressio es veia com disminuien els nivells de proteina.
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Figura 41. Comprovacio de I'eficiéncia del silenciament d’ADK a la linia cel-lular HEK293. (A) Western
blot d’ADK després de silenciar ADK amb un siRNA especific (siADK) a diferents concentracions (100nM,
200nM i 400nM) a 48h o 72h després de la transfeccié. Western blot representatiu de 2 experiments
independents. Es compara amb cél-lules sense tractament (Control) i amb cél-lules transfectades amb un
siRNA aleatori a 200nM (Control siRNA). (B) RT-PCR dels nivells d’expressié del mMRNA d’ADK a 48h després
de la transfeccié amb el siRNA especific d’ADK a concentracions de 100nM, 200nM i 400nM. Dos controls
son utilitzats: ceél-lules incubades sense cap tractament (Control) i cél-lules incubades amb un siRNA
aleatori a 200nM (Control siRNA). Mitjana dels experiments (n=5 Control negatiu i 100nM, n=3 200nM i
n=2 400nM) * SEM ***P<0.05 i ****P<0.001.

Cal remarcar, que el fet de tenir aquestes eines ens serviran per poder validar I'impacte
funcional de la interaccié entre ADK i hCNT3 ja que tot i no silenciar la totalitat de la proteina,

s’arriba a silenciar un 80% de la quinasa.

3.3 Co-immunoprecipitacio i co-localitzacio

3.3.1 Co-immunoprecipitacio

Posteriorment es va decidir continuar amb la validacié bioquimica de la interaccié entre ADK i el
transportador hCNT3. Per no allunyar-nos massa del model on es va detectar I’ADK, es va decidir
utilitzar la linia cel-lular MEC1, derivada d’un pacient amb LLC, per realitzar una co-

immunorpecipitacié amb els nivells endogens de les dues proteines d’interes.
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La immunoprecipitacié de les proteines endogenes en MEC1 no sortia prou neta i, per intentar
millorar els resultats, es van anar modificant diversos punts del protocol com ara el tipus i
concentracié de detergent utilitzat, el tipus i volum de les microesferes de sefarosa o I’anticos

utilitzat per la immunoprecipitacié d’ADK.

A IP: GADK B IP: GADK
Proteina __Anticos A SN Proteina__AnticosB SN
total ADK IgG ADK 19G total ADK IgG ADK IgG

= -

37 37 8
~mg
75 - W E— CcNT3 75 - i; " hCNT3

Figura 42. Co-immunoprecipitacié dels nivells endogens d’hCNT3 i ADK a la linia cel-lular MECL1.
Extractes proteics de MEC1 van ser immunoprecipitats amb dos anticossos diferents per ADK: Anticos A
(A) i Anticos B (B). Seguidament es realitza un Western blot contra ADK i hCNT3. Com a control negatiu
(IgG) es van incubar els homogenats de MEC1 amb anticossos IgG. Es mostren els sobrenedant (SN) de
totes les condicions. (n=1)

Fins que al final, les millors condicions obtingudes es poden observar a la Figura 42A. Es pot
veure que amb l'anticos “A” s’immunoprecipitava ADK perdo no podiem detectar el
transportador. En canvi a la Figura 42B es pot veure com I'anticos “ B” era capag de precipitar
ADK i a més, podiem detectar el transportador de forma tenue. Tot i aixi, els controls negatius

de la Figura 42 no sortien nets i, per tant, encara s’havia de millorar la co-immunoprecipitacio.

Tot i ser uns resultats molt preliminars, a I'analitzar les seqiiencies dels epitops que reconeixien
cadascun dels dos anticossos, podem veure que cada anticos és especific d'una regié de la
proteina. Concretament I'anticos A reconeix I'extrem C-terminal, en canvi, I'anticos B reconeix
el N-terminal. Aquesta diferencia d’especificitat dels anticossos podria explicar el fet que en
unes condicions som capacgos de co-immunoprecipitar hCNT3 (Figura 42B) i en I'altra no (Figura
42A). Es més, es podria postular que la regié d’ADK que interacciona amb el transportador es
troba entre els 100 primers aminoacids de la proteina ja que és |'epitop que reconeix I'anticos
B. No obstant, no van ser uns resultats concloents ja que els controls negatius realitzats amb les

IgG van sortir positius, per tant, podriem estar veient inespecificitats.

Cal dir que els anticossos disponibles limiten molt aquesta aproximacié, especialment pel que fa
a la idoneitat dels anticossos contra proteines de membrana, ja que aquestes es troben en un
ambient lipidic de forma natural i al solubilitzar-les per poder detectar-les mitjancant anticossos,
pot océrrer que l'epitop no quedi igual de disponible per I'anticos, o que siguin epitops

estructurals i al solubilitzar-les es perdin.
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Per aquest motiu es va decidir canviar d’estrategia, de manera que, enlloc de detectar el
transportador directament, es va generar una proteina de fusié d’hCNT3 unit a un tag que
utilitzariem posteriorment per la seva deteccié mitjancant un anticos especific pel tag. Per fer-
ho, pero, es va haver de canviar el model cel-lular per una linia cel-lular que tingués un
creixement en monocapa per tal de facilitar la transfeccié de les cél-lules (cal recordar que les
MEC1 tenen un creixement en suspensid). Es van escollir diferents models cel-lulars dels quals
es troben les HEK293 per la seva elevada eficieéncia en la transfeccid i per la seva baixa expressio
del transportador hCNT3, la linia cel-lular HT-29 ja que va ser el model d’estudi per validar la
interaccio amb Gal-4 i vam creure que podia ser que en aquest model també es produis la
interaccido amb ADK. | finalment les NP-9, una linia cel-lular derivada de pancrees que havia estat
caracteritzada i utilitzada per altres projectes relacionats amb el transportador hCNT1. A més,
sabiem que no expressava hCNT3, per tant, al no presentar nivells endogens, no interferiria en

les transfeccions que poguéssim fer.

Primerament, per posar a punt el protocol es va realitzar una transfecciéo amb el gen GFP (Green
Fluorescent Protein) amb diverses concentracions de lipofectamina (métode quimic escollit per
la transfeccid) i els diferents models cel-lulars per tal d’obtenir les millors condicions de
transfeccio per cada una de les linies. Tal i com es demostra a la Figura 43A, la linia cel-lular que
responia més eficientment a la transfeccio era la linia HEK293, seguit de les HT-29 i essent les
NP-9 les menys eficients. Un cop escollides les condicions optimes es va transfectar el vector
pcDNA3.1 (+) que contenia la proteina de fusio hCNT3-HA a les linies cel-lulars: HEK293, NP-9 i
HT-29 seguint les condicions obtingudes anteriorment per cadascuna de les linies. Seguidament,
es va immunoprecipitar la construccié hCNT3-HA amb un anticos anti-HA i es va poder veure per
Western blot que recuperavem el transportador hCNT3 (Figura 43B). En les HT-29 es va haver
de saturar més la imatge per poder veure que realment haviem immunoprecipitat el
transportador (Figura 43C). Per tant, fins aquest punt érem capagos d’arrossegar el
transportador mitjancant un anticos especific pel tag que portava la proteina. La dificultat va
venir quan intentavem veure si en aquesta immunoprecipitacié havia co-immunoprecipitat ADK.
Al revelar el Western blot contra ADK, que té un pes molecular d’'uns 40kDa, ens vam trobar que
les cadenes pesades de les immunoglobulines utilitzades per immunoprecipitar hCNT3
emmascaraven la zona on haviem de detectar ADK. Fet que queda demostrat quan al carril del
control negatiu (IgG), consistent en una immunoprecipitacio realitzada amb IgG de conill (no

especifiques d’'hCNT3) també apareixia aquesta banda entre 40-50kDa (Figura 43B).
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Figura 43. Co-immunoprecipitacié d’hCNT3-HA i ADK endogena en les linies cel-lulars HEK293, HT-29 i
NP-9. (A) Imatges corresponents als controls de transfeccié amb GFP de les linies cel-lulars HEK293, HT-29
i NP-9. Condicions optimes de transfeccid per les HEK293 i NP-9 2uL de lipofectamina i per les HT-29 3uL
de lipofectamina a 48h. (n=1) (B) Immunoprecipitacié d’"hCNT3-HA amb un anticos a-HA amb la deteccid
posterior d’"hCNT3 i ADK. Com a control negatiu (IgG HEK293) es transfecta la linia cel-lular HEK293 amb
les IgG de I'espécie on es va generar I'anticos anti-HA (conill). (n=4) (C) idem que al panell B amb la
diferéncia d’obtenir una imatge més exposada.

En veure que ni amb els nivells endogens de les proteines d’interes a la linia cel-lular MEC1, ni
sobreexpressant el transportador per detectar-lo mitjangcant un tag, havien resultat amb una
validacié bioquimica de la interaccié satisfactoria, vam decidir desenvolupar una tercera
estrategia. Es va decidir sobreexpressar les dues proteines que es volien estudiar en un model
cel-lular que es pogués transfectar facilment, com és la linia cel-lular HEK293. De tal manera que
es va clonar ADK amb el tag myc al vector pcDNA3.1(+) i va ser transfectat, juntament amb

hCNT3-HA, a la linia cel-lular HEK293.

Aixi com la proteina de fusid hCNT3-HA ja estava disponible al laboratori, ADK-myc es va haver
de crear de nou. La seqliéncia del gen ADK es va obtenir de I'empresa DNASU, un diposit de
plasmidis. A la seqliencia d’ADK se li va fusionar el tag myc, dissenyant un parell de primers, un
dels quals portava la seqiiéncia del tag myc, tal i com es mostra a la Figura 44. Finalment,
I’addicié de dues dianes de restriccid permetrien clonar el gen d’ADK al vector d’expressio

pcDNA3.1(+).
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BamHI
tcgGGATCCATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGATGACGTCAGTCAGAGAAAATAT
TCTCTTTGGAATGGGAAATCCTCTGCTTGACATCTCTGCTGTAGTGGACAAAGATTTCCTTGAT
AAGTATTCTCTGAAACCAAATGACCAAATCTTGGCTGAAGAC (...) GCTTTTGCTGTCTTGGATC
AAGACCAGAAAGAAATTATTGATACCAATGGAGCTGGAGATGCATTAATTAGACGGACTGGCTG
CACCTTTCCTGAGAAGCCAGACTTCCACTAGTCTAGAact

Xbal

Figura 44. Seqlieéncia del gen ADK amb el tag myc. Esquema representatiu de la seqlieencia de nucleotids
corresponent a la proteina de fusi6 ADK-myc. Subratllat es mostren les dianes de restriccié utilitzades
(BamHIl i Xbal), en cursiva la seqiiencia d’ADK, en negreta els primers forward i reverse i destacat amb gris
la seqiiencia del tag myc.

Un cop es va comprovar per seqlienciacid que la proteina de fusi6 ADK-myc s’havia creat
correctament i no hi havia cap mutacid, es va procedir a la transfeccié d’aquesta proteina,
juntament amb I’ hCNT3-HA, a la linia HEK293. Les condicions escollides per dur a terme aquest
protocol en aquest model cel-lular van ser les determinades a la Figura 43. D’aquesta manera,
realitzant una immunoprecipitacié amb I'anticos especific contra HA, el tag del transportador,
es va poder demostrar que hCNT3 s'immunoprecipitava i que a més, podiem detectar ADK com
a resultat d’aquesta immunoprecipitacié. A la Figura 45 es pot comprovar com interaccionen
ambdues proteines, ja que al carril de la immunoprecipitacio (IP) s’observa la proteina hCNT3,
proteina contra la qual s’ha fet la IP i ’'ADK, que apareix com a proteina co-immunoprecipitada.
Podem dir que no és una unid inespecifica ja que s’utilitzen les IgG com a control negatiu i no

apareixen cap de les dues proteines d’estudi.

Proteina IgG HA
total SN P SN |P

-
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Figura 45. Co-immunoprecipitacié de les proteines de fusi6 ADK-myc i hCNT3-HA en HEK293. Extractes
proteics de HEK293 immunoprecipitats amb anticos contra el tag HA, seguit d’un Western blot revelat
contra myc (ADK) i HA (hCNT3). Les IgG son utilitzades com a control negatiu (IgG) de la
immunoprecipitacio. Experiment representatiu de n=5.

Per seguir demostrant aquesta interaccio es va realitzar la co-immunoprecipitacid inversa, és a
dir, arrossegar ADK amb el tag myc i observar si hCNT3 co-immunoprecipitava. A més, com que

no podiem descartar el fet que els tags poguessin interferir en la unié entre ambdues proteines,
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vam utilitzar la linia cel-lular HEK293 que expressava establement el transportador hCNT3
(HEK293-hCNT3), de manera que aixi eliminavem un dels tags. Tal i com es pot veure a la Figura
46A, immunoprecipitant myc (ADK) s’aconsegui veure una banda corresponent a hCNT3. Per
descartar que fos una interaccié inespecifica es va utilitzar una proteina (RNF41-myc), que és
sabut pel nostre grup de recerca que interacciona amb el transportador hCNT1 pero no hauria
de fer-ho amb el transportador de tipus 3 (resultats obtinguts en el marc d’una altra tesi doctoral
del grup (Tesi Doctoral Albert Viel). A la Figura 46B s’observa que hCNT3 no va ser arrossegat

quan es va immunoprecipitar RNF41 amb el tag myc.

myc B . myc
Proteina - Proteina
total SN IP total SN IP
100 ' 100
Rail s hCNT3 - —— hCNT3
75 e 75

50

- cm - ADK-myc 37| — — e | RNF41-myc

Figura 46. Co-immunoprecipitacié d’ADK-myc i hCNT3 en HEK293-hCNT3. Cel-lules de la linia HEK293-
hCNT3 van ser transfectades amb la proteina de fusié ADK-myc (A) o RNF41-myc (B). Seguidament,
s’obtenen els extractes proteics provinents de cadascuna de les transfeccions i s'immunoprecipiten amb
I’anticos anti-myc, seguit d’'un Western blot revelat contra myc (ADK (A) o RNF41 (B)) i hCNT3 (A i B). n=1.

Paral-lelament es va considerar interessant estudiar si aquesta interaccid entre ADK i hCNT3,
també es podia donar amb un altre tipus de transportador ja que quatre dels cinc transportadors
de nucleosids coneguts que s’expressen a la membrana plasmatica poden translocar adenosina
amb diferent especificitat (Taula 1). Els transportadors hENT3 i hENT4 també poden transportar
adenosina pero ho fan amb una menor afinitat, valors de Ky aparents de 2mM i 0.8mM,
respectivament (Taula 2). En principi, sembla logic, doncs, assumir que només aquells
transportadors que presentin uns valors de Kyv per I'adenosina dins del rang micromolar baix
podrien tenir un rol important en la modulacié dels nivells extracel-lulars de I'adenosina en
condicions fisiologiques. Tot i que els valors de les Ky aparents pels transportadors equilibratius
siguin més elevats que els dels transportadors concentratius, hi ha evidencies experimentals de
que hENT1 tindria un paper important en la modulacié dels nivells d’adenosina ja que diversos
treballs demostren que hENT1 és un transportador equilibratiu de nucleosids capa¢ de
transportar adenosina (Kretschmar et al. 2016). En concret s’ha vist que ENT1 té un paper clau
en la senyalitzacio purinérgica mediada per adenosina en diferents tipus cel-lulars i organs, com
ara les cel-lues HUVEC (de I'anglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells) (Farias et al. 2006),

fetge (Zimmerman et al. 2014), cor (Rose et al. 2011) i cervell (Nam et al. 2013).
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Es per aquest motiu que es va decidir estudiar si hENT1 interaccionava amb ADK, de la mateixa
manera que ho feia hCNT3. El model cel-lular utilitzat va ser la linia HEK293 la qual vam
transfectar amb ADK-myc o RNF41-myc utilitzat com a control negatiu ja que és una proteina
que s’uneix Unicament a hCNT1. El transportador hENT1 detectat, en aquest cas, va ser
I’endogen. Tal i com s’observa a la Figura 47 no vam obtenir resultats positius pel que fa la

interaccio entre hENT1 i ADK-myc.
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Figura 47. Co-immunoprecipitacio d’ADK-myc i hENT1 en HEK293. (A) i de RNF41-myc i hENT1 com a
control negatiu (B). Extractes proteics de HEK293 immunoprecipitats amb anticos contra el tag myc, seguit
d’un Western blot revelat contra myc (ADK o RNF41) i ENT1. Western Blot representatiu de 2 experiments.

Aquests resultats apuntarien que la unié d’ADK i hCNT3 seria especifica d’"hCNT3 i no per altres
transportadors que també tinguin com a substrat I'adenosina, com el transportador hENT1. Com
hem comentat, hENT1 i hCNT3 poden transportar adenosina, el que els diferencia és que hCNT3
és un transportador concentratiu i d’alta afinitat i hENT1, en canvi, és un transportador
equilibratiu amb menor afinitat per I'adenosina. Per tant, és facil pensar que per la naturalesa
d’aquest transportador, que actua de forma passiva i a favor de gradient de concentracions,
hENT1 tindria un paper d’entrada i sortida d’adenosina equilibrant la concentracié d’aquest
nucleosid dels dos medis, I'extracel-lular i I'intracel-lular. En canvi, hCNT3 al ser un sistema de
transport concentratiu i, per tant, tenir la capacitat de concentrar nucleosids a I'interior cel-lular,
podria tenir una regulacié més fina i pot ser, fins i tot, un paper en la senyalitzacié. Aixo podria
explicar el fet que ADK interaccionés especificament amb hCNT3 i no amb hENT1, per tal
d’aconseguir aquesta regulacié cel-lular comentada anteriorment. No obstant, no podem
descartar del tot que no es pugui donar aquesta interaccio ja que pot ser que sigui una unio
transitoria o que la técnica utilitzada no sigui prou sensible com perqué es puguin detectar les

proteines. Es necessitarien més estudis per acabar de confirmar aquests resultats.
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3.3.2 Co-localitzacié

Paral-lelament es va realitzar una immunocitoquimica per tal de comprovar si, tant ADK com
hCNT3, tenien la mateixa localitzacié cel-lular. Una interaccié entre dues proteines no es pot
validar dUnicament mitjancant aquest tipus d’assaig pero si que és una aproximacié més per
demostrar bioquimicament la unié de dues proteines, ja que esperariem que les dues proteines

gue estan interaccionant compartissin la mateixa localitzacié cel-lular.

Es va transfectar la linia cel-lular HEK293 amb les proteines de fusio HEK293-HA i ADK-myc i es
va realitzar una immunocitoquimica amb els anticossos especifics de cadascun dels tags que
porten les proteines d’interés. A la Figura 48 es pot veure com hCNT3 es trobava
majoritariament a la regid peri-nuclear i ADK tenia una localitzacié ubiqua tant al citoplasma
com al nucli. La localitzacié d’hCNT3 podria sorprendre ja que esperariem trobar-la a la
membrana plasmatica que és on realitza la seva funcié. Pero el fet de transfectar el
transportador es tradueix a que hi hagi una acumulacié d’hCNT3 molt elevada a l'interior
cel-lular i aixo no implica que hi hagi un major trafic de la proteina cap a la membrana. Per tant,
tot i que probablement si que hi hagi més proporcié del transportador respecte quan no
transfectes la cél-lula, tampoc podem esperar que hi hagi un gran augment de marcatge a la

membrana cel-lular.

hCNT3-HA ADK-myc Merge

Figura 48. Co-localitzacié d’"hCNT3-HA i ADK-myc. La presencia d’"hCNT3-HA i ADK-myc s’analitza a la linia
cel-lular HEK293 utilitzant anticossos contra HA i myc. Vermell (Alexa Fluor 594): hCNT3-HA; Verd (Alexa
Fluor 488): ADK-myc i Groc superposicié del vermell i del verd mostrant una co-localitzacié de les dues
proteines.

Al fer I'analisi de les imatges de la immunocitoquimica, vam poder observar que hi havia regions

on les dues proteines podrien estar co-localitzant (Figura 48), encara que, l'elevada
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sobreexpressio d’ambdues proteines dificulta extreure conclusions. Es per aixd que vam creure
convenient poder demostrar la co-localitzacio amb els nivells endogens de les proteines. El
seglient pas va ser buscar un anticos que, per immunocitoquimica, detectés especificament
I’ADK. A la Figura 49A podem observar que al inhibir I'expressié d’ADK amb un siRNA especific
(siADK) no disminuia la senyal en comparacié a les cél-lules sense tractar (Control) o a les
cél-lules tractades amb un siRNA aleatori (siRNA). A més, es va afegir una condicid
(lipofectamina) per comprovar que la lipofectamina, el metode quimic utilitzat per transfectar
els siRNA, no influia en els resultats. Per demostrar que la inhibicié de la proteina es produia
correctament, es va realitzar un Western blot on es podia observar que els nivells d’ADK es veien
significativament disminuits quan les ceél-lules es tractaven amb un siRNA especific (Figura 49B).
Per tant, no vam poder avancgar en aquesta aproximacio per seguir validant bioquimicament la

interaccio entre hCNT3 i ADK.

Control Control siRNA siADK lipofectamina
B Control
Control  siRNA siADK lipofectamina
| — — ADK
37
=5 i ' — Tubulina

Figura 49. Validacié de I’anticos d’ADK per immunocitoquimica. (A) Immunicitoquimica de la linia
cel-lular HEK293 utilitzant anticos contra ADK acoblat a un secundari Alexa Fluor 488 (verd). (B) La linia
cel-lular HEK293 va ser transfectada transitoriament amb el siRNA s1081 d’ADK a 100nM 72h (siRNA) o
amb un siRNA aleatori com a control negatiu (Control siRNA). Experiment representatiu de 3 experiments
independents. Control: cél-lules sense tractament; Control siRNA: cél-lules tractades amb un siRNA
aleatori; siADK: cel-lules tractades amb el siRNA especific d’ADK; lipofectamina: cel-lules tractades amb
lipofectamina sense cap siRNA.

Al veure que I'anticos utilitzat no era especific per ADK en els estudis d'immunocitoquimica, es
va decidir provar un altre anticos, tot i que el resultat que es va obtenir va ser el mateix (dades

no mostrades).
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4 VALIDACIO FUNCIONAL

Per seguir treballant en base a la hipotesi de la interaccid entre hCNT3 i ADK, també es va
intentar validar aquesta unid a nivell funcional. En aquest apartat s’han utilitzat diferents
estrategies, totes elles amb un Unic objectiu: poder determinar si la unié d’ADK afectava la funcio
del transportador. Concretament, la validacié funcional es va abordar abolint cadascuna de les
funcions de les dues proteines implicades per tal d’establir quin efecte podia observar-se en
alterar la seva interaccid. De manera que, es va silenciar i inhibir ADK i també es va delecionar
en diferents fragments I'extrem N-terminal del transportador hCNT3. A més, es va poder
comptar amb la col-laboracié del Dr. David Bartolomé de la Universidad Auténoma de Madrid

amb el que vam poder fer estudis d’electrofisiologia, que més endavant es detallaran.

4.1 Efecte del silenciament d’ADK en el transport d’hCNT3

4.1.1 Transport de citidina i uridina

Primerament es va silenciar I'expressid de la proteina ADK i es va mesurar l'activitat dels
transportadors hCNT2 i hCNT3 en els models cel-lulars de HEK293 que expressen establement
els transportadors, HEK293-hCNT2 i HEK293-hCNT3, respectivament. La primera linia cel-lular va
ser utilitzada com a control per demostrar que la unié d’ADK era especifica per a hCNT3 perd no

per a hCNT2.

Per estudiar I'activitat d’"hCNT3 i hCNT2 es van realitzar assajos de transport d’uridina (substrat
tant d’hCNT2 com d’hCNT3) i de citidina (substrat d’hCNT3). Es va mesurar I'entrada del
nucleosid marcat radioactivament amb triti en cél-lules en preséncia de sodi (NaCl), on actuaven
tant els transportadors equilibratius (hENTs) com els concentratius (hCNTs) i en un medi sense
sodi (clorur de colina) on només actuaven els equilibratius. Aixi la diferéncia entre les dues taxes
de transport corresponia a |'activitat dels transportadors de tipus concentratiu. Tots aquests
assajos de transport es van realitzar en condicions de silenciament d’ADK.

El primer que podiem destacar d’aquests resultats era que el transportador hCNT3 tenia una
taxa de transport d’uridina més elevada en comparacié al transportador hCNT2 (Figura 50A i B).
Aquest resultat es pot explicar per les Km que presenten ambdds transportadors per la uridina,

sent per hCNT2 de 116umol/L i per hCNT3 de 5.3umol/L (Taula 1). Per tant, vam poder
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corroborar que hCNT3 és molt més eficient pel transport d’aquest nucledsid en comparacié al
transportador hCNT2.

Pel que fa al silenciament d’ADK, es va aconseguir silenciar I'expressid proteica d’aquesta
proteina tal i com queda demostrat a la Figura 50D. A nivell funcional, pero, no es van obtenir
uns resultats concloents. No es van observar diferéncies significatives del transport d’uridina ni
de citidina per part d’hCNT3 (Figura 50A-C) en les dues condicions assajades, és a dir en
preséncia o absencia d’ADK. A més, per assegurar que aquesta interaccié es produia
especificament entre el transportador de tipus 3 i ADK, es va voler afegir un control on
s’avaluava el transport d’hCNT2 sota les mateixes condicions de silenciament d’ADK. Al esperar
una unié especifica entre hCNT3 i ADK, no esperavem canvis del transportador hCNT2 i aixi ho
demostrava la (Figura 50B). Per tant, aquests resultats ens indicaven que el fet de silenciar ADK
no condicionava l'activitat transportadora de la citidina ni de la uridina d’"hCNT2, perd tampoc
veéiem cap efecte sobre I'activitat d’hCNT3.
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Figura 50. Transport d’uridina i citidina mediat pels transportadors hCNT3 i hCNT2 en les linies cel-lulars
HEK293 que expressen establement hCNT2 i hCNT3. (A) Transport sodi depenent d’uridina [3H] d’hCNT3
(A) i d’hCNT2 (B) o citidina [3H] d’hCNT3 (C) en HEK293- hCNT3 i HEK293-hCNT2 amb el siRNA especific
d’ADK a 100nM 72h (siADK) o amb un siRNA aleatori com a control negatiu (Control). Mitjana de 3
experiments cadascun realitzat per quadruplicat £ SEM (n=3). (D) Silenciament d’ADK en HEK293- hCNT3
i HEK293-hCNT2 amb el siRNA especific d’ADK a 100nM 72h (siADK) o amb un siRNA aleatori com a control
negatiu (Control). Western blot representatiu de 5 experiments independents.
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Aquestes mesures de transport es van fer a 1 minut ja que, en base a estudis previs en altres
models cel-lulars, semblava que en aquest periode de temps ens trobariem en velocitat inicial.
Tanmateix, en ser aquest un model de sobreexpressio dels transportadors podriem no trobar-
nos en aquestes condicions i, per tant, enlloc de mesurar taxes inicials de transport, estariem
davant de mesures d’acumulacié de substrat, fruit probablement tant del transport com de les
seves primeres etapes de metabolitzacié. Per aquest motiu, en els posteriors assaigs de
transport ens vam plantejar canviar el temps de transport, reduint-lo de manera que ens

asseguréssim estar treballant en velocitat inicial.

4.1.2 Transport d’adenosina

Davant la possibilitat que qualsevol efecte sobre la funcié d’hCNT3 lligada al silenciament d’ADK
fos dependent de substrat, posteriorment es va decidir treballar directament amb adenosina ja
gue era el substrat tant del transportador com de la quinasa. A més, es va seguir treballant amb
la citidina com a control per estudiar I'especificitat de la interaccié d’ADK amb hCNT3, de manera
gue esperariem que qualsevol canvi en el transport d’adenosina per part d’hCNT3 no s’observés

en el transport de citidina ja que aquest nucledsid no és un substrat d’ADK.

