COMPLEXOS REGULADORS AMB
PARTICIPACIO DE PROTEINES DE LA FAMILIA
NOD: ESTUDIS SOBRE LA INTERACCIO ENTRE

CITOCROM C I APAF-1 A L’APOPTOSOMA

Noemi Marina Garcia

Barcelona, 2006






®

s UNTVERSITAT DE BARCELONA

B,

DEPARTAMENT DE BIOQUIMICA | BIOLOGIA MOLECULAR
FACULTAT DE BIOLOGIA

Programa de Doctorat de Biomedicina
Bienni 2000/2002

COMPLEXOS REGULADORS AMB PARTICIPACIO DE PROTEINES DE LA
FAMILIA NOD: ESTUDIS SOBRE LA INTERACCIO ENTRE CITOCROM C |
APAF-1 A L’APOPTOSOMA

Memoria presentada per Noemi Marina Garcia per optar al titol de

Doctor per la Universitat de Barcelona

Treball realitzat en el Departament de Quimica Organica Biologica
de I’Institut d’Investigacions Quimiques i Ambientals de Barcelona (C.S.1.C.)

Director

Jordi Bujons Vilas

Cientific titular

Dpt. Quimica Organica Biologica
Institut d’Investigacions Quimiques
i Ambientals de Barcelona
(1.1.Q.AB.-C.S.I.C.)

Tutor

Joan Carles Ferrer Artigas
Professor titular

Dpt. Bioquimica i Biologia Molecular
Facultat de Biologia

Universitat de Barcelona






Alone, alone, all, all alone,

Alone on a wide wide sea !

S. T. Coleridge






Agraiments

Aquesta tesi s’ha realitzat al Departament de Quimica Organica Biologica de
I'Institut d’Investigacions Quimiques 1 Ambientals de Barcelona del C.S.I.C.,
financada per un projecte associat al Ministeri de Sanitat i Consum - Institut de
Salut Carles III, durant els anys 2001-2006. Al llarg d’aquest temps, son molts els que
han participat en la seva realitzacio. A tots els que d’'una manera o altra han

contribuit, moltes gracies!

Esperant no oblidar-me de ningt, vull fer arribar unes paraules especials d’agraiment
a les persones que de forma més propera han fet possible acomplir aquesta fita.

En primer lloc vull agrair al meu director de tesi, el Dr. Jordi Bujons, el haver-me
donat loportunitat inicial de realitzar un Master experimental 1 posteriorment
continuar la Tesi doctoral, sota la seva supervisié. Gracies pels seus consells, ajut 1
suport a I'hora de desenvolupar el treball experimental aixi com en la redaccid
d’aquesta memoria. Igualment vull donar les gracies al Dr. Angel Messeguer, per
haver confiat en mi en oferir-me la possibilitat d’incorporar-me al seu grup, i
permetre’'m descobrir 1 gaudir de la “feina cientifica”. Pel seu interes, consells 1 anims
constants al llarg de tots aquests anys.

El meu agraiment al Dr. Joan Carles Ferrer, professor titular del departament de
Bioquimica i Biologia Molecular de la Universitat de Barcelona, per haver acceptat
ser el tutor d’aquest treball. Al Dr. Enrique Pérez Paya, del Centre d’Investigacid
Principe Felipe, per la seva col.laboracié en aquest projecte 1 per acollir-me al seu
laboratori, 1 gracies també a la Gema, la Mar i la Laura, per dur a terme 'expressio
de I'Apaf-1-XL 1 els assaigs relacionats amb la identificaci6 de moduladors de
Papoptosoma, aixi com per ajudar-me durant les meves estades a Valéncia. Al Dr.
Angel G. Martin, per facilitar-me dues de les construccions d’Apaf-1-XL. A la Dra.
Pilar Marco, el Dr. Francisco Sanchez, la Dra. Gemma Fabrias 1 la Dra. M. Dolors
Piulachs, per obrir-me les portes dels seus laboratoris 1 per mostrar-me el seu
interés, 1 a tots els members del CID que han facilitat poder realitzar aquesta feina.
La Dra. Francesca Reig, per permetre’'m utilitzar el seu espectrofluorimetre, la
Roser 1 la Dori, pel seu ajut en 'analisi de mostres per espectrometria de masses 1
I'Alicia pel seu ajut amb el cell disrupter ila cromatografia. A les “secres”, Angels i

Josefina, per la seva amabilitat 1 estar sempre disposades a donar un cop de ma.



I would like to thank Prof. Gabriel Niunez for giving me the amazing opportunity of
joining his research group at the Pathology department of the University of
Michigan (Ann Arbor), for trusting in me to develop such a exciting scientific work,
for his advice, encouragement and comprehension. Vull agrair a la Generalitat de
Catalunya la concessié d’'una beca de recerca per a estades fora de Catalunya.
Especialment vull fer arribar el meu agraiment a tots aquells que al llarg d’aquests
anys han estat companys de viatje al 309. Per mirar d’entendre la meva feina i
respectar la zona «bio», pel vostre ajut 1 comprensid, 1 per tots els moments de
diversiéo que hem compartit dins 1 fora del laboratori. Gracies a la Maia, la Susana,
el Marc, I’Anna, el Jordi G., els primers que van baixar-se d’aquest tren, la Isabel,
la Nria, el Rafa, el Quim 1 el Jordi E., companys durant bona part del cami, i a
tots els que han anat pujant, el Raul, ’Annita, la Sandra, la Cristina, la Gloria,
IAida... Igualment, gracies a tots els “eliseros”, el Roger, la Carme, 'Héctor, la
Mika, la Nuria S., el Pablo, el Xavi, el Javi, el Dani, la Begofia, I'Eva...per fer-me
companyia durant tantes hores “d’okupa” al 305, 1 per les estones que hem
compartit fora. A la Montse Serra, per compartir dubtes.

Thank you also to all the “Nunes lab family”. I specially would like to thank
Christine for guiding me in a new kind of work, for answering all my questions and
for being always willing to help, and Luigi for being such a patient and helpful
bench-mate. Christine, Katy, Peter, Raul and Gloria, thank you for sharing lunch,
Ice creams and parties!

Gracias a toda la otra “familia” de Ann Arbor sin la cual la vida tan lejos seria tan
distinta. En especial a mis “roommates” Sonsoles, Roberto y Luis, por recibirme con
las puertas abiertas y descubrirme Ann Arbor. A Maite, Ale, Coni y Gabri, por
acordaros siempre de mi para tomar un “piscosauer”. A toda la “spanish people”,
por invitarme a compartir tantos inolvidables momentos y hacer de Ann Arbor un
sitio tan divertido. Gracias por poner a los Chichos, Javi! Roberto, gracias por
recibirme de nuevo.

Sonso, gracias por las interminables charlas en el Ambrosia y por continuar
contagidndome tu optimismo.

Alicia, Laura, Alicia, Monica, Belén, Lara, Elisabet, gracias por acordaros siempre
de mi y por seguir creciendo juntas’

Olga, gracias por encontrar siempre un momento, por tratar de entenderme, por

tus dnimos y por tu ejemplo. Jordi, gracias por tus consejos y por continuar siendo



tan auténtico. Gracias a los dos por vuestra larga amistad, y por recordarme que
nunca hay que dejar de creer y de luchar!

Javi, sin tu carino hubiese sido tan dificil afrontar la recta final de esta
tesis...gracias por tu pacilencia, por escucharme, por tranquilizarme mostrandome
la solucion para cualquiera de mis problemas y por contagiarme tu alegria.

Ana, muchas gracias por convertirte en mi ‘secretaria particular” y haberte
encargado de toda la burocracia alrededor de la tesis. Gracias por todas esas
canciones. Sin tu ayuda y tus animos no hubiese podido llegar hasta aqui.

Gracias a toda mi familia por Interesaros siempre por mi, por vuestro cariio y por
tantas risas compartidas.

Gracias sobretodo a mis padres y a mi hermana, por vuestro amor incondicional,
vuestros consejos, vuestro respeto y apoyo en mis decisiones. Ana, gracias por ser

tan valiente! A vosotros dedico el esfuerzo y la ilusion de este trabajo.






INDEX







Abreviatures
I. INTRODUCCIO GENERAL

1. Apoptosi.
2. Activacié i regulacié de 'apoptosi.
2.1. Caspases.
2.2. Mitocondria 1 apoptosi
2.3. L’apoptosoma.
2.3.1. Apaf-1: el component principal de 'apoptosoma.
2.3.2. Citocrom c: I'inductor de la formacié de 'apoptosoma.
2.3.3. Interaccié entre Apaf-1 1 citocrom c.
2.3.4. Interaccié amb caspasa-9: Estructura de 'apoptosoma.
3. NOD (Nucleotide oligomerization domain): motiu involucrat a la regulaci6 de
Papoptosi i a la defensa de I'hoste front a patogens.
3.1. Mecanismes de resisténcia a patogens.
3.2. Familia de proteines NOD.
3.3. Estructura de les proteines NOD.
3.4. Regulacié de les proteines NOD.
3.5. Proteines NOD associades a malalties.

II. OBJECTIUS.
ITI. MATERIALS i METODES.

1. PROCEDIMENTS GENERALS.

1.1. Equipament i instrumentacié.

1.2. Reactius.

1.3. Procediments d’esterilitzacié.

1.4. Cultius bacterians.
1.4.1. Soques d’E. coli.
1.4.2. Medis de cultiu.

1.5. Meétodes de biologia molecular.
1.5.1. Plasmidis i vectors.
1.5.2. Preparaci6 i transformacio6 de cél.lules d’ . coli competents.
1.5.3. Preparacié ’ADN plasmidic.
1.5.4. Reaccions de modificacié de TADN.
1.5.5. Electroforesi ’ADN.
1.5.6. Seqiienciacié d’ADN.

1.6. Analisi de proteines.
1.6.1. Electroforesi en gels d’acrilamida SDS-PAGE.
1.6.2. Tinci6é amb plata.
1.6.3. Western-blot.
1.6.4. Quantificacio.

2. PRODUCCIO DE MUTANTS DE YCIT C.
2.1. Mutagenesi dirigida.
2.2. Expressié dels mutants.
2.3. Purificacié dels citocroms ¢ recombinants.

Vil

10
12
14
15
18
20
22

27
27
29
30
32
34

37

41

43
43
44
44
45
45
45
46
46
47
48
49
50
51
51
51
51
52
52

52
52
53
54



3. PRODUCCIO DE CONSTRUCCIONS DERIVADES D’APAF-1-XL.
3.1. Mutagéenesi dirigida
3.2. Expressi6 de les construccions derivades d’Apaf-1-XL.
3.3. Purificacié de la construccié Apaf-1-XL(582-1248).
3.4. Construccions clonades a pGEX6P1 i pGEX4T1: Apaf-1-XL(1-570), Apaf-
1-XL(1-572) i Apaf-1-XL(570-1248).

4. OBTENCIO DE DERIVATS DE CITOCROM C.
4.1. Obtencié de hemopéptids derivats de citocrom ¢ per reaccié amb BrCN.
4.2. Preparacié de Zn-citocrom.

5. CARACTERITZACIO BIOFISICA DELS MUTANTS I CONSTRUCCIONS
DERIVADES DE CITOCROM I APAF-1.
5.1. Espectrometria de masses.
5.2. Dicroisme circular.
5.3. Espectroscopia d’absorcié electronica.
5.4. Espectrometria de fluorescencia.
5.5. Ressonancia magnetica nuclear.

6. CARACTERITZACIO DE LA INTERACCIO ENTRE APAF-1 I ELS
MUTANTS I DERIVATS DE CITOCROM C.

6.1. Assaigs d’activaci6 de procaspases.
6.1.1. Reconstitucié d’apoptosomes in vitroi activaci6é de PC-9.
6.1.2. Assaigs de deteccid dels processament de caspasa-3 in vitro emprant

extractes lliures de cél.lules.

6.2. Assaigs de polaritzaci6 de fluorescencia.
6.2.1. Assaigs d'interaccié entre Apaf-1-XL i ZnHHCec.
6.2.2. Assaigs de competéncia.

7. ESTUDIS SOBRE EL MECANISME D'ACTIVACIO DE NOD2 EN
RESPOSTA AL MURAMIL DIPEPTID (MDP).
7.1 Métodes generals.
7.1.1 Soques cel.lulars.
7.1.2 Cultius ’HEK293 1 HEK293T.
7.1.3. Obtencié dels lisats cel.lulars.
7.1.4. Cultius de cel.lules de macrofag.
7.1.5. Plasmidis 1 vectors.
7.2. Assaigs de precipitacié de HA-Nod2 amb MTP-biotina.
7.2.1. Procediment general.
7.2.2. Assaig de preconcentracié per immunoprecipitacié de HA-Nod2.
7.3. Assaigs d’entrecreuament.
7.3.1. Obtencié del Muramil dipéptid (MDP) o Muramil tripéptid (MTP)
units al reactiu d’entrecreuament (XL), MDP-XL i MTP-XL.
7.3.2. Assaigs d’entrecreuament emprant lisats cel.lulars
7.3.3. Assaigs d’entrecreuament emprant cultius cel.lulars.
7.3.4. Assaig d’activacié de NFkB: assaig de la luciferasa.
7.4. Columnes d’afinitat de MDP 1 MTP.
7.4.1. Preparaci6 de les columnes d’afinitat.
7.4.2. Purificaci6 per afinitat.
7.5. Clonatge 1 assaigs d’expressié i purificacié del domini LRR de Nod2 i
Nod2L1007fs.
7.5.1. Clonatge del domini LRR de Nod2 i Nod2L.1007fs.

viii

55
55
57
57

58

59
59
59

60
60
61
61
62
62

62
62
63

63
64
64
64

65
65
65
65
65
65
66
66
66
67
68

68
68
69
69
70
70
71

71
71



7.5.2. Cribratge per PCR 1 digestié amb enzims de restriccio. 73

7.5.3. Assaigs preliminars d’expressié 1 purificacié. 74

7.6. Assaigs preliminars per a la determinacié de la localitzacié subcel.lular
del MDP. 74

7.6.1. Assaigs de localitzacié per immunofluorescencia emprant MDP-XL o
MTP-XL. 74
7.6.2. Assaigs de localitzacié emprant el derivat fluorescent MDP-FITC. 74
7.6.3. Fixacié de cel.lules per a la deteccié per immunofluorescéncia. 75
IV. RESULTATS i DISCUSSIO. 77

1. PREPARACIO DE VARIANTS DE CITOCROM C DE LLEVAT
DISSENYADES PER DOTAR-LES DE CAPACITAT PER INTERACCIONAR

AMB APAF-1. 79
1.1. Introduccié. 79
1.2. Obtencié de mutants de citocrom c de llevat. 81
1.3. Obtencié de fragments peptidics derivats de citocrom c. 85
1.4. Degradacié dels mutants de YCit ¢ amb BrCN en medi de TFA. 91
1.5. Caracteritzacié dels hemopeéptids per dicroisme circular. 92

2. OBTENCIO DE CONSTRUCCIONS DERIVADES D’APAF-1-XL: APAF-
CARD-NOD/CED4 I APAF-WDR. 95

2.1. Introduccid. 95
2.2. Clonaci6 dels dominis CARD-NOD/CED4 1 WDR en vectors d’expressié
bacteriana. 97
2.3. Obtencio de les variants truncades derivades d’Apaf-1-XL. 101
2.3.1. Purificaci6 de proteines expressades com a cossos d’inclusié. 101
2.3.2. Obtencié d’Apaf-1-XL(582-1248). 103
2.3.3. Obtenci6é d’Apaf-1-XL(1-570). 108
2.3.4. Expressié i purificacié de les construccions Apaf-1-XL(1-572) i Apaf-
1-XL(570-1248). 109
2.4. Discussio. 111

3. ASSAIGS IN VITRO D’ACTIVACIO DE CASPASES I INTERACCIO AMB 115
APAF-1.

3.1 Introduccid. 115
3.2 Assaigs d’activaci6 de procaspasa-9. 117
3.3 Assaigs de polaritzacié de fluorescéncia. 122
3.4. Caracteritzacié funcional de les construccions CARD-NOD/CED4 i WDR

derivades d’Apaf-1-XL. 126

4. CARACTERITZACIO DEL MECANISME D’ACTIVACIO 'DE NOD2 EN
RESPOSTA A MURAMILDIPEPTID (MDP). IDENTIFICACIO BIOQUIMICA

DEL COMPLEX DE RECONEIXEMENT DE MDP. 129
4.1. Introduccid 129
4.1.1 Reconeixement del muramildipéptid (MDP) per Nod2. 130

4.2. Assaigs d'uni6 in vitro. 132
4.2.1. Assaigs d'immunoprecipitacié de HA-Nod2 emprant MTP-biotina. 132
4.2.2. Assaig d’entrecreuament. 133

4.3. Cribratge bioquimic mitjancant cromatografia d’afinitat. 136



4.3.1. Assaigs de puriricacid per cromatografia d’afinitat emprant
columnes MDP-agarosa 1 MTP-agarosa.
4.3.2. Purificacié per cromatografia d’afinitat emprant columnes d’afinitat
FLAG-LRR. Clonatge, expressié 1 purificacié de FLAG- Nod2LRR 1 FLAG-
Nod2L1007fs LRR.