Com ja s’ha descrit, no només els transportadors concentratius hCNT3 i hCNT2 sdn capacos
d’internalitzar I'adenosina, sind que la familia dels equilibratius també ho poden fer (Taula 2). A
més, aquesta familia pot extreure també I'adenosina al medi extracel-lular degut a la seva
bidireccionalitat en el transport. Es per aixd que, si voliem estudiar només l'efecte del
transportador hCNT3 en el transport d’adenosina haviem d’utilitzar un model que només
expressés aquest tipus de transportador ja que I'adenosina pot ser transportada per hCNT3,
hCNT2, hENT1 i hENT2. Tanmateix no es disposa d’aquesta eina de treball. De tal manera que es
va decidir treballar amb les HEK293 que expressaven establement hCNT3 (HEK293-hCNT3). Pel
que fa al transportador concentratiu hCNT2 que pogués haver al model escollit a nivell de mRNA
era insignificant en comparacio a la quantitat d’hCNT3 que expressava aquest model cel-lular. A
més la linia cel-lular HEK293-hCNT3 no presenta activitat d’'hCNT2 endogena, fet que ens
assegurava que el transport depenent de sodi que poguéssim observar vindria mediat per
hCNT3. En referéncia als transportadors equilibratius, pel seu tipus de transport bidireccional,
el rol que podien tenir a la cél-lula era el d’entrada i/o sortida de nucleosids. L’Gnica férmula per
eliminar la seva activitat endogena dins del model era inhibir-los amb un inhibidor especific com

és el dipiridamol.
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Es per aix0, que es va analitzar el transport de citidina, guanosina i uridina d’hCNT3 en preséncia
de dipiridamol. Es va realitzar un seguiment temporal (time course) de la quantitat de
radioactivitat associada a cadascun dels nucleosids utilitzats que era interioritzada per la cél-lula
a diferents temps: 15 i 30 segons, temps proxims a velocitat inicial i 5 minuts com a temps
d’acumulacid. Tal i com es pot veure a la Figura 51 tots els nucleosids presenten la mateixa
tendéncia d’acumulacié al llarg del temps, i a més, es produeix una acumulacié més elevada en

preséncia de dipiridamol.
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Figura 51. Transport de citidina, guanosina i adenosina amb preséncia o abséncia del inhibidor dels
transportadors equilibratius a la linia cel-lular HEK293-hCNT3. Transport de citidina-[3H], guanosina-[3H]
i adenosina-[3H] a diferents punts (15”-5’) en abséncia (barres negres) o en preséncia (barres grises) de
dipiridamol 10uM en la linia cel-lular HEK293-hCNT3. Mitjana de quadruplicats + SEM.

Aquesta demostracid confirma que, en el model cel-lular que estem treballant (HEK293-hCNT3),
el paper dels transportadors equilibratius és basicament el de sortida. Tenint en compte que
aquest model presenta una sobreexpressié d’un transportador capag d’internalitzar tant purines
com pirimidines (hCNT3) en contra de gradient, el paper dels transportadors equilibratius, pren
sentit que tinguin un rol majoritariament de sortida. Ja que aquest tipus de transportadors
només poden realitzar la seva activitat a favor de gradient, cal pensar que hCNT3 concentra a

I'interior cel-lular i els hENTs expulsen els nucleosids no fosforilats cap al medi extracel-lular.

Per tant, considerant que el rol que adquirien els transportadors equilibratius de nucleosids en
el nostre model era majoritariament el de sortida, tots els assaigs d’aqui en endavant s’havien
de plantejar amb la presencia de dipiridamol per tal d’identificar la seva contribucié en cadascun

dels experiments dissenyats.

Primerament es va silenciar ADK en un model HEK-293 que sobreexpressava el transportador
hCNT3. Per descartar la possibilitat que aquest silenciament pogués afectar I'expressié del
transportador i com a consequéncia, s’alterés la seva funcid, es van estudiar per Western blot
els nivells de proteina d’hCNT3 (Figura 52C) en condicions d’ADK silenciada. Vam poder
concloure que els nivells del transportador no es veien alterats significativament amb la inhibicié

d’ADK. Per tant, ADK no afectava negativament a hCNT3.
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A nivell funcional no es va poder veure una tendéncia clara sobre I'activitat dels transportador
hCNT3, ni un augment ni una disminucio de la seva activitat quan ADK es trobava silenciada. Ja
que els resultats obtinguts mostraven que cel-lules incubades amb un siRNA comercial com a
control negatiu (Control) no presentaven diferencies significatives en comparacié amb aquelles

cél-lules tractades amb el siRNA especific d’ADK (Figura 52A i B).
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Figura 52. Activitat del transportador hCNT3 en condicions de silenciament d’ADK a la linia cel-lular
HEK293 que expressa establement hCNT3. Transport d’adenosina (A) i citidina (B) en la linia cel-lular
HEK293-hCNT3. Es mostra la diferéncia del transport d’adenosina-[3H] o citidina-[*H] en medi ric en NaCl
(hCNTs+hENTSs) o medi colina (hENTSs), que correspon a I’activitat d’hCNTs. Mitjana de quadruplicats de 3
experiments independents + SEM. (C) Western blot del silenciament d’ADK 200nM 72h. Barres negres
(Control): cél-lules tractades amb 100nM d’un siRNA negatiu comercial / Barres grises (siADK): cél-lules
amb tractades amb 100nM d’un siRNA especific d’ADK (n=3).

Podia passar que no veiéssim cap canvi significatiu degut a que en aquestes condicions
tinguéssim I’ADK molt saturada. Cal tenir en compte que per realitzar aquests experiments de
transport es va utilitzar una concentracié d’adenosina d’1uM. Tenint en compte que la Ky d’ADK
és de 40nM, era més que probable que ens trobéssim davant d’un sistema saturat. Aixo podia
provocar que perdéssim sensibilitat per detectar les possibles diferéncies en I'eficiencia del
transportador per realitzar la seva activitat en funcié de si se silenciava o no I’ADK. També es
podia pensar que I'enzim responsable de fosforilar a la citidina pogués tenir un paper important

en el nostre sistema. Cal dir, pero, que la Ky de dCK per la citidina s’ha vist que és de 0.16uM i

per I'adenosina de 480uM en humans (Johansson and Karlsson 1995). Eficiencies molt
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allunyades en comparacié a la que té I’ADK per I'adenosina. Per tant, podriem assumir que tota
I’'adenosina que sigui transportada per hCNT3 sera fosforilada quasi exclusivament per ’ADK. A
més, aquestes dades explicarien perqué a la Figura 52A es pot veure com en la situacié control
hi ha una major acumulacié d’adenosina en presencia de dipiridamol i a la Figura 52B la citidina

no té una taxa d’acumulacio tant elevada en preséncia de I'inhibidor.

4.2 Efecte de la inhibicié d’ADK en el transport d’hCNT3

Paral-lelament, per seguir demostrant que la capacitat transportadora d’hCNT3 podia veure's
afectada en funcié de la preséncia o abséncia d’ADK, es va procedir a realitzar el mateix assaig
de transport pero en aquest cas utilitzant un inhibidor de I’enzim, la 5-iodotubercidina (5-ITU).
Aquest inhibidor té una estructura quimica molt similar a la de I'adenosina, fet que ens va fer
pensar que tant I'inhibidor com I'adenosina podrien competir pels transportadors de nucleosids.
Es per aixd que préviament a I'assaig de transport es van incubar les cél-lules durant 15 minuts
amb 5-ITU 200nM, ja que s’ha vist que a aquesta concentracio I’ADK es troba inhibida (Aymerich
et al. 2006), i en el moment de realitzar el transport la 5-ITU s’eliminava del medi per tal que
I'inhibidor no competis amb I'adenosina. La segona variable que haviem de controlar, com ja
hem comentat previament, era la preséncia dels hENTs en el nostre model cel-lular. Vam tornar
a afegir la condiciéd amb 5-ITU i dipiridamol i vam tornar a veure (Figura 53) que els hENTs tenien
un rol important en la sortida de nucleosids ja que I'efecte del dipiridamol en el model utilitzat,
la linia cel-lular HEK293-hCNT3, resultava en una major acumulacid tant d’adenosina com de
citidina dins la cel-lula degut al bloqueig dels transportadors equilibratius produit per aquest

inhibidor.
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Figura 53. Transport d’adenosina i citidina en preséncia de I'inhibidor d’ADK, 5-ITU, a la linia cel-lular
HEK293-hCNT3. Transport d’adenosina (A) i citidina (B) mediat per hCNT3 en cél-lules HEK293 que
expressen establement aquest transportador. Cel-lules tractades amb 5-ITU 200nM 15 minuts previs al
transport per inhibir I’ADK i amb dipiridamol 10uM en el mateix moment de realitzar el transport per
inhibir els transportadors equilibratius. Mitjana de quadruplicats de 5 experiments independents + SEM.
p<0.05%, p<0.01**
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A la Figura 53, en la situacié control, on ADK estava activa i per tant podia acoblar-se a hCNT3 i
on els hENTs podien exercir el seu rol de sortida, obteniem un transport d’adenosina de
127pmol/30s/mg proteina. Podiem assumir, doncs, que tota aquesta adenosina es trobava
fosforilada ja que quedava atrapada a la cel-lula pel fet d’haver estat fosforilada. De no haver-
ho estat, al tenir els hENTs sense bloquejar podria haver sortit i no ser detectada. Quan en
aquest sistema només inhibiem els hENTs i ADK seguia activa (i segons la nostra hipotesi unida
a hCNT3), obteniem un transport total de 162pmol/30s/mg proteina. Si assumim que d’aquests
162pmol/30s/mg proteina, podriem considerar que gran part dels 127pmol/30s/mg proteina
son els que fosforilara ADK, la resta, és a dir, 35pmol/30s/mg proteina no es trobaran fosforilats
i per tant podrien sortir per hENTS pero, en aquest cas, com que hENTS estan bloquejats, es

gueden a l'interior de la cel-lula i observem aquest augment al grafic de la Figura 53.

En la situacié on ADK estava inhibida per 5-ITU pero els hENTS no, el transportador hCNT3 (sense
tenir acoblada I'activitat d’ADK) era capac de transportar 107pmol/30s/mg proteina. Per tant, si
ho comparem quan hCNT3 esta acoblat a ADK, veiem que hCNT3 esdevé més eficient ja que en
aquesta situacid pot transportar 127pmol/30s/mg proteina (19pmol/30s/mg proteina més).
Quan a més a més de bloquejar ADK, bloquejavem també la sortida dels hENTS, el transport que
obteniem era de 180pmol/30s/mg proteina, assumim que 107pmol/30s/mg proteina d’aquests
son els que ha fosforilat el transportador amb I'eficiéncia que li correspon quan no esta unit a
ADK i la resta, 72pmol/30s/mg proteina és la part d’adenosina que queda sense fosforilar i

podria marxar de la cél-lula pero no ho pot fer perquée els hENTSs estan bloquejats.

Amb aquestes dades es podria deduir que quan el transportador hCNT3 esta unit a una ADK

funcional és més eficient per transportar adenosina.

No obstant, podriem pensar que aquest canvi en I'eficiencia del transportador no fos especific
per hCNT3 i adenosina i que també passés amb altres nucleodsids. Per demostrar-ho, es va fer el
mateix assaig utilitzant la citidina com a nucleosid ja que és substrat del transportador hCNT3
perd no d’ADK. A la Figura 53 el que vam poder observar és que el transport de citidina per
hCNT3 a la situacié control era practicament el mateix transport en comparacié amb la situacio
on s’inhibia ADK. Indicant-nos que el fet que ADK estigués inhibida no afectava la metabolitzacié
de la citidina. Quan s’inhibien els hENTs, també es va observar que la citidina quedava més
atrapada a la cel-lula. En aquest cas, a més, I'increment que es produia degut a la proporcié de
citidina que no era fosforilada pero no podia sortir de la cel-lula ja que els hENTS estaven
bloquejats era el mateix tant sila 5-ITU inhibia I’ADK com si no hi havia inhibidor. Aquestes dades

demostrarien que no hi havia una diferéncia tant evident en I'eficiencia de fosforilacié de la
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citidina en funcio si el transportador estava o no associat a I'activitat d’ADK. Es podria dir que,
per al cas de la citidina, I'acoblament funcional amb la seva quinasa natural, la desoxiciditina
kinasa (dCK), és probablement menor en condicions basals i, com era d’esperar, la inhibicio

d’ADK en cap cas afectaria I'activitat de dCK del nostre sistema.

En conjunt, tots aquests resultats ens ajuden a concloure que I'eficiéncia del transportador
augmenta quan aquest es troba acoblat a ADK i que per tant, la unié entre aquestes dues
proteines podria tenir un sentit funcional per la cél-lula. A més, aquesta unid respon
especificament a un nucleosid, I'adenosina, i no semblaria que altres nucleosids que no fossin
substrat per I’ADK responguessin a aquest augment en I'eficiéncia del transportador. També cal
tenir en compte que aquest transport estava mesurat a 30 segons, un temps molt curt que
potser no permetria a la cél-lula eliminar tota aquella adenosina que no fos fosforilada per ADK
quan aquesta es trobés inhibida. Fenomen que podria explicar perque la disminucié del
transport d’adenosina sota un bloqueig d’ADK fos tant lleu i que amb la preséncia de dipiridamol
no s’observés una baixada de la captacié d’adenosina més acusat. Aquestes observacions
suggerien un acoblament funcional entre hCNT3 i ADK perd no necessariament demostraria que

aquest acoblament impliqués una interaccié proteina-proteina directa.

Esimportant destacar que el fet de no trobar diferéncies en I'activitat d’hCNT3 quan silenciavem
ADK amb un siRNA pero trobar-les quan inhibiem ADK amb 5-ITU podria explicar-se pel fet que
el silenciament de I’expressié d’ADK no és del 100% i que per tant, la poca ADK que se segueixi
sintetitzant continui fent la seva funcié sobre el transportador i aixi no es pugui detectar cap
diferencia. Per altra banda, el fet de treballar amb un model que sobreexpressi hCNT3 pot fer
qgue I’ADK endogena no garanteixi que pugui unir-se a tots els transportadors sobreexpressats
(al punt 4.4.1 d’aquest apartat es realitzen experiments en relacié aquest aspecte). A més, s’ha
de tenir en compte que el que estem detectant sén diferéncies molt subtils. Hem d’assumir que
quan utilitzem l'inhibidor 5-ITU, estem inhibint tota I’ADK, inclosa la que es pogués trobar unida
al transportador, abans d’incubar les cél-lules amb I'inhibidor. | per aixdo, com que detectem
canvis molt subtils, I'inhibidor ens assegura una inhibici6 més completa (del 100%) i podem

acabar detectant petites diferencies en funcié de si I’ADK esta o no inhibida en el sistema.

4.3 identificacid dels residus del transportador hCNT3 implicats en la interaccié6 amb
ADK

Com a primera aproximacio, i donat que no sabem quin residu de I'extrem N-terminal estaria
interaccionant amb ADK, varem decidir generar diverses proteines hCNT3 delecionades en

aquest extrem. Per fer-ho ens vam basar en un treball previ del grup en el qual es va demostrar
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els residus implicats en I'ordenament del transportador cap a membrana, en el qual s’utilitzaven

proteines hCNT3 delecionades per I'extrem N-terminal (Errasti-Murugarren et al. 2010a).

Es van generar diversos mutants d’hCNT3 delecionant 25, 35, 49, 58 i 62 aminoacids de la regio
N-terminal (Figura 54). Mitjancant tecniques convencionals de biologia molecular, es van
dissenyar primers especifics per cada deleccié que permetessin la incorporacié de cadascuna de
les delecions a més de portar la seqliencia de les dianes de restriccié Hindlll i Smal per la

posterior clonacié en un nou vector.

nents 1 - (N - < 2
hCNT3-A25 26 - (N - < 0>

Figura 54. Resum de les diferents mutacions truncades realitzades a I’extrem N-terminal del
transportador hCNT3. Esquema representatiu dels truncats de I'extrem N-terminal d’"hCNT3 (residus 1-
102), sent hCNT3 la proteina completa i hCNT3-A25, 35, 49, 58 i 62 els truncats.

El vector utilitzat per expressar les diferents proteines truncades va ser el vector pEYFP que
incorporava la seqliencia del gen YFP (de I'anglés Yellow Fluorescent Protein) a I'extrem C-
terminal de la proteina. De tal manera que es generava una proteina de fusié amb el tag YFP,
etiqueta que ens facilitava la posterior deteccié de la proteina. El fet d’introduir-la a I'extrem C-
terminal no hauria d’alterar la interaccié que es produeix amb ADK a I'extrem N-terminal del
transportador. L'estratégia que voliem seguir era trobar un mutant que mantingués la seva
capacitat transportadora i aixi analitzar si la seqliéncia delecionada provocava la perdua del lloc
d’unié amb ADK i per tant, una alteracié de la capacitat transportadora d’hCNT3 pel fet que ADK
no estigués interaccionant. Per aquest motiu es van transfectar tots els mutants transitoriament
a la linia cel-lular HEK293 i es van analitzar tant la capacitat transportadora com la localitzacié

cel-lular de cadascun d’ells.

Tal i com es pot veure a la Figura 55 la localitzacié d’hCNT3, A25, A35 i A49 era majoritariament
de membrana, mentre que els mutants A58 i A62 semblava que tinguessin una major localitzacié
citoplasmatica en comparacié a la resta de mutants, tot i que també s’observava una

senyalitzacié de membrana.
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Figura 55. Localitzacié del transportador hCNT3 i els seus truncats en la linia cel-lular HEK293. HEK293
van ser transfectades transitoriament amb les construccions d’ hCNT3 complet i els diferents mutats

(A25,35,49,58,62) amb YFP. Passades 24 o 48h després de la transfeccid es van obtenir les imatges de

fluorescencia.

Paral-lelament es va analitzar la capacitat transportadora de cadascun dels truncats. Per fer-ho
es va analitzar el transport d’adenosina, substrat especific d’ADKi hCNT3 i el de citidina, substrat
Unicament d’hCNT3, 24 i 48 hores després de la transfeccid dels diferents truncats. La Figura 56
demostrava que els mutants que tenien una delecié més gran eren els que presentaven una

disminucié estadisticament significativa del transport d’adenosina i citidina.
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El primer que es podia veure és que cap proteina truncada perdia la capacitat total de
transportar nucledsids. Com ja s’havia descrit anteriorment, I'extrem N-terminal del
transportador no esta implicat en la unié del substrat (Loewen et al. 1999i Hamilton et al. 2001),
per tant, per molt que generem un truncat molt gran de I'extrem N-terminal, podrem seguir
detectant activitat d’"hCNT3. Aquests resultats reafirmen la idea que aquest extrem, que només
ha sigut adquirit pels eucariotes, pot aportar noves funcions reguladores al transportador sense
alterar la seva capacitat transportadora.

No obstant, les proteines que tenen una delecid més gran (A58 i A62) presenten una disminucié

del transport de citidina i d’adenosina (Figura 56).
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Figura 56. Capacitat transportadora dels truncats d’hCNT3 en comparacio a la proteina completa en la
linia cel-lular HEK293. Transport d’adenosina[3H] o citidina[3*H] en medi ric en NaCl (CNTs+ENTs) o medi
colina (ENTs). La diferéncia entre les dues taxes de transport correspon a I'activitat de CNTs. Transport
mesurat 24 o 48h després de la transfeccidé amb les construccions pEYFP-hCNT3 i hCNT3-A25,35,49,58,62.
Valors expressats com a la mitjana dels quadruplicats de 2 experiments independents + SEM.

Segons els resultats obtinguts en la immunocitoquimica (Figura 55) i basant-nos amb els estudis
esmentats anteriorment, aquesta disminucié del transport no ve donada per una incapacitat del
propi transportador sind perqué no hi ha una localitzacié majoritaria dels truncats A58 i A62 a
la membrana plasmatica. A més, aquests resultats coincideixen en gran mesura amb els
obtinguts en el treball del grup esmentat anteriorment (Errasti-Murugarren et al. 2010a). Segons

aquest treball, els truncats A58 i A62 estan mancats de la seqiliéncia que dirigiria el transportador
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cap a membrana ja que es va veure que ambdds truncats tenien una taxa de transport molt
menor en comparacio a la proteina completa. Concretament, el truncat A58 es trobava a la
membrana pero també hi havia part del transportador que quedava retingut al citoplasma i aixo
es traduia en una menor activitat d’"hCNT3 i per ultim, A62 que no es localitzava a membranai,
per tant, no s’observava activitat.

La caiguda d’activitat dels truncats més grans en aquest estudi és més gran que la que vam
observar amb els resultats de la present tesi. Aquestes diferencies poden venir donades perque
el model cel-lular utilitzat va ser diferent, sent les Hela la linia utilitzada en I’estudi i les HEK293,

el model d’aquest treball.

En tot cas, el fet destacat d’aquest assaig va ser que vam poder observar una diferéncia que es
produia en el transport d’adenosina pero no pel de citidina (Figura 56). Aquesta feia referéncia
al truncat d’hCNT3-A35 en el qual observavem un augment de la seva capacitat per transportar
adenosina, perd no per transportar citidina. Aquests resultats ens porten a pensar que el fet
d’eliminar la primera part de la seqiieéncia de I'extrem N-terminal del transportador podria
provocar un canvi conformacional de la proteina fent que ADK quedés millor acoblada a hCNT3.
Aixo0 faria que la unié entre ambdues proteines fos més eficient i, que per tant, es produis un
major transport d’adenosina. No obstant, caldria realitzar analisis estructurals més sensibles per

poder arribar a alguna conclusié més solida.

Tot i que la proteina de fusié es va dissenyar per tal que el tag YFP es trobés a I'extrem N-
terminal, extrem on es produeix la uniéo amb ADK, s’ha de tenir en compte que la seva seqiieéncia
podria afectar d’alguna manera al correcte funcionament del transportador. La seqliéncia
aminoacidica del YFP és de 238 aminoacids, una proteina molt gran que pot alterar el correcte
plegament del transportador i/o que dificulti o impossibiliti la interacci6 amb ADK. Com a
conseqliencia hem de ser conscients que, tot i haver detectat diferéncies significatives entre els
diferents truncats, potser no s’han pogut copsar totes o no s’ha pogut detectar la magnitud real

d’aquestes diferéncies degut a la preséencia de la proteina YFP.

4.4 Analisi de la interaccid entre ADK i hCNT3 en condicions de velocitat inicial

Cal tenir en compte que qualsevol linia cel-lular humana té el seu equilibri dins d’un context
lipidic de membrana que li permet funcionar correctament. Quan alterem aquest sistema
forgant la cel-lula amb elevades concentracions de determinats substrats o sotmeten la cel-lula
a diferents tractaments a temps més o menys prolongats podem perdre sensibilitat si el que

volem veure sén canvis molt subtils produits en conseqliéncia d’aquests tractaments. En el
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nostre cas, al treballar amb concentracions elevades dels nucledsids o mesurar I'activitat dels
transportadors a temps massa llargs que no estiguin dins de la velocitat inicial fa que perdem
sensibilitat en la mesura de I'eficiéncia del transport d’adenosina quan hCNT3 es troba o no
acoblat a ADK. En el cas de treballar amb concentracions elevades, probablement, fa que ADK
es trobi saturada i perdem sensibilitat ja que la gran quantitat d’adenosina que entra no pot ser
tota fosforilada ja que I’ADK té tots els seus llocs catalitics ocupats. | en referéncia al temps de
transport massa prolongat, aleshores no podem diferenciar si els canvis que podem evidenciar
son deguts a canvis en |'activitat del transportador o ja sén conseqiiéncia de la metabolitzacid

cel-lular.

Tots els resultats obtinguts fins al moment apuntaven cap a una interaccid entre el
transportador hCNT3 i ADK provocant un augment en |’eficiéncia del seu transport quan aquest
es trobava acoblat a I’ADK activa. Tot i aixi, tots els canvis observats eren molt subtils i ens
suggerien, doncs, que aquesta regulacié que provocava ADK sobre el transportador era molt
fina. Per aquest motiu es va decidir afinar més el model d’estudi, és a dir, es va decidir passar de
treballar a altes concentracions de nucleosids i a temps llargs de transport, a unes
concentracions més baixes i a temps més curts. Com ja hem comentat, d’aquesta manera
intentariem evitar la saturaci6 d’ADK i no deixariem temps a la cél-lula perque pogués

metabolitzar el substrat captat.

4.4.1 Model HEK293

Es va utilitzar el model cel-lular HEK293 el qual no sobreexpressava el transportador hCNT3, de
manera que vam transfectar aquestes cel-lules amb hCNT3, ADK o la combinacié d’ambdés
(ADK+hCNT3) amb l'objectiu de treballar amb les mateixes condicions per les dues proteines.
Com a control es van transfectar les cel-lules amb el vector pcDNA3.1(+) vuit, ja que era el vector
d’expressio on es trobaven clonats els gens hCNT3 i ADK. Seguint aquesta estratégia assumiem
que solucionariem el problema de tenir només una de les dues proteines sobreexpressades
(hCNT3, en el model cel-lular HEK293 que expressava establement hCNT3) i que no poguéssim
veure cap efecte significatiu perqué I’ADK endogen no pogués unir-se a tot el transportador

present a la cel-lula.

Sobre aquest nou model experimental, vam decidir treballar dos aspectes que creiem
importants: un era el temps i l'altre, la concentracio dels nucleosids durant el transport. Pel que
fa el primer, vam reduir el temps de transport de 30 segons a 10 segons ja que esperariem que

els efectes observats fossin més clars. En referencia al segon aspecte, vam disminuir la
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concentracié d’adenosina ja que creiem que, d’aquesta manera, I'enzim ADK no es trobaria

saturat.

Amb totes aquestes noves condicions es va analitzar la capacitat transportadora d’hCNT3 en
aquelles cél-lules que només expressaven hCNT3 o també coexpressaven ADK. Aquest transport
es va obtenir a través de la diferencia de la taxa de transport obtinguda en un medi amb sodi i
un medi sense sodi, assumint que tot el transport depenent d’aquest catié provenia d’hCNT3.
Vam poder veure com hi havia una tendéncia d’augment del transport d’adenosina en aquelles
cél-lules que expressaven les dues proteines (Figura 57A). Mentre que amb citidina no
s’observava aquest augment (Figura 57B). Dades que recolzen la idea que ja haviem observat
amb la inhibiciéd d’ADK per 5-ITU, que hCNT3 augmenta la seva eficiencia pel seu substrat,

I’'adenosina, en preséncia d’ADK.
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Figura 57. Transport d’adenosina en cél-lules HEK293 transfectades amb hCNT3 i hCNT3+ADK. Transport
d’adenosina als 10 segons en cel-lules HEK293 transfectades transitoriament amb ADK, hCNT3, la
combinacid dels dos o amb el vector pcDNA3.1(+) vuit (Control). Mitjana de triplicats de 2 experiments
independents + SEM

Es podria dir doncs que, acostant-nos a unes condicions en les que semblaria que estiguéssim
treballant a velocitat inicial, podiem copsar més facilment diferencies en I'activitat del
transportador hCNT3. Es per aquest motiu que es va decidir seguir treballant per aquest cami,
és a dir, amb unes condicions que ens permetessin detectar d’'una forma més fina I'efecte

fisiologic de la interaccio.

4.4.2 Electrofisiologia
Una de les particularitats dels transportadors de la familia genica SLC28 és que son electrogenics,
ja que I'entrada de substrat és depenent de I'id sodi i aquest provoca una despolaritzacid de la

membrana quan es realitza el transport. Per tant, |'activitat dels transportadors concentratius
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de nucleosids es pot mesurar també a través de I'electrofisiologia. La técnica, anomenada Two-
electrode voltage clamp, mesura la quantitat de corrent que s’injecta en les cél-lules per
mantenir sempre el potencial de membrana que I'experimentador determini. De manera que,
si el transportador és actiu, provocara una despolaritzaci6 de la membrana degut a la
internalitzacié de Na* i per tant, s’haura d’injectar corrent per poder recuperar el potencial de
membrana desitjat. Aquest corrent sera proporcional a I'activitat del transportador. Aquesta
tecnica permet realitzar registres continus dels transportadors a temps reals i a més, és molt
sensible. El fet que els transportadors hCNTSs siguin electrogenics ha permes que el grup pugui
caracteritzar-los transfectant-los en oocits de Xenopus laevis (Lostao et al. 2000, Larrdyoz et al.

2004 i Gorraitz et al. 2010).

Degut a que les dades obtingudes amb les linies cel-lulars humanes no van ser del tot concloents,
tot i que si mostraven una tendéncia, es van decidir continuar els estudis amb la col-laboracié
del Dr. David Bartolomé de la Universidad Auténoma de Madrid, per a poder realitzar estudis
d’electrofisiologia en oocits de Xenopus laevis. Per dur a terme aquests experiments es van
haver de subclonar les proteines d’estudi hCNT3 i ADK en un nou vector d’expressio, pBlueScript
SKII(+). Per estudis anteriors, el grup ja disposava del transportador hCNT3 clonat al vector, pero
s’havia de sintetitzar de nou la construccié amb ADK. Per assaigs anteriorment descrits, es
disposava d’ADK clonada al vector pcDNA3.1(+) amb les dianes BamHI i Xbal (Figura 44). El que
vam fer va ser utilitzar aquestes dianes per digerir pBlueScript SKII(+) i pcDNA3.1(+)-ADK,
alliberar el gen d’interés i lligar-lo al nou vector. Aquest vector permet la transcripcié in vitro del
gen de la proteina d’estudi, el nostre cas hCNT3 i ADK, per tal d’aconseguir el corresponent cRNA
gue posteriorment s’injecta als oocits. Per estudis previs on haviem estudiat I’electrofisiologia
d’aquests transportadors sabem que aquestes proteines s’expressen funcionalment bé a la
membrana de I'oodcit a partir de les 48h post-injeccidé (Gorraitz et al. 2010 i Larrayoz et al. 2004).
Amb aquest tipus d’aproximacié es mesuren corrents de sodi induides pel substrat, essent
determinacions a temps real de la velocitat inicial de transport. Aixi, es van realitzar una séerie
d’experiments per determinar si I'activitat del transportador es veia afectada d’alguna manera

qguan la cél-lula també expressava ADK.

Es va poder observar que a major concentracié d’adenosina o de citidina es traduia en una major
intensitat del corrent, per tant I'activitat del transportador era dosi-dependent. En el transport
d’adenosina, quan es coexpressaven tant hCNT3 com ADK la taxa de transport era major que
quan s’expressava Unicament el transportador (Figura 58). En canvi, al analitzar el transport de

citidina, s’observava que |'activitat d’hCNT3 era la mateixa estigués coexpressat amb ADK o no

126



Resultats i discussid

(Figura 58). Suggerint doncs, que la preséncia d’ADK activa convertia a hCNT3 a esdevenir un
transportador molt més eficient pel transport d’adenosina. Concretament la Ky aparent
d’hCNT3 per adenosina era de 12uM i en preséncia d’ADK baixava a 7.4 uM. Mentre que la Kv
aparent d’hCNT3 per la citidina es mantenia a 5.3uM i 5.9uM tant en abséncia com en preséencia

d’ADK, respectivament.
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Figura 58. Influéncia del potencial de membrana en la Imax en corrents induits per adenosina o citidina
en cel-lules de Xenopus que expressen hCNT3 o hCNT3+ADK. Corrents d’adenosina (A) i citidina (B) de
les condicions hCNT3 (n=14) Mitjana £ SD i hCNT3 + ADK Mitjana + SD (n=13) en oocits de Xenopus laevis.
p<0.05*

Amb aquests resultats podiem demostrar que aquesta interaccio entre les dues proteines tenia
una rellevancia fisiologica. En el cas de I'adenosina, s’observava que la Ky aparent disminuia en
aquells oocits que co-expressen hCNT3 i ADK, fet que no succeeia quan el substrat incorporat
era la citidina. Per tant, podriem dir que la preséncia d’ADK, en un sistema on predomina el
transport d’adenosina mediat per hCNT3, fa que I’afinitat del transportador per translocar
I’adenosina sigui aproximadament dos cops més gran que si no hi és aquest enzim. Mentre que
pel transport de citidina, la Km aparent d’hCNT3 es mantenia tant en presencia com en abséncia
d’ADK. Resultats que indicarien que aquesta és una interaccié especifica que afecta a un Unic

nucleosid: 'adenosina, substrat d’ADK i hCNT3.

A més, es va poder veure que la constant d’afinitat aparent (Kos) per 'adenosina en els oocits
gue només expressaven hCNT3 es mantenia independent del voltatge entre -90 i -150mV i
augmentava a 26uM aproximadament a -10mV. Aquesta tendéncia independent del voltatge
entre -90 i -150mV era la mateixa que seguien els oocits que expressaven hCNT3 i ADK, pero
sempre amb valors inferiors i la Kos només augmentava fins a 20uM aproximadment a -10mV
(Figura 59A). Aquests resultats seguirien en la mateixa linia que els anteriors, és a dir, que la

interaccid entre les dues proteines faria que el transportador fos més eficient a I’hora de
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translocar I'adenosina quan aquest es troba acoblat a I’ADK. En canvi, la Ko s per la citidina era la
mateixa en ambdds casos tant si els oocits només expressaven hCNT3, com si co-expressaven
ADK i hCNT3 (Figura 59A). Confirmant un altre cop que aquesta afinitat per 'adenosina és un

fet especific per aquest nucleosid, substrat de I’ADK, i no per d’altres, com la citidina.
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Figura 59. Influéncia del potencial de membrana en la Ko 5 en corrents induits per adenosina o citidina
en cél-lules de Xenopus que expressen hCNT3 o hCNT3+ADK. Dependéencia de voltatge en la Ko s de
I’adenosina (A) i la citidina (B) en oocits que expressen hCNT3 (linia negra) o hCNT3 + ADK (linia vermella).
p<0.05%*, p<0.01**, p<0.001**

Dit d’'una altra manera, una forta hiperpolaritzacié de la membrana plasmatica la Ko s disminuia
el transport d’adenosina i no el de citidina. Per tant, la sensibilitat per la citidina era més baixa
que la de l'adenosina. A més, si comparem aquesta disminucid de la Kos en el transport
d’adenosina on es coexpressava hCNT3 i ADK respecte quan només s’expressava hCNT3 es podia
observar que la primera condicié és molt més sensible ja que la disminucié de la Kos és
significativament més baixa (Figura 59A). Demostrant, un altre cop que lafinitat del

transportador per adenosina en preséencia d’ADK és major.

Aquests resultats es tornen a repetir utilitzant una altra aproximacié. A més despolaritzacié de
la membrana, s’obtenia més intensitat de corrent, i si ens fixavem amb els odcits que co-

expressaven les dues proteines, hCNT3 era capa¢ de generar més corrent, per tant, I'activitat
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del transport era major que en els oocits que només expressaven hCNT3. En canvi, pel que fa el

transport de citidina, no s’observaven diferéncies entre les condicions (Figura 59B).

En conjunt, els resultats d’electrofisiologia permeten concloure que hi ha un canvi en |'eficiéncia
del transportador per translocar especificament adenosina segons la preséencia o abséncia
d’ADK. Perd aix0 no implica que puguem detectar diferéncies significatives en els resultats
obtinguts mesurant el transport directe d’"hCNT3 (en condicions de silenciament d’ADK) (Figura
52), ja que, pot passar, per exemple, que aquesta interaccié afecti I'eficiencia de senyalitzacio
promoguda per ADK i no al transport intrinsec d’hCNT3. Un exemple clar de que més afinitat no
implica més activitat del transportador, seria el cas que es va descriure pel transport d’'hCNT3
d’uridina en preséncia de Na* o H*. Es sabut que hCNT3 pot utilitzar ambdés tipus de cations per
realitzar la seva funcio (Pastor-Anglada et al. 2008 i Young et al. 2013) i per electrofisiologia es
va veure que el corrent generat per uridina en presencia de H* era major que el de Na*, no
obstant, I'eficiencia del transport era més baixa amb H* (Gorraitz et al. 2010). Aixo podria
explicar perque els resultats basats en el transport d’hCNT3 no sén tant concloents com si ho
son els d’electrofisiologia. A més, s’ha vist que el transportador hCNT3 forma un homotrimer
creant un porus que reduiria la distancia de translocacié amb el substrat, tot i que és necessaria
més investigacid per determinar les conseqliéncies funcionals d’aquest fet (Stecula et al. 2017).
Aix0 també podria explicar perqué amb els assaigs de transport se’ns fa dificil detectar aquest
canvi en I'eficiencia del transportador per I'adenosina. Ja que el fet, per exemple, que hCNT3
porti un tag com per exemple, el YFP o el fet de delecionar part del transportador pugui afectar
al plegament correcte de la proteina i aixd comporti que no es puguin detectar diferéncies en la
seva activitat. Tot i que, finalment, disminuint la concentracié del substrat i el temps de
transport, si que vam poder detectar aquest canvi d’afinitat del transportador envers
I’'adenosina tal i com demostren també els assaig d’electrofisiologia.

Tots aquests resultats, ens porten a pensar que la interaccid entre el transportador d’adenosina
iI’enzim que la fosforila i fa que I'adenosina quedi atrapada dins la cel-lula, seria un sistema més
de regulacié de I'adenosina. Fet important per la cel-lula ja que I'adenosina és un precursor de
diversos metabolits implicats en molts processos cel-lulars altament regulats per diversos

senyals intra- i extracel-lulars (Borea et al. 2016).

L'evidéncia que en presencia d’ADK, el transportador hCNT3 guanyi afinitat envers el seu
substrat suggereix algun canvi conformacional per part del transportador que de manera
selectiva afectaria I'acumulacié d’adenosina i que féra compatible amb una interaccio directa
entre les dues proteines. Tanmateix, caldria aprofundir en I'estudi d’aquesta interaccié per

exemple, induint mutacions/deleccions, especialment en I'extrem N-terminal de hCNT3 que,
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sense afectar la funcié del transportador, poguessin alterar I'impacte cinétic de la presencia

d’ADK sobre la funcié hCNT3.

En la present tesi s’han generat les primeres evidéncies bioquimiques i funcionals de que
aquesta interaccid es produeix i que té un efecte biologic en la cél-lula. Tot i que és un treball
que finalitza aqui, queda un camp obert per seguir estudiant els transportadors de nucleosids,
les possibles interaccions amb altres proteines i les noves funcions adquirides, aixi com la
implicacié que poden tenir en el tractament de diverses malalties com ara el cancer, malalties

inflamatories i/o infeccioses.
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Modelatge d’hCNTs i la interacciéd amb acadesina

La leucémia és un cancer dels organs productors de la sang, que es caracteritza per la proliferacio
excessiva o el déficit de I'apoptosi de les cel-lules blanques (leucocits) a la circulacid, a la medul-la
oOssia o altres teixits. Les diferents leucémies es classifiquen en funcid de I'evolucid de la malaltia
(agudes o croniques) i el tipus predominant de la cel-lula blanca implicada (“mieloides o
mielogeénica”: les cel-lules de la linia mieloide que originen els globuls vermells, plaquetes i els
leucocits granulars sén les afectades o “limfoide o limfatica”: quan esta implicada la linia
cel-lular limfoide, que ddna lloc als limfocits. Aquestes caracteristiques s’utilitzen per designar
la majoria de casos de leucémia com un dels quatre tipus seglients: leucemia limfoide aguda o

cronica i leucemia mieloide aguda o cronica.

La leucémia cronica de tipus B (B-LLC, de I'angles B-cell Chronic Lymphocytic leukemia) es
caracteritza per la acumulacio de limfocits B de vida llarga (Kipps 1998 i Keating 1999). La majoria
de cel-lules circulants no es divideixen i I'excés de cel-lules B esta provocat, principalment, per
defectes que provenen de la mort cel-lular programada, enlloc d’alteracions de la regulacio del
cicle cel-lular (Reed 1998). Els glucocorticoides i altres agents quimioterapéutics utilitzats en la
clinica, inclosos els analegs de nucleosids cladribina (2-cloro-2’-desoxiadenosia) i fludarabina (9-
B-D-arabino-2-fluoroadenina) utilitzada en la forma 5’-monofosfat, indueixen I'apoptosi de les
cel-lules B en pacients amb B-LLC (McConkey et al. 1991, Carrera et al. 1991, Carson et al. 1992,
Robertson et al. 1993 i Bellosillo et al. 1997), el que suggereix que I'apoptosi és el mecanisme
de la seva acci6 terapéeutica. D’aquesta manera, la fludarabina i altres analegs sén molt efectius
en el tractament de la leucemia limfatica de tipus B, sols o0 en combinacié amb altres agents. No
obstant, aquests agents indueixen també I'apoptosi de cél-lules T. Aixo representa un important
efecte secundari advers en els pacients perque ddna lloc a la immunosupressio, fet que il-lustra
la necessitat de nous agents pel tractament de les malalties limfoproliferatives de tipus B, en

particular la LLC-B.

Estudis previs han demostrat que la 5-amino-1-B-D-ribofuranosil-1 H-imidazol-4-carboxamida,
acadesina, ribosid de 5-aminoimidazol-4-carboxamida, AICA-ribosid o AICAR, indueix I'apoptosi
de les cél-lules B de pacients B-LLC (Campas et al. 2003). Aquests resultats foren antagonics amb
altres estudis que havien descrit diversos casos on I'acadesina produeix I'efecte contrari, és a
dir, inhibeix I'apoptosi induida per glucocorticoides en timocits quiescents (Stefanelli et al.
1998), inhibeix I'apoptosi provocada per la falta de serum en fibroblasts que sobreexpressen la

fructosa 2,6-bisfosfat (Durante et al. 1999) i que a més, inhibeix I'apoptosi induida per la
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ceramida en astrocits primaris (Blazquez et al. 2001). Aquests resultats indicarien que

I’acadesina podria induir o inhibir 'apoptosi en funcié del tipus cel-lular on estigués actuant.

El primer pas del metabolisme de "acadesina és la seva conversié a AICA ribosid (ZMP) (Hardie
et al. 1998) a través d’una quinasa de nucleosids, probablement ADK (Sabina et al. 1985). La
fosforilacié d’AICAR a ZMP sembla ser un pas essencial per induir I'apoptosi ja que la inhibicié
d’ADK amb 5-ITU protegeix a la cel-lula de I'efecte citotoxic. Si la causa d’aquesta apoptosi és
I’acumulacié de ZMP o un altre metabolit secundari encara no és sabut (Campas et al. 2003). Un
cop 'acadesina es fosforila a ZMP, aquest metabolit pot actuar com un mimetic de la 5'-
adenosina monofosfat (AMP) i activa I’AMPK (AMP-activated protein kinase (Corton et al. 1995)
a una concentracio suficient per induir I'apoptosi de les cel-lules B en pacients de LLC-B (Figura
60). Tot i aixi, estudis recents conclouen que I'efecte d’AICAR en el metabolisme cel-lular abarca
vies i metabolits molt diferents que no sempre estan totalment relacionats amb la via de
senyalitzacio d’AMPK (Vicent et al. 2015). Recentment, s’ha vist que AICAR indueix I'apoptosi
per un mecanisme independent del gen supressor de tumors p53, del gen Ataxia Telangiectasia
Mutat (ATM) i d’AMPK i que ho fa mitjancant la sobreexpressid del mRNA de proteines
proapoptotiques de la familia BCL-2 (BIM i NOXA) (Santidrian et al. 2010). Aquest és un fet
important ja que alteracions en ambdds gens (p53 o ATM) estan relacionades amb la resisténcia

a la quimioterapia en LLC (Zenz et al. 2010) (Sturm et al. 2003).

. ™

5-ITU

Acadesina | ZMP

N /

Figura 60. Esquema de la via metabolica d’acadesina. NTS: transportadors de nucleosids / 5-ITU: 5-
iodotubercidina / ADK: Adenosina quinasa / ZMP: AICA ribosid.

Acadesina

Addicionalment, s’ha demostrat que les cél-lules T dels pacients amb B-LLC sén resistents a

I"apoptosi induia per acadesina. Els nivells de ZMP en cel-lules T tractades amb acadesina sén
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tres cops menors que els nivells obtinguts en cél-lules B, i no sdn suficients per activar I’AMPK,

fet que podria explicar la resisténcia de les cél-lules T a I'acadesina (Campas et al. 2003).

Aquests resultats inesperats fan de I'acadesina i dels seus bioprecursors uns agents terapéutics
potencialment utils pel tractament d’aquest tipus de malalties. Tot i que la fludarabina i altres
nucleosids son altament eficients pel tractament de la LLC-B (Keating et al. 1999), son farmacs
qgue també indueixen I'apoptosi de les ceél-lules T portant al pacient a un estat
d’'immunodepressio. L'efecte diferencial de I'acadesina sobre els limfotics B i T és un avantatge
important respecte I'Us d’altres analegs de nucleosids ja que I'efecte secundari advers de la

immunosupressio es veu reduit quan s’usa I'acadesina com a agent terapeutic.

De l'interes d’utilitzar I'acadesina com un nou agent terapeutic, neix la necessitat de coneixer
els transportadors que necessita la cél-lula per tal d’internalitzar el nou farmac. Aquest interes
incrementa ja que si hCNT3 és un dels possibles transportadors capacos d’internalitzar
acadesina, el fet que ADK pugui modificar I'eficiencia del transportador podria tenir un efecte
sobre la metabolitzacié d’AICAR per part d’ADK. A més, cal recordar que aquest primer pas
d’activacié d’AICAR per part d’ADK és un pas essencial perqué pugui tenir un efecte dins la
cél-lula. En un estudi inicial s’ha vist que I'inhibidor dels transportadors de nucledsids, NBTI,
bloqueja I'apoptosi induida per acadesina, demostrant d’aquesta manera que l'entrada
d’acadesina a través dels transportadors sensibles a NBTI és un pas necessari pel seu efecte
apoptotic. De tots els sistemes de transport de nucleosids, els Unics sensibles a concentracions
nanomolars de NBTI sén dos: un equilibratiu (es o ENT1) i un concentratiu (N5) (Pastor-Anglada
et al. 1998). De manera interessant, aquest sistema de transport concentratiu esta expressat en
cél-lules leucemiques NB4 (Flanagan and Meckling 1997) i linies cel-lulars humanes B-LLC (Soler
et al. 1998 i Molina-Arcas et al. 2003). Nous estudis sén necessaris per tal de caracteritzar els
transportadors d’acadesina en les cel-lules B i T. Aixo pot ser rellevant terapéuticament perqué
contra més transport de nucleosids a les cél-lules B respecte les cel-lules T podria explicar la

diferencia de sensibilitat a I'acadesina (Campas et al. 2003).
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1 Transport d’acadesina

Amb tot el que s’ha exposat previament, es va voler estudiar quins eren els transportadors
responsables de la internalitzacié d’AICAR. D’aquesta manera es volia veure si AICAR tenia un
efecte diana que podria explicar la diferéncia de sensibilitat davant d’aquest farmac en diferents
tipus cel-lulars i que a més, podrien convertir en AICAR en un tractament més segur que el de la
fludarabina. Tal com s’havia vist, els transportadors equilibratius de nucleosids podien ser bons
candidats ja que al inhibir amb NBTI es bloquejava I'apoptosi induida per AICAR, demostrant
d’aquesta manera que el transport d’acadesina a través dels transportadors sensibles a
I'inhibidor NBTI era un pas necessari perque es produis I'efecte apoptotic d’aquest farmac
(Campas et al. 2003). Aleshores, si era possible que AICAR fos introduit a la cél-lula pels hENTSs,
era molt probable que algun membre de la familia dels transportadors concentratius també
pogués tenir aquest rol. Per aquest motiu també es va decidir estudiar quin efecte tenien els
hCNTs en la biodisponibilitat d’AICAR. Tanmateix, no podiem obviar la importancia que tenen
els transportadors de la familia genica SLC22, que codifica pels transportadors de cations
organics (OCTs). Aquests son uns transportadors que, tot i no semblar molt bons transportadors
dels nucleosids naturals (Ciarimboli 2008 i Srimaroeng et al. 2008), si que es troben implicats en
el transport de derivats de nucleosids i nucleobases que no poden ser transportats pels
transportadors de nucleosids i que actualment s’utilitzen en el tractament de malalties anti-

virals i processos oncologics (Stocker et al. 2013).

1.1 Caracteritzacio de les vies d’internalitzacié d’AICAR

Com a primera aproximacio per determinar quins eren els transportadors responsables de la
interioritzacio d’AICAR es va mesurar de forma indirecta I'activitat de cadascun dels
transportadors pel seu nucleosid natural en presencia d’AICAR. De manera que, es va mesurar
la captacio de nucleosids naturals marcats radioactivament (guanosina per hCNT2 i citidina per
hCNT1 i hCNT3) i es va inhibir aquest transport amb una elevada concentracido d’AICAR.
D’aquesta manera, el transportador que fos capac¢ d’internalitzar AICAR, al trobar-se en major
concentracio, transportaria AICAR i no podria transportar el seu nucleosid natural, per tant, el

senyal del transport pel seu nucleosid natural disminuiria.

El model utilitzat va ser la linia cel-lular HEK293 transfectada transitoriament amb els

transportadors concentratius de tipus 1, 2 i 3 mitjangant el métode de fosfat calcic, tal i com
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esta descrit a I'apartat de materials i métodes. Per aquests assajos es va utilitzar el nucleosid
tritiat citidina per avaluar I'activitat d’"hCNT1 i hCNT3 o guanosina per hCNT2, en tots casos en
preséncia o en abséncia d’AICAR 500uM i es va determinar el transport a 1 minut. Els resultats
obtinguts, mostrats a la Figura 61, demostren com AICAR pot interaccionar amb els tres

transportadors concentratius, ja que el transport del nucleosid natural es troba inhibit.
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Figura 61. Inhibicié del transport dels nucleosids naturals dels transportadors hCNTs en preséncia
d’AICAR. Cis-inhibicid per AICAR (500uM) del transport dels nucleosids naturals (citidina 1uM per hCNT1
i hCNT3 i guanosina 1uM per hCNT2) a la linia cel-lular HEK293 transfectada transitoriament amb hCNT1,
2 o 3. Mitjana de triplicats de 4 experiments + SEM. (hCNT1 i 2 n=3, hCNT3 n=4). p<0.05%*, p<0.01**,
p<0.001***

Aproximadament es va observar una inhibicié del 35% pel transportador hCNT1, del 48% per
hCNT2 i del 75% per hCNT3. La inhibicié més gran observada corresponia, doncs, a I'activitat

d’hCNT3, resultats que suggeririen que existia una major interaccié d’AICAR amb aquest

transportador respecte a hCNT1 i hCNT2.

De la mateixa manera, es van realitzar experiments d’inhibicio de I’activitat dels transportadors
equilibratius. Per a la realitzacid d’aquest assaig, i degut a que les cel-lules expressen
endogenament hENT1, no va ser necessaria la transfeccidé i es va mesurar |'activitat dels
transportadors equilibratius en presencia d’AICAR. No obstant, els resultats obtinguts en
aquests experiments no eren concloents ja que presentaven una gran variabilitat entre ells.
Aquest fet ens va portar a canviar d’estratégia per tal de poder determinar si AICAR, a part
d’interaccionar amb els transportadors de tipus concentratiu, també ho podia fer amb els de
tipus equilibratius. Amb aquesta finalitat, es van realitzar experiments de captacié directa amb
AICAR marcat radioactivament, tant per hCNTs com per hENTSs. El fet de disposar d’AICAR marcat
radioactivament amb triti ens va permetre realitzar la mesura del transport directe d’aquest

analeg de nucleosid. Per aquest estudi es va seguir treballant amb la linia cel-lular HEK293
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transfectada transitoriament amb els transportadors concentratius hCNT1, hCNT2 i hCNT3. Pel
que fa els transportadors equilibratius, es van realitzar assaigs de transport utilitzant I'inhibidor
NBTI a una concentracié d’1uM la qual només inhibeix hENT1 i dipiridamol a 10uM, el qual
inhibeix els transportadors hENT1 i hENT2. D’aquesta manera es podia estimar I'activitat de
cadascun dels transportadors. En tots els casos es va utilitzar I'AICAR marcat amb triti per
mesurar |'activitat de cadascun dels transportadors. En relacié als transportadors de tipus
concentratiu, vam poder observar que AICAR interaccionava principalment amb hCNT3 i existia
una petita proporcio que era captat per hCNT1 i amb menys mesura per hCNT2. Tot i que, existis
aquesta petita participacié d’hCNT1 i hCNT2, el que semblava ser el major responsable del

transport d’AICAR mediat pels transportadors de tipus concentratiu era hCNT3.
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Figura 62. Transport directe d’AICAR mitjangat pels transportadors hCNTs i hENTs. Transport directe
d’AICAR (1min, 100uM, 1uCi) en HEK293 transitoriament transfectat amb hCNT1, hCNT2 o hCNT3.
L'activitat d’"hENT1 i hENT2 es mesura inhibint amb NBTI 1 uM i dipiridamol 10uM. Mitjana dels triplicats
de 2 experiments independents £ SEM.

En referencia als transportadors equilibratius, s’observava que hENT1 també tenia capacitat per
transportar AICAR tot i que en menor mesura que hCNT3 (Figura 62). Aproximadament la
implicacio del transportador concentratiu era el doble que la de I'equilibratiu. Sabent que la linia
cel-lular HEK293 no presenta practicament activitat d’"hENT2 endogena, ens vam trobar que si
que podiem detectar cert transport d’AICAR (Figura 62). Cal dir que I'error obtingut per aquest
transportador era bastant elevat, fet que succeeix quan les taxes de transport mesurades sén
relativament baixes. Per aquest motiu, sabent que la linia cel-lular no té una activitat hENT2
endogena, no sorprenia aquest error elevat i per tant, assumiem que practicament la intervencié

dels hENTs per la captacio d’AICAR venia donada per hENT1 i no per hENT2. A més, treballs
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previs havien demostrat que el transport d’AICAR a les cel-lules LLC es trobava mediat per

proteines sensibles a I'inhibidor NBTI (hENT1) (Campas et al. 2003).

Per tal de confirmar que els transportadors responsables d’internalitzar AICAR eren hENT1 i
hCNT3 com haviem vist anteriorment, es van realitzar diversos experiments de captaciod directa
d’AICAR en cel-lules NP-9 infectades amb I'adenovirus d’hENT1 o hCNT3, ambdds generats al
nostre laboratori. Per tal de confirmar que s’havia produit la infecciéd correctament, es va
mesurar el transport de citidina com a control (Figura 63). Un cop demostrat que les cél-lules
expressaven i presentaven activitat dels dos transportadors transfectats, es va avaluar la taxa
de transport que presentaven per AICAR. Es va poder observar que tant hCNT3 com hENT1
presentaven un augment de la captacié d’AICAR (Figura 63). D’aquesta manera es tornava a

confirmar que aquesta moléecula era substrat per aquests dos transportadors.
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Figura 63. Transport directe d’AICAR en la linia cel-lular NP9 infectada amb I'adenovirus d’hENT1 i
hCNT3. Transport directe d’AICAR (1min, 1uCi, 100uM) en la linia cel-lular NP9 infectada per AdenohENT1
i AdenohCNT3. El transport de citidina (1min, 1uCi, 1uM) s’utilitza com a control. Mitjana dels
quadruplicats de 4 experiments + SEM. p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***

En conjunt, tots els resultats obtinguts en relacid a la interioritzacid d’AICAR ens permetien
concloure que els transportadors implicats eren hENT1 i hCNT3. Mentre que la resta de
membres tant de la familia de transportadors concentratius, com la dels equilibratius no eren
capacos d’estimular el transport d’AICAR o era poc probable que aquests transportadors

tinguessin un rol principal en la captacio d’AICAR.

Un treball realitzat per un altre grup en paral-lel amb els nostres estudis van identificar hENTZ,
hENT2 i hCNT3 com a transportadors d’AICAR en cel-lules de llevat. Una gran diferéncia que van
observar va ser que el transport d’AICAR en llevat era molt menys eficient en comparacié al
transport de les cél-lules de mamifer. Concretament, es necessitava una concentracio

extracel-lular d’AICAR 10 cops major en les cel-lules de llevat (5mM) respecte els models
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cel-lulars humans i de ratoli (0.5mM) per aconseguir nivells intracel-lulars d’AICAR comparables
entre els dos sistemes (Ceschin et al. 2014). Els sistemes de transport d’AICAR de llevat i humans
semblaven, doncs, clarament diferents. A més, no s’havia identificat cap ortoleg en cel-lules
humanes del transportador de llevat que interioritzava AICAR, Nrtl (Belenky et al. 2008). No
obstant, tot i aquestes diferéencies, I'entrada d’AICAR es produia mitjangant sistemes de
transport d’adenosina en ambdds sistemes, en llevat i en cél-lules humanes. Aquests resultats
coincidien en gran mesura amb els que vam obtenir nosaltres. Ja que nosaltres també vam
concloure que AICAR era interioritzat per hCNT3 i hENT1, dos transportadors que també
interaccionen amb adenosina. La Unica diferéncia entre aquest estudi (Ceschin et al. 2014) i els
resultats de la present tesi eren les dades obtingudes en referéncia a hENT2. Ja que nosaltres
vam considerar que la taxa de transport d’"hENT2 observada no era significativament important
respecte a I'activitat d’"hENT1, ja que aquesta era major. Aquest estudi, també concloia que
hENT1 tenia major taxa de transport que hENT2 per0O, en aquest cas, |'activitat observada
d’hENT2 si que era significativa i, per tant, tindria un rol important en la captacié d’AICAR. Es
podria pensar doncs, que el sistema que vam utilitzar nosaltres no va ser prou sensible per poder

detectar la participacio real del transportador equilibratiu hENT2.