4.4. Localizaci6 cel.lular del MDP.

V. CONCLUSIONS.
VI. BIBLIOGRAFIA.

VII. APENDIX.

136

138

139

143

147

163









Abreviatures

aa
Ab

Abs.
ACN
AcOH
Ac-DEVD-afc
ADN
ADP
Amp
Apaf-1
ARN
ase
ATP

bp

BSA
conc.
cADN
CARD
CHAPS
Citc
dADN
DAPI
dATP
DC
DMEM
DMEM+
DMSO
DPBS
DTE
DTT

)
EDTA
EGTA
EtOH
ESI-MS
€

FBS
FIA
FITC
fmk
FMOC
FPLC
GST

h
H-RMN
HCit ¢
HEPES
HHCit ¢
hp
HPLC
Hse

Hsl

aminoacid

anticos

absorci6 electronica

acetonitril

acid acétic
acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluorometilcumarina
acid desoxiribonucleic

adenosin difosfat

ampicil.lina

factor activador de proteases apoptotiques
acid ribonucleic

antisentit

adenosin trifosfat

parell de bases

seroalbiimina bovina

concentracid

ADN codificant

domini de reclutament de caspases

acid 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonilpropansulfonic
citocrom c

ADN de doble cadena
4’,6’-diamino-2-fenilindole

deoxiadenosin trifosfat

dicroisme circular

Dulbecco’s modified Fagle Medium
Dulbecco’s modified Fagle Medium suplementat
dimetil sulfoxid

Dulbecco’s PBS

ditioeritrol

ditiotreitol

desplacament quimic

acid etilendiaminotetraacétic

acid etilenbis(oxonitril)tetraacétic

etanol

espectrometria de masses per ionitzacié electrosprai
coeficient d'extincié molar

sérum bovi fetal

analisi per injeccié en flux

isotiocianat de fluoresceina

fluorometil cetona

9-fluorometil cloroformiat

cromatografia liquida rapida de proteines
glutatié S- transferasa

hora

ressonancia magnetica nuclear de proto
citocrom ¢ huma

acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonic
citocrom c de cor de cavall

hemopeptid

cromatografia liquida d’alta eficacia
homoserina

homoserina lactona



Abreviatures

IPTG isopropil B-D-tiogalactosid

Ka constant d’afinitat

Kbp kiloparell de bases

Ka constant de dissociacié

KDa kiloDaltons

LPS lipopolisacarid

LRD domini de reconeixement de lligands

LRR repeticions riques en leucines

Aexc longitud d’ona d’excitacid

Aem longitud d’'ona d’emissi6

MALDI-TOF espectrometria de masses amb ionitzacid per desorcié de laser
assistida per matriu - temps de vol

MBMM macrofags derivats de la medul.la 0ssia de ratoli

MDa megaDaltons

MDP muramil dipeptid

Meso-DAP acid meso-diaminopimelic

MetOH metanol

min minuts

MME membrana mitocondrial externa

ms milisegons

MS espectrometria de masses

MTP muramil tripéptid

m/z relacié massa/carrega

NOD domini d’oligomeritzacié i unié de nucleotids

NP-40 nonident P40

OoD densitat optica

O/N tota la nit

P polaritzacié de la fluorescéncia

P, polaritzacié de la fluorescéncia inicial

(p/v) pes/volum

PBS tamp6 fosfat sali

PC-3 procaspasa-3

PC-9 procaspasa-9

PCD mort cel.lular programada

PCR reacci6 en cadena de la polimerasa

p-e. per exemple

PETCM a-(triclorometil)-4-piridinetanol

PGN peptidoglica

PIC barreja d’inhibidors de proteases

PIPES acid 1,4-piperacindietanosulfonic

PKA protein-kinasa A

PMA 12-miristil-13-acetil diester de forbol

PMSF fluorur de fenilmetilsulfonil

ppm parts per milié

Rdt. rendiment

RE reticle endoplasmatic

ROS especies reactives d’oxigen

R. factor de puresa del citocrom c

S segons

SDS dodecilsulfat sodic

SDS-PAGE electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS

se sentit



Abreviatures

Sulfo-SBED

tr
Tamb
TFA
TFE

TNB
Tris
TRX
UFA
Ufp
uv
v/v)
VDAC
WDR
YCitc
(6]

sulfosuccinimidil 2-[6-(biotinamido)2-(p-azidobenzamido)
hexanoamido]etil-3-ditiopropionat
temps

temps de retencid

temperatura ambient

acid trifluoracetic

trifluoroetanol

temperatura de fusioé o desnaturalitzacio
5,5’-ditiobis[2-nitrobenzoat]
tris(hidroximetil)aminoeta

tioredoxina

unitats de fluoréscencia

unitats formadores de plaques

llum ultraviolada

volum/volum

canal anionic depenent de voltatge
domini de repeticions WD-40

citocrom c de llevat

el.lipticitat molar






I. INTRODUCCIO GENERAL







Introduccio General

La mort cel.lular programada o apoptosi és un mecanisme pel qual les cél lules dels
organismes pluricel.lulars sén capaces de dur a terme una serie de processos
bioquimics encaminats a produir la seva mort de forma controlada. Aquest mecanisme
generalment pot iniciar-se com a part del desenvolupament normal de les estructures
de 'organisme, o bé per tal d’eliminar cel.lules que puguin suposar una amenaca.

El terme apoptosi va ser emprat per primera vegada per Kerr 1 col. al 1972 per
descriure el fet morfoldgic de la formacié de “cossos apoptotics” a la cél lula (Kerr,
1972). No obstant, 'impacte d’aquest procés en I’homeostasi cellular no va ser
reconegut fins el descobriment de que la mort cel.lular esta controlada genéticament
als organismes pluricel.lulars (Strasser, 2000), al fet que els seus mecanismes estan
conservats des dels cucs fins als mamifers, (Hengartner, 2000), aixi com a la seva
implicacié en un gran nombre de malalties. Aquest paper central a la vida dels
organismes multicel.lulars (Hengartner, 2000; Raff, 1998), ha estat la causa de que
als darrers anys el nombre de publicacions relacionades amb I'apoptosi s’hagi
incrementat exponencialment, arribant a representar un 2% (dada corresponent a
I'any 2003, ISI-Web of science) de les publicacions relacionades amb les ciéncies de la
vida (Lawen, 2003), el que ha portat a un creixent coneixement de les seves bases

moleculars.

1. Apoptosi.

L’apoptosi és un dels processos cel.lulars centrals al desenvolupament, 'homeostasi
cel.lular, la resposta a l'estrés, I'envelliment 1 les malalties, als organismes eucariotes
pluricel.lulars (Delhalle, 2003; Hengartner, 2000).

L’apoptosi s’associa a una série de canvis cel.lulars, morfologics 1 bioquimics, que
inclouen la condensaci6 de la cromatina, la contraccid del citoplasma 1 la formacié de
vesicules de membrana plasmatica (Strasser, 2000). La cél 1ula es trenca donant lloc a
multiples esferes de membrana de mida diversa, que contenen el material cel.lular,
anomenades cossos apoptotics (Lawen, 2003). Sota condicions fisiologiques, es donen
certes modificacions a la membrana plasmatica, com la distribucié aleatoria de la
fosfatidilserina a ambdues cares de la membrana, que permeten el reconeixement dels
cossos apoptotics per part de les cel lules fagocitiques. Donat que els cossos apoptotics
estan envoltats de membrana plasmatica intacta, 'apoptosi normalment té lloc sense
abocament del contingut cel.lular ni inflamaci6é. Aquesta forma de mort cel.lular és
morfologicament diferent de la necrosi, en la que la cel lula s’infla 1 es desintegra de

forma desordenada, eventualment conduint a la destruccié dels organuls cel.lulars 1 a



Introduccio General

la ruptura de la membrana plasmatica 1 abocament del contingut cel.lular.
Generalment es veuen afectades varies cel.lules contigiies, el que produeix una
inflamacié del teixit que les envolta. Aquesta té lloc en resposta a un estimul toxic,
com hipoxia, isqueémia, verins metabolics o un trauma cel.lular directe, 1 és una mort
accidental o patologica, pero els mecanismes moleculars son encara for¢ca desconeguts.
En algunes patologies totes dues formes de mort cel.lular es poden donar, per exemple
un dany isquémic es caracteritza per un centre de cel.lules necrotiques envoltat per
cél.lules apoptotiques (Fadeel, 1999; Danial, 2004).

L’observaci6 d’'una morfologia apoptotica comuna a diferents espécies, va
assenyalar cap a l'existéncia d'una base comuna per a la mort cel.lular. Aquesta
suposicié es va confirmar amb la identificacié de vies cel.lulars conservades 1 amb
Pexisténcia d'una homologia funcional entre la maquinaria apoptotica de diferents
especies, tot 1 que als animals amb major complexitat augmenta el nombre de
proteines involucrades al control del procés apoptotic (Koonin, 2000; Aravind, 2001).

La primera evidéncia d'una base genética per a la regulacié de l'apoptosi va
provenir d’estudis al nematode Caenorhabditis elegans (Brenner, 1974; Ellis, 1986;
Sulston, 1976). Durant el desenvolupament dun adult C. elegans, 131 céllules
especifiques de les 1090 cel lules totals, moren per apoptosi. Diferents estudis genétics
van permetre identificar els gens especifics involucrats a la regulacid, execucid 1
resolucié de lapoptosi. D’aquests, egl-1, ced-3, ced-4 1 ced-9, estan implicats a
I'execucié de la mort cel.lular i afecten la totalitat de les 131 cel lules que pateixen
apoptosi. Ced-3 codifica per una cistein-proteasa que pertany a una familia de
proteases evolutivament conservades, anomenades caspases (cysteine-aspartate
proteases). Com la majoria de les proteases, les caspases sén sintetitzades com a
zimogens, que son activats per proteolisi. La proteina Ced-4 participa en I'activaci6 de
Ced-3. Excepte si1 Egl-1 és expressada, Ced-4 esta localitzada a la mitocondria
mitjancant una interaccié amb Ced-9. Quan s’expressa la Egl-1, s’interromp la
interaccid entre Ced-4 1 Ced-9, 1 Ced-4 es transloca a la membrana nuclear, on activa
Ced-3, senyal que inicia l'apoptosi (Twomey, 2005).

Aquesta maquinaria de mort cel.lular esta conservada a altres metazous. A
mamifers, ICE (interleukin-1B-converting enzyme), identificada inicialment com una
proteasa amb un paper important a la resposta inflamatoria, va ser posteriorment
relacionada amb Ced-3 (Yuan, 1993). Igualment, es va provar que ced-9 era I’homoleg
de l'oncogen de mamifers Bcl-2 (Hengartner, 1994; Vaux, 1992). D’altra banda, 'unic

homoleg de Ced-4 caracteritzat fins el moment a humans és Apaf-1 (Apoptotic
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protease activating factor-1) (Zou, 1997), que requereix del citocrom c (Cit c)

mitocondrial per a la seva activacié (Li, 1997) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de les vies apoptotiques intrinseca 1 extrinseca a mamifers

(Kroemer, 2005).

2. Activaci6 i regulaci6 de ’'apoptosi.

Les vies d’activacié 1 regulacié de l'apoptosi sén extremadament complexos i

impliquen la participacié d'un gran nombre de proteines i factors. A les cél lules de

mamifer han estat identificades dues vies principals d’activacié: la via extrinseca, que

compren l'estimulacié dels receptors de mort cel.lular, i la via intrinseca, en la que

diferents estimuls proapoptétics produeixen la permeabilitzacié de la membrana

mitocondrial externa, el que permet I'alliberament al citosol de factors proapoptotics,

com Cit c. La interacci6 de Cit ¢ amb Apaf-1 indueix la formacié d'un complex

multiméric anomenat apoptosoma, el qual promou 'activacié de la procaspasa-9 (PC-9)

que alhora activa la procaspasa-3 (PC-3), iniciant la cascada d’activacié de caspases

(Kroemer, 2005) (Figura 1). Es en aquesta via intrinseca on es centrara la major part

d’aquesta Introduccié General.
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2.1. Caspases.

Les caspases sén components centrals del procés d’apoptosi. Constitueixen una
familia de cistein-proteases que comparteixen especificitat per tallar els seus
substrats a continuacié d'un residu d’aspartic. Es troben estrictament a metazous,
sent el primer membre identificat en humans I'enzim ICE, actualment anomenat
caspasa-1. Diversos estudis han portat a la identificacié de catorze caspases a

mamifers (Shy, 2002) (Taula 1).

Taula 1. Propietats dels membres de la familia de les caspases, (m, murines).

Nom de la Altres noms Preferéncia de Funci6 Mida del Tipusde  Proteina

caspasa tetrapeptid prodomini prodomini adaptadora

Caspases importants per 'execucié 1 senyalitzaci6 de 'apoptosi

caspasa-2 ICH-1/mNedd2 DEHD/VDVAC Iniciadora Llarg CARD RAIDD
caspasa-8 MACH/FLICE/Mchb LETD/IETD  Iniciadora Llarg DED FADD
caspasa-9 ICE-LAP6/Mch6 LEHD Iniciadora  Llarg CARD Apaf-1
caspasa- 10 Mch4, FLICE2 IEAD Iniciadora  Llarg DED FADD
caspasa-3 CPP32/Apopaina/Yama DMQD/DEVD  Efectora Curt Cap
caspasa-6 Mch2 VEID/VEHD Efectora Curt Cap
caspasa-7 Mch3/ICE-LAP3/CMH-1 DEVD Efectora Curt Cap
Caspases que participen al control de la inflamacid
caspasa-1 ICE WEHD/YEVD Llarg CARD
caspasa-4 TX/ICH-2/ICEreLn  LEVD/(W/L)EHD Llarg CARD
caspasa-b TY/ ICEREL-1m1 (W/L)EHD Llarg
m-caspasa-11 ICH-3 Llarg
m-caspasa-13 Llarg
m-caspasa-12 ERICE Llarg
caspasa-14 MICE Curt

El genoma huma codifica per dotze caspases (Kroemer, 2005) (Figura 2). Algunes
d’elles participen a lactivacié de les citoquines 1 la inflamacié i almenys set
contribueixen al procés de mort cel.lular (caspases -2, -3, -6, -7, -8, -9 i -10). Aquestes
darreres es poden subclassificar en dos grups, les caspases iniciadores 1 les efectores,
segons el moment en que participen a la via apoptotica. Les caspases iniciadores
(caspases -2, -8, -9 1 -10) sén les primeres en ser activades en resposta a un estimul
apoptotic. La caracteristica principal de les caspases iniciadores és la seva
especificitat de substrat, que, un cop activades, les permet reconéixer i activar les

caspases efectores (caspases -3, 61 -7).
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Figura 2. Organitzaci6é dels dominis de les caspases humanes. L, subunitat gran
(p20), S, subunitat petita (p10) (Fuentes-Prior, 2004).

Les caspases son sintetitzades com a proenzims (30-50 KDa) que consten de tres
dominis: un prodomini MN-terminal, una subunitat gran p20, de 17-20 KDa, i una
subunitat petita p10, de 10-12 KDa (Figura 2). L'enzim madur esta constituit per dos
dominis catalitics provenints de dues cadenes peptidiques. Cadascun d’aquests
dominis esta format per una subunitat p20 1 una subunitat pl0 fortament
empaquetades (Fuentes-Prior, 2004). Els residus His?¥7 i Cys?% (numeracié
corresponent a la caspasa-1) constitueixen la diada catalitica. Les seqiiéncies consens
reconegudes consten de quatre residus, essent sempre un residu d’Asp a l'extrem C*
terminal (Taula 1).

Mentre que les caspases efectores contenen prodominis petits, les caspases
iniciadores 1 inflamatories presenten prodominis grans, de més de 90 aminoacids, que
contenen una o dues copies dels dominis globulars de reclutament CARD (caspase-
recruitment domain) o DED (death effector domain). Aquest dominis sén critics per a
la seva oligomeritzacié 1 activacié in vivo. Una activitat no regulada de les caspases
seria letal per a la ceéllula, 1 per aquesta raé s’'emmagatzemen com a precursors
latents (procaspases), amb una activitat intrinseca molt baixa, que requereixen d'una
etapa d’activaci6 proteolitica o per interaccié amb un activador al.lostéric.

L’activacié de les caspases iniciadores i1 de les inflamatories requereix de la
dimeritzaci6 dels monomers inactius, la qual té lloc in vivo seguint un model de
proximitat induida, mitjancant la formacié d'una série de complexos macromoleculars

com l'inflamosoma, el PIDDosoma, el DISC (death inducing signaling complex) o
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I'apoptosoma (Kroemer, 2005). Si bé en un principi es va creure que totes les caspases
eren activades per digestié limitada que permetria la reorganitzacié estructural de les
subunitats p10 i p20 per generar el centre catalitic (Cain, 2002; Fuentes-Prior, 2004),
estudis més recents han posat de manifest que la proteolisi no és requerida ni
suficient per a I'activacio de les caspases iniciadores -8 1 -9. La regi6 d'unié entre les
subunitats d’aquestes procaspases és suficientment llarga i flexible per permetre un
canvi conformacional que conduira a la formacié del centre actiu (Cain, 2002). En
contrast amb les anteriors, les caspases efectores -3, -6 1 -7 es troben al citosol com a
dimers inactius, 1 son activades per proteolisi especifica a la regié d’'unié entre les
dues subunitats p10 i1 p20, per accié de les caspases iniciadores.

Un cop activades, les caspases efectores son capaces de processar multiples
substrats cel.lulars, el que déna lloc als canvis cel.lulars que ocorren durant I’apoptosi.
Aixi, les caspases aturen el cicle cel.lular, inactiven proteines involucrades en la
replicacié i reparacié de ’ADN, inactiven inhibidors de 'apoptosi com XIAP (X-/inked
inhibitor of apoptosis) o I1CAD (inhibitor of caspase-activated DNAase), i

desestructuren el citoesquelet, el que tot plegat condueix a la mort cel.lular.