Com s’ha comentat anteriorment, també es va creure interessant incloure I'estudi de I'efecte
del transportador hOCT1 en I'analisi de la internalitzaciéd d’AICAR. Aquest es va determinar
mitjancant la utilitzacié de la linia cel-lular HEK293 transfectada establement amb hOCT1 i com

a control la mateixa linia cel-lular transfectada amb el vector buit pcDNAS5, generades al nostre

laboratori.
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Figura 64. Transport d’AICAR a través del transportador hOCT1. Transport de MPP* (1uM, 1uCi/mL 1
segon) i AICAR (1uM, 1uCi/mL 1 segon) i (100uM, 2uCi/mL 15 segons) en la linia cel-lular HEK293 pcDNA5
(barres negres) i la linia HEK293 que expressa establement hOCT1 (barres blanques). La diferéncia de
transport entre ambdues linies cel-lulars correspon a I'activitat del transportador hOCT1 (barres grises).
Mitjana dels triplicats de 3 experiments representatius + SEM.
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En aquests assaigs es va utilitzar com a substrat model d’hOCT1 el compost MPP* (1-metil-4-
fenilpiridina). En un primer moment, es va mesurar el transport a un segon d’AICAR tritiat a una
concentracié d’1uM. Els resultats obtinguts en aquesta primera aproximacié van mostrar que

hOCT1 no internalitzava AICAR en les condicions assajades (Figura 64).

En aquestes condicions es va observar tant sols activitat residual d’"hOCT1, per aquets motiu es
va realitzar un nou assaig augmentant la concentracié d’AICAR tritiat a 100uM i mesurant el
transport a 15 segons. Tot i observar que el senyal de radioactivitat augmentava una mica amb
aquestes noves condicions, la conclusié que se n’extreia era similar a I'obtinguda en el primer
experiment (Figura 64). En conjunt, tots aquests resultats suggerien que hOCT1 no era un

transportador efica¢ d’AICAR.

Resultats previs del grup mostraven que I'expressid dels transportadors hOCTs en cél-lules
immunologiques era bastant heterogenia i presentaven una taxa d’activitat menor en
comparacio als transportadors de nucleodsids humans (hNTs), tot i que una regulacid positiva
sobre els hOCTs es produia quan hi havia una activacio dels limfocits (Minuesa et al. 2008). El
paper fisiologic que poden tenir els hOCTs en les cel-lules immunologiques segueix sense estar
ben definit, pero es creu que aquests transportadors poden ser importants per la regulacié dels
processos inflamatoris i, com és conegut per hOCT3, la resposta immunologica relacionada a la
citocina pro-Th2 i la histamina (Schneider et al. 2005). A més, els hOCTs podrien estar relacionats
amb el potencial de membrana, fet important en alguns tractaments basats en moléecules que

tenen carregues, com la cortisona, la qual és captada pels hOCTs (Koepsell et al. 2007).

Basant-nos amb els resultats obtinguts sobre el transport d’AICAR amb hOCT1 podem afirmar
gue la captacié d’AICAR no venia facilitada per hOCT1, malgrat tenir evidéncies que les cél-lules

immunologiques expressen els transportadors hOCTs.

Paral-lelament es va determinar la citotoxicitat d’AICAR en cel-lules control i en cél-lules que
expressaven establement hOCT1 per acabar de confirmar si realment no hi havia una entrada
d’AICAR per hOCT1 o si el fet de no observar transport era degut a que la técnica no era prou
sensible per detectar-lo. El que vam poder observar va ser que ambdues linies cel-lulars
presentaven citotoxicitats similars (Figura 65), la qual cosa suggeriria també que hOCT1 no és

un bon transportador d’AICAR.
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Figura 65. Viabilitat de la linia cel-lular HEK293 quan sobreexpressa el transportador hOCT1. Percentatge
de la viabilitat cel-lular de la linia HEK293 que expressa establement el transportador hOCT1 (negre) i de

la linia cel-lular HEK293-pcDNA5 com a control (vermell) a diferents concentracions d’acadesina. (n=1)
SEM.

Agrupant tots els resultats obtinguts en relacié al transportador hOCT1, finalment, es va poder
concloure que AICAR no era un substrat de la proteina transportadora hOCT1. Per tant, AICAR
no seria un substrat que es pogués afegir a la llista de components especifics que si que seria

capag de transportar hOCT1, com ara algunes prostaglandines (Stocker et al. 2013).

1.2 Cinetiques d’acadesina amb els transportadors

Un cop identificats els transportadors responsables de la captacié d’AICAR es va establir un nou
objectiu: determinar I'afinitat de cada transportador per AICAR. Per fer-ho, es va utilitzar la linia
cel-lular HEK293 tant pels estudis d’hCNT3 com per hENT1. En el cas de les cinétiques amb el
transportador concentratiu de tipus 3, es va utilitzar el model cel-lular de HEK293 que expressa
establement aquest transportador (HEK293-hCNT3). Els resultats obtinguts ens proporcionaven
una Ky aparent de 2.7 £ 0.6uM pel transportador hCNT3 i AICAR (Figura 66A i B). Pel que faala
cinética amb el transportador equilibratiu hENT1, el model cel-lular que es va utilitzar va ser la
linia HEK293 la qual va ser inhibida amb NBTI, un inhibidor que bloqueja I’activitat endogena
d’hENT1. D’aquesta manera es podia discriminar quina activitat provenia dels transportadors
equilibratius i quina dels concentratius. En aquest cas, es va obtenir una Ky aparent de 2.9 +

0.7uM del transportador hENT1 i AICAR (Figura 66C i D).
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Figura 66. Cinéetiques dels transportadors hENT1 i hCNT3 i AICAR. (A i B) Transport d’AICAR (1min i 1uCi)
en la linia cel-lular establement transfectada amb hCNT3. (Ci D) Transport d’AICAR (1min i 1uCi) en la linia
cel-lular HEK293 en presencia de NBTI per poder descartar 'activitat dels transportadors concentratius.
Mitjana de tres experiments independents + SEM.
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2 Identificacid dels residus responsables de la interaccié amb hCNT3

Recentment s’ha generat un model tridimensional del transportador concentratiu de nucleosids
hCNT3 basat en el seu ortoleg en procariotes. El model generat explica clarament els residus
implicats en la selectivitat de substrat d’aquest transportador, a més d’aportar informacio clau
sobre els llocs d’unid del sodi. Considerant que el transportador hCNT3 s’expressa a la majoria
de barreres epitelials i presenta una amplia selectivitat de substrat pels farmacs derivats de
nucleosids, aquest model esdevé una eina molt util que representa el primer pas per entendre
com alguns dels farmacs disponibles i d’altres que s’estan desenvolupant poden utilitzar aquest
transportador de la membrana plasmatica per ser transportats a I'interior cel-lular (Arimany-

Nardi et al. 2017).

Gracies a la generacié d’aquest model i basant-nos amb els resultats del bloc anterior, els quals
demostren que hCNT3 és I'Unic transportador de nucleosids de tipus concentratiu capag
d’internalitzar acadesina a l'interior cel-lular, es va voler estudiar especificament quins eren els

residus implicats en la selectivitat d’acadesina d’aquest transportador.

Per fer-ho, es va comparar la interaccid d’acadesina i el nucleosid natural uridina amb el
transportador hCNT3 utilitzant la representacid tridimensional del lloc d’'unié d’hCNT3. En
aquesta es va poder observar que tot i que la interaccid amb el residu Glu343 existent amb la
uridina es conserva també a la interacciéd amb |'acadesina, I'oxigen de I'amida i el grup amino

gueden orientats cap a una zona polar, fet que debilitaria el mode d’unié.

Per tal de poder determinar quines caracteristiques estructurals sén les determinants per a que
I'acadesina interaccioni Unicament amb hCNT3 i no amb la resta de transportadors
concentratius (hCNT1 i hCNT2), es van representar models moleculars en tres dimensions dels

llocs d’unié dels tres transportadors.

En el cas d’'hCNT1 es va comprovar que el canvi d’una Gly (hCNT3) a Ser (hCNT1) podria modular
la unié d’acadesina provocant que la ribosa estigués mal orientada respecte a la unié que es
produeix amb el substrat natural, la uridina. Al mateix temps, aquest residu de serina podria
debilitar la unié ja que competiria amb un residu glutamic per formar una interaccié amb el grup
amino de I'amida. Pel que fa a hCNT2, el canvi de GIn341 (hCNT3) a Met (hCNT2) disminuiria la
polaritat i impediria la formacio de ponts d’hidrogen debilitant la unié respecte a hCNT3. Tant

en la interaccio amb hCNT1 com en la interaccio amb hCNT2 es conserva la interaccié amb el
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residu Glu343. Tot i que en ambdds casos, I'oxigen de I'amida i el grup amino queden orientats
a una zona apolar que debilitaria la unié. A la Figura 67 es representa la superposicié de la unid

predita per la uridina i acadesina per cadascun dels transportadors: hCNT3, hCNT2 i hCNT1.

hCNT1

Uridina

AICAR

Figura 67. Model molecular 3D d’AICAR, Uridina i hCNTs. Representacio tridimensional de la interaccié
entre els transportadors hCNT1, hCNT2 i hCNT3 amb Uridina i AICAR.

Es podria concloure doncs, que hCNT3 és |’Unic transportador concentratiu capag d’internalitzar
AICAR degut a que aquest analeg de nucleosid i el residu GIn341 del transportador podrien

formar un pont d’hidrogen.
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3 Implicacio funcional

El fet que observéssim que AICAR podia ser interioritzat per hCNT3 i hENT1 ens va fer plantejar
si I'entrada d’AICAR per cadascun d’aquests transportadors tenia un paper diferencial sobre la
cél-lula. Es va utilitzar un model cel-lular que permetés observar si es produien efectes biologics
significativament diferents segons si AICAR era interioritzat per un transportador o un altre. La
linia cel-lular MEC1 era un model que expressava endogenament ambdds tipus de

transportadors. Per tant, es va convertir en el nostre model d’estudi d’aquest apartat.

3.1 Caracteritzacio del model cel-lular MEC1

En primer lloc es va realitzar una caracteritzacié funcional de les diferents activitats
transportadores d’aquesta linia cel-lular mitjancant assaigs de transport de substrats
(nucleosids) radioactius. Per fer-ho, es va mesurar I'entrada d’uridina tritiada en cél-lules en
preséncia de sodi (CINa), on actuaven tant els transportadors equilibratius (hENTs) com els
concentratius (hCNTs), i en un medi sense sodi (CICho) on només foren funcionals els
equilibratius. Aixi la diferéncia de transport entre els dos medis corresponia a I'activitat dels
transportadors de tipus concentratiu. S'observa que I'activitat dels hCNTs semblava ser lineal
fins als 2 minuts d’incubacié. Als 5 i 10 minuts ja s’arribava a una fase plateau, considerant-se

que el que s’observava era majoritariament acumulacié i no transport (Figura 68).

MEC1
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Figura 68. Activitat dels hENTs i hCNTS al llarg del temps a la linia cel-lular MEC1. Transport d’uridina-
[3H], substrat d’hENTs i hCNTs, en MEC1 en medi ric en NaCl o medi colina a 1, 2, 5 i 10 minuts. Mitjana
dels guadriplicats de 2 experiments independents + SEM.
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Aquests resultats van permetre concloure que la linia cel-lular MEC1 presentava activitat
biologica de tipus hENT i hCNT. L’activitat dels hENTs podia venir donada pels dos tipus de
transportadors de nucleosids equilibratius presents a la membrana plasmatica: hENT1 i hENT2.
Estudis previs havien identificat els dos tipus de transportadors tant en linies cel-lulars derivades
de limfocits, com en cél-lules primaries de pacients de LLC (Molina-Arcas et al. 2003 i Molina-
Arcas et al. 2005). Per tant, segons aquest estudis i els nostres resultats podiem dir que el model
d’estudi, MEC1, presentava l'activitat d’ambdds tipus de transportadors equilibratius de

nucleosids.

Pel que fa als transportadors concentratius de nucleosids, sabent que les MEC1 presentaven
aquest tipus d’activitat hCNT, el seglient objectiu va ser determinar |'aportacié de cada un dels
transportadors concentratius hCNT1, hCNT2 i hCNT3 en el transport sodi-dependent observat.
Per fer-ho es va mesurar el transport d’uridina (captada per tots els transportadors
concentratius) en preséncia d’una concentracié saturant de citidina (transportada per hCNT1 i
hCNT3) o de guanosina (transportada per hCNT2 i hCNT3). Aixi amb la citidina es va aconseguir
inhibir els transportadors hCNT1 i hCNT3 de manera que l'activitat residual observada
corresponia a hCNT2. Amb la guanosina a concentracions saturants es va poder veure |’activitat
d’hCNT1 ja que s’inhibien hCNT2 i hCNT3. La diferéncia entre les dues activitats i la total
(transport d’uridina tritiada en abséncia de nucleosids a altes concentracions) va correspondre
a l'activitat d’hCNT3. El problema d’aquests experiments és que ens vam trobar amb una
variabilitat de resultats massa elevada entre les diferents proves (resultats no mostrats). Aixo
podria ser degut a la poca estabilitat del nucleosid marcat radioactivament, que és un problema

qgue ens hem anat trobant al llarg del desenvolupament d’aquest projecte.

Es per aixd que vam canviar d’estratégia utilitzant la guanosina per caracteritzar la linia cel-lular
MEC1 ja que no ens interessava tant saber I'activitat d’hCNT1 o hCNT2, sind que voliem saber si
aquest model cel-lular presentava activitat hCNT3. Els resultats obtinguts previament, indicaven

qgue hCNT3 era I'tnic transportador concentratiu capag de captar AICAR.

Per fer-ho es va estudiar el transport de guanosina, substrat d’"hCNT2 i hCNT3 en preséncia d’una
concentracié saturant de citidina (transportada només per hCNT1i hCNT3). Per tant, el transport
de guanosina en preséncia d’altres concentracions de citidina només podia correspondre a
I'activitat d’hCNT2 ja que I'elevada presencia de citidina bloquejava hCNT3. La condicio control,
la qual només tenia guanosina tritiada com a substrat, permetia coneixer I'activitat total dels
dos transportadors implicats en la interioritzacié de la guanosina, és a dir, hCNT2 i hCNT3.

D’aquesta manera la diferencia entre I'activitat del control i I'obtinguda a altes concentracions
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de citidina corresponia amb I'activitat de tipus hCNT3. Tal i com es mostra a la Figura 69 els
transportadors que més activitat presentaven va ser hCNT2 i hCNT3 era el transportador menys

actiu.
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Figura 69. Activitat de cadascun dels transportadors de nucleosids de tipus concentratiu en la linia
cel-lular MECL1. Transport de guanosina-[3H], substrat d’hENTs i hCNT2 i hCNT3, en MEC1 en medi ric en
NaCl o medi colina a 2 minuts en presencia de Citidina 100uM (hCNT2) o sense (hCNTs). La diferencia
d’ambdds transports estima I'activitat d’hCNT3 (hCNT3). Mitjana dels quadriplicats de 2 experiments
independents + SEM.

Amb tots aquests resultats vam poder concloure que, tot i observar activitat del transportador
hCNT3, I'activitat global associada a les proteines hCNTs en la linia cel-lular MEC1 era molt baixa.
Aquests resultats coincidien amb els que préviament havien descrit en el treball Minuesa et al.
2008, on el transportador hCNT2 era I"Gnic transportador concentratiu que presentava uns
nivells d’expressié de mRNA notablement elevats en comparacié a hCNT1 i hCNT3 en linies
cel-lulars de cel-lules T i limfocits primaris. A més, també s’havia analitzat I'expressid dels
transportadors hCNTs i hENTs en cel-lules primaries de pacients de LLC, on es va veure que
expressaven els mMRNAs d’hENT1, hENT2, hCNT2 i hCNT3. No obstant, existia una heterogeneitat
significativa entre els pacients pel que fa I'expressié d’aquests transportadors, sent la major
variabilitat pel transportador hCNT3 i la menor per hENT2 (Molina-Arcas et al. 2003). Era logic,
doncs, que els nostres resultats basats en l'activitat d’aquests transportadors en una linia
cel-lular de limfocits (MEC1) es traduissin en una major activitat per hCNT2 i menor per hCNT3.
A més, en aquest estudi també es va trobar que no hi havia expressié del mMRNA d’hCNT1. Com
hem comentat préviament, els nostres estudis per analitzar I'activitat d’"hCNT1 en la linia
cel-lular MEC1 resultaven en una variabilitat massa elevada, probablement degut als baixos

nivells d’expressidé d’aquests transportadors (Molina-Arcas et al. 2003).
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3.2 Fosforilacié d’AMPK induida per acadesina

Per intentar dilucidar si I’efecte que induia AICAR depenia de la seva entrada per hCNT3 o0 hENT1
i un cop sabent que les MEC1 presentaven activitat d’"hCNT3, es va voler estudiar els nivells de
fosforilacié que presentava AMPK quan AICAR s'interioritzava per un o per un altre
transportador. Les cel-lules es tractaren amb AICAR i amb diversos inhibidors selectius dels
transportadors: NBTI 10uM que inhibia hENT1 i hENT2 i floridzina 250uM que inhibia hCNT3. Es
va observar que AICAR 500uM fosforilava I’AMPK d’una forma dependent del temps (Figura 70).
Aquesta activaciéo d’AMPK disminuia quan s’inhibien els hENTs amb NBTI 10uM i quan s’inhibia
hCNT3 també s’observava una disminucié de la fosforilacié d’AMPK, encara que no tant evident
(Figura 70). Per tant, el transport d’AICAR a les cel-lules tant per hENT1 com per hCNT3 semblaria

estar implicat en la fosforilaciéo d’AMPK que promou AICAR.
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Figura 70. Activacio d’AMPK en funcid del transportador que interioritza AICAR en la linia cel-lular
MEC1. (A) Les MEC1 son pretractades durant 20min amb NBTI 10uM o floridzina 250uM i posteriorment
incubades 15 o 30min amb AICAR 500uM. S’analitzen els nivells de fosforilacié d’AMPKa (p-T172-AMPK)
i s’'utilitza AMPKa i tubulina com a controls. Western blot representatiu de 3 experiments independents.
(B) Densitometria de la p-T172-AMPK respecte I’AMPK total (n=4-6)

Recopilant les dades obtingudes en aquest apartat podem concloure que la internalitzacié
d’AICAR vindria donada pels transportadors de nucleosids purinics, concretament pel
transportador concentratiu hCNT3 i el transportador equilibratiu hENT1. L'estructura quimica

d’AICAR és molt similar a 'adenosina (Figura 71). No és d’estranyar doncs, que els sistemes de
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transport que hem identificat com a responsables de la captacié d’AICAR siguin els especifics per
adenosina, i que aquells transportadors que no interioritzin adenosina, com ara hCNT1, tampoc

puguin translocar AICAR.
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Figura 71. Estructura quimica de I'AICAR i I’adenosina. AICAR és un analeg de I'adenosina monofosfat
(AMP). Font: Adaptacié del Open Chemistry Database (PubMed).

A més, el model estructural obtingut pel transportador concentratiu de nucleosids explicaria el
fet de perque existeix aquesta selectivitat de substrat de determinats transportadors a I'hora de

captar acadesina, com hem descrit a I'apartat 2 d’aquest bloc.

Un cop AICAR és internalitzat a l'interior cel-lular, aquest es fosforila a AICA ribotide (ZMP),
I'intermediari endogen natural de la via de sintesi de novo de les purines, el qual pot funcionar
com un mimetic de ’AMP i activar I’AMPK, una proteina que regula les respostes de la cél-lula
davant de canvis energeétics (Drew and Kingwell 2008). Molts estudis mostren que AICAR pot
inhibir la proliferacié i induir apoptosi en mielomes multiples (Baumann et al. 2007),
neuroblastoma (Garcia-Gil et al. 2006), glioblastoma (Guo et al. 2009) , leucémia limfoide aguda
en nens (ALL) (Sengupta et al. 2007), cancer de colon (Su et al. 2007) i en linies cel-lulars de
cancer de pit i de prostata (Swinnen et al. 2005). Concretament, AICAR té un paper pro-apoptotic
en una gran varietat de neoplasies limfoides de céel-lules B (Campas et al. 2005), sent les cél-lules
provinents de la LLC les més sensibles a aquest agent (Santidrian et al. 2010, Baumann et al.
2007, Garcia-Gil et al. 2006, Guo et al. 2009, Sengupta et al. 2007, Su et al. 2007, Swinnen et al.
2005, Campas et al. 2005 i Campas et al. 2003).

Tot i que AICAR s’utilitza communament com un activador d’AMPK, existeixen fortes evidéncies
que 'efecte d’AICAR en el metabolisme cel-lular abarca vies i metabolits molt diferents que no

sempre estan totalment relacionats amb la via de senyalitzacié d’AMPK (Vincent et al. 2015 i
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Lépez et al. 2003). Actualment, la naturalesa exacta dels efectes independents d’AMPK en
cel-lules leucemiques no esta clarament definida. S’ha vist que els efectes anti-tumorals
provocats per AICAR, poden estar mitjangats, almenys en part, independentment de la via

d’AMPK (Jacobs et al. 2007, Kuo et al. 2008, Guigas et al. 2006 i Santidriadn et al. 2010).

A nivell funcional, no hem pogut detectar diferéncies significatives respecte la captacioé d’AICAR
per la cél-lula a través del transportador concentratiu o es feia pel transportador equilibratiu.
Hem pogut veure que el fet de bloquejar ambdods vies d’entrades es traduia en una disminucié
de la fosforilacié d’AMPK. Resulta dificil concloure I'efecte de cadascuna de les vies d’entrada
sobre AMPK ja que la linia cel-lular MEC1 no expressa ambdds tipus de transportadors de forma
equitativa. Per tant, no es pot dir que el fet que AICAR entri per hCNT3 provoqui un efecte menor
sobre la fosforilaciéo d’AMPK, ja que hem pogut observar que I'activitat d’"hCNT3 en aquesta linia
cel-lular també és menor. Com hem comentat, s’"ha demostrat que AICAR, tot i tenir efectes
dependents d’AMPK, hi ha molts casos en els que aquests efectes son independents d’AMPK,
suggerint que existeixen dianes addicionals per AICAR. Una d’aquestes podria ser els
transportadors que capten AICAR. Caldrien més estudis per veure si el fet que AICAR entri a la
cel-lula per hCNT3 o hENT1 influeix d’alguna manera en |’activacié d’AMPK o en la induccié de

I"apoptosi.
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Coneixer la topologia i els patrons de connectivitat entre proteines aporta una visié essencial
per comprendre la biologia sistemica dels éssers vius. Els transportadors de nucleosids, hENTs i
hCNTs, tot i que amb diferéncies pel que fa a la seva afinitat, es caracteritzen per una aparent
redundancia en la selectivitat pels seus substrats i fins i tot en la seva localitzacié. Aixi, identificar
el seu interactoma permetria entendre perque la cel-lula co-expressa diversos transportadors,
aixi com descobrir noves funcions de cadascun dels membres. L'interactoma dels
transportadors, pot condicionar aspectes molt diversos que poden acabar incidint en I'activitat
d’aquestes proteines. Poden haver proteines que interaccionin amb els hCNTs i que tinguin un
paper clau en la localitzacié dels transportadors a diferents teixits i/o a la membrana plasmatica
o proteines que modifiquin la seva activitat. Les primeres proteines d’unid als hCNTs van ser
descrites per hCNT2 ivan ser la GRP58 i I'aldolasa B que ajudaven a obtenir un millor acoblament
del metabolisme de la glucosa (Huber-Ruano et al. 2010). Aixi com la proteina RS1, que tot i no
interaccionar fisicament amb els NTs, és capa¢c de modular la localitzacié i I'activitat dels tres

membres de la familia hCNT (Errasti-Murugarren et al. 2012).

Amb l'objectiu de desxifrar I'interactoma de les proteines hCNTs, en aquest treball s’han
identificat per primera vegada dues proteines d’interaccié amb el transportador hCNT3 amb
dues funcions clarament diferenciades. Mentre una contribueix a localitzar el transportador cap
a la membrana plasmatica, I’altra modifica la seva eficiéncia en el transport de forma especifica

de substrat.

La primera proteina identificada, és una proteina de la familia de les lectines que quan es troba
N-glicosilada és capac d’interaccionar amb altres glicoproteines promovent aixi Ia
direccionalitzacié d’aquestes, entre d’altres hCNT3, a la membrana apical. Cal recordar que bona
part de la informacié que permet regular el trafic d’hCNT3 sembla trobar-se en el seu extrem N-
terminal citosolic (Errasti-Murugarren et al. 2010a). En concret s’hi han descrit residus implicats
tant en el trafic polaritzat com en la seva propia dinamica d'insercid, per la qual cosa semblaria
probable que alguns d’aquests dominis estructurals poguessin estar implicats en la interaccio
amb Gal-4. A més, la integritat de la interaccido hCNT3-Gal-4 podria ser clinicament important ja
que aquest transportador sembla ser el responsable de la captacié de tiopurines, com la 6-
mercaptopurina, un analeg de nucleosid utilitzat en el tractament de malalties intestinals
inflamatories. En aquest treball s’ha pogut comprovar que els nivells de Gal-4 i hCNT3 no es
troben disminuits en pacients de Crohn, fet que podria anticipar una certa integritat en aquest
mecanisme regulador de la funcid hCNT3 i, conseqlientment, un manteniment de la funcié del

sistema de transport mitjancant el qual s’incorporen aquests farmacs dins de la cél-lula. Aquesta
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seria, doncs, la primera demostracié directa que una lectina estaria implicada en la localitzacié i

modulacié del recanvi maduracié d’un transportador de nucleodsids.

Tots els resultats que fan referéncia a Gal-4 es van publicar durant el desenvolupament de la
tesi en el seglient article: Fernandez-Calotti P, Casulleras O, Antolin M, Guarner F and Pastor-
Anglada M (2015). Galectin-4 interacts with the drug transporter human concentrative
nucleoside transporter 3 to regulate its function. The FASEB journal, 30 (2): 544-554 doi:
10.1096/fj.15-272773.

La segona proteina identificada va ser ADK, un enzim relacionat amb el metabolisme de
nucleodsids que té com a substrat I'adenosina. Aquest substrat també ho és pel transportador
hCNT3, I'Gnic transportador concentratiu de nucledsids amb una estequiometria de dos ions
sodi per cada nucleosid transportat, per tant, és el millor transportador candidat per transportar
adenosina que pugui expressar la cel-lula. El gen que codifica per ADK en amniotes, incloent els
humans i ratolins, és molt gran (558kb) i el seu procés de transcripcid pot trigar fins a 4 hores
(Boison 2013). Aquest calcul esta basat en un estudi on calculaven el temps de transcripcio del
gen huma més llarg identificat, el de la distrofina (Tennyson et al. 1995). Aquest fet fa que sigui
poc probable que I’ADK es trobi sotmesa a una regulaciod rapida a nivell transcripcional, sind que
és més probable que I'expressié del gen d’ADK porti a un producte proteic estable a llarg termini
gue pugui ser regulat a través d’altres proteines (Boison 2013). Per tant, el fet d’identificar
proteines d’interaccid per ADK que puguin tenir un paper rellevant en la modulacioé de la seva
funcié no semblaria tan rar. En la present tesi, hem obtingut resultats que suggereixen que
I’enzim ADK i el transportador d’adenosina hCNT3 estarien interaccionant fisicament i que a

més, aquesta unidé tindria implicacions funcionals rellevants per a la cél-lula.

L’adenosina pot ser internalitzada a la cél-lula per hCNT2, hCNT3 0 hENTS, i un cop dins la cel-lula
la ruta predominant del seu metabolisme a concentracions fisiologiques (<1uM) és la seva
fosforilacid, ja que ADA, I'altre enzim capac¢ de metabolitzar I'adenosina, té una Km tres ordres
de magnitud més elevada (70 uM) que I’ADK (40nM) (Spychala 2000) (Spychala et al. 1996). La
regulacié que exerceix I’ADK sobre el transportador és molt acurada, motiu pel qual hem hagut
d’adaptar els assaigs de transport en cél-lules humanes per tal d’apropar-nos a condicions
cinetiques de velocitat inicial aixi com també utilitzar com a técnica i model d’estudi el “Two
Electrode Voltage Clamp” en oocits de Xenopus tal i com s’havia fet per a les proteines hCNT en
estudis anteriors del grup (Lostao et al. 2000, Larrdyoz et al. 2004 i Gorraitz et al. 2010). Aix0 ens
ha permées observar com l'eficiencia de transport per a I'adenosina augmentava quan el

transportador es trobava en preséncia d’ADK, sempre en comparaciéo amb la citidina, on no
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observavem canvis. El principal responsable de la fosforilacid de la citidina és la dCK. No podem
descartar que aquesta proteina també es pugui unir a hCNT3 tot i augmentant d’aquesta manera
I’eficiencia del transport per citidina. No obstant, si realment es produis aquesta interaccid, en
un model de sobre-expressiéo d’hCNT3 i ADK, la unié hCNT3-ADK desplacaria a dCK ja que hem
pogut observar com hCNT3-ADK augmenta |’eficiencia per I'adenosina, pero no per a la citidina.
Caldria realitzar els mateixos assaigs de sobre-expressié amb dCK per identificar si realment el

transportador es pot arribar a unir o no a aquest enzim.

El fet d’identificar un complex que reguli d’'una manera molt més precisa els nivells
extracel-lulars d’adenosina pot ser molt important ja que aquest nucleosid és agonista de
receptors P1 alhora que també esta implicat en molts processos cel-lulars altament regulats per
diverses senyals intra- i extracel-lulars (Borea et al. 2016). S’ha vist que els nivells elevats
d’adenosina extracel-lular actuen com una senyal de dany per a la cel-lula. La senyalitzacio
mediada per aquesta purina té un paper important en I'epilépsia, la hipoxia, la inflamacio o el
cancer (Antonioli et al. 2013 i Borea et al. 2016). Si ens centrem en el cancer, tant el
transportador hCNT3 com I'adenosina hi tenen un paper important ja que poden actuar com a
dianes en el seu tractament. Pel que fa el transportador hCNT3, com ja hem comentat, és capac
de transportar farmacs derivats de nucleodsids com és el cas de la Fludarabina pel tractament de
la LLC (Fernandez-Calotti and Pastor-Anglada 2010 i Fernandez-Calotti et al. 2012). Per altra
banda, estudis recents amb adenosina demostren que la inhibicié de CD73 (enzim responsable
de la catalitzacié d’AMP a adenosina) o el bloqueig del receptor A2a provoca una disminucié de
la resposta d’adenosina provocant una immunitat anti-tumoral (Allard D. et al. 2016). En
consequéncia, el blogueig terapéutic de la sintesi i/o senyalitzacié de I'adenosina ha emergit

com una estrategia prometedora per la immunoterapia del cancer (Allard B. et al. 2016).

En el context de la regulacié de les funcions d’hCNT3 pel seu interactoma, tambe pren especial
rellevancia PAICS. PAICS, una proteina bifuncional que catalitza dues etapes enzimatiques en
la via de sintesi de novo de nucleotids de purines, també va ser identificada entre les proteines
candidates d’interaccié amb el domini N-terminal d’hCNT3. PAICS ha estat estudiada en un altre
projecte del grup i dins del marc de la tesi doctoral de Liska Caviedes, en la qual el primer que
es va veure va ser que PAICS no co-immunoprecipitava amb el transportador hCNT3. Aleshores,
si PAICS es va obtenir amb el pull-down amb I'extrem N-terminal del transportador, ens vam
plantejar si PAICS interaccionava amb ADK i aquesta ultima era la que s’unia directament al
transportador. Una primera aproximacié bioinformatica, gracies a la col-laboracié del Dr. Juan
Fernandez-Recio (Barcelona Supercomputing Center & CSIC), va anticipar 'existéncia d’aquesta

interaccio a nivell de models teorics i destacava alguns dels possibles residus implicats en la
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interaccié d’ambdues proteines. Per tant, en base a aquests models i als resultats del pull-down
s’elabora una hipotesi la qual suggeriria que el complex ADK-PAICS funcionaria com un sensor
per a la cel-lula d’accessibilitat a nucleosids i nucleobases. Degut a aquesta unid, ADK, podria
inhibir PAICS i per tant, la via de sintesi de novo de nucleotids de purines, quedant la via de
reciclatge com a via principal de sintesi, basant-nos amb aquesta hipotesi. Resultats de la tesi de
Liska Caviedes demostrarien que PAICS pot immunoprecipitar ADK. Aquestes evidencies
preliminars ens porten a pensar que PAICS interacciona amb ADK i és I’ADK la que interacciona
amb el transportador hCNT3. Interaccions que tenen sentit ja que, com s’ha esmentat
préviament, hCNT3 és un transportador de tipus concentratiu amb una amplia selectivitat de
substrat, capac de translocar tant purines com pirimidines, com per exemple I'adenosina (Park
and Gupta 2008). Per tant, la unid hCNT3-ADK podria formar part d’un hipotétic sensor de la
disponibilitat de nucleosids al medi extracel-lular. D’aquesta manera i en funcié dels nivells
disponibles, ADK s’uniria a PAICS tot i inhibint la seva funcid, és a dir, la via de sintesi de novo de

purines.

Un altre aspecte pel qual és important coneixer I'interactoma dels NTs és perqué totes les
interaccions que afectin als transportadors de nucleosids, no només influiran en el metabolisme
dels nucleosids naturals, sind que també ho podran fer sobre els analegs de nucledsids, els quals
s’utilitzen com a farmacs per tractar diverses patologies. Els analegs de nucleosids, poden ser
transportats per diferents membres dels NTs i la majoria de cops han de ser fosforilats per ser
actius. Per tant, el fet que un transportador interaccioni de forma especifica i diferenciada amb
una proteina, pot contribuir a explicar I'aparent redundancia funcional dels transportadors i per
tant, acabar influint en la biodisponibilitat dels farmacs. AICAR, un farmac assajat pel tractament
de la LLC, és sabut que s’internalitza per hRENT1 pero en aquest treball s’ha vist que també hCNT3
pot ser el responsable de la seva captacid. Aquest és un cas forga Unic perqué AICAR seria I'Unic
substrat especific per hCNT3. El model tridimensional dels transportadors concentratius
demostraria el perquée ni hCNT1 ni hCNT2 no internalitzen eficientment AICAR. Un cop dins la
cel-lula es fosforila a AICA ribotide (ZMP) a través d’ADK (Hirlimann et al. 2011) (Sabina et al.
1985). Els efectes d’AICAR en les cel-lules de mamifer es bloquegen a través de la inhibicid de
I’ADK per 5-ITU, establint que, I’AICAR s’ha de metabolitzar a ZMP o AICAr monofosfat per ser
actiu (mimetic d’AMP) a través de I’ADK. Al haver descrit que la unié hCNT3-ADK augmentava
I’eficiencia del transportador per adenosina, esperavem que la fosforilacid provocada per
I’AICAR captat per hCNT3 fos major que el que provenia d’hENT1 ja que AICAR també era
substrat tant pel transportador com per I'enzim. No obstant, per les dades obtingudes,

semblaria que la via principal de fosforilacié d’AMPK seria per hENT1.
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AICAR, té un paper dual inhibint o induint I'apoptosi depenent del tipus cel-lular, la concentracié
o I'estimul apoptotic utilitzat. Pot induir I'apoptosi en diferents tipus de tumors, com ara en
neuroblastomes (Garcia-Gil et al. 2003 i Pesi et al. 2000), tumors pancreatics (Kefas et al. 2003),
hepatoma (Meisse et al. 2002) i leucémies, com la LLC (Campas et al. 2003, Campas et al. 2005 i
Lépez 2003). Paradoxalment, altres estudis han demostrat un efecte protector d’AICAR contra
I'apoptosi induit per un altre estimul (Stefanelli et al. 1998). Les raons per les quals existeixen
aquest efectes oposats d’AICAR en cél-lules normals i cel-lules canceroses encara no s’han pogut
explicar, perd no podem descartar que el canvi del perfil d’expressid dels transportadors associat
als processos carcinogenics hi pugui tenir un paper. Es suggereix que la inhibicié de processos
gue consumeixen ATP com a resultat de I'activacio d’AMPK podria ser més perjudicial per les
cel-lules canceroses que tenen una taxa de divisié major, respecte les cél-lules normals davant
d’un estimul d’estres, les quals s’ha demostrat un efecte protector d’AICAR (Xiang et al. 2004,
Swinnen et al. 2005 i Rattan et al. 2005). A més, el mecanisme pel qual AICAR inhibeix el
creixement cel-lular i indueix I'apoptosi no esta del tot definit. Esta ben establert que AICAR
entra les cel-lules mitjancant els transportadors de nucleosids i que al inhibir ADK amb la 5-ITU
no es produeix I'apoptosi induida per AICAR, indicant que la fosforilacié del farmac és essencial
per activar AMPK. Algunes excepcions que s’han trobat han estat per exemple, I'apoptosi que
causa AICAR en la linia cel-lular Jurkat, la qual no és dependent de I'activacié d’AMPK (Lépez et
al. 2003), o recentment també s’ha demostrat que AICAR indueix |'apoptosi d’una manera

independent de p53 i d’AMPK en cél-lules de LLC (Santidrian et al. 2010).

Totes les evidencies del paper dual d’AICAR dins la cél-lula ens porten a pensar que han d’existir
mecanismes per actuar d’'una forma o una altra en resposta al mateix farmac. Podria ser una
possibilitat, el fet que I'entrada d’AICAR sigui clau per la funcié posterior dins la cel-lula. Per
aquest motiu, la interaccidé entre hCNT3 i ADK podria tenir importancia per la resposta a AICAR.
Els nostres resultats obtinguts no ens permeten concloure cap efecte diferencial sobre la cél-lula
en funcié de la via d’entrada i caldrien més estudis per aprofundir en aquesta qliestio ara que

s’ha pogut demostrar un major eficiéncia del transportador en preséncia d’ADK.

En resum, durant el desenvolupament d’aquesta tesi s’ha descrit el rol del transportador hCNT3
pel que fa a noves funcions adquirides a través del domini N-terminal incorporat al llarg de
I’evolucié. Concretament, s’ha descrit la primera proteina d’interaccié amb hCNT3, Gal-4, la qual
permet el correcte ordenament del transportador cap a la membrana cel-lular. A més, s’ha pogut
identificar i validar una altra proteina, ADK, que també interacciona amb hCNT3. En el present
treball es generen les primeres evidéncies bioquimiques i funcionals de que aquesta interaccié

es produeix i que té un efecte biologic en la cél-lula.
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Conclusions

El transportador concentratiu de nucledsids hCNT3 interacciona amb la proteina Galectina-

4, contribuint aixi a modular el recanvi d’hCNT3 a la membrana plasmatica.

La interaccid entre hCNT3 i Galectina-4 podria tenir també rellevancia farmacologica en
patologies humanes com la malaltia inflamatoria de Crohn, on s’ha vist que ambdues
proteines es co-expressen, contribuint d’aquesta manera a l'eficacia del farmac 6-

mercaptopurina.

S’ha identificat per primera vegada la interaccié entre un enzim del metabolisme de

nucleosids, I'adenosina quinasa (ADK) i un transportador de nucleosids, hCNT3.

La interacciéd hCNT3-ADK té impacte funcional ja que modula de forma selectiva I'afinitat del

transportador hCNT3 per a I'adenosina.

El farmac AICAR assajat pel tractament de la LLC s’internalitza per hENT1 i hCNT3, essent

hENT1 el principal responsable de la fosforilacié d’AMPK provocada per AICAR.

Tal i com es podia anticipar pel model estructural generat per a les proteines de la familia

hCNT, AICAR és substrat exclusiu d’hCNT3 pero no dels altres subtipus de transportadors
hCNT1 i hCNT2.
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Materials i metodes

1 Cultius cel-lulars

1.1 Introduccio

El cultiu cel-lular consisteix en el manteniment de cél-lules eucariotes ex vivo sota unes
condicions controlades (in vitro) que permeten preservar les condicions fisiologiques,
bioquimiques i genetiques originals. La finalitat d’aquesta tecnica és aconseguir un model en el
qual treballar tant en el camp de la investigacid basica, com en I'ambit de diagnostic, estudis
farmacologics i de toxicitat o en la terapia génica. El principal avantatge que ofereix és la facilitat
per modificar I’entorn fisicoquimic (CO,, O,, pH, temperatura) i fisiologic (nutrients, hormones,
farmacs...) adequat per I'estudi d’aquestes cél-lules i alhora, la reproductibilitat dels resultats
gue es puguin obtenir. A més, permet limitar I'Gs d’animals d’experimentacid, que generalment
té un cost etic i economic més elevat. Per contra, al ser un sistema fora de I'organisme, es perd
la naturalesa d’aquest entorn, I'estructura tridimensional de les cel-lules i una série de factors i

estimuls circulants presents a I’'organisme viu.

Els cultius cel-lulars procedents de cél-lules disgregades a partir d’un teixit original d’'un animal
recentment sacrificat reben el nom de cultiu primari, aquestes cel-lules tenen una capacitat de
multiplicacid limitada ja que entren en senescéncia un cop superen el limit de Hayflick. En canvi,
les linies cel-lulars sén cultius que han estat sotmesos a processos de transformacié espontanis,
quimics o induits mitjangant virus que li confereixen la capacitat il-limitada de proliferacié. Les
linies cel-lulars, doncs, permeten la realitzacié d’experiments a llarg termini, aixi com la seva
crioconservacioé. Pero, al haver perdut el control de la proliferacio pateixen una desregulacio en
I’expressid genica, fet que s’ha de tenir en compte quan s’utilitzen els linies cel-lulars com a
model de treball.

Segons la seva capacitat d’adhesié als suports utilitzats en el seu cultiu, les cél-lules poden
créixer formant una monocapa, com és el cas de la majoria de cel-lules que provenen d’organs,

o al contrari, poden créixer en suspensio, com les cel-lules del sistema immunitari.

1.2 Area i material de treball
La manipulacid de cultius cel-lulars implica I'adopcié d’una serie de mesures per poder garantir
al maxim les condicions d’esterilitat necessaries per aixi evitar possibles contaminacions de

microorganismes o de contaminacions entre diferents linies cel-lulars. Per aconseguir aquest
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ambient de treball és necessari que tant el material que entra en contacte amb les cel-lules com
la superficie de treball siguin esterils i que el treballador porti bata i guants. Per manipular els
cultius cel-lulars és necessari treballar en una cabina de flux laminar vertical previament
esterilitzada amb radiacio ultraviolada. A més, tots els materials i reactius que s’introduiran a la
cabina seran desinfectats amb etanol al 70% a l'iniciar la tasca. Tanmateix, tot el material haura
de ser esteéril, autoclavat o, si és un reactiu sensible a la temperatura, filtrat amb un filtre de
0.22um de diametre de porus.

El material necessari per treballar amb cultius cel-lulars inclou:

- Campana de flux laminar vertical: filtre HEPA, llum UV i aspiracid de liquid a través del buit
- Incubador amb atmosfera controlada: 37°C, 5% CO,, 95% O, i humitat relativa al 95%
- Microscopi optic invertit

- Bany amb termostat

- Centrifuga

- Countess™automated cell counter (Invitrogen) o camara de Neubauer

- Nevera (4°C) i congeladors (-20°C i -80°C)

- Equipament criogenic: contenidor amb isopropanol i tancs de nitrogen liquid

- Material de plastic fungible estéril o autoclavat

- Material de vidre autoclavat: pipetes Pasteur

- Plaques de poliestire i falcons esterils

1.3 Manteniment dels cultius cel-lulars

Quan les cél-lules creixen en cultiu s’estableix una nova seleccid on augmenten en nombre
aquelles cel-lules que tenen una major taxa de creixement, aixi doncs, s’"ha de considerar el cultiu
com un ens dinamic. En general, quan s’arriba a la confluéncia maxima, és a dir, el cultiu cel-lular
ha ocupat tota la superficie on esta adherit, les cel-lules aturen el seu creixement. Quan
s’assoleix aquesta confluéncia és quan moltes linies cel-lulars expressen els seus aspectes més
caracteristics i és en aquest estat quan la seva morfologia i fisiologia son més semblants al seu
estat original. Perd és també, com hem comentat, el moment en el qual s’atura el seu

creixement i es fa necessari dividir, replaquejar o passar les cel-lules.

1.3.1 Tripsinitzacio i passatge

El passatge de cél-lules consisteix en transferir un petit nombre de cél-lules a una nova placa o
flascé quan aquestes es troben el seu punt de conflueéncia maxim. Si les cel-lules es van passant
regularment, poden cultivar-se més temps, ja que aixi s’evita la senescéncia associada a

situacions prolongades d’alta densitat cel-lular.
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1.3.1.1 Linies cel-lulars en monocapa

Les cel-lules han de ser desadherides mitjancant un metode enzimatic. S'utilitza una solucié que
conté EDTA i tripsina. L'EDTA és un quelant de calci, i6 responsable de les unions cel-lulars i la
tripsina és un enzim proteolitic que hidrolitza els enllacos peptidics. S’ha de minimitzar al maxim

el temps d’incubacié amb la tripsina per evitar una degradacié de proteines essencials.

Materials i Reactius

- Tripsina: 200mg/L d’EDTA i 500mg/L de tripsina

- PBS:137mM NacCl, 2.7mM KCl, 1.4mM KH,PQO4, 4.3mM Na,HPO, ajustat a un pH de 7.4

- Medi de cultiu suplementat amb Serum Fetal Bovi (FBS), antibiotic i glutamina
Procediment

Les cél-lules es mantenen a 37°C fins que assoleixen la confluencia desitjada. Un cop en aquest
punt, s’extreu el medi is’afegeixen 10mL de PBS a temperatura ambient per evitar que el serum
del medi interfereixi amb la tripsina. S’aspira el PBS i s’afegeixen 1-2mL de tripsina deixant-la
actuar a 37°C entre 1-10 minuts (depenent del tipus cel-lular i la seva capacitat d’adhesid) fins
que s’observa que la monocapa s’ha separat de la superficie de la placa o flascd. Aleshores
s’afegeixen 10mL de medi suplementat per tal d’inhibir qualsevol posterior reaccié enzimatica i
les cél-lules es disgreguen amb una pipeta fins obtenir una suspensi6 homogénia. Si es vol

mantenir la linia cel-lular, es subcultiven realitzant dilucions entre 1:3 - 1:10 afegint medi fresc.

1.3.1.2 Linies cel-lulars en suspensio
Al ser un tipus cel-lular que no creix adherit a una superficie s’agafa una petita part del cultiu i
es dilueix en un volum major de medi fresc.

Materials i Reactius

- Medi de cultiu suplementat amb Serum Fetal Bovi (FBS), antibiotic i glutamina
Procediment
Es centrifuguen les cél-lules a 900rpm durant 6 minuts i es resuspenen amb medi fresc. En funcid
del tipus cel-lular i de la seva taxa de creixement s’haura de fer una dilucié adequada tenint en

compte que la confluéncia maxima per aquest tipus de cultiu és de 1-10° cél-lules per mil-lilitre.

1.3.2 Recompte cel-lular

Es fa una dilucié amb blau de tripa i es procedeix al comptatge cel-lular a través del Countess™
automated cell counter (Invitrogen) o a través de la camara de Neubauer. La tincio del blau de
tripa permet diferenciar les cél-lules vives de les mortes, ja que aquestes ultimes tenen la

membrana permeable permetent el pas de la molécula, adquirint una tonalitat blava. Per tal de
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coneixer la concentracié cel-lular per mL en la suspensié original, cal desfer la dilucié feta al

preparar la mostra i les dimensions de la camera de Neubauer.

Un cop es coneix la concentracid cel-lular, es sembren a plaques de diferents mides segons el
tipus d’assaig que es vulgui realitzar. Normalment, pels assaigs de transport s’utilitzen plaques
de 24 pous els quals se sembren amb un volum final d’ImL. O si es necessita un nimero més
elevat de cel-lules per obtenir RNA o extractes proteics, se sembren en plaques de 60 0 100mm

que s’'omplen amb un volum de 4 y 10mL, respectivament.

1.3.3 Congelacié i descongelacio

Degut al fet que després d’un temps en cultiu les cel-lules poden acumular mutacions i,
conseqglientment, canvis fenotipics que poden alterar els resultats experimentals, és necessari
mantenir una aliquota de cada linia cel-lular amb les seves caracteristiques d’origen congelada

amb nitrogen liquid.

Congelacié

Materials i Reactius

- Medi de congelacié: FBS (Serum Fetal Bovi) + 10% DMSO (dimetilsulfoxid) esteril
- Contenidor amb isopropanol
- Criotubs de 2mL

Procediment

En el cultius en monocapa es tripsinitzen les cél-lules d’una placa de 100mm quasi confluent tal
i com s’ha descrit anteriorment i es centrifuguen 4 minuts a 1200rpm. En un cultiu en suspensio,
es centrifuguen durant 6 minuts a 900rpm entre 3 i 5 milions de cel-lules. A partir d’aquest punt,
es procedeix igual en els dos tipus de cultius, s’aspira el mediis’aliquoten les cél-lulesamb 1.5mL
de medi de congelacié en criovials. EI DMSO impedeix que es formin cristalls d’aigua que
trencarien estructures intracel-lulars reduint la viabilitat cel-lular. Aquest agent a temperatura
ambient i a una concentracio superior al 2% és toxic per la cél-lula, per tant, han d’estar el minim
temps en contacte. Aquests criovials s’han de congelar gradualment, per fer-ho, es col-loquen
en un contenidor que conté isopropanol que permet disminuir la temperatura a 1°C per minut.
El contenidor s’ha de guardar al congelador de -80°C entre 4 dies i un mes, passat aquest temps

s’han de traslladar a un tanc ple de nitrogen liquid.
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Descongelacié

Procediment

A diferencia de la congelacid, la descongelacid ha de ser un procés rapid ja que el contacte amb
el DMSO a temperatura ambient és toxic. Es descongela el criotub rapidament al bany a 37°Cii
es traspassa el seu contingut a un tub de tipus Corning de 15mL, on préviament hi haurem afegit
10mL de medi de cultiu corresponent a la linia cel-lular que estiguem descongelant suplementat
amb un 20% de FBS, el doble del que normalment s’utilitza per tal d’afavorir la viabilitat i
creixement cel-lular. Es centrifuga a 1200rpm durant 4 minuts o a 900rpm durant 6 minuts,
segons si és un cultiu de monocapa o suspensio, respectivament. S’aspira el sobrenedant,
eliminant aixi el DMSQ, i finalment s’afegeix medi fresc per sembrar les cél-lules en una placa de

100mm, en el cas del creixement en monocapa o un flascé de 75mL en les de suspensio.

1.4 Linies cel-lulars utilitzades

1.4.1 MEC1

Es una linia cel-lular derivada de limfocits B de Leucémia Limfatica Cronica (B-LLC). Aquesta linia
va ser establerta al 1993 a partir de sang periferica d’'un home d’origen Caucasic amb B-LLC.
Existeix una linia cel-lular germana a MEC1, MEC2, que es va obtenir a partir de sang periférica
d’aquest mateix pacient perd amb un any de diferencia. Al ser linies cel-lulars d’origen sanguini,

el seu creixement és en suspensio.

Condicions de cultiu: El medi de cultiu utilitzat per MEC1, linia cel-lular utilitzada en aquesta tesi,
és RPMI suplementat amb FBS inactivat al 10%, penicil-lina i estreptomicina a I'1% i glutamina
al’l%. El FBS s’inactiva fent un tractament de 30 minuts a 56°C ja que d’aquesta manera
s’inactiva la resposta immune del sistema del complement. La confluéncia maxima en aquest

cultiu és de 1-10° cél-lules per mil-lilitre.

1.4.2 HEK293

Sén cel-lules de ronyd embrionari huma (Human Embryonic Kidney, HEK) que es van obtenir a
partir d’un fetus sa avortat legalment sota la llei alemanya. Es va generar el 1973 a través de la
transformacid d’aquestes cel-lules amb DNA de I'adenovirus 5, concretament, 4'5kb d’aquest

adenovirus es van inserir al cromosoma 19 de les cél-lules humanes.

Les HEK293 sdn molt facils de cultivar i es transfecten facilment, motiu pel qual s’han utilitzat

ampliament durant molts anys per la investigacié en la biologia cel-lular, a més a més, han estat
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el model cel-lular principal amb el que s’ha treballat en aquesta tesi. Un dels factors limitants
per I'estudi de les proteines hCNT és trobar un model cel-lular que expressi aquestes proteines
endogenament. Es per aixd que el nostre grup ha generat linies cel-lulars que expressen
establement les diferents proteines hCNT: HEK293-hCNT1, HEK293-hCNT2 i HEK293-hCNT3, aixi
com el model cel-lular que expressa hOCT1 (HEK293-hOCT1). Aquestes linies es van generar en
aquest laboratori mitjancant el sistema Flp-In™ el qual permet la integracid i expressié d’un gen
d’interés en cél-lules de mamifer en un lloc especific dins del genoma, per tant, totes les linies
cel-lulars han incorporat el vector al mateix lloc. Com a control negatiu s’utilitza la linia
expressada amb el vector pcDNAS5, vector que va ser utilitzat per la generacié d’aquests models

cel-lulars.

Condicions de cultiu: El medi utilitzat és DMEM suplementat amb FBS al 10%, penicil-lina i
estreptomicina a I’1% i glutamina a I'1%. Degut a la seva elevada capacitat proliferativa s’"han de

subcultivar abans que arribin a la confluéncia del 90-100% fent una dilucié 1:10-1:12.

1.4.3 HT-29

Es una linia cel-lular provinent d’adenocarcinoma colorectal huma amb morfologia epitelial
obtinguda a partir d’'una dona que patia aquest cancer. Aquestes cel-lules sén sensibles als
farmacs utilitzats en la quimioterapia pel tractament estandard del cancer colorectal: 5-
fluorouracil i oxaliplati. En el teixit tumoral in vivo existeix una heterogeneitat cel-lular que fa

que la linia cel-lular establerta a partir d’aquest tumor no sigui homogenia.

Condicions de cultiu: El medi utilitzat és DMEM suplementat amb FBS al 10%, penicil-lina i
estreptomicina a I'1% i glutamina a I'1%. Pel seu correcte manteniment s’han de subcultivar

abans que arribin a la confluencia maxima (90-100%) en una dilucié 1:8-1:10.

1.4.4 CaCo2
La linia cel-lular CaCo2 és una altra linia que s’utilitza com a model d’adenocarcinoma colorectal
huma establerta a partir d’'un home gran que patia aquest tipus de cancer. Aixi com en les HT29,

les CaCo2 presenten una heterogeneitat en el seu cultiu cel-lular.

Condicions de cultiu: El medi utilitzat és EMEM suplementat amb FBS al 20%, penicil-lina i
estreptomicina a I'1% i glutamina a I'1%. Pel seu correcte manteniment s’han de subcultivar

abans que arribin a la confluéncia maxima (90-100%) en una dilucié 1:8-1:10.
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1.5 Test de micoplasma

La contaminacid per micoplasma és un dels principals problemes dels cultius cel-lulars ja que
aquest microorganisme pot provocar una varietat il-limitada d’efectes ens els cultius als quals
infecta, provocant aixi una alteracié dels nostres resultats. El micoplasma és un bacteri que li
manca la paret cel-lular, fet que fa que aquest bacteri sigui resistent a antibiotics que s’utilitzen
comunament al laboratori, com la penicil-lina o I'estreptomicina. Degut a la seva petita grandaria
(menys d’'un micrometre) és molt dificil detectar-lo a ull nu o fins i tot mitjangant el microscopi
optic i sovint no s’observen signes visibles d’infeccié. En els cultius cel-lulars pot persistir un
creixement lent de micoplasma sense causar la mort cel-lular perd alterar el comportament i el
metabolisme de les cel-lules. Infeccions croniques amb aquest bacteri es poden manifestar amb
una taxa de proliferacio cel-lular disminuida o una aglutinacio de les cél-lules en el cas del cultiu
en suspensid. No obstant, I'Unica manera d’assegurar-se la deteccié de la contaminacio per

micoplasma és testant periodicament els cultius.

El control de micoplasma s’ha realitzat dos cops al mes mitjancant un test qualitatiu per PCR.

S’amplifica el genoma del micoplasma per PCR i es detecta el DNA del bacteri per gel d’agarosa.

1.5.1 Tractament amb Plasmocin™

Abans de llangar una linia cel-lular infectada per micoplasma, se’ls aplica un tractament per
eliminar la contaminaciod bacteriana. Durant un periode de 15 dies, les cel-lules no s’utilitzen per
fer experiments i sén tractades amb Plasmocin™ a una concentracié de 25mg/mL. Es realitza un

nou test de PCR per comprovar que el cultiu cel-lular ha quedat lliure de micoplasma.
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2 Obtencio de mostres cliniques

Durant el desenvolupament d’aquesta tesi, s’"ha pogut treballar amb mostres cliniques per tal
d’aprofundir en un dels objectius del treball. Concretament, per I'analisi de I'expressié d’hCNT3
i Gal-4 en el colon, es va poder disposar de mostres de teixit de colon inflamat en pacients amb
la malaltia de Crohn. De cada participant involucrat a I'estudi es va obtenir el consentiment
informat. Aquest estudi va ser aprovat pel comité étic de recerca de I’hospital [Comité Etic de
Recerca Clinica, Hospital Universitari Vall d’Hebron, PR (AG) 56/2010]. Els teixits inflamats de
colon es van obtenir durant les intervencions de pacients amb la malaltia de Crohn que se
sotmetien a una extirpacié de colon. Paral-lelament també es va poder accedir a cel-lules
primaries de LLC provinents de la Unitat d’Hematologia de I'Hospital Clinic, les quals també sota

el consentiment informat de cadascun dels pacients.