2.2. Mitocondria i apoptosi

La mitocondria juga un paper central a I'activaci6 de la via apoptotica intrinseca on
intervé per tres mecanismes diferents (Miller, 1998). D’una banda amb la disrupcié
dels processos de transport electronic, fosforilacié oxidativa 1 produccié d’ATP. S’ha
comprovat que la ceramida, implicada a la senyalitzacié de 'apoptosi, interromp el
transport electronic. Igualment, Fas interromp la funci6 del Cit ¢ a la cadena de
transport electronic. En segon lloc participa amb la produccié d’especies reactives
d’oxigen (ROS) i l'alteracié del potencial redox cel.lular. Durant 'apoptosi s’ha vist
com es veuen incrementats els nivells de superoxids i de lipoperoxidacié, tot 1 que
aquest fenomen seria tarda i tindria lloc amb posterioritat a 'activacié de les caspases.
Finalment el tercer mecanisme pel que la mitocondria intervé a l'apoptosi, és
Palliberament al citosol de diversos factors activadors de les caspases localitzats a
I'espai intermembrana mitocondrial, com el Cit ¢, VAIF (apoptosis inducing factor) o
Smac/Diablo.

Per permetre l'alliberament al citosol d’aquestes proteines, s’ha de donar una
permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa (MME). Aquesta
permeabilitzacié estd modulada per proteines de la familia Bel-2. Els membres

antiapoptotics, com Bel-2 1 Bel-Xi, inhibeixen la sortida de les proteines mitocondrials,
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mentre que els membres proapoptotics, com Bax, Bak o els membres de la subfamilia
BH3-only, I'estimulen. Ara bé, els mecanismes precisos pels que es produeix la sortida
de les proteines mitocondrials 1 com sén regulats per les proteines Bcl-2 és encara

incert (Orrenius, 2004).

cell cytoplasm oMM
® MM /
@ ) ;
apoptosome - ' mitochondrium

700 kDA \ ;
)
caspase o © o ;
activation Q@ 0 -, ] :
g 4 !
AN ° Mo '

/ / | mtDNA mitochondrial
/ / ; /\ endonuclease G
nalrt ! M Smac/Diablo
=M rd ! = cytochrome ¢
. MIDNA || @ procaspases 2,3, 9 ?
S o / @ AF
) . o0 i € heat shock proteins
“E ¢ ‘ © APAF-1

o D

Figura 3. Regulacié mitocondrial de 'apoptosi (Mayer, 2003).

Prevaleixen dues teories per explicar la permeabilitzacié que permetra la sortida
del Cit ¢! la basada en una ruptura inespecifica de la MME 1 la que postula la
formacié de canals (Desagher, 2000). La ruptura inespecifica de la MME estaria
causada per I'entrada d’aigua i soluts a la matriu mitocondrial durant 'apoptosi. La
major superficie de la membrana mitocondrial interna, que conté nombroses crestes
mitocondrials, permetria una expansié d’aquesta superior a la de 'externa, provocant
el seu trencament. Es postulen dos models que explicarien l'inflament de la matriu
mitocondrial. El primer es basa en lobservaci6 a alguns sistemes duna
hiperpolaritzaci6 de la membrana mitocondrial interna, A¥Wm, que precedeix a
Ialliberament del Cit c. Aquesta hiperpolaritzacié resultaria d’'una incapacitat per
bescanviar ATP mitocondrial per ADP citosolic durant I'apoptosi. Aquest transport
esta mediat per VDAC (Voltage-dependent anion channel), localitzat a 1a membrana
mitocondrial externa (Figura 3) (Desagher, 2000). El tancament o 'obertura de VDAC
estarien regulats per proteines de la familia de Bel-2. En concret, es postula que Bel-

X1, estimularia el seu tancament (Danial, 2004). Un segon mecanisme consistiria en la
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formacié d’'un canal mitocondrial inespecific, el PTP (permeability transition pore),
localitzat als llocs de contacte entre les membranes mitocondrials interna i externa
(Figura 3). Aquest canal estaria format per les proteines VDAC, ANT (Adenylate
translocator) i ciclofilina D (Cyp-D) (Crompton, 1999). L’obertura del canal estaria
propiciada per diversos efectors fisiologics com el Ca2*, fosfat inorganic, espécies
reactives d'oxigen (ROS), canvis de pH o baix A¥Ym (Desagher, 2000). Igualment s’ha
descrit que diferents membres de la familia de Bel-2 poden intervenir en la regulacié
del PTP. En concret s’ha observat que Bcl-2 inhibeix la despolaritzacié mitocondrial
mentre que Bax 1 Bak, a través de la seva unié a ANT, promouen l'obertura del PTP
(Desagher, 2000; Danial, 2004). Altres estudis indiquen que el Cit ¢ pot ser alliberat
de la mitocondria abans o sense que es produeixi la pérdua de AYm (Kluck, 1997;
Yang, 1997), és a dir, que seria un fenomen independent de l'obertura del PTP i
I'inflament de la mitocondria. L'obertura del PTP podria tenir lloc posteriorment a
Talliberament del Cit ¢ com a conseqiuiéncia de 'activacié en la que hi participarien les
caspases (Marzo, 1998). Sha postulat també I'existéncia de canals conductors de Cit c
formats per membres proapototics de la familia Bcl-2 (Hengartner, 2000), o en
cooperacié amb VDAC (Shimizu, 1999; Desagher, 2000; Danial, 2004). Igualment, s’ha
descrit que la peroxidacié de la cardiolipina, fosfolipid de presencia predominant a la
membrana mitocondrial interna al que es troba associat el Cit ¢, és un primer pas

critic per a la mobilitzacié d’aquest (Orrenius, 2004).

2.3. L’apoptosoma.

Apaf-1, caspasa-9 1 Cit ¢ sén components crucials de la via apoptotica intrinseca
mitocondrial. L’oligomeritzacié d’Apaf-1 induida per Cit ¢ 1 posterior reclutament de la
caspasa-9, dona lloc al complex macromolecular anomenat apoptosoma. La
reconstitucidé in vitro amb Apaf-1, Cit ¢ 1 caspasa-9 recombinants, van mostrar que el
complex resultant és actiu en quant a la seva capacitat de processar i activar la PC-3
(Zou, 1997; Saleh, 1999; Zou, 1999). Més recentment, perd, la naturalesa del
apoptosoma s’ha revelat més complexa, i sembla que poden participar-hi d’altres
proteines (Cain, 1999; Cain, 2000; Cain, 2001).

L’Apaf-1 juga un paper central a la formacié d’aquest complex activador de
Iapoptosi. Tant la proteina aillada de cel.lules de mamifer com I'expressada de forma
recombinant elueixen amb M, = 130-300 KDa a les columnes d’exclusié molecular, el
que indicaria una estructura monomeérica o bé dimeérica. No obstant, després de

lactivacié de llisats cel.lulars amb dATP 1 Cit ¢, s’ha observat que I’Apaf-1 elueix com
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dos complexos amb Mr ~700 KDa i ~1,4 MDa (Zou, 1999), que contenen ’Apaf-11i la
caspasa-9 processada. El complex de ~700 KDa és el predominant a les céllules
apoptotiques 1 el que presenta major activitat en processar les procaspases 9 1 3
exogenes (Cain, 2002). La menor activitat per al complex de ~1,4 MDa s’ha atribuit a
una oligomeritzacié incorrecta de I’Apaf-1, com evidencien experiments de digesti
d’aquest complex, que posen de manifest una conformacié diferent per a aquesta
proteina, aixi com la formacié d’aquests complexos inactius en incubar lisats cel.lulars
en abséncia de Cit ¢ i dATP (Bratton, 2001). Aquesta oligomeritzacié seria una
capacitat inherent de ’Apaf-1, que és capac¢ de donar lloc a un nombre de complexos
inactius de diferent mida, pero la preséncia de Cit ¢ 1 dJATP afavoreix la formacié del
complex actiu de ~700 KDa.

A més dels elements centrals que constitueixen 'apoptosoma, diversos estudis han
posat de manifest la participacié de les caspases 3 i 7 (Cain, 1999; Bratton, 2001a),
aixi com de XIAP i d’altres (Hill, 2004), si bé aquests components podrien unir-se amb

una afinitat menor (Cain, 2002) i de forma transitoria (Twiddy, 2004).

2.3.1. Apaf-1: el component principal de ’apoptosoma.

Apaf-1 és una proteina d'uns 130 KDa, que comprén un domini MN-terminal d’'unié a
caspases CARD, seguit d'un domini central NOD (Nucleotide oligomerization domain),
amb homologia a Ced-4, i un domini Cterminal (WDR), que conté multiples (12 o 13)
repeticions WD40. S’han clonat i identificat quatre isoformes d’Apaf-1 (Benedict, 2000;
Cain, 2002), conegudes com Apaf-1-S (Zou, 1997), Apaf-1-XL o Apaf-1-L-WD13 (Hu,
1999), Apaf-1-LN (Benedict, 2000), i Apaf-1-LC o Apaf-1-L (Saleh, 1999). Aquestes
isoformes difereixen per la presencia/abséncia de dues insercions de 11 aa, a
continuacié del domini CARD, 1 43 aa, corresponent a una repetici6 WD40 addicional
al WDR (Figura 4).

El cADN d’Apaf-1 clonat per primera vegada pel grup de X. Wang (Zou, 1997)
codifica per 1194 aa i correspon a la isoforma Apaf-1-S. Aquesta isoforma no conté cap
de les dues insercions esmentades (Figura 4). Tot i haver estat reportada inicialment
com a capacg d’activar PC-3, estudis posteriors van fer palesa la incapacitat d’aquesta
isoforma per activar PC-3, prévia activacié de PC-9 (Benedict, 2000). Només les
1soformes que contenen la insercié d’'una repetici6 WD-40 addicional, Apaf-1-L 1 Apaf-
1-XL, s6n capaces de promoure l'activacidé proteolitica de PC-9, depenent de Cit ¢ 1
dATP, com es posa de manifest per laparicié del fragment p35 indicatiu de la

degradacié proteolitica de PC-9 (Zou, 1999; Saleh, 1999; Benedict, 2000).
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Figura 4. Representacié esquematica dels dominis de les diferents isoformes
d’Apaf-1 (Cain, 2002). *Dues isoformes han estat referides com Apaf-1-L (Zou,
1999; Saleh, 1999).

Les repeticiéns WD-40 estan constituides per una seqiiéncia de 44-60 residus, que
conté el dipeptid GH a 11-24 residus de l'extrem MN-terminal i el dipéptid WD a
I'extrem C-terminal, i adopten una estructura de B-propeller (Smith, 1999).
Generalment, les estructures B-propeller contenen 4-8 fulles . El domini WDR de les
isoformes d’Apaf-1 amb 13 repeticions, s’organitzaria com dos B-propeller asimétrics,
un de 7 fulles 1 l'altre de 6. Aquests tipus de dominis participen en interaccions
proteina-proteina, formant complexos reversibles 1 coordinant varies proteines de
forma seqiiencial o simultania (Smith, 1999).

Els dominis CARD presenten un plegament consistent en 6 hélix a que es troba a
proteines adaptadores i a les caspases (Hofmann, 1997). A aquestes actua com una
regi6 d’ancoratge que permet a les caspases iniciadores agregar-se a través de
proteines adaptadores, facilitant aixi la seva activacié. A Apaf-1 els residus 1-97
formen un domini CARD que recluta la PC-9. El domini CARD d’Apaf-1 no es troba
exposat 1 no pot interaccionar amb PC-9 a no ser que ’Apaf-1 sigui activada per dATP
i Cit ¢ (Li, 1997). Mutants derivats de I’Apaf-1 on s’ha eliminat aquesta regi6, no sén

capacos d’activar la PC-9, mentre que mutants resultants de la deleci6 del domini
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WDR sén constitutivament actius 1 capacos d’activar la PC-9 en abséncia de dATP 1
Cit ¢ (Srinivasula, 1998; Hu, 1998). Aquests resultats van suggerir que laccés al
domini CARD esta normalment bloquejat pel domini WDR, 1 que el dATP 1 el Cit ¢
promouen un canvi conformacional a 'Apaf-1 que exposa el domini CARD, permetent
la seva interacci6 amb la PC-9. El paper de la insercié d’onze residus entre el domini
CARD i el CED-4 a algunes de les isoformes d’Apaf-1 no és clar, donat que I’Apaf-1-
LC/Apaf-1L és funcional en quant a la unié del Cit c i I'activacié de la caspasa-9.

El domini NOD o CED-4, que compren els residus 94-412, presenta els motius
consens de caixes Walker A (P-loop) i B, caracteristics d’ATPases, constituint un lloc
d’'unié de nucleotids (Li, 1997). Shan obtingut resultats contradictoris en estudis per
determinar si la hidrolisi ’ATP és un requisit per a la funcié d’Apaf. Aixi, en assaigs
duts a terme amb ATPyS, analeg no hidrolitzable de I'ATP, no s’observa
Poligomeritzaci6 d’Apaf-1 o la unié a PC-9, suggerint que la hidrolisi seria requerida
per a la formacié de 'apoptosoma i 'activacié de la PC-3 (Hu, 1999; Zou, 1999; Saleh,
1999). Per altra banda, l'analeg no hidrolitzable B,y-metilenadenosin-5-tiofosfat
(ADPCP), a diferéncia de 'ATPyS, s’ha mostrat capa¢ d’activar ’Apaf-1 (Jiang, 2000).
No obstant, les dades obtingudes per cristal.litzacié del mutant de deleci6 Apaf-1(1-
591), on s’ha eliminat el domini WDR, van fer palesa una activitat ATPasica per a
IApaf-1 aixi com el requeriment de la hidrolisi del nucleotid per a la formacié de
I'apoptosoma (Riedl, 2005). La concentracié cel.lular de dATP i ATP és 10-20 uM i 0,2~
1 mM, respectivament. La Ka per a la unié del dATP a Apaf-1 de només 1,7 uM,
suggereix que els dos nucleotids podrien contribuir a loligomeritzacié d’Apaf-1
depenent de Cit ¢ (Jiang, 2000).

El fet que mutants truncats d’Apaf-1 als que els hi manca el domini WDR (Apaf-
1(1-530) i Apaf-1(1-570)) oligomeritzin, reclutin i processin la procaspasa-9 de forma
independent de T'ATP/dATP, va suggerir que els llocs d'unié a nucleotid estan
involucrats en eliminar l'efecte inhibitori del domini WDR, el qual regularia la
capacitat d’Apaf-1 d’autoassociar-se a través del seu domini NOD/CED-4 (Srinivasula,
1998; Hu, 1999; Adrain, 1999).

Els apoptosomes derivats d’aquests mutants truncats d’Apaf-1 no sén capacgos de
reclutar ni activar la caspasa-3, el que indica que el domini WDR podria també jugar
un paper important en el reclutament de la procaspasa-3 al complex (Hu, 1999; Cain,
2002). Aquestes i d’altres observacions van portar a proposar que, en abséncia de Cit ¢

1 dATP, el domini WDR estaria plegat sobre el NOD/CED-4 emmascarant les seves
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superficies d'interacci6 1 impedint loligomeritzacié en que aquestes estan

involucrades (Hu, 1999).

2.3.2. Citocrom c: I'inductor de la formaci6 de I'apoptosoma.

El citocrom c¢ (Cit c), alliberat des de la mitocondria en resposta a estimuls
proapoptotics, és el lligand reconegut pel domini WDR de ’Apaf-1. Aquesta proteina,
que va ser descrita per primer cop al 1930 per Keilin (Keilin 1930), es sintetitza al
citoplasma i l'apoCit ¢ resultant, que no conté el grup hemo, és importat a la
mitocondria on té lloc 'addicié post-traduccional d’aquest grup prostetic, catalitzada
per una hemoliasa, la qual déna lloc a 'holoproteina (Martin, 2004). El grup hemo és
necessari perqué la proteina adopti un plegament tridimensional correcte (Dumont,
1994). Durant més de 60 anys s’havia suposat que la funcié principal d’aquesta
proteina era la de transportar electrons des del complex ber a la citocrom ¢ oxidasa,
dintre la cadena respiratoria d’eucariotes. El descobriment de la seva participacié en
un dels punts de regulacié de 'apoptosi va ser, per tant, una observacié inesperada
que ha revifat I'interés en aquesta proteina als darrers anys.

Successius treballs apareguts a la literatura van posar de manifest algunes
caracteristiques de la interaccié de Cit ¢ amb Apaf-1. Aixi, es va determinar que
aquesta no depén de la capacitat del citocrom per transferir electrons 1 que la
microperoxidasa-11, fragment peptidic que manté la uni6 covalent al grup hemo 1 que
s'obté per degradacié del Cit ¢ amb pepsina, aixi com el Cit ¢ desnaturalitzat o
derivats de Cit ¢ on s’ha eliminat el grup hemo, no posseeixen activitat proapoptotica
(Kluck, 1997). D’altra banda, es va determinar que els citocroms natius de diferents
espécies de vertebrats (huma, vaca, cavall, colom o tonyina) sén equivalents en quant
a la seva capacitat per induir I'apoptosi en sistemes in vitro, mentre que el de llevat
(YCit ¢) no presenta aquesta activitat incliis a concentracions 100 vegades superiors a
les necessaries amb els citocroms d’altres espécies (Kluck, 1997). Aquest darrer
resultat va ser sorprenent si es té en compte que YCit ¢ si és capag¢ de suplir les
funcions dels citocroms d’organismes superiors a la cadena respiratoria de transport
electronic. Se sap que aquesta funcié com a transportador electronic esta mediada per
un epitop d'unié conservat al citocrom, que consisteix en una superficie rica en residus
de Lys 1 Arg que estableixen interaccions electrostatiques amb residus d’Asp 1 Glu
presents a les proteines amb les que s’aparella (Pelletier, 1992). De fet, Cit ¢ és una de
les proteines evolutivament més conservades (Figura 5), sent 'homologia entre el

d’origen huma i les dues isoformes (iso-1 i iso-2) del de llevat superior al 60 %. Tot i
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aixi, la manca de capacitat proapoptotica d’aquestes darreres indicava que diferéncies

subtils a la seva estructura eren determinants d’aquesta activitat.