Totes les mostres de colon es van mantenir en sali i es van rentar dos cops en una solucio salina
esteril. El teixit es va homogeneitzar en preséncia de nitrogen liquid i es va extreure la proteina
amb un tampé de lisi (10nM tris-HCI, 0.5% Trité X-100 i inhibidors de proteases). Els lisats de
colon, aixi com de les cel-lules primaries de LLC es van centrifugar per separar restes cel-lulars
de les proteines. Es va quantificar el sobrenedant, que era la fraccié que contenia les proteines,
i es va quantificar mitjangant una determinacid per Bradford (veure apartat 8.2 de materials i
meétodes). Aquestes mostres es van utilitzar per detectar proteines a través de la técnica del

Western blot, que apareix detallada en I'apartat 8.4 d’aquest mateix capitol.

174



Materials i metodes

3 Tecniques de manipulacio de I'expressid proteica

Algunes de les estratégies que son comunament utilitzades per estudiar la funcié d'una proteina
son, per exemple, la seva expressid transitoria, o el silenciament transitori d'aquesta.

Manipulant I'expressié de la proteina d'interées, es pot estudiar quin efecte biologic provoca.

3.1 Expressio heterologa de proteines

La técnica de transfeccid consisteix en introduir material genétic (plasmidis amb el cDNA del gen
que codifica la proteina a estudiar) en cél-lules eucariotes en cultiu. En el nostre laboratori
s'utilitzen metodes quimics basats en la formacié de complexes que les cél-lules siguin capaces
d'incorporar, bé sigui per via endocitica (métode del fosfat calcic) o per afinitat amb Ia

membrana cel-lular (méetode de lipofeccid).

3.1.1 Transfeccié amb fosfat calcic

Es un metode barat on es barreja el DNA amb clorur de calci i afegir una barreja d'un tampé que
conté fosfats. Al deixar reposar la barreja a temperatura ambient es genera un precipitat format
pel complex calci/DNA per unions electrostatiques en una solucié salina de diferents formes de
fosfats sodics. A més, el calci protegeix I'acid nucleic de la degradacié via nucleases cel-lulars o
nucleases presents al serum del medi de cultiu. Aquests precipitats sén internalitzats per la
cel-lula mitjangant processos d'endocitosi/fagocitosi i és aleshores quan el DNA queda a la
disposicié de la maquinaria cel-lular de transcripcié i traduccid. EI DNA que s'internalitza ha
d'estar en forma plasmidica i queda en forma epicromosomica, és a dir, no entra a nucli. Es per
aixo que és un tipus de transfeccid transitoria i amb les posteriors divisions cel-lulars es perdra
la informacié genetica. La mida, quantitat i qualitat del precipitat que es forma depen de les
quantitats de DNA i fosfat calcic, a més, el seu excés pot arribar a ser toxic. El pH és un factor

que s'ha de considerar per obtenir bones eficiéncies de transfeccid.

Materials i Reactius

- Cel-lules sembrades a un 60-80% de confluencia

- Medi de cultiu complementat especificament per la linia cel-lular a transfectar

- Tampé fosfat: NaCl 280mM, Na,HPO4; 0.75mM, NaH,PO; 0.75mM i Acid N,N-Bis(2-
hidroxietil)-2-aminoetanosulfonic (BES) 50mM

- Tampd de calci: CaCl; 500mM i BES 100mM a pH 6.95

- Aigua bidestil-lada esteéril
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Procediment
Per tal de preparar les solucions de fosfat i de calci s'ha d'utilitzar aigua Mili-Q i s'ha d'ajustar el
pH amb NaOH. En el cas del tampd de fosfat s'ha de determinar el pH optim segons el tipus

cel-lular de treball, per exemple, en la linia cel-lular HEK293 el pH s'ha de mantenir a 6.4.

Les cel-lules sédn sembrades a una confluéncia entre 60-80% en el moment de la transfeccio,
densitat que varia segons el tipus i la durada de I'assaig. Seguint aquest ordre es mescla el DNA,
I'aigua, el tampd de calci i el tampd fosfat (Taula 6). La mescla es bombolleja amb aire amb I'ajut
d'una pipeta i es deixa reposar 15 minuts a temperatura ambient abans d'afegir la mescla gota
a gota sobre les cel-lules. El medi de transfeccid es deixa durant 16h i es canvia per medi de
cultiu. Per garantir I'expressio de la proteina transfectada, es recomana realitzar |'experiment

entre les 24 i 72 hores posteriors a la transfeccié.

Placa de 96 pous Placa de 24 pous Placa 60mm Placa 100mm
DNA 0.1pg 0.7ug 7ug 20ug
Aigua esteril 2.5uL 12.5uL 125uL 250uL
Tampo de Calci 2.5ulL 12.5uL 125uL 250uL
Tampo Fosfat 5uL 25uL 250uL 500puL
Volum final 10uL 50puL 500uL 1000uL

Taula 6. Volums de transfeccié utilitzats per la linia cel-lular HEK293.

3.1.2 Transfeccié amb lipofectamina

Aguest metode es basa en la formacié de complexos entre lipids cationics i el DNA que tenen
afinitat per la membrana i permeten la internalitzacié del DNA a la cel-lula. S'utilitza un reactiu
anomenat lipofectamina el qual conté subunitats lipidiques que formen liposomes en medi
aqués que atrapen el material genétic utilitzat a la transfeccié. Els liposomes poden fusionar-se

amb la membrana citoplasmatica i alliberar d'aquesta manera el material genétic.

Materials i Reactius

- Cellules sembrades a un 60-80% de confluéncia
- Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
- Medi Opti-MEM sense serum

Procediment

Es dilueix la lipofectamina i el DNA amb el medi Opti-MEM per separat seguint les proporcions
que es mostren a la Taula 7. Es barregen a parts iguals ambdues mescles i es deixa reposar 5

minuts. Segons la mida de la placa, s'afegeix un determinat volum a les cél-lules en cultiu gota a
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gota i es deixa incubar entre 4 i 5 hores a 37°C. Passat aquest temps, es canvia el medi de

transfeccio pel medi de cultiu complementat que correspongui per aquella linia cel-lular.

Placa de 96 pous Placa de 24 pous Placa 60mm Placa 100mm
DNA 0.1ug 0.5ug 5.5-11pg 14-28ug
Lipofectamina 0.2-0.5puL 1-2.5uL 11-28ulL 29-73uL
Opti-MEM 2x5ulL 2x25ulL 2x250uL 2x500uL
Volum final 100uL 500uL 5mL 10mL

Taula 7. Volums de transfeccié pel métode quimic amb lipofectamina.

3.2 Silenciament proteic

Hi ha varis mecanismes per silenciar I'expressié d’una proteina, en aquest treball s’han utilitzat
petites molecules de RNA d’interferencia o siRNA (small interference RNA). Els siRNA s’uneixen
al mMRNA del geni es crea una doble cadena de RNA que és degradada pel complex RISC, reduint
aixi I'expressio de la proteina. S’ha utilitzat la lipofectamina com a reactiu que permet I'entrada

dels siRNA a la cél-lula, procés semblant a la transfeccié de DNA per metodes quimics.

Materials i Reactius

- Cellules sembrades a un 60-80% de confluéncia
- Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
- Medi Opti-MEM sense serum

Procediment

Es dilueix la lipofectamina i el sSiRNA amb el medi Opti-MEM per separat amb les proporcions de
la Taula 8. Es barregen les dues mescles en una relacid 1:1 i es deixa repossar 5 minuts. S’afegeix
la mescla a les cel-lules en cultiu gota a gota i es deixa durant 4-5 hores. Es canvia el medi de
transfeccid per medi de cultiu ja que la lipofectamina és molt toxica. El temps d’incubacié
posterior pot variar entre les 24-96 hores, és necessari fer un assaig per determinar el temps

d’incubacié optim per aconseguir el maxim silenciament de la proteina.

Placa de 96 pous Placade 24 pous Placa 60mm Placa 100mm
siRNA 3pmols 15pmols 166pmols 434pmols
Lipofectamina 0.3pL 1.5uL 17uL 43ulL
Opti-MEM 2x5ulL 2x25pulL 2x250puL 2x500puL
Volum final 100pL 500uL 5mL 10mL

Taula 8. Volums de transfeccié pel silenciament d’un gen mitjancant lipofectamina.
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4 Deteccid de proteines mitjancant fluorescéncia

4.1 Immunofluorescéncia

La immunofluorescéncia és una téecnica que permet la visualitzacié subcel-lular d’antigens o
proteines a partir de cél-lules (immunocitoquimica) o seccions de teixit (immunohistoquimica)
mitjancant la utilitzacid d’anticossos especifics. Aquests es troben conjugats Unicament a un
fluorofor i posteriorment s’analitzen per microscopia de fluorescéncia o confocal. La tincié per
immunofluorescéncia consisteix en 4 etapes: preparacio de cél-lules, fixacié i permeabilitzacid,

incubacié dels anticossos i analisi microscopic.

Materials i Reactius

- Cobreobjectes i portaobjectes
- PBS
- Solucié de fixacié: paraformaldehid al 4% en PBS
- Solucié de permeabilitzacié: Saponina 0.05% en PBS
- Solucié de blogqueig: BSA 1% en PBS
- Solucié d’incubacié: BSA 1% i Saponina 0.025% en PBS
- Solucié de muntatge (Prolong® Gold antifade reagent)
- Microscopi confocal
Procediment

Es disposen els cobreobjectes en una placa de 24 i s’esterilitzen durant 10-15 minuts amb raigs
UV. Es sembren les cel-lules, generalment interessen cel-lules aillades per estudiar la localitzacid
de les proteines. Es fan dos rentats amb PBS de 5 minuts. S'incuben les cel-lules amb la solucié
de fixacidé durant 15 minuts. Es realitzen dos rentats de 10 minuts amb PBS que eliminen I'excés
de paraformaldehid. En aquest punt es podria parar el protocol i guardar els cobreobjectes a 4°C
en un maxim de 7 dies. A continuacid es permeabilitza la membrana durant 10 minuts i al acabar
es fan dos rentats de 5 minuts amb PBS. Seguidament s’incuben amb la solucié de bloqueig
durant 20 minuts. Es dilueix I'anticos primari (1:50-1:300) en la solucié d’incubacid i es s’incuben
1h a temperatura ambient. Es realitzen 2 rentats de 5 minuts amb PBS 1x i s’ncuben amb
I"anticds secundari (1:300). Es important que durant I’hora d’incubacié I'anticds quedi protegit
de la llum ja que aquest pot perdre activitat si s’excita. Es realitzen dos rentats de 5 minuts amb
PBS protegits de la llum. Finalment es munta el cobreobjectes amb medi de muntatge que
segella la mostra. Finalment es deixa assecar 24 hores a temperatura ambient i es conservar les
mostres a 4°C. Totes les imatges s’han obtingut mitjancant el microscopi confocal LEICA SPE del
servei de microscopia de la Facultat de Biologia. El posterior analisi digital s’ha realitzat amb el

software Image J.
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Proteina Casa comercial Reactivitat Espécie
Huma, . . .
ADK Abcam R 1:1000 Conill primari
hamster
ADK Bethyl Huma 1:500 Conill primari
hCNT3 Sigma Huma - Conill primari
Gal-4 St Cruz Huma 1:1000 Ratoli primari
. Huma, ratoli, - , .
Alexa Fluor 488 Life Tech rata 1:300 Conill i ratoli secundari
Alexa Fluor 555 Life Tech Huma, rata 1:300 Conill i ratoli secundari

ratoli

Taula 9. Anticossos utilitzats en la immunocitoquimica. La concentracié utilitzada dels anticossos ADK i
hCNT3 varia segons I'experiment.

4.2 Localitzacié subcel-lular de proteines fluorescents

Una altra modalitat de deteccié de proteines mitjangant fluoresceéncia i que no requereix
d’anticossos especifics és aquella que utilitza la proteina de fluorescéncia verda o GFP ( de
I'anglés Green Fluorescent Protein). Existeixen mutants geneétics com ara la YFP (Yellow
Fluorescent Protein) que varien en el seu espectre d’excitacid i emissio. El gen que codifica la
proteina d’interes es clona dins d’un vector que conté el gen que emet bioluminiscenica i sota
el mateix promotor del vector es genera una proteina de fusié consistent en la proteina d’interes
amb aquesta etiqueta fluorescent. Aixd permet la seva deteccid sense necessitat d’utilitzar

anticossos, fet que simplifica i abarateix costos de la tecnica.

Materials i Reactius

- Cobreobjectes i portaobjectes
- PBS
- Solucié de fixacié: paraformaldehid al 4% en PBS
- Solucié de muntatge (Prolong® Gold antifade reagent)
- Microscopi confocal
Procediment

Es un protocol molt similar al descrit a I’apartat 4.1 perd difereix en dos punts. Primer les cél-lules
s’han transfectat seguint el procés descrit a I'apartat 3.1 amb el vector que conté la proteina
d’interés fusionada amb la GFP o YFP. En segon lloc, al no precisar d’anticossos, un cop estan
fixades amb paraformaldehid al cobreobjectes, ja es pot procedir al muntatge amb la solucid de

muntatge i posteriorment ser analitzades per microscopia confocal.
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5 Tecniques de validacié d’interaccions proteiques

Existeix una gran varietat de técniques per identificar interaccions entre proteines, cadascuna
té els seus pros i contres, especialment en quan a la sensibilitat i especificitat del metode. En

aquesta tesi ens hem centrat en dues tecniques: el pull-down i la immunoprecipitacio.

5.1 Pull-down i pull-down dirigit

Aquest tipus d’assaig és util tant per confirmar I'existéncia d’una interaccié proteica descrita per
altres teécniques, com per realitzar un cribratge inicial per identificar possibles interaccions
desconegudes previament. El pull-down es basa en clonar la proteina que actuara d’ham (bait)
amb el glutatid S-transferasa (GST). Aquesta s’incubara amb un extracte cel-lular i totes les
proteines que estiguin interaccionat amb ella (preys) les podrem detectar en una electroforesi
2D, la qual separa per massa i punt isoelectric. Posteriorment, s’analitzen per proteomica les
possibles proteines que estan interaccionant amb la proteina bait. Un cop realitzat aquest
cribratge i s’identifiquen possibles proteines d’interaccid, es pot realitzar un pull-down dirigit, el
mecanisme del qual és el mateix que el pull-down pero la resolucid de la tecnica és diferent.
Enlloc de realitzar una electroforesi 2D, s’analitza mitjangant un Western blot I'expressié de la

proteina especifica detectada préviament amb el pull-down.

Materials i Reactius

- GST
- GST fusionades a I'extrem amino terminal d’"hCNT3
- Tampd NP-40: Tris-HCl 50mM, NaCl 250mM, NP-40 1%, pirofosfat sodic 5mM, NaF
50mMapH7.4
- PBS: 137mM NacCl, 2.7mM KCl, 1.4mM KH;PO4, 4.3mM Na;HPO, ajustat a un pH de 7.4
- Centrifuga
- Orbital
Procediment

Es comenga amb una fase de neteja en la qual s’incuben 20mg de I'extracte proteic cel-lular amb
50uL de GST sense estar fusionat a la proteina a estudiar durant 16h a 4°C en un orbital.
Posteriorment, es centrifuga a 13000rpm durant 3 minuts a 4°C i recuperem el sobrenedant.
D’aquesta manera reduim el soroll de fons ja que eliminarem totes les proteines que s’hagin
unit inespecificament al GST. Un cop tenim el sobrenedant net, el separem en dos tubs
eppendorf, en un hi afegim els 10mg de I'extracte proteic i 50ug de GST (control negatiu) i en

I'altre, 10mg de I'extracte proteic i 50ug de GST fusionat a la proteina d’interés (bait), en el
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nostre cas I'extrem amino terminal d’"hCNT3. Ho deixem incubar tota la nit a 4°C en un orbital i
passat aquest temps es centrifuguen les mostres 3min a 8000rpm. Es fan dos rentats del pellet,
el primer amb el tampd NP-40 fred i invertint suaument dos cops els tubs i el segon amb PBS 1x
durant 5-10min en l'orbital a 4°C. Entre rentat i rentat es centrifuguen les mostres 3min a
8000rpm a 4°C. Les mostres s’envien a analitzar per electroforesi 2D als serveis de proteomica
de la Universitat de Barcelona (pull-down) o es realitza un Western blot per detectar la proteina

especifica (pull-down dirigit), tal i com s’ha descrit als apartats 8.3 i 8.4.

5.2 Co-Immunoprecipitacié

La co-immunoprecipitacié és la immunoprecipitacié de complexes intactes de proteines. Es
selecciona un anticos que té com a diana una proteina coneguda que se sospita que pertany a
un gran complexe de proteines. Per poder purificar el complex anticos-proteina s’utilitza
proteina A o G, depenent de |'espécie on s’hagi generat I'anticos, unida a boles d’agarosa.
D’aquesta manera amb una centrifugacié podrem separar les proteines unides a la proteina
d’interés de les que no ho estan. Finalment, s’"haura de desfer tot aquest complex i analitzar les

mostres per SDS-PAGE i Western blot tal i com s’ha descrit als apartats 8.3 i 8.4. Els anticossos

utilitzats per immunoprecipitar a les proteines es presenten a la taula seglient (Taula 10):

Proteina Casa comercial Reactivitat Diluci6 Espéecie Pes molecular
ADK Abcam Huma, hamster  1:1000 Conill 41kDa
ADK Bethyl Huma 1:500 Conill 41kDa
Gal-4 St Cruz Biotechnology Huma 1:1000  Ratoli 35kDa

HA Roche Huma, rat ratoli  1:2000 Rata Tag+proteina

Taula 10. Caracteristiques dels anticossos utilitzats per la immunoprecipitacio.

Materials i Reactius

- PBS:137mM NacCl, 2.7mM KCI, 1.4mM KH;PO4, 4.3mM Na,HPO, ajustat a un pH de 7.4

- Tampd NP-40: Tris-HCl 50mM, NaCl 250mM, NP-40 1%, pirofosfat sodic 5mM, NaF
50mMapH7.4

- Inhibidor de proteases Complete TM Protease inhibidor cocktail tablets (Roche)

- Ortovanadat de sodi (NasVQa)

- Proteines A unides a boles d’agarosa (Sigma)

- Tampd de carrega 5x: Per cada 20mL s’ha d’afegir 6.4mL de Tris-HCl 1M a pH 8, 2g de
SDS, 10mL de glicerol i 0.2% de blau de bromofenol. Al moment de la seva utilitzacié
s’afegeix B-mercaptoetanol al 5% ja que sind aquest reactiu es degrada.

- Tampd de carrega 2x: Per cada 20mL s’ha d’afegir 6.4mL de Tris-HCl 1M a pH 8, 2g de
SDS, 10mL de glicerol i 0.2% de blau de bromofenol. Al moment de la seva utilitzacié
s’afegeix B-mercaptoetanol al 5% ja que sind aquest reactiu es degrada.
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Procediment

Es realitzen 2 rentats amb PBS 1x de totes les plaques, aquestes s’hauran de transfectar en el
cas de voler sobreexpressar alguna de les proteines d’estudi. Per cada placa de 60mm utilitzar
60uL de tampd NP-40 suplementat amb I'inhibidor de proteases i I'ortovanadat de sodi i fer
I’extraccié i la quantificacié proteica tal i com s’ha explicat als apartats 8.1 i 8.2. Barrejar 250ug
de proteina amb 2.5-5ug d’anticos en un volum final de 300uL del tampd NP-40 i incubar-ho tota
la nit a 4°C en un orbital. S’ha de tenir en compte de realitzar un control negatiu amb I’extracte
proteiciles IgG de I'espécie de I'anticos especific per la proteina d’estudi que s’estigui analitzant.
En una segona etapa, s’han de fer 3 rentats de les boles d’agarosa unides a la proteina A amb el
mateix tampd NP-40. Fer tres rentats centrifugant les boles durant 3min a 4800, 4600 i 4200rpm,
progressivament. S’utilitzen 15uL de boles per cada mostra, per tant, al final dels rentats es
resuspenen les boles en el mateix volum amb el qual hem comencgat. A cada mostra, que conté
I’extracte proteic i I'anticos, s’afegeixen 30uL de boles i s’incuba entre 4-5 hores a I'orbital a 4°C.
Passat aquest temps, es centrifuguen les mostres 3min a 4800rpm, es guarda el sobrenedant i
es segueix amb 5 rentats de les boles amb NP-40 suplementat i centrifugues de 3min a 4800,
4600, 4400, 4200 i 4000rpm. Finalment, les boles es resuspenen en 25uL de tampd de carrega
2x i es preparen 15ug de proteina de sobrenedant i 15ug de proteina total. S’escalfen 30min a
37°Cinomés les mostres que tenen les boles, es centrifuguen 3min a 4000rpm per eliminar-les.

Totes les mostres son analitzades per Western blot tal i com s’ha descrit a I'apartat 8.4.

5.3 Immunocol-localitzacié

La immunocol-localitzacié és una aplicacié de la immunocitoquimica (descrita a I'apartat 4.1)
que permet determinar si dues proteines estan proximes dins la cel-lula. S’ha de remarcar que
no és una técnica que permeti demostrar que dues proteines estan interaccionant, simplement
permet confirmar que estan molt properes a |'espai i que per tant, podrien estar interaccionant.
El mecanisme basic de la immunocol-localitzacié consistiria en marcar amb dos fluorocroms
diferents les dues proteines a estudiar i analitzar si el senyal d’ambdds marcadors sén proxims

o no entre ells dins la cél-lula.
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6 Transport de nucleosids i derivats de nucleosids

L'activitat dels transportadors de nucleosids es reallitza a través d’una aproximacié la qual
utilitza els substrats marcats radioactivament. Depenent de la naturalesa del cultiu cel-lular es
procedira d’una manera o una altra per realitzar aquest assaig. Encara que la metodologia és
especifica segons el tipus cel-lular, la base de la tecnica és la mateixa, una incubacio de les
cél-lules en preséncia del substrat fred (no radioactiu) i del substrat marcat radioactivament (triti
o carboni 14) a unes concentracions conegudes durant un temps determinat. Passat aquest
temps s’atura la incubacid i es procedeix al lisat de les cél-lules per poder determinar la quantitat
de substrat radioactiu que ha sigut incorporat per les cél-lules. La quantitat de radioactivitat

incorporada sera, doncs, el valor indicatiu de la capacitat funcional dels diversos transportadors.

Es mesura I'entrada dels nucleosids o els seus derivats marcats radioactivament en cel-lules en
preséncia de sodi (NaCl), on actuen tant els transportadors equilibratius (hENTs) com els
concentratius (hCNTs), i en un medi sense sodi (ChoCl) on només actuen els hENTs. Aixi, la
diferéncia entre els dos medis correspon a I'activitat dels transportadors hCNTs. Si I'objectiu és
determinar I'aportacié d’hENT1 o hENT2, s’"han de complementar els assaigs anteriors amb els
inhibidors dipiridamol o NitroBenzilTiolnosina (NBTI). El primer inhibeix ambdds transportadors,
mentre que el segon inhibeix hENT1 a una concentracié de 1uM i els dos a 10uM. En el cas dels
hCNTs és més complex ja que no existeixen inhibidors especifics, sind que s’han de realitzar
inhibicions creuades amb purines i pirimidines. De tal manera que, tant en el medi que conté
sodi com en el que no en conté s’afegeix una concentracié saturant (100uM) de citidina
(transportada per hCNT1 i hCNT3) o de guanosina (transportada per hCNT2 i hCNT3) sense
marcar i uridina marcada (captada pels tres transportadors). Aixi amb la citidina s’aconsegueix
inhibir els transportadors hCNT1 i hCNT3 i I'activitat observada correspon a hCNT2. Amb la
guanosina a concentracions saturants es va pot veure l'activitat d’hCNT1 ja que s’inhibeixen
hCNT2 i hCNT3. La diferencia entre les dues activitats i la total (transport d’uridina marcada en

abséncia d’inhibidors) es correspon a I’activitat hCNT3.
Per dissenyar aquest tipus d’experiment s’han de tenir en compte una serie de factors:

- La concentracid del substrat (marcat i fred) ha de ser proxim a la Ky del transportador.
- L’assaig s’ha de realitzar en condicions de velocitat inicial, és a dir, on la quantitat de

substrat incorporat és proporcional al temps d’incubacid. En el cas que es vulguin
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estudiar fenomens d’acumulacié del substrat, s’haura de treballar a temps més llargs.
Es recomana realitzar un assaig de temps per coneixer I'interval de temps on es treballa
en condicions de velocitat inicial ja que depén de cada transportador i del substrat.

- La quantitat de substrat radioactiu ha de ser suficient per permetre la seva deteccid,

factor que depén de |‘activitat especifica (dpm/mol) i de I'activitat del transportador.

6.1 Medis de transport, reactius i materials

Els medis de transport necessaris estan detallats a continuacio:

- Medi Sodi: NaCl 137mM, KCI 5.4mM, CaCl,:2H,0 1.8mM, MgS0,4 1.2mM, Hepes 10mM,
roig de fenol 100uL/L. S’ajusta el pH a 7.4 amb Tris-Base 1M.

- Medi Colina: ChoCl 137mM, KCI 5.4mM, CaCl;:2H,0 1.8Mm, MgS0Os 1.2mM, Hepes
10mM, roig de fenol 400uL/L. S’ajusta el pH a 7.4 amb Tris-Base 1M.

- Medi d’Aturada: NaCl 137mM, Hepes 10mM, roig de fenol 200uL/L. S’ajusta el pH a 7.4
amb Tris-Base 1M.

Altres reactius i materials necessaris son els segilients:

- Nucleosids freds: uridina, citidina, guanosina, adenosina (tots ells comercialitzats per

Sigma).
- Nucleodsids i derivats marcats radioactivament: [5,6-*H]uridina, [5-3H(N)]citidina, [8-
3H]guanosina, [2,8-3H]adenosina, [8-14C]6-mercaptopurina, [3H]-AICAR

(MoravekBiotech i Hartmann Analytic).

- Tampd de lisi: Trité X-100 0.5%, NaOH 100mM per assaigs en cél-lules en monocapaien
suspensid i SDS 0.1%, NaOH 100mM per assaigs en transwell.

- Liquid d’escintil-lacié (National Diagnostics).

6.2 Transport en monocapa

6.2.1 Preparacio dels medis de transport

Es complementen paral-lelament medis sodi i colina amb el substrat fred i el radioactiu a una
concentracié final de 1uM i 1pCi/mL respectivament. En el cas de treballar amb cél-lules
polaritzades, cultivades en filtres transwell, s’afegeixen 2uCi/mL i la concentracié del substrat
fred es manté a 1uM. S’utilitzen 250uL per pou de medi de transport atemperat a 37°C d’un

placa de 24 pous o 500uL per cada filtre de la placa de transwell.

6.2.2 Assaig de transport en placa

S’aspira el medi de cultiu i es fan dos rentats amb 1mL de medi sodi o colina segons
correspongui. El transport s’inicia en el moment en el qual es substitueix el medi dels rentats pel
medi de transport, el temps d’incubacié s’ha de determinar préviament per assegurar que es

treballa en condicions de velocitat inicial o d’acumulacié, segons el que es vulgui estudiar. Passat
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aquest temps, s’atura mitjancant I'abocament del medi de transport, dos rentats amb 1mL de
medi d’aturada mantingut en gel durant tot I'experiment i posteriorment s’aspiren els restes de
medi. A continuacio es poden congelar les plaques o procedir amb elles, en aquest segon cas
s’afegeixen 100-200uL de tampé de lisi (segons la confluencia cel-lular) per promoure la lisi de
les cél-lules i que s’alliberi el contingut intracel-lular. Aquest pas es facilita mitjancant una
agitacié vigorosa en un agitador horitzontal durant 1 hora. La mescla s’"homogeneitza amb
I'ajuda d’'una micropipeta multicanal i es recullen 10uL que s’utilitzaran posteriorment per
determinar la concentracid proteica. Els 90uL restants es traspassen als vials de centelleig que
contenen 3mL de liquid d’escintil-lacié. Per altra banda cal preparar per triplicat vials que
continguin 3mL del liquid d’escintil-lacié i 5uL del medi de transport utilitzat per tal d’obtenir
I'activitat especifica, necessari pels calculs. La mesura de la radioactivitat es realitza mitjangant

un comptador beta que proporciona les desintegracions per minut (dpm) de I'isotop radioactiu.

6.2.3 Assaig de transport en transwell

Un creixement cel-lular en transwell crea un epiteli polaritzat i permet distingir I’activitat que hi
ha en la membrana basolateral o en I'apical. S’aspira primer el medi basolateral i després I'apical
i es fan dos rentats amb medi sodi o colina, segons correspongui, posant primer 1mL a la part
apical i després 1mL a la part basolateral. L'ordre d’aspirar i afegir el medi és important ja que
seguint aquest ordre s’evita una desestructuracié de I'epiteli format. Seguidament s’afegeix el
medi de transport al compartiment que toqui (basolateral o apical) i s’omple el compartiment
oposat amb 1mL de medi sodi o colina. S’aspira el medi i s’introdueix el filtre en un vas de
precipitats que conté medi d’aturada fred. Un cop en aquest punt es poden congelar els filtres
o es pot procedir amb el lisat cel-lular. Cada un dels filtres es separa del suport de la placa de
transwell amb I'ajuda d’un bisturi i es col-loca en un tub eppendorf que conté 200uL de tampé
de lisi i s'incuba 2 hores en agitacié a 37°C. Un cop les cel-lules estan lisades s’"Thomogeneitzen
amb una micropipeta i es reserven 10uL per la determinacié de proteina (per duplicat). Per altra
banda es recullen 100uL de cada vial i es dipositen a vials de centelleig que contenen 3mL de

liquid d’escintil-lacid.

6.2.4 Valoracié de la concentracioé de proteina

Es realitza mitjancant el métode de I’acid bicinconinic (BCA) que combina la reduccié de Cu*? a
Cu* en un medi alcali i la reaccid colorimetrica del catié Cu* amb I'acid bicinconinic. Els péptids
redueixen els ions cuprics a través dels enllagos peptidics quan es troben en medi basic i en
preséncia de tartrat potassic. Aquest Cu* reduit reacciona amb el BCA i genera el color porpra

que adquireix una intensitat de color que és proporcional al nombre d’enllagos peptidics
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presents. Aquest complex presenta una absorbancia a 562nm, encara que pot ser mesurada a

una longitud d’ona entre 550-570nm sense que es produeixi un error significatiu important.

Les dissolucions comercials del kit utilitzat (BCA™Proteinassay kit, Pierce) es barregen amb una
proporcié de 1:50 i es dispensen 200uL a cada pou d’una placa de 96 pous on previament hem
afegit els 10uL de proteina. En paral-lel es prepara una recta patré amb albuimina sérica bovina
a concentracions conegudes (0,125,250,500,1000 i 2000pg/mL) per poder extrapolar els valors
de les absorbancies de cada mostra. La placa s’incuba 30min a 37°C i 10min a temperatura

ambient. Finalment es llegeix I'absorbancia a 550nm de longitud d’ona a I'aparell Infinity 2000.

6.2.5 Calculs

Els vials que contenen les mostres radioactives i els estandards es mesuren en un comptador
beta amb un programa de desintegracions per minut (dpm) de triti. En primer lloc és necessari
calcular I'activitat especifica (AE) del medi de transport radioactiu considerant el comptatge de

cada estandard i el volum utilitzat segons s’indica a la férmula seglient:

( dpm ) dpm estandard

pmol ~ Volum estandard x [substrat]

Amb aquest resultat i considerant el temps del transport es pot obtenir el valor de I'activitat del

transport tenint en compte la concentracio de proteina determinada segons la segiient férmula:

pmols ) dpm mostra x103

Activitat ( g

mg proteinax min/  AE x Volum mostra x [proteina] (m) X min

6.3 Transport en suspensio

6.3.1 Preparacio dels medis de transport

La diferencia principal rau en la concentracié a la qual s'han de preparar els substrats (fred i
marcat radioactivament). La concentracié final del substrat radioactiu ha de ser la mateixa que
en el transport realitzat en cél-lules en monocapa, és a dir, 1uCi del substrat marcat
radioactivament i 1uM del substrat fred. Per aconseguir-ho, el medi de transport s'ha de
preparar 10 vegades més concentrat. D'aquesta manera, a les aliquotes de 90uL de céel-lules se

li afegeixen 10uL del medi de transport radioactiu 10x, aixi el medi de transport queda a 1x.

6.3.2 Assaig de transport en suspensio
Aquest tipus de transport també es realitza a 37°C per tant els medis sodi i colina s’han de

temperar previament. Es centrifuga la quantitat necessaria de céel-lules durant 6 minuts a
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900rpm tenint en compte que per cada mesura de transport es necessiten entre 3-5-10°
cel-lules. Es fan dos rentats amb el medi sodi o colina, seguidament es resuspenen amb el medi
que correspongui i s'aliquoten 90uL d’aquest medi en tubs eppendorf i es mantenen dins del
bany a 37°C amb una gradeta fins al moment d’iniciar el transport. S’afegeixen 10uL del medi de
transport i es deixa el temps necessari perqué es produeixi el transport (generalment es realitza
a 1 minut). S’atura la reaccié afegint 900uL de medi d’aturada fred i es centrifuga 1 minut i mig
a 9500rpm. S’aspira el medi i s’afegeixen 900uL de nou de medi d’aturada, es torna a centrifugar
i s'aspira el medi. En aquest punt es poden congelar les mostres o seguir amb el protocol.
S'afegeixen 300uL de tampd de lisi i es deixa que es produeixi la lisi durant 1h a l'agitador
horitzontal a temperatura ambient. Amb |'ajuda d'una micropipeta s'homogeneitza la mescla i
es posa tot el contingut als vials de centelleig que préviament s'han omplert amb 3mL de liquid
d'escintil-lacid. Es preparen els estandards per triplicat, vials amb 3mL de liquid d'escintil-laci¢ i

5uL de medi radioactiu, ja que ens donaran el valor de l'activitat especifica.

6.3.3 Valoracié de la concentracioé de proteina

En aquest cas s'agafa un punt de referéncia per tots els punts que s'han fet amb cadascun dels
medis. Per tant, quan s'aliquoten les cel-lules a tubs eppendorf per fer el transport, s'afegeix un
tub més amb els 90uL de cel-lules per cada tipus de medi. Aquestes cél-lules directament es
centrifuguen a 9500rpm durant 3 minuts i s'afegeix 300uL de tampd de lisi 1h a temperatura
ambient. S'homogeneitza bé la mostra amb I'ajuda d'una xeringa i es centrifuga a 10000rpm

15min a 4°C. Finalment s'analitza la concentracié mitjancant el metode Bradford (apartat 8.2).

6.3.4 Calculs
Els calculs sénels mateixos que els descrits a I'apartat 6.2.5 pero el valor calculat de I'activitat
especifica s’ha de dividir entre 10 ja que el medi radioactiu inicialment s'ha preparat 10 cops

més concentrat per tal que a la solucié final quedes 1x.
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7 Electrofisiologia

En aquests assajos es comprova la incorporacio del derivat nucleosidic a la cel-lula mesurant el
canvi de potencial que es genera a la membrana citoplasmatica degut al cotransport del
nucleosid i cations sodi per part dels transportadors CNTs. Els experiments d’electrofisiologia es

van dur a terme al laboratori pel Dr. David Bartolomé de la Universidad Auténoma de Madrid.

7.1 Metodologia

Per tal de mesurar el diferencial del potencial membrana citoplasmatica cel-lular es treballa amb
cel-lules de dimensions grans com ara els oocits, ja que al tenir unes dimensions
d’aproximadament 1mm facilita la seva manipulacié. Es important controlar I'accés a aquestes
cel-lules germinals i la clonacid dels gens de les proteines que es vulguin estudiar a un vector

d’expressio a oocits dels cDNAs de les proteines d’estudi.

7.1.1 Part molecular

Per poder transcriure el cDNA de les nostres proteines d’interés (ADK i hCNT3) a cRNA es van
clonar en un vector especific. En el nostre grup, s’havia utilitzat el vector pBlueScript Il SK per
clonar el transportador hCNT3 i fer estudis d’electrofisiologia, per tant haviem de clonar el gen
d’ADK al vector pBlueScript. Per fer-ho, es van digerir els dos vectors: pBlueScript Il SK i pcDNA
3.1(+) que contenia la seqliéncia d’ADK amb els enzims de restriccié BamHI i Xbal. Aixi, s’obrira
el primer vector i s’ alliberava I'insert d’ADK. Seguidament es va realitzar la lligacid, i un cop
comprovat que el nou vector portava el gen, es va procedir a transformar bacteris E. coli per tal
de produir grans quantitats de vector. Procediments descrits als apartats 11.2 i 11.4. L’obtencié
del cARN de les dues proteines a partir del cDNA i tots els procediments posteriors van ser

realitzats a la Universidad Auténoma de Madrid per part del Dr. David Bartolomé.

7.1.2 Part d’electrofisiologia

Els oocits s’aillen mitjangant una incisio abdominal de les femelles de I'especie de gripau
Xenopus laevis. Es renten per tal d’eliminar restes d’oocits trencats i es tracten amb col-lagenasa,
que elimina el teixit conjuntiu ovaric que manté units els oocits i la capa fol-licular que els
envolta. Finalment, es dipositen els oocits en vials per tal que s’adaptin a I'osmolaritat de la
nova solucié fisiologica. Es microinjecta el cARN que codifica per les proteines (ADK i hCNT3).

Després d’un periode entre 2 i 7 dies de la microinjeccio, les cél-lules expressen la proteina.
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Un cop els oocits expressen les proteines d’interes, es realitzen els estudis funcionals de captacid
dels nucleosids. Com a medi d’incubacié s’han usat les seglients solucions: NaCl (medi Na*) o
clorur de colina (medi colina), composicié descrita a I'apartat 6.1. Es col-loca un oocit en una
cambra d’uns 500uL on es fa passar continuament una solucié de perfusi6 amb medi sodi.
S’introdueix I'electrode de voltatge de I'oocit i s'observa que el potencial de membrana és
estable i almenys de -20mV respecte |'electrode de referencia. Un cop és estable, s’introdueix
I'electrode de corrent. Amb I’eléctrode de voltatge es mesura el potencial de membrana i amb
I’electrode de corrent es registra el corrent proporcionat pel sistema per tal de mantenir el
potencial de membrana en el valor desitjat (Figura 72). Al produir-se el transport, es produeix
un flux de carregues resultat del cotransport de catié/nucleosid, corrent proporcional a la
guantitat de nucleodsid transportat. Quan es registra el corrent de manera continua, després
d’introduir els dos electrodes a I'oocit, es fixa el potencial de membrana a -50mV i es registra el
corrent necessari per mantenir aquest potencial. Quan s’obté una linia estable en medi sodi,
corresponent a I'escapament de I'ié sodi a través del transportador, es perfondeix el nucleosid
o analeg de nucleodsid i es mesura el corrent necessari per tal de mantenir I'oocit a -50mV que
es correspon al corrent produit pel compost. La cambra es renta amb medi lliure de substrat i
catid sodi i I'oocit es torna a estabilitzar amb medi sodi per a la seglient exposicié. El corrent es

mesura una vegada per segon i el senyal és filtrat a 1Hz, recollint les dades pel seu analisi.

eléctrode  eléctrode

de voltatge de corrent =
eléctrode de

referéncia

solucio
de perfusio

Figura 72. Dispositiu amb el que es realitza la tecnica de fixacié del voltatge amb dos electrodes.

La constant d’afinitat aparent (Kos) i el corrent maxim de transport (Imax) per a concentracions
saturants de nucleosid o catié s’obtenen ajustant els corrents de I'estat estacionari a cada
potencial de membrana (I) a la equacié de Hill: | = Inax ([S]o)" / {(Kos)" + ([S]o)"} on [S]o és la
concentracié extracel-lular de substrat (nucleosid), Imax €s el corrent maxim obtingut amb
concentracions saturants de substrat, Kq s és la concentracié de substrat per la qual el corrent és

la meitat de la Imax i N és el coeficient de Hill, que per les cinétiques de nucleosids és 1.
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8 Analisi de I'expressioé de proteines

8.1 Obtencid d’extractes proteics

Es realitza a partir de la lisi de cél-lules que han estat sembrades en plagues de 60mm o 100mm.
A més, per aquesta tesi s’han utilitzat plaques de 24 pous en alguns experiments concrets.
Decidir quin tampd de lisi és I'adequat per I'extraccid de proteines és una factor clau per
optimitzar aquest procés. Es important saber quina és la naturalesa de la proteina d’interes, és
a dir, si és una proteina de membrana o citosolica o si volem estudiar-ne el seu estat de

fosforilacid ja que aquestes caracteristiques determinaran quin tampé de lisi és més adient.

Materials i Reactius

- Tampd PBS: NaCl 140mM, KH,PO4 2.7mM, Na;P0O, 8.1mM a pH 7.4
- Tampd de lisi:
e NP-40:Tris-HCl 50mM, NaCl 250mM, NP-40 1%, pirofosfat sodic 5mM, NaF
50mMapH7.4
e Fosforilats:Tris-HCI 20mM, NaCl 150mM, Na,EDTA 1mM, EGTA 1mM, Trito X-
100 1%, pirofosfat sodic 2.5mM, B-glicerofosfat 1ImM, leupeptina 1ug/mL a pH
7.5
- Inhibidor de proteases Complete TM Protease inhibidor cocktail tablets (Roche)
- Inhibidor de fosfatases PhosSTOPPhosphatase inhibidor cocktail tablets (Roche)
- Ortovanadat de sodi (Na3VOs)
- Scrapers (Costar)
Procediment

Les cél-lules, que, préviament poden haver estat tractades o no, s’han de rentar dos cops amb
5-10mL de PBS 1x fred assegurant-nos que no quedin restes de medi i congelades amb nitrogen
liguid perque I'estat de la cel-lula no es vegi alterat. En aquest punt, les plaques es poden
congelar a -20°C o bé procedir a I'obtencid de la proteina. Tot el procés sempre es duu a terme
en gel per evitar la degradacid de les proteines. S’afegeix un volum variable del tampd de lisi en
funcié del diametre de la placa i la densitat cel-lular, aquest s’ha de suplementar amb Na3VOg i
inhibidor de proteases a I'1%, i en el cas de proteines fosforilades amb inhibidor de fosfatases a
I’1%. Les cél-lules s’han d’aixecar rascant amb un scraper, la solucid resultant es recull en tubs
eppendrof i s’acaba d’homogeneitzar amb I'ajuda d’una xeringa. Els lisats obtinguts es deixen
15min en gel i es centrifuguen a 10000rpm durant 10-15 minuts a 4°C, per tal de sedimentar

totes les restes de material no disgregat i conservar el sobrenedant a -20°.
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8.2 Valoracio de la concentracio proteica

S’utilitza el métode anomenat Bradford, és un metode colorimétric basat en el canvi de color
del reactiu Coomassie al unir-se als residus basics de les proteines. S’ha utilitzat la dissolucié
comercial Bio-Rad proteinassay (Bio-Rad) diluida 1:4 en aigua destil-lada. Es dispensa 1mL
d’aquesta dilucié en cubetes semimicro de plastic i safegeix 1-2ulL de la mostra. Es prepara una
recta patré amb concentracions d’albimina sérica bovina conegudes: 0, 5, 10 i 20pug/ulL i aixi

poder extrapolar els resultats de les absorbancies de cada mostra a 595nm de longitud d’ona.

8.3 Electroforesi en SDS-PAGE

Un cop obtingut I'extracte proteic s’ha de recdrrer a metodes de separacié de la mostra. El
meétode utilitzat és el que separa la barreja de proteines en funcié del seu pes molecular,
I’electroforesi SDS-PAGE (SodiumDodecylSulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). Sistema
gue es basa en tractar la mostra amb un tampd que conté el detergent idnic SDS, de manera
que li confereix carregues negatives a les proteines sense afectar el pes molecular. Aquesta
carrega permetra que les proteines corrin per accido d’un camp eléctric entremig d’'una xarxa

formada per un polimer d’acrilamida i bisacrilamida separant els components de la mescla.

Materials i Reactius

- Tampd de carrega: Es prepara 5 cops concentrat. Per cada 20mL s’afegixen 6.4mL de
Tris-HCI 1M a pH 8, 2g de SDS, 10mL de glicerol i 0.2% de blau de bromofenol. Al moment
de la seva utilitzacid s’afegeix B-mercaptoetanol al 5%. El SDS confereix la carrega
negativa, el glicerol dona densitat a la mostra i permet que s’introdueixi dins del pou, el
blau de bromofenol és un indicador visual per saber on es troba el front i el B-
mercaptoetanol reduira els ponts disulfur de les cisteines.

- Tampd d’electroforesi: Tris-Base 25mM, glicina 1.91M i SDS al 1%. Es prepara a 10x.

- Marcador de pes molecular: Precision Plus Protein TM Standards Dual Color (Bio-Rad)
gue conté marcadors entre 10 i 250kDa.

- Gel concentrador: 2.7mL d’aigua destil-lada, 0.67mL d’acrilamida comercial, 0.5mL Tris
1M pH 6.8, 40uL de SDS al 10%, 40uL d’APS (perosulfat d’amoni) al 10% i 4L de TEMED
(tetrametiletilendiamina).

- Gel resolutiu: 4mL d’aigua destil-lada, 3.3mL d’acrilamida comercial, 2.5mL Tris-Base
1.5M a pH 8.8, 100puL de SDS, 100uL d’APS 10% i 4pL de TEMED.

- Aparells de PAGE: Sistema Mini Protean 3 (Bio-Rad) i una font d’alimentacié
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Procediment

Preparacio de les mostres

Generalment es carreguen entre 10 i 50ug de proteina total, no obstant, la quantitat necessaria
per cada experiment ha de ser determinada especificament segons les condicions de cada cas.
La mostra es barreja amb 5ulL del tampd de carrega al 5% i es porta a un volum final de 25uL
amb aigua destil-lada. Posteriorment, per tal de desnaturalitzar les proteines, de forma general
les mostres s’escalfen 5min a 95-100°C. Pero en aquest treball, I'estudi esta basat en proteines
de membrana i s’ha vist que aquest tipus de proteina es pot detectar millor si les mostres sén

escalfades durant 30min a 37°C.

Preparacio dels gels

Es prepara el gel resolutiu que és on es produira la separacié de proteines segons el seu pes
molecular. EI TEMED i APS sdn els responsables de la polimeritzacid, per aquest motiu s’afegiran
al final. Aquesta barreja s’introdueix entre dos vidres amb I'ajuda d’una pipeta Pasteur de
plastic. Un cop ha polimeritzat el gel, s’afegeix el gel concentrador, el qual permetra que totes
les mostres quedin retingudes per poder entrar alhora dins del gel concentrador. Finalment,

s’introdueix una pinta de 10 o 15 pous i s’espera a que polimeritzi.

Electroforesi

Com a sistema d’electroforesi s’utilitza el Mini Protean 3 amb el qual es prepara el muntatge del
gel amb el seu suport i els electrodes dins la cubeta seguint les instruccions d’Us del fabricant.
La cubeta s’'omple del tampd d’electroforesi i es carreguen els pous del gel amb les mostres
preparades. Finalment es tanca el circuit eléctric aplicant un corrent de 40mA (1gel) o 80mA (2

o més gels) fins que la proteina d’interes, quedi suficientment separada en el gel.

8.4 Western Blot
La técnica de western blotting o immunoblot, consisteix en la transferéncia electroforéetica de
proteines des de gels SDS-PAGE a membranes de nitrocel-lulosa o PVDF per, poder fer una

deteccié auto-radiografica d’una determinada proteina mitjancant anticossos especifics.

8.4.1 Electrotransferencia de proteines

Materials i Reactius

- Tampd de transferéncia: Tris-Base 25mM, glicina 192mM i metanol al 20% (v/v). Es
prepara 10 cops més concentrat i es conserva a temperatura ambient.

- Metanol

- Paper de filtre Whatman 3mm
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- Membrana de PVDF Immobilon-P TransferMembrane (Millipore)
- Aparell de transferéncia de gels a membranes: Sistema Mini Protean (Bio-Rad)

Procediment

S’activa la membrana PVDF amb metanol durant 15” i s’elimina I'excés de metanol amb aigua
Mili-Q durant 1 minut i mig i es deixa amb tampd de transferencia. Un cop acaba I'electroforesi,
es fa el muntatge per realitzar I'electrotransferencia amb I'ajuda d’esponges i paper Whatman.
Aquest sistema es col-loca en una cubeta d’electroforesi plena del tampd d’electoforesi a la qual,
a més a més, hi afegirem un bloc de gel i un nucli magnétic per tal de mantenir tot el sistema
refrigerat. Finalment es tanca el circuit aplicant un voltatge de 100V durant 90min, el temps pot
variar en funcioé del pes molecular de la proteina estudiada. Seguidament, es realitza una tincié
inespecifica amb el colorant Ponceau per comprovar que la transferencia de les proteines del
gel a la membrana de PVDF s’ha produit correctament. Aquesta tincio és reversible, per tant, la

tincié vermellosa de les proteines s’elimina amb aigua destil-lada.

8.4.2 Immunodeteccio

La immunodeteccid s’utilitza per identificar antigens especifics reconeguts per dos anticossos
monoclonals o policlonals. El primer anticos (anticos primari) s’uneix especificament a I'antigen
de la proteina, i el segon anticos (anticos secundari) s’uneix al primari detectant la cadena
pesada de I'anticdos amplificant el senyal i permetent la seva deteccié mitjancant la peroxidasa

de rave que porta unit a la seva estructura.

Materials i Reactius

- Tampd TBS-Tween: Tris-Base 20mM, NaCl 150mM, Tween-200.1% a pH 7.6
- Solucié de bloqueig: 50mL tampd TBS-Tween, 10% (p/v) de llet en pols (Nestle Sveltesse)
- Plastic per preparar les bosses
- Segelladora
- Agitador orbital
Procediment

La membrana s’incuba amb 10mL de solucié de bloqueig durant 1h a temperatura ambient per
tal evitar unions inespecifiques amb els anticossos. Seguidament s’incuba la membrana amb
I’anticos primari diluit en la solucié de bloqueig al 5% (p/v) de llet en pols durant tota la nit a 4°C
en un agitador orbital. Hi ha anticossos que es poden incubar 1h a temperatura ambient, com
per exemple els anticossos d’actina o tubulina, ja que sén molt eficients. Un cop acabada la
incubacid, es fan tres rentats de 5 minuts cadascun amb el tampd TBS-Tween. Seguidament,
s’incuba la membrana amb I'anticos secundari, aquest variara en funcié de I'espécie (conill,

ratoli, rata...) on s’hagi obtingut el primari. Es prepara una dilucié 1:2000 de I'anticos secundari
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en la solucié de bloqueig al 5% (p/v) de llet en pols. Aquesta incubacié generalment dura entre

1i2 horesiesrealitza a temperatura ambient i la membrana es renta tres cops amb TBS-Tween.

Proteina Casa comercial Reactivitat Dilucié Espécie pes
molecular
ADK Abcam Huma, hamster 1:500 Conill 41kDa
hCNT3 Sigma Huma 1:1000 Conill 75-
100kDa
ENT1 St John’s Lab Huma, ratoli, 1:1000 Conill 55kDa
rata
HA Roche Huma, rat ratoli  1:2000 Rata tag
c-MYC Santa Cruz Huma 1:500 Ratoli 50kDa
AMPKa Cell Signaling Huma, rat 1:1000 Conill 62kDa

ratoli, mono

Fosfo Cell Signaling Huma, rat 1:1000 Conill 62kDa
AMPKa(Thr172) ratoli, mono
Gal-4 R&D Systems  Huma, rat ratoli 1:500 Cabra 35kDa
Na+/K+-ATPasa al The Developmental Studies Hybridoma Bank
Vilina-1 Cell Signaling Huma, mono 1:1000 Conill 95kDa
Actina Sigma Aldrich Huma 1:2000 Conill 42kDa
Tubulina Sigma Aldrich Huma 1:10000 Ratoli 50kDa

Taula 11. Caracteristiques dels anticossos primaris utilitzats.

Reactivitat Casa comercial  Dilucio
Conill Bio-Rad 1:2000
Ratoli Bio-Rad 1:2000
Rata Bio-Rad 1:2000

Taula 12. Caracteristiques dels anticossos secundaris utilitzats.

8.4.3 Revelat amb el métode ECL

Per aquest procés s’utilitza el reactiu ECL que és un substrat altament sensible que permet
detectar I'activitat peroxidasa. Com a producte de la reaccid es produeix llum que és detectada
per una camera fotografica d’elevada sensibilitat (Fujifilm) que genera una imatge digital

mitjancant el software LAS-3000.
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Materials i Reactius

- ECL (Enhanced ChemoLuminiscent Method, Biological Industries)
- Camera fotografica Fujifilm
- Software LAS-3000

Procediment

El reactiu ECL consta de dos components independents, en el moment del revelat s’han de
barrejar ambdds compostos amb una proporcié 1:1, el volum final dependra de la mida de la
membrana. S’introdueix la membrana dins d’'una bossa de plastic i se la cobreix amb el reactiu
ECL preparat previament. S’espera 1 minut aproximadament perqué es produeixi la reaccié i
s’introdueix la membrana dins la maquina per tal de poder realitzar les fotografies. Depenent
de la sensibilitat de I'anticos, el temps d’exposicié sera més o menys llarg. L’analisi de les imatges
obtingudes s’han realitzat amb diversos software: AdobePhotoshop CS o I’ Image J. En aquest
treball també s’han fet revelats amb I'ECL pero enlloc d’utilitzar una camera per captar la imatge,

s’han usat cassettes per revelar sobre films d’alta sensibilitat.
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9 Reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) i tecniques afins

La reaccid en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction) és un metode in vitro
que permet I'amplificacid enzimatica del DNA. L'objectiu d’aquesta técnica és obtenir un gran
nombre de copies d’un fragment de DNA a partir d’una Unica copia d’aquest fragment original
o motlle. Els productes d’extensio dels primers sintetitzats en cada cicle poden servir com a
motlle a la seglient reaccio, per tant, 20 cicles de PCR representen aproximadament un milié de

copies del motlle original, aquest creixement exponencial fa que la técnica sigui molt sensible.

Cada cicle de PCR consta de tres fases: desnaturalitzacié del DNA motlle, unié del primer al
motlle i finalment I'extensié del primer. Durant la primera fase es desnaturalitza el DNA motlle
incrementant la temperatura a 94° entre 15s-2min. Seguidament, la temperatura es redueix a
40-60°C (segons la composicid dels primers) entre 16-60s per permetre la unié del primer amb
el DNA desnaturalitzat, fase que s’Tanomena d’anellament. Es la fase més critica ja que segons la
temperatura escollida els encebadors s’uniran especificament, inespecifica o no s’uniran.
Finalment, la sintesi del nou DNA comenca quan s’assoleix la temperatura optima per la DNA
polimerasa, que majoritariament és d’entre 70-74°C. La duracid de la fase d’extensié depen de
la mida del fragment a amplificar, generalment es calcula que la polimerasa necessita 30s per
cada kilobase a amplificar. Aquestes tres fases es converteixen en un cicle que es repeteix entre
20 40 cops per tal d’aconseguir amplificar el DNA. Un cop acabats tots els cicles, es realitza una

extensid de 7 minuts per assegurar-nos que totes les amplificacions estan acabades.

9.1 Obtencid inserts

En aquest treball s’han seguit dues estrategies per tal d’obtenir els inserts dels cDNA dels gens
que codifiquen per les proteina d’estudi. Una és la clonacio (apartat 11.4), que un cop amplificat
el cDNA per PCR s’introdueix a un vector d’expressid. L’altra estrategia és la compra del vector
que contingui linsert el qual es subclonara a un vector d’expressid. La metodologia

d’amplificacié del gen mitjangant la PCR es detalla tot seguit.

9.1.1 Reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)

Materials i Reactius

- Taq polimerasa (Promega)
- Tampd de reaccio 10x
- Aigua Mili-Q
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- Barreja de dNTPs 10Mm (2.5Mm de cadascun: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega)
- Primers 20uM
- Termociclador

Procediment

S’afegeixen 5uL de tampo 10x, 1uL de dNTPs, 1l de cada un dels primers ( a una concentracio

de 20uM), 2.5-2puL de cDNA i s’ajusta a un volum final de 50uL amb aigua Mili-Q.

9.1.2 Clonaci6 i subclonacio
El procés de clonacio parteix d’una reaccié de PCR mitjancant primers especifics del gen d’estudi
i posteriorment s’introdueix a un vector d’expressio, en canvi la subclonacié mou un gen des

d’un vector d’origen a un vector de desti.

En la present tesi, el cDNA que codifica per la proteina ADK estava clonat al vector pDNR-DUAL
de la casa comercial DNASU i es va subclonar al vector d’expressio pcDNA 3.1 (+). Es va alliberar
el cDNA de I’ADK amb els enzims Sall i Hindlll i per PCR es van introduir dues dianes de restriccié
noves, BamHlI i Xbal, ja que les anteriors no estaven presents al vector de desti. Paral-lelament
el vector de desti pcDNA 3.1 (+) també va ser digerit amb els mateixos enzims BamHlI i Xbal per

tal de poder lligar-los després seguint el protocol de I'apartat 11.4.6.