Horse MOCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQA iGFT YT
Bovine S\ GDVEKGKKIFVOKCMOCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQA 5GFSYTD
Rat \GDVEKGKKI FVQKCOCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQA;
Pigeon

Tuna

Manduca

Drosophila

Sc-iso-1

Sc-iso-2

Horse E 104
Bovine : - --.LIMLKiAT'. g 104
Rat A KGIWEEDTLMEY LENPKKY IPGTKMIFAGIKKK eER: LIAYLK.«ATu E 104
Pigeon A NKNKGIHW DTLMEYLENPKKYTPGTKMIFAGI KKK!ER!DL IAYLK AT V. 4RI
Tuna WS DTLMEYLENPKKY I PGTKMI FAGIKKK EER%VLVAYL 103
Manduca : ) JEYLENPKKY IPGTKMVFAGLKKALER.DLIAYL 107
Drosophila 107
Sc-iso-1 108
Sc-iso-2 112

YCitc

Figura 5. Dalt: Alineament de les seqiiéncies dels citocroms ¢ de diferents espécies.
Les regions ombrejades indiquen similitud de sequéncia. La numeracié que
s'emprara en aquesta memoria per a la seqiiéncia del Cit ¢ es correspon amb la
dels eucariotes superiors, resultant en numeros negatius per a l'extensié N
terminal del YCit c¢. Baix: Comparacié de l'estructura dels citocroms c¢ de llevat
(YCit ¢) i de cor de cavall (HHCit c). En verd es destaca el grup hemo c, en taronja
les regions estructurades en helix o, 1 en blau la cua de 5 residus a l'extrem N
terminal de l'iso-1 YCit c.

La regi6 MNterminal dels citocroms presenta una certa variabilitat. Aixi els
citocroms de vertebrats comencen amb una acetilglicina a la posicié 1, mentre que els

d’insectes 1 llevats presenten una extensié d'uns quants residus, cinc en els cas de
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I'iso-1 Cit ¢ de llevat (YCit ¢)! (Figura 5). A més, a la majoria de llevats, perd no a
organismes superiors, el residu Lys72 és modificat post-traduccionalment per addicié
de tres grups metil al grup s-amino, préviament a la translocacié a la mitocondria. El
fet que aquest residu estigui localitzat a una regié altament conservada, que
correspon a la cara de la molécula que intervé a gairebé totes les interaccions del Cit ¢
amb altres proteines de transport electronic com la citocrom c oxidasa o el complex
citocrom bci, va fer plantejar aquesta lisina com una candidata a ser clau també a la

interaccié amb Apaf-1 (Kluck, 2000).

2.3.3. Interaccid entre Apaf-1 i citocrom c.

Estudis de polaritzacié de fluorescéncia (Figura 6) amb un derivat fluorescent de
HHCit ¢ en el que es va substituir 'atom metal.lic del grup hemo per Zn2* (Zn-HHCit
c), el qual déna lloc a una espécie fluorescent estructuralment equivalent al citocrom
natiu, van indicar que aquest interacciona fortament amb Apaf-1 amb una
estequiometria aparent 2:1 Cit c-Apaf (Purring, 1999). En les condicions de baixa
forca ionica (u ~ 10 mM) de l'assaig, la constant d’afinitat estimada era de l'ordre de
1011 ML, valor que indicava una elevada especificitat de la interaccié entre les dues
proteines i, per tant, un estricte requeriment per a que les dues estructures encaixin

una amb l'altra de forma precissa (Abdullaev, 2002).

B3

L P N T S S

2:1 Cc:Apaf-1

0 110° 2 10°® 310%® 410 s10®
Total Apaf-1 Concentration (M)

TR T I T T

Figura 6. Titracié de Zn-HHCit ¢ (75 nM) amb Apaf-1 en preséncia (x) o abséncia
(®) de dATP (100 puM), i monitoritzacié de la polaritzacié de fluorescéncia (hex =
550 nm, Aem = 587 nm). Experiments realitzats amb tampé de baixa forca ionica
(20 mM Hepes, 10 mM KC], 1,5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, pH 7,5) (Purring-Koch,
2000).

1 En general, a la resta de la memoria, quan es faci mencié del Cit ¢ de llevat (YCit c) es fa
referéncia a I'iso-1-YCit c.
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Estudis posteriors van indicar que aquesta interaccié és fortament depenent de la
forca ionica del medi, estimant-se que en condicions fisiologiques (u ~ 150 mM) el seu
valor aproximat es de 4 x 107 M1, consistent amb la dependéncia que mostra el
citocrom en la unié amb altres partners fisiologics (Purring-Koch, 2000). Aquest
resultat recolzava també la participacié de la superficie fortament carregada, on es
troba el costat exposat del grup hemo, present al citocrom. Aquesta regié conté 11
residus de Lys que poden establir interaccions electrostatiques amb residus carregats
negativament del domini WDR d’Apaf-1. Kluck i col. van establir la participaci6é del
residu Lys72 de HHCit ¢ com una contribucié important a la interacci6 amb Apaf-1
(Kluck, 2000). Donat que, com ja sha esmentat, aquest residu es troba en forma
trimetilada als citocroms de llevat, aixo constituia una possible explicacid, encara que
no suficient, per a la manca d’activitat proapoptotica dels citocroms de llevat. En un
treball publicat poc més tard, es van reportar les activitats proapoptotiques (activacié
de PC-3) d'un nombre de mutants de HHCit ¢ i YCit c, el qual va permetre identificar
quins sén els residus essencials per a la interaccié amb Apaf-1 (Yu, 2001). Aixi, es va
determinar que les lisines 7, 25, 391 72, 1 els residus 62-65 dels citocroms de mamifers,

participen a la interaccié amb Apaf-1 (Figura 7).

Figura 7. Estructura de HHCit ¢ on es destaquen (color blau) els residus que
participen a la interaccié amb Apaf-1 (Yu, 2001).

La mutacié d’aquests residus al HHCit ¢ condueix a una pérdua progressiva de la
capacitat per promoure lactivacié de PC-3, mentre que la introduccié d’aquests

residus a la sequiéncia del citocrom de llevat i la supressié de la cua de 5 residus extra
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a lextrem MN-terminal, de forma que s’aproxima la seqiéncia de YCit ¢ a la del de
mamifers, comporta un augment de la seva capacitat proapoptotica, que pot arribar a
igualar la d’aquells (Yu, 2001). Aquests residus es troben repartits al llarg de tota la
superficie del Cit ¢, indicant un reconeixement que involucra una gran part de la
superficie de la proteina. La interaccié amb tots aquest residus requereix per tant,
que el domini d’interaccié a I’Apaf envolti gairebé tot el citocrom, establint un elevat
nombre de contactes. Treballs posteriors realitzats amb citocrom ¢ huma van
permetre determinar també la participacié a aquesta proteina, de les lisines en
posicions 13, 39, 721 86 a la interaccié amb Apaf-1 (Olteanu, 2003).

D’altra banda, estudis amb apo-Cit ¢, al que 1i manca el grup hemo i presenta una
estructura de cabdell estadistic, van fer palesa la seva capacitat per unir-se de forma
reversible a Apaf-1 amb una afinitat similar a la de ’holoproteina 1 que, tot 1 ser
inefica¢ en promoure I'activaci6 de caspases, es capac de bloquejar I'activacié de PC-9 1
PC-3 induida per I’holo-Cit ¢ (Martin, 2002, 2004). Aquestes observacions suggeriren
la possibilitat de bloquejar la interacci6 entre Cit ¢ 1 Apaf-1 com una diana factible per

modular 'apoptosi.

2.3.4. Interaccié amb caspasa-9: estructura de ’apoptosoma.

L’estequiometria d’'unié de I’Apaf-1 i la caspasa-9 es suposava 1:1, com s’esperaria
de l'elevada afinitat de les interaccions entre els dominis CARD d’ambdues proteines
(Zou, 1999). El domini CARD d’Apaf-1 uniria el CARD de la caspasa-9 mitjancant una
barreja d’interaccions electrostatiques i hidrofobiques, resultant en una unié molt
estable inclis en condicions de forca ionica elevada (Qin, 1999). El zimogen de la
procaspasa-9 s'uniria a Apaf-1, seria activat i uniria una molécula de procaspasa-9
veina, que es reestructuraria per formar el centre actiu (Srinivasula, 1998).

Estudis de criomicroscopia electronica van permetre resoldre lestructura
tridimensional de 'apoptosoma a baixa resolucié (27 A) (Acehan, 2002), revelant que
es tracta d'una particula amb forma de roda amb set radis simétrics amb forma de Y,
estructurats entorn un eix central (Figura 8). El domini central (hub domain) es
connecta amb el domini en Y mitjancant un bra¢. En base a aquesta estructura, es
proposa un model on cada molécula d’Apaf-1 contribueix a l'eix, al brac i1 al domini Y.
Aquest darrer consta de dos dominis globulars asimeétrics, amb la mida 1 la forma
corresponents a un B-propeller, pel que es proposa que correspondria al WDR de
I'Apaf-1. El domini globular més gran d’aquests dos correspondria a un domini

constituit per 7 fulles B i el petit pot encabir un altre format per 6 fulles B. A la cavitat
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situada entre els dos dominis globulars hi ha prou espai per encabir una molécula
petita, com el Cit c¢. El domini CARD es situaria a la part superior de l'eix central.
Aquesta disposici6é del domini CARD de I’Apaf-1 permetria la interaccié amb el domini
CARD de la procaspasa-9, sense que aquesta afectés I'estructura de 'apoptosoma. El
domini CARD s’estendria cap a l'exterior per formar un bra¢ que comprendria el
domini NOD/CED-4, el qual també contribuiria a l’eix central i a la regié que s’uneix
als dominis globulars WDR. Segons aquest model, els motius d’'unié de nucleotids
estarien probablement localitzats entre 1'eix central i la regié proximal del brag. Aixi,
la unié dels nucleotids regularia la constitucié de 'apoptosoma, donat que la regi6 que
conté les caixes Walker interaccionaria directament amb el CARD d’Apaf-1, i també

estaria en contacte amb el domini NOD/CED-4 del monomer adjacent.

top view oblique top view 7-§ propeller

hub domain

e

side view oblique bottom view

Figura 8. Model tridimensional de 'apoptosoma obtingut per criomicroscopia electronica.
(1) Estructura tridimensional de I'apoptosoma. Els dominis CARD de les set molécules
d’Apaf-1 es troben units formant part d'un eix central des del que es projecten set radis
formats pels dominis WDR. (2) Seqiiéncia i disposicié dels motius estructurals de 'Apaf-
11 del Cit ¢ dins 'apoptosoma. (3-5) Micrografies electroniques de ’Apaf-1 monomérica,
amb estructura en forma de Y (3 i 4) o compacta (5), de 'apoptosoma oligomeritzat (6) i
de dos apoptosomes (7). Entre ells, assenyalats per les fletxes, s’aprecia la preséncia de
proteines que podrien correspondre a la caspasa-9 (Acehan, 2002).

En base a aquesta estructura de baixa resolucié 1 les dades bioquimiques
disponibles (Liu, 1996; Goldstein, 2000), es va proposar un model per a la formacié de
I'apoptosoma funcional que requereix d’una seqiiéncia d’esdeveniments (Acehan, 2002)

(Figura 9). L’Apaf-1 es troba normalment en una conformacié autoinhibida en la que
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el domini WDR és el responsable de mantenir aquest estat. E1 CARD d’Apaf-1, amb
una mida similar a la del Cit ¢, encaixaria entre els dos B-propeller del domini WDR
(Acehan, 2002) per donar lloc a aquesta conformacié compacta inactiva. Quan el Cit ¢
s’allibera des de la mitocondria, s’uniria a I'’Apaf-1 (Liu, 1996; Zou, 1997; Hu, 1999)
desplacant el domini CARD del seu lloc d’'unié entre els dos dominis globulars del
WDR, el que permetria alhora l'accés al lloc d'unié del dATP/ATP al domini
NOD/CED-4. D’aquesta manera, els dominis que constitueixen 'eix central quedarien
lliures per poder associar-se. A continuacid, es produiria la unié del nucleotid al
NOD/CED-4, que promouria un canvi conformacional i fixaria aquest domini en una
conformacié més estesa, impedint aixi la reassociacié6 del CARD amb els B-propellers.
En una darrera etapa, la procaspasa-9 s'uniria al CARD de ’Apaf-1, que es trobaria
accessible, per formar un apoptosoma actiu. Aixo suposaria que el bra¢ de I'Apaf-1
hauria de disposar d’'una juntura flexible que es tornaria més rigida per efecte de la
uni6é del dATP/ATP. El lloc d'unié de nucleotid estaria localitzat a la regié compresa

entre l'eix central i1 la regié proximal del brag, de forma que canvis conformacionals

associats a la unié de dATP/ATP es podrien transmetre tant a 'eix central com al brac.

%

rigid
.\ conformation?
flexible arm Q\

Figura 9. Model proposat per a la formacié de I'apoptosoma (Acehan, 2002).

La seleccié evolutiva del Cit ¢ com a element clau per promoure la formacié de
lapoptosoma vindria donada, a més pel fet que estigui localitzat a l'interior de la
mitocondria 1 només sigui alliberat al citosol en resposta a un estimul apoptotic, a que
és similar en mida i1 forma al domini CARD i la regié globular de NOD/CED-4
localitzades a 'eix central de 'estructura observada per a ’Apaf-1. Aixi permetria una
regulaci6 de Jlensamblatge de DI'apoptosoma mitjancant un mecanisme de

desplacament fisic. La preséncia 1 unié de la procaspasa-9 al CARD, un cop aquest
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domini ha estat desplagat pel Cit ¢, impedira la seva reassociaci6 amb els B-propellers
1 afavoriria la unié del nucleotid al domini NOD/CED-4, en permetre que aquest
adoptés conformacions amb una afinitat més elevada pel nucleotid (Jiang, 2000).
Donat que I'estequeometria del CARD de I’Apaf-1 respecte el CARD de la procaspasa-
9 és 1:1 (Zou, 1999; Qin, 1999), es requeririen set molécules de procaspasa-9 per
saturar els llocs d'unié de I'apoptosoma. Aixi, 'elevada concentracié de procaspasa-9
entorn l'eix central del complex, facilitaria el reclutament de monomers inactius, en
solucid, per formar dimers. Cadascun d’aquest dimers contindria un lloc catalitic actiu,
que estaria localitzat distant de l'eix central de l'apoptosoma, on hi hauria menor
impediment esteric per a la unié del seu substrat. el que afavoriria la proteolisi de la
procaspasa-3, en promoure la unié de multiples zimogens a 'apoptosoma, augmentant
aixi leficiéncia de la seva activacié. Donat que tant la procaspasa-9 (Acehan, 2002)
com la caspasa-9 (Rodriguez, 1999; Stennicke, 1999) sén capaces de formar dimers
actius a lapoptosoma, seria possible la formacié de complexos de major entitat

molecular resultants de la interaccié entre dos apoptosomes (Figura 8, 7).
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La publicaci6 més recentment de l'estructura de la construccié Apaf-1 (1-591) unida
a ADP (Riedl, 2005) i de 'apoptosoma a més elevada resolucié (12,8 A) (Yu, 2005), han
donat més detalls sobre I'estructura del macrocomplex 1 sobre el seu mecanisme de
formacié, que concorda essencialment amb I'inicialment proposat per Acehan i col.
(Acehan, 2002). Aixi, es confirma que l'apoptosoma adopta una estructura similar a
una roda de set radis (Acehan, 2002), on els CARDs MN-terminals de les set molécules
d’Apaf-1 formen un anell central, que constitueix el centre actiu de I'apoptosoma. A
partir d’aquest anell central s’estén la regié reguladora de cada molecula d’Apaf-1,
constituida pels dominis NOD/CED4 i1 el WDR. Al domini C*terminal WDR es troba
només una unica molécula de Cit ¢, que esta unida a la cavitat formada pels dos B-
propellers. Cada domini CARD esta en contacte amb el domini NOD/CED4, 1 en
concret el domini helicoidal I d’aquest darrer (Riedl, 2005) es situa sobre 'anell CARD,
bloquejant l'accés de la procaspasa-9. Els altres dos dominis que constitueixen el
NOD/CED4, plegament a/8 o NBD (Nucleotide binding domain) i Winged-helix,
juntament amb el domini helicoidal 2, s’estructuren de forma cilindrica al voltant de
Panell central CARD, constituint un domini NOD/CED4 funcional. El domini
helicoidal 2 s’estén des del centre de 'apoptosoma conduint fins el domini C*terminal
de la regié reguladora, format pels B-propellers del WDR, que s’organitzen formant
una cavitat on encaixa el Cit c.

El monomer d’Apaf-1 adoptaria una conformacié compacta, amb el domini WDR
bloquejant el NOD/CED-4, que estaria estructurat al voltant d'una molécula de dATP
(Acehan, 2002; Riedl, 2005). La uni6, amb una elevada especificitat, del Cit c a la regié
reguladora constituida pels WDR, permetria I'alliberament del NOD/CED4, conduint
a una conformacié6 més extesa de I’Apaf-1. El Cit ¢ igualment actuaria com una
proteina activadora de l'activitat dATPasa, donat que la seva uni6 igualment estaria
relacionada amb I’hidrolisi del dATP per part del monomer d’Apaf-1 (Kim, 2005), que
conduiria al intermedi amb dADP unit reportat per Rield i col. (Riedl, 2005). En
aquest sentit, ja s’havia descrit que la uni6é del dATP a I’Apaf-1 era incrementada en
preséncia de Cit ¢ i PC-9 (Jiang, 2000; Liu, 1996). L’addici6 de dATP posterior a la
unié del Cit ¢, facilitaria el bescanvi del nucleotid promovent la reorganitzacié dels
dominis CARD i NOD/CED4, de forma que es generaria una segona conformaci6
unida a dATP, que seria capac¢ d’'oligomeritzar (Yu, 2006). Val a dir que la substitucié
del dATP per analegs no hidrolitzables en aquesta etapa, no afecta la formacié de

I'apoptosoma (Jiang, 2000; Yu, 2005).

26



Introduccio General

Aquest model de l'apoptosoma, en que els dominis que constitueixen la regid
central NOD/CED4 de T'Apaf-1 adopten una estructura que condueix a un NOD
funcional, 1 juguen un paper clau a la formacié d'un apoptosoma actiu, es podria
extrapolar a altres proteines de bacteries, animals o plantes, que contenen un domini
NOD a la seva seqiiéncia, 1 que igualment sén capaces de formar complexos d’elevat
pes molecular en resposta a diferents estimuls (Inohara, 2003). En aquest sentit,
recentment ha estat reportada lestructura tridimensional d'un apoptosoma a
Drosophila, resultant de l'oligomeritzacié de Dark (Drosophila Apaf-1 related killer),

que condueix a la conseqiient activacié de la procaspasa Dronc (Yu, 2006).

3. NOD (Nucleotide oligomerization domain): motiu involucrat a la regulacié de
lapoptosi i a la defensa de I'hoste front a patogens.
3.1. Mecanismes de resisténcia a patogens.

La recent identificacié de proteines de la familia NOD ha permeés avancar en la
comprensié de la funcié d’aquest domini a la regulacié de 'apoptosi 1 de la resposta
immune.

Quan el factor regulador de 'apoptosi Apaf-1 va ser identificat, es va constatar la
seva elevada homologia estructural amb una seérie de factors citosolics producte dels
gens R de resisténcia a malalties de plantes (Koonin, 2000). Cada gen R protegeix la
planta enfront de patogens especifics mitjancant el reconeixement, a través dels seus
dominis LRR (Leucine rich repeats) C-terminals, de components derivats d’aquells,
anomenats Avrs (Avirulence factors), de forma que variacions genétiques als LRR
determinen l'especificitat de les proteines R. El reconeixement dels Avrs pot conduir a
I'activacié de Papoptosi i dels mecanismes d’estrés antibacteria (Chisholm, 2006). Aixi,
tant ’Apaf-1 com les proteines R citosoliques de plantes, regulen la mort programada
de la cel.lula a través del seu domini Cterminal en resposta a lligands especifics
(Inohara, 2001).

D’una banda es poden distingir proteines R que reconeixen Avrs a la superficie
cel.lular, 1 contenen un domini transmembrana 1 domini LRR extracel.lular. Les
proteines R de plantes associades a membrana presenten una elevada homologia
estructural amb els TLRs (7oll-like receptors). Els TLRs sé6n factors del sistema
Immune Innat que participen en el reconeixement de patogens a vertebrats. A
mamifers s’ha demostrat la implicacié dels TLRs als mecanismes de defensa contra
patogens, mitjancant el reconeixement per part dels seus dominis LRR extracel.lulars

de components bacterians especifics (Inohara, 2002). D’altra banda les proteines R
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citosoliques, que contenen un domini MN-terminal ric en heélix-a, un domini central
NOD i LRRs C*terminals, reconeixen els Avrs injectats a la cel.lula de I'hoste conduint
a lactivacié de I'apoptosi o dels mecanismes de resposta a patogen de la cél.lula.

L’homologia estructural entre les proteines R citosoliques 1 proteines NOD-LRR de
mamifer, fa pensar en el paper d’aquestes al reconeixement de components derivats
de patogens al citosol de les cél.lules de mamifer. La deteccié 1 eliminacié d’agents
infecciosos resulta fonamental per a la supervivencia dels organismes multicel.lulars.
El sistema immune ha desenvolupat multiples mecanismes per tal d’identificar,
neutralitzar 1 eliminar els patogens, que de forma general es poden dividir en la
iImmunitat innata i l'adquirida. El sistema immune innat és present a tots els
organismes multicel.lulars 1 esta mediat principalment per immunocits amb capacitat
per destruir una gran varietat de patdogens. Durant els primers dies de la infeccid, el
sistema immune innat juga un paper molt important en el desenvolupament de la
resposta immune adquirida, mediada pels limfocits T 1 B, els trets principals dels
quals sén la seva memoria 1 especificitat. El sistema immune innat constitueix la
primera linia de defensa contra el microbis, que inclou l'activacié i reclutament de
cel.lules fagocitiques cap als llocs on s’esta produint la infecci6. Molécules
especialitzades del sistema immune innat reconeixen components conservats dels
microorganismes que no es troben a 'hoste i estimulen la resposta immune (Inohara,
2005; McDonald, 2005).

Tant a plantes com a animals la deteccié inicial d’agents microbians depen de
receptors cel.lulars especialitzats que reconeixen molécules que s’expressen
exclusivament a bacteris o PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) (Figura
11). Als animals, la detecci6é dels agents microbians té lloc mitjancant el
reconeixement dels PAMPs per part de receptors especifics presents a I’hoste o PRRs
(Pattern-recogition receptors). En concret, els TLR han estat identificats com a PRR i
s’ha determinat que juguen un paper crucial a la resposta immune enfront de
patogens d’origen viric, bacteria o fingic, induint la secrecié6 de varies citoquines
proinflamatories aixi com molécules coestimuladores de la superficie cellular, a
través de l'activacié de factors de transcripcié com el NF-xB (Nuclear factor-xB).

Els TLRs s6n proteines transmembrana que contenen LRRs extracel.lulars
responsables del reconeixement dels PAMPs. Els TLRs regulen la senyalitzacié a
través d'un domini citosolic conservat anomenat TIR (7oll/Interleukin-1 receptor) que
juga un paper clau a la transduccié de senyals mitjancant la interaccié amb factors

citosolics. Aquesta resposta immune iniciada pels TLRs estimula la fagocitosi,
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mitjancant la secrecié de citoquines proinflamatories (p.e. TNFa o IL-18), i promou la
resposta immune adquirida mitjang¢ant la inducci6 de molécules coestimuladores a la
superficie de les céllules T (p.e. ICAM-1). Aquests processos estan regulats
mitjancant I'activacié de varies quinases 1 factors transcripcionals com NF-xB, AP-1,
Elk-1 i IRFs (Akira and Takeda, 2004). A mamifers igualment s’expressen proteines
citosoliques amb dominis LRR. Algunes d’aquestes proteines LRR citosoliques
pertanyen a la familia NOD, i actuen com a PRRs per induir les vies de senyalitzaci6
que condueixen a una resposta transcripcional enfront de la infeccié bacteriana.

Addicionalment s’ha descrit el seu paper en l'activacio de les caspases i de 'apoptosi.

- {MyD88, ,
PGN-derived "‘rRIFmCAM 1)
Nod1/Nod2 molecules

v Formation and
SARD NOD acﬂvuﬁon o1' kinase
com

TBK1 Kmmmx aIPI
@KED  cao
RICK ’/

IKKs, MAPKs

Caspases NF- hB AP-1, Elk1 IRF-3

Proinfi ytokines (e.g. TNFa, IL-1f5)
Cell- surface proteins (e.g. ICAM1)

Host defense response

Figura 11. Vies de senyalitzacié de Nodl, Nod2 i TLR4. Nodl i Nod2 estan
involucrades al mecanisme de reconeixement de derivats del peptidoglica bacteria,
el que resulta en el reclutament de quinases, que inclouen
RICK/RIP2/RIPK2/CARDIAK, a través d’interaccions CARD-CARD. Una vegada
que RICK és reclutada per Nodl i Nod2, pot activar vies transcripcionals (NF-kB,
AP-1, i Elk-1) i caspases. El TLR-4 complexat amb MD2 és essencial per al
reconeixement del lipopolisacarid (LPS) a la superficie cel.lular, resultant en el
reclutament de varis factors, que inclouen els adaptadors que contenen dominis
TIR, com MyD88, MAL/TIRAP/TICAM-1. A continuacié es formen diversos
complexos de quinases (IRAKs, TBK1/IKKi/TSK i RIP) que conduiran a la
fosforilaci6 de IKKs, MAPKs 1 IRF-3. Aquesta senyalitzacié condueix a la
produccié de citoquines proinflamatories 1 diferents molecules de la superficie
cel.lular (Inohara, 2005).

3.2. Familia de proteines NOD.
L’Apaf-1 pertany a la familia de proteines NOD que comprén un grup creixent amb

uns 20 membres identificats, que es caracteritzen per la preséncia d'un domini
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conservat d’oligomeritzacié 1 unié a nucleotids. Nodl 1 Nod2 van ser els primers
membres d’aquesta familia que es van identificar per estudis d’homologia amb Apaf-1.
Varies proteines de la familia NOD han estat implicades en 'activacié de NF-xB aixi
com a l'activacid de caspases. Aixi, es va comprovar com la sobreexpressié de Nod1 i
Nod2 a cel.lules de mamifer activava la mort cel.lular induida per caspasa-9 i,
sorprenentment induia I'activacié de NF-xB (Inohara, 2001). Nod1l i Nod2 participen
al reconeixement especific de material bacteria. En concret, actuen com a receptors
citosolics del lipolisacarid (LPS), producte de les bactéries Gram-negatives (Inohara,
2001; Ogura, 2001b). Altres proteines que presenten un domini central de tipus NOD
sén CIITA (MHCII transactivator), NAIP (Neural apoptosis inhibitory protein), Ipaf o
la recentment reportada Criopirina (Agostini, 2004; Geddes, 2001; Roy, 1995; Steimle,
1993). Mutacions als gens que codifiquen per les proteines NOD humanes Nod2,
criopirina 1 CIITA, i1 Naip5 a ratolins, estan associades amb malalties inflamatories
que disminueixen o augmenten la sensibilitat a les infeccions bacterianes (Inohara,
2003, 2005).

Tot 1 que el paper d’Apaf-1 a I'apoptosi esta bé establert, els mecanismes pels que
altres proteines NOD (p.e. Nod1, Nod2, Defcap, Ipaf o criopirina) regulen I’apoptosi no
esta clar. Algunes d’elles, com Nodl, IPAF o criopirina, indueixen l'activacié tant de
NF-xB com de caspasa-1. Aixi, en condicions fisiologiques, 'activitat proapoptotica
induida a través d’algunes de les proteines NOD, podria estar regulada per la inducci6
simultania de lactivitat del NF-xkB. A excepci6 de Nodl i Nod2, que detecten
components bacterians, els lligands, de tipus PAMPs, reconeguts per altres proteines
NOD, que indueixen la seva oligomeritzacié i el reclutament d’altres factors

desencadenant la resposta immunitaria, no han estat encara identificats.

3.3. Estructura de les proteines NOD.

Els membres de la familia NOD contenen tres dominis funcionals (Figura 12). Un
domini MNterminal dunié a efectors (EBD, Efector Binding Domain), un domini
central NOD i un domini C-terminal de reconeixement de lligands (LRD, Ligand
Recognition Domain). El domini NOD és el responsable de l'autooligomeritzacié,
necessaria per a l'activacié posterior de les molécules efectores. El domini EBD de les
NOD de mamifer és el responsable de la uni6 de les molécules efectores, el que
determina els esdeveniments activats posteriorment a la senyalitzacid, que inclouen
Papoptosi 1 l'activacié de NF-xB. Aquests EBDs sén estructuralment variables, 1

inclouen els dominis d'unié6 a caspases (CARD) i el PYD (Pyrin Domain). Amb
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Pexcepci6 d’Apaf-1, la major part de proteines NOD conegudes contenen LRDs *
terminals de tipus LRR (Inohara, 2003). Aquestes proteines NOD-LRR, també
anomenades CATERPILLER (CARD, transcripcion enhancer, R(purine)-binding,
pyrin, lots of leucine repeats), s'expressen majoritariament a cél lules dels sistema

immune, tot i que I'expressi6é d’algunes, com Nod1, és ubiqua (Inohara, 2005).

[ EBD LRD
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| Nod1, Ipaf CARD NOD [ AR
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CED-4 CARD NOD Nematode
95 R proteins -."\r.i.fp NoD RN
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Figura 12. Dominis estructurals de les proteines NOD (Inohara, 2005).

En el cas de Nodl 1 Nod2, els seus LRD reconeixen productes bacterians i se sap
que, com el WDR d’Apaf-1, actuen com a reguladors negatius. En aquests sentit,
mutants de Nodl 1 Nod2 en que s’ha eliminat els LRR, tenen incrementada la seva
capacitat d’activar NF-kB. A més del domini NOD, que és el que permet
lautooligomeritzacid, el domini EBD de les proteines NOD, incloent Apaf-1, Ced-4,
Nod1, Nod2, Ipafila criopirina, té un paper clau en la unié d’aquestes proteines a les
molécules efectores. Aixi, el CARD d’Apaf-1 s’'uneix al CARD de la PC-9 mentre que el
CARD de Nodl i Nod2 s’ha demostrat que s'uneix al CARD de RICK mitjancant
interaccions homofiliques CARD-CARD (Inohara, 1999; Ogura, 2001b). L’homologia
estructural entre Apaf-1 i les proteines NOD-LRR, fa pensar que aquestes proteines
han de seguir mecanismes d’activacio 1 senyalitzaci6 similars. La regié N-terminal del
domini NOD conté motius d’'unié tipics de NTPases (Nucleoside triphosphatases) de
tipus ABC (ATP-binding domains) que inclouen motius d’unié de fosfat (Walker A box)
i de magnesi (Walter B box). La mutaci6é de residus conservats d’aquests motius a

Nod1 i Nod2, impedeix la senyalitzacid, el que indica que la hidrolisi dels nucleotids és
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essencial per a l'activacié de la proteina. Igualment, la regi6 ABC de les proteines
NOD-LRR esta molt relacionada amb el modul d’oligomeritzacié que es troba a la
familia d’ATPases AAA+, que tipicament formen complexos oligomeérics amb simetria
de 6 o 7 eixos, molt similars al complex observat per a I’Apaf-1 (Acehan, 2002; Yu,

2005).

3.4. Regulaci6 de les proteines NOD.

Igual que l'oligomeritzacié d’Apaf-1 indueix l'activacié de la PC-9, hi ha evidéncies
que l'activacié del NF-kB induida per Nodl 1 Nod2 ha d’estar relacionada amb la
proximitat induida dels efectors, incloent RICK i el complex inhibidor de la quinasa
NF-xB, IKK (Figures 11 i 13). Nodl i Nod2 s’associen amb la quinasa RICK
(RIPK2/RIP2/CARDIAK) a través d’una interaccié homofilica CARD-CARD, induint
I'activacié del NF-xB (Inohara, 1999; Ogura, 2001b). E1 NF-kB activat es transloca al
nucli, on s’unira als promotors dels seus gens diana, activant la seva transcripcid, que
inclou la secreci6 de citoquines proinflamatories (Hayden, 2004). El paper de
Poligomeritzacié en lactivacié del NF-kB ha estat demostrat per l'observacié que
Poligomeritzaci6 forcada de subunitats de RICK o IKK condueix a I'activacié del NF-
kB. En aquest sentit, sha determinat que l'oligomeritzacié de Nodl indueix la
proximitat de RICK (Inohara, 2000). Igualment s’ha observat que l'oligomeritzaci6
forcada dels dominis efectors de Nodl, Nod2, criopirina o Ipaf indueix el procés de
senyalitzacié (Inohara, 2000; Ogura, 2001b).

Un model alternatiu al de proximitat induida, seria un model anomenat de scaffold
(Figura 13). En aquest cas la proteina NOD-LRR reclutaria les molécules activadores,
el que permetria la posterior activacid de les molécules efectores unides al seu domini
EBD. Tot 1 que varies proteines NOD comparteixin el mateix domini efector, per
exemple CARD o PYD, poden activar diferents cascades de senyalitzacié ja que la
interaccid entre aquests dominis 1 els presents als factors posteriors, és molt especifica.
Aixi, Pexpressié transitoria de Nod1l i Nod2 a cel lules de mamifer indueix l'activacio
de NF-xB, mentre que aquesta activitat no s’ha observat per a ’Apaf-1, indicant que
Nodl o Nod2 i1 Apaf-1 activen diferents vies. Analisis mutagénics han posat de
manifest que els CARDs 1 NODs de Nodl i1 Nod2 sén requerits per a la inducci6 de
NF-kB, mentre que els LRRs s6n dispensables.
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Malecular scaffold
model

Proximity moded

Figura 13. Estructura de les proteines NOD i models d’activacié proposats. (a)
Estructura de I'Apaf-1 oligomeritzada. (b) Model del complex format per la
proteina de la familia AAA+ p97, unida al seu cofactor p47. (¢) Dos models
d’activacié de les proteines NOD. Al model de proximitat induida, els lligands
estimuladors (B) sén reconeguts pel domini LRD de la proteina NOD, el que
indueix la seva oligomeritzacié via el seu domini central NOD (senyalat per fletxes
gris clar) i el reclutament de les molécules efectores (A) via el seu domini EBD, el
que indueix la seva proximitat (fletxes negres) i activacié. Al model alternatiu
d’scaffold molecular, la proteina NOD recluta l'activador o activadors (B) el que
permet activar (fletxa negra) les molécules senyalitzadores (A) (Inohara, 2005).