9.2 Modificacio dels inserts

9.2.1 Introduccio de dianes de restriccié mitjangant PCR

Els enzims de restriccid s’han d’escollir de manera que l'insert d’interés no contingui la
seqiencia diana per I'enzim escollit, de ser aixi, I'enzim tallaria I'insert per la meitat. A més, s’ha
de comprovar la compatibilitat dels tampons entre els enzims per tal de poder digerir I'insert

amb els dos enzims de restriccid alhora utilitzant un mateix tampé.

En el cas que s’hagin d’afegir les dianes de restriccié al gen d’interées cal fer una PCR amb primers
gue continguin les dianes de restriccié desitjades. Tots els primers que vam necessitar per dur a
terme aquest treball es resumeixen a la Taula 13. Per fer aquest disseny de primers s’han de

tenir en compte que:

- La diana de restriccio s’afegeix a I'extrem 5’ del primer precedida d’'un nombre de
nucleotids i a 3’ seguida d’un nombre de nucledsids perqué I'enzim pugui tallar la
seqliéncia.

- El primer complementari a la seqiiéncia ha de ser de 12 nucleosids com a minim.
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Diana inserida Sequiéncia (5’-3’)

ADK (Fw) BamHlI TCGGGATCCATGACGTCAGTCAGAGAAAA

ADK (Rv) Xbal AGTTCTAGACTAGTGGAAGTCTGGCTTCTCAGG
hCNT3 A10 (Fw) Hindlll CCCAAGCTTGCATGGCTGAGGGCTACAGCAAC
hCNT3 A25 (Fw) Hindlll CCCAAGCTTGCATGCTTGAGAACGAGAACAC
hCNT3 A35 (Fw) Hindlll CCCAAGCTTGCATGTCAATAAGAAGCAGAG
hCNT3 A49 (Fw) Hindlll CCCAAGCTTGCATGACCAAACAGGATGAAG

hCNT3 (Rv) Smal TCCCCCGGGTCAAAATGTATTAGAGATC

Taula 13. Primers utilitzats per la insercié de dianes de restriccié durant la subclonacié d’ADK al vector
d’expressid pcDNA3.1(+) i per la generacié de construccions derivades del transportador hCNT3. Les
dianes de restriccié es mostren subratllades i el codd d’inici (ATG) introduit per generar aquelles
construccions delecionades es mostra en negreta. Fw (forward) i Rv (reverse).

9.2.2 Introduccid d’etiquetes myc

L'etiqueta myc és un polipéptid derivat del gen C-MYC que té una seqliencia de 10 aminoacids
(EQKLISEEDL), és ampliament utilitzada per ser petita, tenir poca interferéncia sobre I'activitat
biologica de les proteines que la porten fusionada i per I'eficient reconeixement mitjancant
anticossos comercials (Taula 11). S’han dissenyat els primers que es mostren a la Taula 14 per
tal d’introduir la seqiiéncia MYC i els enzims de restriccid utilitzats per clonar aquesta proteina

de fusio al vector d’expressié pcDNA 3.1 (+).

Primer Diana inserida Seqliencia (5’-3’)

ADK-myc (Fw) BamHlI TCGGGATCCATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCT
GATGACGTCAGTCAGAGAAAA

ADK (Rv) Xbal AGTTCTAGACTAGTGGAAGTCTGGCTTCTCAGG

Taula 14. Primers utilitzats per la insercié de I'etiqueta MYC en la seqiiencia del gen ADK, aixi com la
incorporacio de les dianes de restricci6 BamHI i Xbal.

9.3 Comprovacio dels inserts

9.3.1 Seqtienciacio

S'utilitza el metode de la seqlenciaci6 de Sanger, metode que es basa en I'Us de
dideoxinucleotids marcats amb fluorofors que els manca el grup 3’ hidroxil, grup responsable
d’acabar el procés d’elongacié de la cadena durant la reaccié de PCR. Es generen diversos
fragments de mides diferents de DNA que es separa per electroforesi capil-lar i amb un laser
s’excita el fluorofor que porta el dideoxinucleotid. Cada dideoxinucleotid esta marcat amb

diferent color que genera un electrofluorograma que ens determinara la seqiiéncia.
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Materials i Reactius

- ABIPRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Kit Version 3.1 (Applied
Biosystems)
- Termociclador
- Oligonucleotids
Primers utilitzats

Primer Sequéncia (5’-3')

ADK (Fw) CAACAGGTCCCTCATAGCTAATC

ADK (Rv) CTTTAATACTGACTCTGGGGAAAC
hCNT3 (Fw) ACAGGTCACAGTTGAGCAGG
hCNT3 (Rv) GTATGCACCTAGCACGCTTC

Taula 15. Primers utilitzats per la seqlienciacio dels gens ADK i hCNT3.

Procediment

S’afegeix el DNA que es vol analitzar, aproximadament 100ng/Kb, 1uL de primer 5’-3’ o 3’-5’
10uM (Taula 15), 3uL del tampd de seqiienciacié (5x), 1pL de la Taq polimerasa i fins a 15ulL
d’aigua esteril. El programa consta de 25 cicles de: 96°C 10s, 50°C 5s i 60°C 4min. Les mostres
s’envien al Servei de Seqiienciacié dels Serveis Cientifico-Tecnics de la Universitat de Barcelona.

Els resultats després son analitzats utilitzant programes com ara el EMBOS o CLUSTAL.

9.3.2 Gel d’agarosa no desnaturalitzant
L’electroforesi en un gel d’agarosa és un metode simple, rapid i eficient per separar i identificar
fragments de DNA. Generalment es treballa a amb agarosa a I'1% perd si volem separar

fragments petits de DNA (<300pb) és recomanable incrementar la concentracio.

Materials i Reactius

- Agarosa
- Tampd TBE 10x: Tris-Base 0.1M, Acid boric 0.09M i EDTA 1mM a pH 8
- Loading Dye: Sacarosa 4g, Cianol de xilé 25mg i Blau de bromofenol 25g en 20mL d’H,0
- SYBR Safe® (Invitrogen)
- Marcador de pes molecular: 100pb i/o 1kb (Promega)
Procediment

Es dissol 'agarosa en el tampd TBE 1x, es deixa temperar i s’afegeix el SYBR Safe®. Aquest és un
intercalant del DNA i mitjancant I'excitacié per llum UV, permetra detectar el DNA. La barreja
s’afegeix a la cubeta, es col-loca la pinta i es deixa polimeritzar. Les mostres es barregen amb el
loading dye i es carreguen al gel juntament amb el marcador de pes molecular. Durant
I’electroforesi es poden utilitzar voltatges de fins a 150V, ja que sén gels no desnaturalitzants. El

gel s’excita amb llum UV i mitjangcant una camera s’obtenen les imatges.
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10 Analisi de I’expressio del RNA

L'extrema fragilitat del RNA i la preséncia de ribonucleases (RNases) endogenes i exogenes fan
que sigui necessari prendre mesures abans i durant la seva manipulacié amb I'objectiu d’evitar
la contaminacié i la degradacié de la mostra. Es molt important treballar amb material lliure de
RNases, autoclavats, treballar en gel per evitar degradacions i que les dissolucions siguin

preparades amb aigua tractada amb DEPC, un inhibidor de les RNases.

10.1 Extraccié del RNA total

Per purificar el RNA s’utilitza el kit “SV Total RNA Isolation System” (Promega). Sistema que es
basa en les propietats disruptives i protectores dels tiocianats de guanidina (GTC) i el B-
mercaptoetanol per inactivar les ribonucleases presents als extractes cel-lulars. Juntament amb

el SDS, el GCT disgrega els complexes multiproteics i aixi es pot aillar els RNA lliure de proteines.

Generalment s’utilitzen plaques de 60 o0 100mm que estiguin confluents. Després de dos rentats
amb PBS s’afegeix el tampad de lisi i un cop s’ha centrifugat el lisat cel-lular, el RNA es precipitat
i purificat en una columna de silice. Després d’uns quants rentats, el RNA s’elueix amb aigua
lliure de nucleases que el puguin degradar. Un cop aillat, es pot utilitzar immediatament o
conservar-lo a -80°C per mantenir la seva integritat. A més, s’elimina el DNA residual mitjancant

un tractament amb la DNAsa | per evitar falsos positius en els posteriors analisis.

Per determinar la quantitati la qualitat del RNA, es mesura I'absorbancia del RNA a 260 i 280nm.
Els acids nucleics tenen un maxim d’absorbancia a 260nm, per tant, podem calcular la
concentracié del RNA. En canvi, a 280nm les proteines presenten un maxim d’absorbancia. La

relacio DO2s0/D0,s0 hauria d’estar entre 1.8 i 2.0 per assegurar la puresa de les mostres.

10.2 Sintesi de cDNA per retrotranscripcid

Com que el RNA no serveix com a motlle per la PCR, es necessita sintetitzar DNA a partir de RNA
mitjancant la retrotranscripcio per, finalment, generar el DNA complementari o cDNA. Perala
sintesi de cDNA es pot utilitzar tant el RNA total com el mRNA obtinguts com s’ha explicat en
apartats anteriors. L'Us de mRNA augmenta I'amplificaci6 de mRNA poc abundants, ja que la
seva proporcié en la preparacio del RNA total és, aproximadament, de I'1%. La reaccio de sintesi

del cDNA requereix d’una retrotranscriptasa i un determinat tipus de primers. Pel que fa la
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retrotranscriptasa s’ha utilitzat la M-MLV, que prové del virus de la leucémia murina de
Moloney. Existeixen diferents tipus d’encebadors que poden ser utilitzats, en aquest treball
s’han escollit els hexanucleotids aleatoris, que s’uneixen a diversos llocs del DNA generant cDNA
curts i son ideals per evitar estructures secundaries del motlle.

Materials i Reactius

- RNA
- Encebadors (hexanucleotids) (Invitrogen)
- M-MLVRT (Invitrogen)
- RNAsin (Promega)
- Aigua ultrapura
- Tampd 5x first strand (Invitrogen)
- DTT (Invitrogen)
- dNTPs (Promega)
Procediment

Preparar el que anomenem cDNA mix que esta composat per: tampd 5x first strand a una
concentracié final de 1x, DTT a 1uM, dNTPs a 625uM i 25ng d’encebadors. Es fan aliquotes
d’aquesta mescla i es conserven a -20°C. En el moment de realitzar la retrotranscripcid, es
suplementa el cDNA mix amb els enzims, per cada 200uL afegir 12uL de M-MLVRT i 8uL de
RNAsin. Paral-lelament s’agafa 1ug de RNA i es dilueix en un volum final de 20uL, que es
complementara amb aigua ultrapura (s’han de preparar les mostres en gel). Posar les mostres
al termociclador durant 5 minuts a 65°C per desnaturalitzar el RNA i immediatament col-locar-
les en gel. A cada mostra del RNA diluit afegir 20uL del cDNA mix al qual ja se li ha afegit els
enzims. Incubar les mostres a un termocilcador durant 2 hores a 37°C i 10 minuts a 65°C per

inactivar I’enzim. Les mostres es poden guardar a -20°C o utilitzar-les seguidament.

10.3 PCR a temps real (RT-PCR)

A diferencia de la PCR convencional, la PCR a temps real (RT-PCR) permet la deteccié del
producte de PCR a mesura que s’acumula i per tant, és un metode suficientment sensible com
per quantificar el nombre de copies d’'una mostra o comparar els nivells d’expressié entre
diferents mostres. La tecnologia que s’utilitza en aquesta tesi per detectar els productes de PCR
és la que es basa en sondes fluorogéniques (sondes Tagman). La tecnologia Tagman utilitza una
sonda, és a dir, un oligonucleotid especific pel gen a estudiar i presenta dos tipus de molecules
a la seva estructura: un marcador fluorescent (repoter) a 5’ o un reductor de I'emissié (o
quencher) a 3’. Quan la sonda es troba intacta, la proximitat entre el reporteri quencher, redueix
la fluorescéncia degut al fenomen FRET (Férster Resonance Energy Transfer). En canvi, quan la

seqiiencia diana es troba a la mostra analitzada, la sonda s’uneix especificament a la regio del
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DNA que és complementari i la DNA polimerasa, degut a I'activitat exonucleasa 5’-3’, alliberara
la molecula fluorescent i es podra detectar. A cada cicle, s’alliberen progressivament més
molecules de reporter, produint-se un increment de la fluorescencia proporcional a la quantitat
de producte generat. Aquesta técnica aporta especificitat ja que és necessari que la sonda i la

diana hibridin perque es generi un senyal.

Per tal de fer una quantificacié relativa es comparen les Ct amb un altre gen endogen que no es
vegi modificat per les condicions experimentals. Aquests gens s’Tanomenen housekeeping genes,

en aquest treball s’ha utilitzat el gliceraldehid-3-fosfat-deshidrogenasa (hGAPDH).

Materials i Reactius

- cDNA

- Aigua esteril

- Tagman Universal PCR master mix 2x

- Primers 20x / (Life Technologies)

- Sondes Tagman (ADK: Hs00417073_m1 i hGAPDH: 4310884E)
Procediment

La RT-PCR es realitza a partir del cDNA obtingut a partir de la retrotranscripcid, la master mix
conté el DNA polimerasa i els dNTPs per tal que es pugui dur a terme la reaccid i les sondes
especifiques dels gens a analitzar. En cada pou de la placa de 96 pous es carreguen tots els
reactius. Per descartar qualsevol tipus de contaminacid, es realitza un control negatiu que
contingui aigua enlloc de cDNA.
Analisi
Els resultats de la RT-PCR ens donen el valor de la C.. Aquest valor és el nombre de cicles
necessari per tal d’obtenir un senyal fluorescent que superi els nivells basals, per tant, el valor
de C; és inversament proporcional a la quantitat de DNA de la mostra. Per a analitzar les dades,
es fixa un llindar en el qual totes les mostres superin aquest nivell basal i es realitzen els seglients
calculs:

1) Fer la mitjana de les C; de cada mostra i del control endogen.

2) Calcular el valor AC; com la diferencia de la C; de la mostra i de la C; del control endogen.

3) Lerror estandard de AC: es calcula com V (SE mostra) = (SE control endogen)-

4) Calcular AACF Act(mostra) - Act(mostra control)-

5) Per determinar I'expressid de la mostra relativitzada a la mostra control s’ha de calcular

2728 (unitats arbitraries).
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1 1 Biologia molecular

La biologia molecular és la disciplina cientifica que té com a objectiu I'estudi dels processos que
es produeixen en els éssers vius a nivell molecular. En el seu sentit més modern, la biologia
molecular pretén explicar els fenomens de la vida a partir de les seves propietats
macromoleculars, per tant es basa en I'estudi de macromolécules com el DNA, el RNA i les
proteines. En I'argot de laboratori, no obstant, la biologia molecular es centra amb totes les
tecniques relacionades amb el DNA. Tots els processos que requereixin condicions d’esterilitat
es duran a terme sota la flama d’un encenedor tipus Bunsen i utilitzant material previament

autoclavat.

11.1 Creixement bacteria i obtencié de bacteris competents

Els bacteris competents sén bacteris que estan adaptats per introduir un plasmidi al seu interior.
Per aconseguir aquest estat fisiologic, els bacteris han de patir una série d’alteracions a la seva
membrana provocant aixi una major permeabilitat cel-lular. Els bacteris competents utilitzats en
aquesta tesi han estat generats a partir d’Escherichia coli X-Blue.

Materials i Reactius

- Bacteris E. coli congelades amb glicerol al 20% a -80°C

- Mediliquid Luria-Broth (LB) estéril: triptona 1% (p/v); extracte de llevats 0,5% (p/v), NaCl
1% (p/v) i Na OH 2mM pH=7

- Tampd TfBl: 30mM KOAc, 50mM MnCl,, 100mM RbCl, 10mM CaCl, a pH=5,8 i 15% de
glicerol

- Tampd TfBIl: 10mM Mops a pH=7, 75mM CaCl;, 10mM RbCl i 15% glicerol

- Tubs propile

Procediment

S’inoculen bacteris E. coli de la soca XL1-Blue a 3mL de medi liquid LB i s’incuben en agitacio
(180rpm) a 37°C tota la nit. Al dia seglient s’inoculen 2mL d’aquest creixement en 100mL de LB
i es deixa créixer a 37°C en agitacid (180rpm) fins que la densitat optica a 550nm sigui 0.4,
densitat on els bacteris es troben a la fase de creixement exponencial. Es traspassa el creixement
bacteria a tubs de polipropile estérils i es deixen en gel durant 15 minuts. Es centrifuguen a
3000rpm (Sorvall SA600) 15 minuts a 4°C, es descarta el sobrenedant i es resuspen el pellet de
cel-lules suaument amb el vortex amb 30mL de tampd TfBI. S’incuben els tubs 20 min en gel i es
centrifuguen a 3000rpm, 15 min a 4°C, es descarta el sobrenedant i es resuspen el pellet amb

4mL de tampd TfBII. S’incuben finalment 15 min en gel i es congelen o es transformen.
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11.2 Transformacié de bacteris competents

Es el procés pel qual es pot introduir un plasmidi d’interés dins d’un bacteri competent. El
protocol de transformacid es basa amb el xoc térmic, concretament, es barreja el DNA i els
bacteris en fred, posteriorment es sotmeten a un xoc rapid de calor i finalment s’incuben amb

gel. Aquest protocol permet la incorporacié del DNA a l'interior del bacteri.

Materials i Reactius

- Bacteris competents: Escherichia coli X-Blue

- Plasmidi o producte de lligacio

- Medi liquid Luria-Broth (LB) esteéril

- Plagues Agar-LB suplementades amb I’antibiotic ampicil-lina (30ug/mL) o kanamicina
(100ug/mL). Al medi LB liquid se li afegeix un 1.5% d’agar bacteria america, s’autoclava
i un cop la temperatura disminueix a 60°C, s’afegeix I'antibiotic. El medi obtingut es
reparteix entre les plaques i es deixa solidificar. Es conserva a 4°C fins la seva utilitzacio.

Procediment

Es descongelen els bacteris competents en gel i es mesclen manualment entre 50-100uL de
bacteris i 50-200ng de DNA provinent d’una mini o midi o 10puL si prové de la lligacié i es deixa
incubar 30 minuts en gel. Es realitza el xoc termic a 42°C durant 1 minut i 42 segons i
immediatament es recupera la temperatura en gel durant 2 minuts. S’afegeix 1mL de LB
temperat a 37°Cis’incuba a 37°C en agitacié durant 1 hora. Es centrifuguen a 3500rpm 5 minuts
i es plagueja el volum restant en una placa d’Agar-LB que contingui I'antibiotic que correspongui
segons la resistencia que porti el vector per tal d’evitar el creixement d’aquelles colonies que no
hagin incorporat el vector i s’'incuba tota la nit a I'estufa a 37°C. L'endema (amb un maxim d’un

mes) es guarden les plaques a 4°C fins que es vulgui fer el creixement d’una colonia.

11.3 Aillament de DNA plasmidic

Els protocols d’aillament de DNA plasmidic poden classificar-se en relacié a la quantitati a la
puresa del plasmidi que s’obté. Quan el protocol és rapid pero s’obté una quantitat petita i amb
menor puresa del plasmidi, es denomina mini-prep. En canvi, quan s’obté una major quantitat i
major puresa s'anomena midi o maxi-prep. El metode es basa en lisi alcalina i una neutralitzacié
on s’eliminen totes les restes cel-lulars. El DNA s’uneix a una resina d’intercanvi ionic sota unes
condicions optimes i es realitzen diversos rentats per eliminar RNA, proteines i altres impureses

per finalment eluir el DNA plasmidic.

Per obtenir una mini-prep es preparen 3mL de medi LB estéril suplementat amb I"antibiotic

(1:1000) adequat segons la resisténcia que porti el plasmidi que vulguem aillar i una colonia de
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bacteris i es deixa créixer en agitacio tota la nit a 37°C. Al dia seglient es realitza la purificacié
del DNA a partir d’un kit comercial Wizard Plus SV MiniprepsPurification Systems®Promega)
seguint les indicacions del fabricant. En el cas de voler obtenir una midi-prep es necessita un
major volum de cultiu bacteria, concretament es preparen 50uL de medi LB suplementat amb
I’antibiotic adient a una dilucié 1:1000 i 150uL del cultiu bacteria provinent de I'inocul per
preparar la mini. En aquest cas s’utilitza el kit NucleoBond midi-maxi-prep (Cultek) seguint les

indicacions del fabricant.

11.4 Preparacid i aillament dels inserts i vectors necessaris

11.4.1 Eleccié de les dianes de restriccio

Es moltimportant fer una correcta eleccié de les dianes de restriccié amb les quals es subclonara
I'insert d’interés, per fer-ho s’han de tenir presents una serie de consideracions. En primer lloc,
s’han d’escollir dos enzims diferents, un per cada extrem de I'insert i el tipus de tall que facin ha
de generar extrems cohesius entre el plasmidi i I'insert de manera que es redueixi la possibilitat
de recircularitzacid. S’escull una de les dianes incloses en el multicloning site del vector pero s’ha
de tenir en compte que els enzims de restriccid escollits no tinguin una diana al mig de la
seqliencia de l'insert, ja que al ser aixi la seqliencia d’interés quedaria tallada. Per trobar els
enzims adequats per digerir els vectors i els inserts s’ha utilitzat un programa informatic
anomenat NEBcutter V2, de la casa comercial New EnglandBiolabs, el qual permet fer
simulacions de les digestions del vector i insert d’interes. Els vectors utilitzats en aquesta tesi
aixi com els enzims de restriccié utilitzats per subclonar els plasmidis d’interes han estat els

seguents:

e pcDNA3.1(+): 5.4Kb i resisténcia a ampicil-lina.

e pcDNA 3.1 (+) C-HA de GenScript: 5.5Kb, dianes escollides Nhel i Xhol, resisténcia a
ampicil-lina i conté el tag HA incorporat al vector situat a I'extrem C-terminal.

e PpEYFP-N1 i C1 de Clontech: 4.7Kb, resisténcia a kanamicina i conté el tag Yellow
Fluorescent Protein (YFP) incorporat al vector a I'extrem C o N-terminal de la
proteina, pEYFP-N1 o C1.

e pBlueScript SK II: 3kb i resisténcia a ampicil-lina.

11.4.2 Digestid dels fragments de DNA amb endonucleases

La digestio del DNA es realitza amb endonucleases, uns enzims sintetitzats per bacteris com a
defensa per degradar material genetic estrany que entri en aquests microorganismes. La
biologia molecular utilitza aquestes eines que ens permeten realitzar modificacions a la

moléecula de DNA.
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Materials i Reactius

- Enzims de restriccio (2-12U/uL) de Promega o Roche
- Tampd de reaccié 10x
- Incubadora37°C
- DNA
Procediment

Hi ha molts factors que s’han de tenir en compte quan es vol aconseguir una digestié per
endonucleases optima. A continuacié es detallen alguns consells per aconseguir un maxim

rendiment d’aquestes digestions.

- Enzim: es troba en una solucié que conté glicerol i es conserva a -20°C. Es important mantenir
els enzims a aquesta temperatura. En general, es recomana entre 5-10 unitats d’enzim per 1ug
de DNA. La fosfatasa alcalina, que s’afegeix només en les reaccions de digestié del vector per
evitar I'autolligacié d’aquest, una unitat d’aquest enzim defosforila 1ug de vector. Aixi només
es podra lligar el vector amb I'insert que tindra el grup fosfat.

- DNA: és necessari que sigui de doble cadena i lliure de contaminants com: fenol, cloroform,
alcohol, EDTA, detergents o sals. La quantitat dependra de la finalitat de I'experiment, 5-10ug
(lligacié) o 200ng (per comprovar el patré de bandes), per exemple. S’ha de tenir en compte
I’estat de metilacié del DNA ja que pot impedir la digestié amb determinats enzims.

- Tampé: la casa comercial indica I'eficiencia de cada enzim amb els tampons. En les doble
digestions, s’ha d’escollir el tampd adequat que maximitzi I'activitat de cadascun d’ells. Si no
es pot, es fa una digestid seqliencial. La concentracié del tampé sempre ha d’estar al 1x.

- Volum de reaccié: s’ha d’intentar minimitzar al maxim, una reaccié de 50yl és la recomanada
per digerir 1ug de DNA. El volum de I'enzim no pot superar el 10% del volum total de reaccié
per evitar la seva inhibicid per un excés de glicerol.

- Temps d’incubacid: és d’'una hora, perod es pot augmentar o disminuir depenent de la quantitat
d’enzim i/o de DNA. Pel que fa la temperatura és depenent de cada endonucleasa, tipicament

la seva temperatura optima és a 37°C, pero hi ha algunes que s’han d’incubar a 25°C.

11.4.3 Purificacio del DNA

Després de la reaccié de PCR o de la digestié és necessari separar els fragments de DNA en un
gel d’agarosa no desnaturalitzant tal i com s’ha descrit a I'apartat 9.3.2, amb [|'objectiu
d’identificar-los i poder-los purificar. La purificacié es pot realitzar de dues maneres,
directament des de el producte de PCR obtingut o amb un gel d’agarosa. Els dos metodes son

valids, pero si en el producte de PCR apareix alguna banda inespecifica, I'iinica opcio per purificar
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el DNA és mitjancant un gel d’agarosa ja que el protocol per purificar per columna requereix que

el producte obtingut contingui només la banda esperada.

Purificacio per columna
Es pot purificar aquest producte utilitzant el kit DNA Clean and Concentrator (ZymoResearch).

aquest kit permet purificar fragments entre 50pb i 23kb.

Purificacid per gel d’agarosa

Es realitza un gel d’agarosa, amb tampd TAE al 1x ja que I'eficiencia de recuperacié del DNA és
més elevada. Es carrega al gel tot el volum que tinguem del producte d’amplificacié de la PCR o
de la digestid i s’inicia I'electroforesi a 75mV durant el temps necessari perqué se separin bé les
bandes. Mitjancant un transil-luminador de llum UV es localitza la banda i es retalla amb un
bisturi. Finalment es purifica la banda tallada amb el kit comercial Qiaquick Gel Extraction Kit

(Quiagen), que permet purificar fragments entre 70pb i 10kb.

11.4.6 Lligacié de fragments de DNA

Tant I'insert de DNA com el vector han d’haver estat digerits previament per tal de generar uns
extrems compatibles al DNA i d’aquesta manera poder-los lligar mitjancant la DNA lligasa T4,
enzim que catalitza la formacio dels enllagos fosfodiéster covalents entre els grups 5’-fosfat i 3'-
hidroxil dels nucledtids adjacents. Es recomanable provar diferents relacions molars entre el
vector i I'insert per tal de trobar la relacié la qual és més eficient perqué es produeixi la lligacié.
Normalment es lliga un vector amb un insert, i s’utilitzen 50ng de vector de referéncia i s’afegeix

la quantitat d’insert seguint la seglient relacid: ng insert = ng vector * (kb insert/kbvector).

Materials i Reactius

- Vector
- Insert
- 0.5ulL de T4 DNA lligasa (Promega) Ekaitz:3U/uL
- 1plL de tampd 10x (Promega)
- Volum final 10uL amb aigua esteril
- Termocliclador
Procediment

Es recomanable reduir al maxim el volum final (maxim 10uL). La quantitat de vector s’ha fixat a
50ng, segons el vector aixo pot variar. A partir d’aquesta quantitat de vector i amb la relacio
anterior es calcula la quantitat d’insert de DNA necessari per cada condicid. S’afegeix el volum
del tampd de lligacié 10x corresponent i finalment 0.5uL de la T4 DNA lligasa. Segons el tipus

d’extrems que cal lligar, s’incuben 2h a temperatura ambient o tota la nit a 4°C.
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1 2 Estadistica i representacid de dades

Els calculs necessaris a I’hora d’interpretar els resultats obtinguts al llarg d’aquesta tesi s’han
realitzat mitjancant I'Gs del full de calcul del programa informatic Microsoft Excel 2013. Mentre
que, la representacio de dades grafica i els tests estadistics utilitzats en el posterior analisi es

van efectuar amb el suport tecnic del programa Graph Pad Prism 4.0°.

Rutinariament, dins de cada experiment s’ha treballat amb duplicats o triplicats a excepcié de
les mesures de transport en les que cada condicié és el resultat de quatre mesures

independents. El nombre de r'pliques experimentals s’indica en cada cas.

Els resultats presents ens aquesta memoria estan expressats com a la mitjana i l'error estandard
associat de n experiments. Les diferéncies estadistiques s’han mesurat utilitzant el test de la t
de Student, mitjangcant el qual es pot calcular el valor de la probabilitat p d’error que existeix

quan s’afirma que dos grups experimentals son diferents [p<0.05(*), p<0.01(**), p<0.001(***)]
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