Nod1 i Nod2 reconeixen el LPS i el peptidoglicaA (PGN) bacterians a través dels
seus LRRs. Estudis recents han posat de manifest que el dipeptid derivat del
peptidoglicA MurNAc-L-Ala-D-isoGln (MDP, Muramil dipéptid) és lestructura
essencial bacteriana reconeguda per Nod2 (Inohara, 2003). D’altra banda, Nodl
reconeix molécules derivades del PGN que contenen l'acid meso-diaminopimeélic
(meso-DAP). A les bactéries, el meso-DAP i el MDP es generen com a intermediaris de
la biosintesi del PGN. A T'hoste, el lisozim talla les cadenes de PGN 1 genera petits
fragments anomenats muropéeptids que contenen meso-DAP 1 MDP. Tot 1 que es
coneix que els dominis LRR de Nod1 1 Nod2 és on te lloc el reconeixement d’aquestes
molecules, no s’ha pogut determinar si aquests lligands s’'uneixen directament als
LRRs o requereixen de cofactors per a la unié 1 l'activacié. La unié del lligand als
LRRs hauria de conduir a senyals que provocarien l'activacié del domini NOD. En
aquest sentit, l'analisi de diferents mutants ha posat de manifest l'existéncia

d’interaccions funcionals entre aminoacids localitzats a regions proximals dels LRRs 1

33



Introduccio General

la regi6 distal del domini NOD. Aquesta regi6 Cterminal del domini NOD,
anomenada “switching region’ s’ha proposat que juga un paper clau al pas d'una
proteina NOD inactiva cap a la seva forma activa, donat que mutacions puntuals o de
delecié en residus d’aquesta regié condueixen a formes constitutivament actives de les
proteines NOD-LRR (Tanabe, 2004). Aquestes observacions suggereixen un model al
qual, interaccions intramoleculars entre la regié proximal dels LRRs 1 la distal del
domini NOD, mediarien una regulacié negativa. Com a conseqiiéncia de 'exposicié als
lligands microbians, hi hauria un canvi conformacional que conduiria a l'activacié de
la proteina NOD. El paper d’aquests residus al reconeixement del MDP no esta clar.
Podrien participar a interaccions intramoleculars entre domini NOD i LRR.
Alternativament interaccionarien directament amb MDP o bé indirectament a través
de factors cel.lulars. Aquests resultats suggereixen que l'oligomeritzacié de les
proteines NOD seria probablement un mecanisme conservat per a lactivacio
d’aquesta familia de proteines. En aquest sentit, I'oligomeritzacié artificial de Nodl o
Nod2 s’ha mostrat suficient per I'activacié de la via de senyalitzacié NF-xB (Inohara,

2000; Ogura, 2001b).

3.5. Proteines NOD associades a malalties.

Les alteracions en la capacitat de formacié de 'apoptosoma han estan associades
amb malalties humanes. Aixi, s’ha demostrat la manca dexpressié d’Apaf-1 a
melanomes malignes (Fujimoto, 2004; Soengas, 2001). També s’ha descrit la pérdua
al.lélica de la regié que conté el locus d’Apaf-1 a 'adenocarcinoma pancreatic ductal, a
glioblastoma (Watanabe, 2003) i leucémia (Jia, 2001). Igualment s’han observat
mutacions que alteren la pauta de lectura del gen Apaf-1 a cancer gastrointestinal
(Yamamoto, 2000). Les alteracions en la regulacié transcripcional i post-
transcripcional d’Apaf-1 s’Than associat amb altres tipus de cancer.

D’altra banda, variacions genetiques d’altres proteines NOD han estat relacionades
amb malalties d’origen genétic. Mutacions a CIITA causen Type II Bare Lymphocyte
Syndrome (BLS), una inmunodeficiéncia hereditaria que es caracteritza per la manca
d’expressi6 de molecules MHC de classell, essencials per a la presentacié dels
antigens a les céllules T i1 la defensa de I'hoste enfront de patogens. La majoria de
pacients amb BLS, pateixen inmunodefidiéncies severes 1 moren a curta edat a causa
d’infeccions. Mutacions a Nod2 i a CIAS1, el gen que codifica per la criopirina, han
estat relacionades amb varies malalties autoinflamatories. Mutacions de Nod2 que

resulten en proteines sense capacitat per induir 'activacié de NF-xB en resposta a
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peptidoglica o MDP estan relacionades amb la malaltia de Crohn. Altres mutacions a
Nod2 han estat relacionades amb la sindrome de Blau, una malaltia que es
caracteritza per artritis 1 erupcions cutanies. Kl fet que mutacions a Nod2 provoquin
malalties diferents s’explica per la diferent localitzaci6 d’aquelles. Mentre que les
responsables de la malaltia de Crohn es troben als LRRs o regions properes, les que
provoquen la sindrome de Blau estan situades al domini NOD. Aixi, les Nod2 presents
als pacients amb aquesta malaltia serien constitutivament actives, induint un
increment de lactivitat basal de NF-xB. Les causants de la malaltia de Crohn, al
contrari mantindrien els nivells d’activitat, pero haurien perdut la capacitat de
respondre als components bacterians. Aquesta dificultat per detectar les infeccions
bacterianes ha de provocar una activaci6 basal de NF-kB per altres vies secundaries,
que causarien la inflamacid intestinal.

Les aproximacions terapeutiques que consideren com a dianes a proteines NOD sén
nombroses. Estudis dirigits a restaurar els nivells d’Apaf-1 a diverses linies tumorals
han correlacionat amb una pérdua de la quimioresisténcia a aquestes linies. La
sobreexpressi6 del domini CARD de I’Apaf-1 mitjancant la utilitzacié de vectors virals,
provoca la inhibici6 de l'apoptosi in vivo induida per neurotoxines a un model de
Parkinson, pel que sha proposat emprar aquest domini com a estratégia
antiapoptotica mitocondrial (Mochizuki, 2003). Igualment shan desenvolupat
recentment moduladors artificials de 'apoptosoma. Aixi, Lademann i col. han mostrat
com una familia de diarilurees actuen com a inhibidors de la formacié de
lapoptosoma de 700 KDa depenent de Cit ¢, inhibint l'activacié de la caspasa-9
(Lademann, 2003). Altres compostos identificats mitjantcant el cribratge de
quimioteques indueixen l'oligomeritzaci6 de I'’Apaf-1 i1 la formacié de l'apoptosoma,
promovent l'activacié de les caspases depenent de Cit ¢ de forma selectiva a linies de
cél.lules tumorals (Nguyen, 2003). Recentment s’ha reportat la identificacié de
compostos capagos d’'inhibir el reclutament de la PC-9 per 'apoptosoma mitjancant el
cribratge d'una quimoteca de N-alquilglicines (Malet, 2006), aixi com l'efectivitat de la
taurina per evitar I'apoptosi induida per a la isquémia miocardica, mitjancant la seva
capacitat per impedir la interaccié entre I’Apaf-1 1 la caspasa-9, 1 'ensamblatge de
I'apoptosoma (Takatani, 2004). Altres estratégies tenen com a dianes a reguladors de
lapoptosoma, donat que s’han associat processos tumorals a alteracions de I'expressid
de proteines que regulen la formacié 1 activitat d’aquest. En aquest sentit, alts nivells
d’expressié de XIAP s’associen amb leucémia mieloide (Tamm, 2003). Aproximacions

amb oligonucleotids antisentit dirigits contra XIAP i Survivina estan actualment a
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fase clinica per al tractament del cancer. Per contra, el suministrament mitjancant
adenovirus de XIAP o NAIP s’ha provat per al tractament de la isquemia cerebral, que
estd associada amb un increment de I'apoptosi (Fischer and Schulze-Osthoff, 2005).
Igualment, a 'actualitat s’estan desenvolupant aproximacions basades en 'utilitzaci6
de peptids derivats de Smac o compostos mimeétics, per inhibir les IAPs 1 restaurar

aixi activitat de les caspases (Tamm, 2003; Yang, 2003; Henderson, 2005).
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Objectius

D’acord amb els antecedents presentats a la Introduccié General respecte el
mecanisme de formaci6 de 'apoptosoma i, en concret, en quant a la interaccié entre el
citocrom c 1 I’Apaf-1, dintre del context d’'una linia de recerca iniciada a la Unitat de
Quimica Bioorganica (Departament de Quimica Organica Biologica, Institut
d’Investigacions Quimiques i Ambientals de Barcelona, C.S.I.C.) relacionada amb el
descobriment de noves molécules d’'interés terapéutic, es proposa dur a terme un
estudi sobre el complex Apaf-1 - Cit ¢ que proporcionés informacid util per al disseny i
desenvolupament de reguladors d’apoptosi. Cal esmentar que en el marc d’aquesta
linia de recerca, el nostre grup havia iniciat recentment una col laboracié amb el grup
del Dr. E. Pérez Paya (Laboratori de Péptids i Proteines, Centro de Investigacion
Principe Felipe, Valéncia), al qual s’havia comencat la posta a punt de técniques per a
la expressié recombinant d’Apaf-1. Al nostre laboratori es duria a terme I'obtenci6 de
variants de citocrom c de llevat 1 de peptids dissenyats per dotar-los de capacitat per
interaccionar amb Apaf-1, amb Ilobjectiu de determinar les caracteristiques
estructurals necessaries que s’han d’incloure en molécules organiques perqué puguin
actuar com a moduladors de 'apoptosoma. Aixi mateix es pretenia explorar 'obtencid
eficient de construccions derivades d’Apaf-1 que es poguessin utilitzar com a
alternativa als assaigs de reconstitucié in vitro de l'apoptosoma, per dur a terme
assaigs de cribratge.

Addicionalment, amb motiu d'una estada de 6 mesos al laboratori del Profesor
Gabriel Nufiez (Departament de Patologia, University of Michigan Medical School,
Ann Arbor, EUA) i dins el marc del programa d’investigacié que es desenvolupa a
aquest laboratori, dirigit a la caracteritzaci6é de les vies de senyalitzacié involucrades
a lapoptosi 1 la immunitat innata, es va plantejar com a objectiu addicional dur a
terme estudis sobre la interacci6 entre el component bacteria muramil dipeptid 1

Nod2, que contribueixin a definir el mecanisme d’accié de Nod2.

Els objectius concrets plantejats van ser els segiients:

- Estudis sobre la interaccid entre citocrom c 1 Apaf-1:

o Obtencié 1 caracteritzacié de mutants de YCit ¢ que incorporin modificacions a
la regi6 N-terminal que aproximin la seva seqiiéncia a la dels citocroms de
mamifers, 1 avaluaci6 de la seva capacitat per interaccionar amb Apaf-1 i

modular 'activaci6 de caspases.
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Obtencié 1 caracteritzacid de peéptids derivats dels mutants anteriors que
mantindrien unit covalentment el grup prostetic del citocrom, i avaluacié6 de la
seva capacitat per interaccionar amb Apaf-1 1 modular 'activacié de caspases.

Obtencié 1 analisi funcional de construccions derivades d’Apaf-1-XL, que
haurien de comprendre d’'una banda els dominis CARD-NOD/CED-4 i d’altra el

domini WDR, emprant un sistema procariota d’expressio.

- Estudis sobre la interaccié entre muramil dipéptid 1 Nod2:

Identificacié6 bioquimica dels components del complex de reconeixement del
MDP, responsable de I'activacié de Nod2 en resposta a la preséncia del lligand
derivat del peptidoglica bacteria.

Determinacié de la localitzacié subcel.lular del MDP.
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Materials 1 Métodes

1. PROCEDIMENTS GENERALS.

1.1. Equipament i instrumentacio.

Termociclacié:

Electroforesi:

Western blot:

Electroporacié:

Incubadors:

Centrifugues 1 microcentrifuga:

Disruptor cel.lular:
Liofilitzador:
Sistema de purificacié d’aigua:

Cromatografia de FPLC:

Cromatografia ’'HPLC:

Espectrofotometres:

Mastercycler Personal (Ependorff) o bé Tgradient
(Biometra).

Font PowerPac 300 amb cubetes SubCellGT (ADN)
o MiniProtean 3 (SDS-PAGE) (BioRad).

Semidry Transfer Cell Transblot SD (BioRad) per
les transferéncies, 1 M35X-OMAT Processor
(Kodak), pel revelat per autoradiografia.

E. coli Pulser (BioRad).

Agitador orbital Novotron TR-225 (Infors-HT) o
C25 Incubator Shaker (New Brunswick Scentific),
pels cultius d’E.coli. Isotemp (Fisher Scientific),
pels cultius de cel.lules eucariotes.

Beckman J2-HS 1 TJ-6, 1 Ependorff 5415D.

Basic Z Cell Disrupter (Constant System Ltd.).
Freezone Plus 6 (LABCONCO).

Arius 611 (Sartorius).

AKTAprime proveit de columnes HiTrapChelating,
HisTrapHP, HiTrapQHP, HiTrapSPHP,
Superdex200 10/40, 1 HiTrapBenzamidineFF
(Amersham Biosciences). AKTA, constituit per una
valvula INV-907, una bomba P-920, un detector
UPC-900 acoblat un col.lector de fraccions Frac-900,
provist de columna Superdex200 16/60 (Amersham
Biosciences).

Sistema Waters constituit per un detector PAD996,
controlador 600S Controller, bomba 626Pump, 1
software de control/adquisicié Millenium v. 2.15
(Waters), amb columnes Symmetry 300-Cis (25 x
0,46 cm, Waters) o Kromasil 100-C1s (25 x 0,46 cm o
25 x 1 cm, Teknokroma).

Cary300 amb termostatitzador Cary PCB150
(Varian), i SPECTRAmax PLUS Microplate

Spectrophotometer (Molecular Devices).
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Espectrofluorimetres:

Dicroisme Circular:

Espectrometria de masses:
MALDI-TOF:
HPLC-ESI-MS:

TH-RMN:

Microscopia de fluorescéncia:

1.2. Reactius.

Aminco-Bowman Series 2 Luminiscence
Spectrometer  (SLM-AMINCO), i LS50B
Luminiscence  Spectometer (Perkin  Elmer).
Cubetes de quars de 3 mL i 1 ecm de cami optic, 1
semimicro de 45 pl 1 0.3 cm de cami oOptic
(Hellma), per a les mesures de polaritzacié de
fluorescéncia. 1420 Multilabel HTS Counter
VICTOR? V (Wallac) per a mesures en plaques de
96 pous.

Jasco J-720 proveit d’'un bany de termostatitzacid 1
cubeta circular de quars, de 2,56 mL 1 10 mm de

cami optic (Hellma).

VOYAGER-DE-RP (Applied Biosystems).

Sistema Hewlett Packard Series 1100 LC/MSD o
bé un sistema constituit per un cromatograf de
liquids Waters 2690 acoblat a un detector de
matriu de diodes Waters 996 1 un espectrometre de
masses Micromass Quattro LC-Mass.

Varian Unity 300 (299,949 MHz per a 'H-RMN).
Olympus BX-51 o bé Olympus Fluowiew Confocal

Scanning Microscope, per a microscopia confocal.

Els reactius comercials emprats van ser de qualitat per a analisii van ser adquirits

a Sigma-Aldrich, Merck KGaA o Fisher Scientific. Les solucions aquoses es van

preparar emprant aigua ultrapura miliQ (resistivitat > 18MQ).

1.3. Procediments d’esterilitzacid.

En general, els medis de cultiu i dissolucions es van esterilitzar en autoclau durant

20 min. a 120 °C. Com a procediment alternatiu per a la esterilitzacié de solucions

sensibles a la temperatura (ampicil.lina i d’altres antibiotics, IPTG,...) es va utilitzar

lesterilitzaci6 per filtracié a traves de filtres de 0,22 pm Millex-GS (Millipore).
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1.4. Cultius bacterians.
1.4.1. Soques d’E. coli.

Les soques d’E.coli JM109 i Sure (Stratagene) es van emprar en les preparacions
d’ADN plasmidic de les construccions de YCit ¢ i Apaf-1. La soca Stbl2 (Invitrogen) es
va emprar per a la clonacié 1 preparacions d’ADN plasmidic de les construccions
derivades d’Apaf-1. Les soques d’.coli HB2151 (Amersham Biosciences) i BL21(DE3)
(Invitrogen) es van emprar per dur a terme 'expressié de les construccions derivades
de YCit c, les primeres, i de YCit ¢ i d’Apaf-1 les segones. La soca DH5a (Invitrogen)

es va emprar per a la clonacid 1 expressié de les construccions derivades de Nod2.

1.4.2. Medis de cultiu.

La triptona i I'extracte de llevat emprats provenien de Pronadisa. En general, el pH
dels medis s’ajusta per addici6 de NaOH 5 M, previament a l'esterilitzacié en autoclau.
Per a la preparacié dels medis selectius (LBAmp, TBAmp), als medis estérils s’hi afegi
1 mL/L d’'una solucié estéril d’'ampicil.lina (100 mg/mL). Els cultius es van dur a terme
amb agitacié orbital (200-250 rpm, medi liquid) o en estufa (cultius en placa) a una
temperatura, si no s’especifica el contrari, de 37 °C. Alternativament, per a la
preparacié dels medis LB i LBAmp, es van emprar LB-Medium Capsules (25
capsules/L, Q-Biogen).

Composicié per litre dels medis de cultiu:

LB: 10 g triptona, 5 g extracte de llevat, 10 g NaCl. S’ajusta a pH 7,0. Per medi
solid, s’afegeix 15 g d’agar abans d’esterilitzar.

TB: 12 g triptona, 24 g extracte de llevat, 4 mL glicerol, 2,35 g NaH2P04.H20, 9,8 ¢
Na:HPO4.2H:20.

NZY+: 10 g amina NZ (hidrolitzat de caseina), 5 g extracte de llevat, 5 g NaCl.
S’ajusta a pH 7,5 1 es complementa amb 12,5 mL MgCls 1 M, 12,5 mL MgS04+ 1 M, 10
mL glucosa 2 M (solucions esterilitzades per filtraci).

SOB: 20 g triptona, 5 g extracte de llevat. S’ajusta a pH 7,0 1 es complementa amb
2,5 mL KCl 1 M, 10 mL MgCl. 1 M, 10 mL MgSO+ 1 M, 2 mL NaCl 5 M (solucions
esterilitzades per filtracid).

SOC: S’afegeixen 9 mL de glucosa 40 % esteril per L. de medi SOB.
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1.5. Métodes de biologia molecular.

1.5.1. Plasmidis i vectors.

construccié es coexpressen el gen de YCit ¢ (CYC1), en el qual sha substituit la
Cys102 per Thr per tal d’evitar la dimeritzacié6 per formacié de ponts disulfur 1
I'autoreduccié del ferricitocrom, i el gen de I’enzim citocrom ¢ hemoliasa (CYC3), que

promou la unié covalent del grup hemo als residus de Cys14 i Cysl17 del citocrom

El plasmidi pBPCYC1(wt)/3 va ser facilitat pel laboratori del Dr. A. G. Mauk
(Universitat de British Columbia, Vancouver, Canada) (Pollock, 1998). En aquesta

(Figura 14).
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Figura 14. Estructura del plasmidi pPBPCYC1(wt)/3 (Pollock, 1998).

T7 promoter primer #69348-3

Bolll T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATETCGATCC LG GARATTAATACGAL T AL TATAGRGEGAATTGTGAGC GRATAALAATTLCLCTL TAGARATAATTTTGTTTAALTTTAAGAAGGAGA
Neo | His-Tag Nde| Xhol BamH |

TATACCATGEGCAGCAGLCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGECTEGTGCCGCGCEGCAGCCATATRGETCGABGA TCCGGL TRCTAACAAAGLCCRA
MatGlyJar3arHigsHIsHIEH I sHIEH I s3ar5arG yLauValProArgl | ySarHisMatlaub | uispProab oAl cAsnlysAl oArg
Bpul102 | thrombin T7 terminator

AMGAAGL TRAGTTEGL TR TG LA G TGAG AAT AAL TAGCATARCECC TTRGGRLEETCTAAAC GRETC T TRAGRRGRTTTTTTG
LysGlud laGluleudladladlaThril oGl uGInEnd

T7 terminator primer #69327-3

Bpu1102 |(287)

EcoR Ii5706) BamH \\319
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B
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BssH I1{1627)
Hpa |(1722)
BspLU11 (3820
Sap l(ar04)
Bst1107 I{3s81) PshA 1(2061)
Ace l3580) # 4
BsaA I(3572) Eaq I(2284)
Tth111 13565)

Nru 1(2319)

Bsph [;2300)
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Mse {2791}

Bpu1d 1{z026)

Figura 15. Vector pET15b (Invitrogen). Detall de la seqiiéncia de la regié de clonacié.
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pGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreScission™ Protease

|LeL| Glu Val Leu Phe GlanI}r Pr0| Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC CCG GAATTC GCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT

BamH|  EcoRl gpay Sall Xpgl  Motl

Th1l1|

PGEX "

~4300 bp |

Alwhl |

— {
— -
+— I pBR322
BStENl i

Miu 1

Figura 16. Estructura general dels vectors de la familia pGEX, (Amersham
Biosciences). Detall de la seqiiéncia del lloc de clonacié per als vectors pGEX-6P1.

Els vectors pET15b (Figura 15) i pGEX-6P1 (Figura 16), emprats per a 'obtencié
de les construccions derivades d’Apaf-1, van ser subministrats per Novagen (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanya) i Amersham Biosciences (Uppsala, Suécia)
respectivament. La construcci6 d’Apaf-1-XL, pDNA3(Apaf) (Hu, 1999), va ser
facilitada pel laboratori del Dr. Enrique Pérez Paya, (Centro de Investigacién Principe
Felipe, Valéncia). Les construccions derivades d’Apaf-1-XL i subclonades a pGEX-4T1
(Figura 16), pGEX4(CARD/CED4) i pGEX4(WD40R), van ser facilitades pel Dr. Angel
G. Martin (National Cancer Institut, Frederick, EUA).

1.5.2. Preparacié i transformacié de cél.lules d’E. coli competents.
- Protocol de Hanahan.

En general al llarg de tot el treball es va utilitzar el métode de Hanahan (Hanahan,
1983) per a la preparacié de cél.lules supercompetents. Es partia dun cultiu (O/N, 30
°C) de la soca d’E. coli corresponent en 5 mL de medi SOB. 0,5 mL daquest
s’utilitzaven per inocular un subcultiu de 200 mL de SOB disposats en un erlenmeyer
d’1 L, els quals s'incubaven a la mateixa temperatura fins arribar a una ODss0 = 0,5.
Després de recollir les céel.lules per centrifugacid, es resuspenien en 20 mL de tampé
TFB (10 mM MES pH 6,2, 100 mM RbCl, 45 mM MnCls, 10 mM CaCly, 3 mM
(NH3)6CoCls) a 4 °C i s'incubaven en gel durant 15 min. S’hi afegien 700 pL de DMSO

agitant suaument i es mantenien en gel durant 10 min. Seguidament, s’afegien 700
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pL més de DMSO i després d’'incubar en gel durant 5 min addicionals, es feien
aliquotes de 0,5 mL en tubs d’1,5 mL, les quals s’emmagatzemaven a -80 °C.

La transformacié d’aquestes cel.lules supercompetents es realitzava per xoc térmic.
Aliquotes (100 pL) préviament descongelades i mantingudes a 0 °C, s’incubaven amb
PADN plasmidic desitjat en un bany de gel durant 15 min. A continuacidé es duia a
terme el xoc térmic incubant a 37 °C durant 5 min i posteriorment en un bany de gel
durant 2 min. S’hi afegien 800 uLL de medi SOC 1 el cultiu es sembrava en plaques de
LBAmp solid, que s’incubaven durant un minim de 16 h. Aquest protocol es va
modificar en alguns casos, d’acord amb les recomanacions que apareixen a la
documentaci6 proveida pels kits o productes comercials emprats.

- Protocol d'electroporacio.

Per a la preparaci6 de cél.lules electrocompetents una aliquota d’1 mL d’'un cultiu
(3 mL, O/N) en LB s'utilitzava per iniciar un subcultiu (100 mL) en el mateix medi.
Aquest es deixava créixer fins ODesoo = 0,5-0,8 i es recuperaven les cél.lules per
centrifugacid. El pél.let cel.lular es resuspenia en 100 mL d’aigua miliQ estéril a 4 °C,
es centrifugava 1 es repetia el rentat amb 50 mL 1 5 mL d’aigua miliQ esteril a 4 °C.
Finalment les cél.lules es resuspenien en 2 mL de glicerol aqués (10%) estéril i es
feien aliquotes de 50 pl., que es guardaven a -80 °C.

El procediment emprat per dur a terme les electroporacions consistia en
descongelar les aliquotes anteriors i afegir-hi 1-2 ul de TADN plasmidic desitjat,
dissolt en un tampé de baixa forca ionica, TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM),
o aigua. La barreja sincubava durant 1 min 1 es transferia a una cubeta
d’electroporacié de 0,1 cm (BioRad) freda. A continuacié s’aplicava un pols de voltatge
(25 pF, 200 Q, 1,65 kV) i immediatament les cél.lules es resuspenien en 900 uL de
medi SOC, s’'incubava durant 1 h a 37 °C i tot el volum s’emprava per realitzar un

cultiu en una placa de LBAmp.

1.5.3. Preparacié ’ADN plasmidic.

En general, totes les preparacions d’ADN plasmidic es van realitzar a partir de
cultius d’F.coli JM109 transformats amb el plasmidi corresponent. El procediment
consistia en seleccionar colonies de la placa de transformants per iniciar cultius (3 mL)
en medi LBAmp. Aquests cultius s'incubaven durant unes 6 h a 37 °C, 1 a continuaci6
s’empraven 0,5 mL per inocular un subcultiu de 50 mL del mateix medi, que es
deixava créixer O/N en les mateixes condicions. Les cél lules es recol lectaven per

centrifugacié i es resuspenien en 2,5 mL de TEG (Tris-HCI 25 mM (pH 8,0), EDTA 10
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mM, Glucosa 50 mM). S’hi afegien 5 mL d’una dissoluci6 0,2 M NaOH-1 % SDS i
després d’agitar-ho, es deixava 5 min en gel. A continuacié es s’afegien 2,75 mL d’'una
dissolucié 6,2 M de NH4OAc pH 5,6 1 es deixava 10 min en gel. Al sobrenedant
resultant de la centrifugacié de la solucié anterior, s’hi afegien 6,9 mL d’alcohol
1sopropilic 1 es deixava reposar durant 10 min a Tamb. El precipitat recuperat per
centrifugacié d’aquesta solucid, es rentava dues vegades amb EtOH 70 % fred. Un cop
assecat, es redissolia en 1,2 mL de TE esteril i es traspassava a un tub Eppendorf
d’1,5 mL. A continuacié s'incubava amb 10 pL de RNAsa (RNAse - DNAse free, 500
ug/mL, Boehringer Mannheim) a 37 °C durant 1 h. Posteriorment '’ADN exempt
d’ARN es purificava per extraccidé amb fenol:icloroform. La concentracié d’ADN
plasmidic es determinava espectrofotometricament a partir del valor de ’Abs a 260

nm (Abszeo = 1 correspon a una concentracié 50 ug/mL de dADN).

1.5.4. Reaccions de modificacié de 'ADN.
- Digestions amb enzims de restriccio.

Els enzims de restriccié es van adquirir a les empreses Fermentas, New England
Biolabs, Stratagene o d’altres similars. Es preparaven barreges de reaccié que
generalment contenien 1 U/ug ’ADN dels enzims adients en cada cas, en el tamp6 de
reaccié recomanat, 1 es deixava reaccionar tipicament durant 4-6 h a 37 °C. Quan es
requeria dur a terme digestions dobles de forma seqliencial, es procedia a fer una
primera digesti6 O/N a 37 °C amb l'enzim menys eficient, i a continuaci6 s’hi
addicionava el segon enzim, que es deixava reaccionar durant 4-6 h a 37 °C. A
continuacid, es confirmava que la digestié havia estat complerta analitzant una
aliquota del cru de reaccié per electroforesi en gels d’agarosa a 1'1 %.

- Reaccions de desfosforilacio.

Tipicament, als crus de digestié dels vectors s’hi addicionava 1 U de fosfatasa
alcalina (1 U/uL, Calf Intestine Alkaline Phosphatase, Fermentas) i el volum
necessari del corresponent tampé de reaccié (10x). Es deixava reaccionar durant 30
min a 37 °C 1 s’inactivava I’enzim per tractament térmic a 85 °C durant 30 min.

- Reaccions de lligacio.

Per a les reaccions de lligaci6 es van emprar lligases T4 de Fermentas, New
England Biolabs, Promega o d’altres similars, seguint en cada cas el protocol descrit
pel fabricant corresponent. Transcorregut el temps de reaccid, generalment O/N a 16
°C, s’extreien aliquotes d’'1 1 9 uLi del cru de reacci6, amb les que es transformaven

aliquotes de 50-100 puL de cel.lules competents.
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- Mutagénesi dirigida.

La preparacié de mutants es va dur a terme emprant el QuikChange™ Site-
directed Mutagenesis Kit (Stratagene), basat en la utilitzacié de 'ADN polimerasa
termoestable PfuTurboi de parelles d’oligonucleotids mutagenics complementaris com
a encebadors de les reaccions de termociclacié. Es van seguir totes les recomanacions
dels protocols inclosos en el kit amb petites modificacions. Les barreges de reaccid es
preparaven emprant els components 1 condicions proveits en el ki, per tal
d’assegurar-ne la correcta utilitzacié. Seguidament s’hi afegia 1 puL de PfuTurbo (2,5
U/uL,, Stratagene). Es feien reaccions amb 5 ng, 20 ng i 50 ng de dADN motlle. En
paral lel es feien reaccions de control, on no s’hi afegia TADN motlle. Els parametres
de la reacci6é de termociclacié per a l'obtencié dels mutants van ser els indicats pel
fabricant, tot 1 que es van haver d’ajustar temps 1 les temperatures corresponents a
letapa d’elongacid, en funcié de la llargada del fragment a amplificar, i de la Tm de
l'oligonucleotid emprat en cada cas, que es va calcular segons la formula:

Tm = 81,5 + 0,41(%GC) — 675/N — % mismatch

el terme % mismatch no es té en compte en el cas de mutants de delecié. Per tal de
seleccionar els ADN mutants, els crus de les reaccions es tractaven amb 1 uLL de Dpn I
(10 U/ul, Stratagene) durant 1 h a 37 °C. Aquesta endonucleasa és especifica per a
ADN metilat 1 hemimetilat 1 permetia eliminar de forma selectiva el dADN motlle
emprat. La introduccié de les mutacions desitjades es va confirmar per seqiienciaci
de 'ADN obtingut en fer les corresponents preparacions plasmidiques.

En alguns casos aquest protocol es va variar emprant parelles d’encebadors
mutagénics que no eren complementaris, 1 que mitjancant una reacci6 de PCR
emprant Pfu com a polimerasa, donaven lloc a lamplificacié6 dels fragments

linealitzats que contenien les mutacions desitjades.

1.5.5. Electroforesi d’ADN.

S’empraren gels d’agarosa (Ultra Pure DNA Grade Agarose, BioRad) a 1'1-1.5 %,
preparats amb tampé TAE (Tris - AcOH 40 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM), els quals
contenien 0,5 pg/mL de bromur d’etidi (Sigma). En cada cas, es preparava una mostra
addicional amb un marcador de pes molecular (Gene Ruler™ Ladder Mix, 0,5 mg/mL,
Fermentas). Les electroforesis es desenvolupaven en TAE a un voltatge constant de
120 V aproximadament durant 1 h, fent servir com a referencia el front de blau de

bromofenol.
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- Purificacio d’ADN a partir de gels d’agarosa.

Per a la recuperacié de I'ADN dels gels d'agarosa es va emprar el QIAEX® IT gel
extraction kit (Qiagen) seguint les recomanacions del fabricant, amb petites
modificacions. La concentraci6 final ’ADN es determinava espectrofotométricament.
Quan va ser necessari, 'ADN aixi purificat es precipitava afegint 2,75 volums d’'una
solucié 10 M d’acetat amonic en EtOH (1:10 v/v) a -20°C. El precipitat recuperat per
centrifugacié es rentava dues vegades amb etanol 70 % fred, es deixava assecar a
Paire o amb un buit lleuger, i es redissolia en 20 puL. d’ aigua mili-Q o tampé TE

estérils.

1.5.6. Seqiienciacié d’ADN.

Es va realitzar al Servei de Seqlienciacié de I'Institut de Biologia Molecular de
Barcelona (IBMB - CSIC) i al DNA Sequencing Core (University of Michigan, Ann
Arbor, EUA).

1.6. Analisi de proteines.
1.6.1. Electroforesi en gels d’acrilamida SDS-PAGE.

Es van emprar gels de poliacrilamida amb SDS preparats segons el procediment
descrit per Laemmli (Laemmli, 1970). A les mostres de proteina (~25 pL) se’ls hi
addicionava un volum de tampé de carrega (100 mM Tris-HCI pH 6,8, 4 % (p/v) SDS,
0.025 % (p/v) blau de bromofenol, 200 mM DTT i 20 % (v/v) glicerol) i s’escalfaven a 95
°C durant 2 min. L’electroforesi es desenvolupava en tampé Tris-Gly (25 mM Tris, 192
mM Gly, 1 % (w/v) SDS) a un voltatge de 120 V, emprant com a referéncia el front de
blau de bromofenol. Els gels es revelaven per tincié amb blau de Coomassie (Ausubel,
1995) o per tincié amb plata. Aliquotes del marcadors de pes molecular Broad Range
SDS-Page Standard (Bio-Rad), BenchMark Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen) o

BenchMark Protein Ladder (Invitrogen) es van emprar quan va ser necessari.

1.6.2. Tinci6é amb plata.

Es va seguir el protocol descrit per Blum i col. (Blum, 1987). En primer lloc es
procedia a fixar el gel SDS-PAGE durant 45 min- 1 h, emprant una solucié 25 %
EtOH, 10 % AcOH glacial. A continuacid, el gel es rentava amb una solucié al 50 %
EtOH (20 min, 3 cops) i es feia un tractament d’1 min amb una solucié 0,02 % (p/v) de
Na2S20s. Es rentava amb aigua miliQ (20 s, 3 cops) i s'impregnava durant 20 min amb

una dissolucié 0,2 % (p/v) d’AgNOs. El gel es rentava de nou amb aigua miliQ (20 s, 2
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cops) i es desenvolupava per incubacié durant 1-10 min amb la dissolucié de revelat (6
% (p/v) Na2C0s, 0,05 % (v/v) de soluci6 de formaldehid al 37 %, 0,004 % (p/v) de
Na2S20s, en aigua ). La reaccié de tincié s’aturava per addicié duna solucié 25 %
EtOH, 10 % AcOH. Finalment el gel es rentava amb aigua miliQ (10 min, dos cops) i a

continuacié amb una solucié 5 % MeOH, 3 % glicerol durant 20 min.

1.6.3. Western-blot.

Per les analisis per Western-blot, les proteines préviament separades per
electroforesi s’electrotransferien a una membrana de nitrocel.lulosa (Millipore
Inmobilon-P, Millipore) aplicant un corrent fix de 0,3 A durant 110 min (tampé de
transferéncia: Tris-HCl 50 mM, Glicina 40 mM, SDS 0,1 % (p/v), metanol 20 % (v/v)).
La membrana es bloquejava mitjancant una incubacié de 30 min a Tamb amb una
dissolucié al 0,5 % de llet en pols desnatada en tampé TBS-T (20 mM Tris- HCI1, 150
mM NaCl, 0,0005% IGE-PAL630 (Sigma), pH 7,6. S'incubava durant 1 h a Tamb o bé
O/N a 4 °C amb I’Ab primari desitjat en cada cas, tipicament diluit 1:10.000 en una
dissolucié 5 % de llet en pols desnatada en tampdé TBS-T. Llavors, la membrana es
sotmetia a tres rentats de 20 min amb TBS-T, 1 a continuacié s'incubava durant 1 h a
Tamb amb una dissolucié en TBS-T + 0,5 % (v/v) de llet, de I'Ab secundari adient
conjugat a peroxidasa (BioRad), fent tipicament una dilucié 1:10.000. Finalment, es
feien tres rentats de 20 min amb TBS-T, 1 es revelava per quimioluminiscéncia
emprant els ECL™ Western Blotting Analysis Detection Reagents (Amersham

Biosciences) seguint les instruccions del fabricant.

1.6.4. Quantificacio.
La quantificacié de les dissolucions de proteina es va dur a terme mitjangant un
assaig colorimétric emprant el Bio-Rad Protein Assay (BioRad). Com a patré es feien

servir dissolucions de BSA de concentraci6 coneguda.

2. PRODUCCIO DE MUTANTS DE YCIT c.
2.1. Mutagénesi dirigida.

Es van generar els mutants desitjats seguint el protocol descrit a 'apartat 1.5.4. Es
van emprar parelles d’oligonucleotids complementaris com a encebadors mutagénics,

que donaven lloc directament als plasmidis mutants. Les seqiiencies d’aquests
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oligonucleotids es detallen a la Taula 2 1 els dADN emprats com a motlle 1 els

plasmidis mutants que resultaren, a la Taula 3.

Taula 2. Seqiiéncia dels oligonucleotids emprats com a encebadors per a 'obtencié de
les construccions derivades de YCit c. Es representa només la seqiiéncia d'un dels dos
encebadors complementaris emprats en cada reaccié de mutagenesi. En negreta es
destaquen les mutacions introduides en cada cas.

Nom dels encebadors seqliéncia Tm (°C)
prCYC(A) 5-CACACAGGAAACAGACCATG_GGTTCTGCTAAGAAAGGTGC-3 85
(deleci6 15 bp)
prCYC(K27M) 5-GGAAAAGGGTGGCCCACATATGGTTGGTCCAAACTTGC-3 77
prCYC(A7K) 5-GGGTTCTGCTAAGAAAGGTAAGACACTTTTCAAGACTAG-3’ 73
prCYC(P25K/K27M) 5-GGAAAAGGGTGGCAAACATATGGTTGGTCC-3 70

Taula 3. ADN motlle i encebadors emprats en la generacié dels plasmidis mutants.

motlle encebadors dADN generat
pBPCYC1(wt)/3 prCYC(a) pCYC1(A)/3
pBPCYC1(wt)/3 prCYC(K27M) pCYC1(K27M)/3
pCYC1(A)/3 prCYC(K27M) pCYC1(A/K27M)/3
pCYC1(A/K27M)/3 prCYC(A7K) pCYC1(A/ATK/K27M)/3
pCYC1(A/K27M)/3 prCYC(P25K/K27M) pCYC1(A/P25K/K27M)/3
pCYC1(A/P25K/K27M)/3 prCYC(A7K) pCYC1( A/ATK/P25K/K27M)/3

2.2. Expressi6 dels mutants.

Per a la produccié dels mutants de YCit ¢ es van fer cultius en les soques d’E.coli
HB2151 i BL21(DE3) transformades amb els corresponents plasmidis mutagénics,
pCYC(K27TM), pCYC1(A/ATK/K27M)/3, pCYC1(A/P25K/K27M)/3, i
pCYC1(A/ATK/P25K/ K27M)/3, seguint el protocol descrit per a I'expressié de YCit c
(Pollock, 1998). Es partia d'una colonia transformada amb el plasmidi corresponent
per iniciar un cultiu en 3 mL de medi LBAmp. Després d’incubar (37 °C, 250 rpm)
durant 6 h, s’empraven 0,5 mL d’aquest cultiu per iniciar un subcultiu en 50 mL de
medi TBAmp, el qual s'incubava en les mateixes condicions durant 3 h. En una
preparacié tipica, 6 erlenmeyers de 2 L que contenien 1,5 L. de medi TBAmp
s’inoculaven cadascun amb 5 mL del subcultiu anterior i s'incubaven (37 °C, 220 rpm)
durant 36-48 h, abans de recollir les céllules per centrifugacié. D’aquesta manera
s'obtenien uns 30 g (pes humit) d’'una pasta de céllules, la qual presentava una
coloracié vermellosa prou evident com a conseqiiéncia del citocrom ¢ present. La pasta
de ceél lules es resuspenia en 75 mL de tamp6 de lisi (Tris-HC1 50 mM pH 8,0, EDTA 1
mM, PMSF 1 mM), i seguidament s’hi afegien 10 mg de lisozim (Sigma) dissolts en 5
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mL d’aigua 1 s'incubava a 4 °C amb agitacié suau durant 1 h, abans de congelar les
suspensions. Els lisats de cellules aixi obtinguts es guardaven a —80 °C fins el

moment de processar-los.

2.3. Purificaci6 dels citocroms ¢ recombinants.

Durant tota la manipulacié es mantenia la dissolucié de proteina a 4 °C. Per tal de
minimitzar la degradacié proteolitica de les proteines, tots els tampons emprats
durant el procés de purificaci6 contenien PMSF 1 mM.

Als lisats obtinguts segons es descriu a I'apartat anterior, s’hi addicionaven 5 mL
d’'una dissolucié 2 M de MgCls, aixi com 5 mg de DNasa I (Sigma) i 3 mg de RNasa A
(Sigma) dissolts en 2 mL d’aigua. Aquestes barreges sincubaven a 4 °C amb agitacié
suau, durant 3 h, fins que presentaven una consisténcia fluida. Seguidament les
suspensions es centrifugaven per recollir el sobrenedant, de color rosat degut al Cit ¢
en dissolucié. Els precipitats resultants es resuspenien en tampd de lisi 1 es
centrifugaven una altra vegada, repetint el procés fins a aconseguir la desaparici6 de
la coloracié rosada del precipitat. A continuacid, als sobrenedants ajuntats se’ls hi
afegia lentament sulfat amonic fins a una concentracié de 320 g/L, mantenint agitaci6
vigorosa 1 la temperatura a 4 °C. Un cop centrifugats de nou, els sobrenedants
vermellosos es dialitzaven dues vegades durant 12 h i a 4 °C contra 5 L de tampd A
(fosfat sodic 20 mM, pH 7,0) emprant membranes de dialisi de 12.000 Da de mida de
porus (Sigma). Els dialitzats resultants es centrifugaven un cop més abans de
carregar la dissolucié en una columna de CM-Sefarosa CL-6B (Pharmacia),
préviament equilibrada amb tampd A. Després de rentar la columna amb 100 mL del
tampd anterior, el citocrom s’eluia mitjancant un gradient lineal de tamp6 A fins a
tampd A + 0,5 M NaCl. Les fraccions que contenien el citocrom es concentraven per
ultrafiltracié (Ultrafree-15, 5.000 Da, Millipore), fins a un volum de uns 2 mL. Les
dissolucions resultants, d'un color rosat intens, es tractaven amb unes gotes de
dissolucié saturada de NH4[Co(dipicolinat)z] en aigua, per tal de portar completament
la proteina a l'estat férric (Fe3*). L'excés d’'oxidant i de sals s’eliminaven amb una
columna de dessalat (Sephadex G-25, Pharmacia) eluint amb tampé A, i les fraccions
recollides es concentraven de nou per ultrafiltracié. Finalment, les fraccions
concentrades es carregaven en un sistema de FPLC AKTAprime equipat amb una
columna de bescanvi cationic fort (HiTrap SP HP, Pharmacia) préviament equilibrada
amb tampé A 1 s’eluien amb un gradient lineal fins a tampé A + 1 M NaCl. Les

fraccions recollides es concentraven de nou i s’agrupaven segons la seva concentracio i
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factor de puresa (RZ = Abssoo/Abseso) els quals es determinaven espectrofoto-
métricament: g4 = 106 mM! cm™ i RZ = 4.78 per a la forma oxidada (Margoliash,
1959). Les solucions de proteina purificada es mantenien congelades a -80 °C fins al

moment de ser utilitzades (Pollock et al., 1998).

3. PRODUCCIO DE CONSTRUCCIONS DERIVADES D’APAF-1-XL
3.1. Mutageénesi dirigida
Els oligonucleotids emprats com a encebadors mutagénics es detallen a la Taula 4 1

els dADN emprats com a motlle a la Taula 5.

Taula 4. Sequéncia dels oligonucleotids emprats com a encebadors per a I'obtencié de les
construccions derivades d’Apaf-1-XL. En negreta es destaquen les mutacions introduides
1 es subratllen i indiquen les dianes de restriccié generades en cada cas. Els sufixes se i
ase indiquen que loligonucledtid correspon a la seqiiéncia codificant (sentit) o a la
complementaria (antisentit).

Noms dels encebadors seqiiéncies Tm (°C)
prApaf(Stop/X) se 5-GTTTATCAGCAAGCTTAGCTCGAGGCCAAGCAGGAGG-3’ 77
Xhol
prApaf(N+4)se 5-CCAACCTAGGCATATGGATGCAAAAGCTCG-3 70
Ndel
prApaf(Stop/B)ase  5-GTCCTCTTCAGAAATGAGCGGATCCTATTATTCTAAAGTCTG-3 74
BamHI
prApaf(B)se 5-CCAACCTGGATCCATGGATGCAAAAGCTCG-3 71
BamHI
prApaf(Stop/E) ase 5-GCTGATAAACTTCTGAATTCTCCTACTCACAGAGACCC-3 72
EcoRI

Taula 5. ADN motlle i encebadors emprats en les reaccions de mutagénesi dirigida
per a I'obtenci6 dels diferents mutants d’Apaf-1-XL.

motlle encebadors mutant generat
pcDNA3(Apaf) prApaf(Stop/X) * pcDNA3(Apaf-X)
pcDNA3(Apaf-X) prApaf(N+4) se ApafXL(N/X/B)2
prApaf(Stop/B)ase
pcDNA3(Apaf) prApaf(B)se ApafXL(B/E)
prApaf(Stop/E) ase

* Es va emprar la parella d’oligonucleotids complementaris com a encebadors.

El plasmidi mutagénic pcDNA3(Apaf-X), que inclou un codé de stop i una diana de
restriccié Xhol entre les posicions 1741-1749 del gen d’Apaf-1-XL, va ser generat a
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partir de la construccié pcDNA3(Apaf) emprant el procediment estandard del kit
QuikChange (apartat 1.5.4). El resultat de la mutagénesi es confirma mitjancant
digesti6 amb Xhol 1 electroforesi en un gel d’agarosa a 1'1%, que va donar lloc a una
banda de 9.7 Kb corresponent al plasmidi linealitzat, aixi com per seqlienciacié de
I’ADN. A partir de pcDNA3(Apaf-X), mitjancant una reaccié de PCR (inici: 1 min a 95
°C; 30 cicles: 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C, 10 min a 66 °C; final: 10 min a 66 °C,
llavors a 4 ©°C) emprant els oligonucleotids mutagénics prApaf(N+4)se i
prApaf(Stop/B)ase es va amplificar el fragment ApafXL(N/X/B)2. A continuacié, es
van fer digestions sequiencials, primer amb Xhol 1 després amb BamHI, tant del
fragment ApafXL(N/X/B)2 com del vector pET15b, seguides de lligacié del fragment
Xhol-BamHI d’Apaf 1 del vector linealitzat. La posterior transformacié de céel.lules
MAX Efficiency Stbl2 Competent Cells (Invitrogen) amb el cru de lligacié, i aillament
del plasmidi amplificat va permetre obtenir la construccié pET(Apaf-WDR). La
1dentitat d’aquesta es va confirmar per digestié amb les endonucleases Xhol 1 BamHI
1 analisi per electroforesi, que va donar lloc a dues bandes de 2,0 1 5,7 KB
corresponents a la insercid 1 el vector, respectivament, aixi com per seqiienciacio de
IPADN. Per contra, la mateixa estratégia emprant els enzims Ndel 1 Xhol per tal
d’obtenir la construccié pET(Apaf-CARD-NOD/CED4) no va donar resultats
satisfactoris.

Per aquest motiu, es va modificar la estratégia de clonatge, de manera que, a partir
de pcDNA3(Apaf) i mitjancant una reaccié de PCR (inici: 1 min a 95 °C; 30 cicles: 1
min a 95 °C, 1 min a 55 °C, 10 min a 68 °C; final: 10 min a 68 °C, llavors a 4 °C)
emprant els oligonucleotids mutagénics prApaf(B)se i prApaf(Stop/E)ase, es va
amplificar el fragment ApafXL(B/E), que presenta una diana BamHI just abans del
cod6 d’'inici del gen d’Apaf-1-XL 1 un codé de stop i una diana EcoRI entre les posicions
1711-1721 de I'esmentat gen. A continuacié es van fer dues digestions seqiiencials
amb EcoRI i BamHI del fragment anterior 1 del vector pGEX6P1, seguit d'una reacci6
de lligaci6 entre el fragment BamHI-EcoRI i el vector pGEX6P1 linealitzat. De nou, la
transformaci6 de cél.lules Stbl2 i aillament del corresponent plasmidi va donar lloc a
la construcci6 pGEX6(Apaf-CARD-NOD/CED4). La identitat daquesta es va
confirmar per digesti6 amb EcoRI 1 BamHI i1 analisi per electroforesi, el qual va donar
dues bandes de 1,71 4,9 Kb corresponents a la insercio 1 el vector, respectivament, aixi

com per seqlienciacié de 'ADN.
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3.2. Expressid de les construccions derivades d’Apaf-1-XL.

El procediment general fou similar a 'emprat per a l'expressié dels mutants de
YCit c. Es feien cultius (5 mL) en LBAmp a partir d’'una colonia d’Z.coli BL21(DE3)
transformada amb el corresponent plasmidi mutagénic. Després d'incubar durant 3 h
a 37 °C, 50 uLL d’aquest cultiu s’utilitzaven per inocular 50 mL del mateix medi, que es
s'incubaven O/N en les mateixes condicions. En una preparacié tipica, de 2 a 6
erlenmeyers de 2 LL que contenien 0,5 L. de medi LBAmp, s’inoculaven cadascun amb
0,5 mL del subcultiu anterior i s'incubaven a 37 °C durant el temps necessari per
arribar a una ODeoo entre 0,4-0,6, tipicament 3-4 h. En aquest moment s’hi
addicionava el volum necessari duna dissoluci6 100 mM dIPTG (dioxane-free,
Calbiochem) estéril per arribar a la concentracié final desitjada. Després de 2 h
d’incubacié a 37 °C, es recollien les cellules per centrifugacié. En experiments
realitzats per analitzar els efectes sobre la expressié de canvis en la temperatura
durant la induccid, els cultius es deixaven créixer a 37 °C fins a ODsoo = 0.4, 1 llavors
es portaven a la temperatura desitjada i1 es deixaven continuar creixent fins ODeoo =
0.7 abans d’afegir I'inductor. El periode d’induccié s’estenia durant 2-3 h, passades les
quals les cél.lules es recuperaven per centrifugacid 1 es resuspenien en uns 50 mL de
tampé de lisi (en general, 20 mM Tris-HC1 pH 7,5 + 1 mM PMSF, o 20 mM fosfat sodic
pH 7,4 + 100 mM NaCl + 1 mM PMSF) abans de sotmetre-les a disrupcié per

pressuritzacié a 1.9 Kbar i despressuritzacié.

3.3. Purificacié de la construccié Apaf-1-X1.(582-1248).

El lisat cel.lular obtingut segons es descriu a l'apartat anterior es centrifugava
obtenint-se un sobrenedant, o fraccié soluble, 1 un pél.let, o fraccié insoluble. Un cop
s’havia comprovat que la proteina d’interes es trobava a la fraccié insoluble en forma
de cossos d’inclusié, en primer lloc aquesta fraccié es rentava 3 vegades amb tampé
Tris-HC1 20 mM, pH 7,5. A continuacid, el pellet es resuspenia en el tampé de
solubilitzaci6 adient, que contenia 1 % Trit6-X100, 5 mM DTT i 6 M d’urea, s'incubava
durant 2-3 h en un bany de gel 1 es centrifugava, separant-se un sobrenedant i un
pel.llet, que s’analitzaven per electroforesi SDS-PAGE. Quan va ser necessari, la
proteina solubilitzada es va preparar per a la purificacié posterior mitjancant una
dialisi contra 5 L de tampé6 B (20 mM fosfat sodic pH 7,4 + 0,5 M NaCl + 6 M urea + 5
mM DTT) durant 12hia 4 °C.

Les purificacions es van realitzar emprant una columna HisTrapHP de 5 mL

acoblada a un aparell de FPLC AKTAprime (Amersham Biosciences) seguint el
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protocol descrit al His-bind purification kit (Amersham Biosciences). Al llarg de la
purificacié es treballava a un flux de 5 mL/min. En primer lloc s’equilibrava la
columna amb 25 mL de tampé B + 5 mM imidazole. Es carregava la mostra i rentava
amb 25 mL més del mateix tampd 1 despres amb 50 mL de tampé B + 20 mM
imidazole. Finalment la mostra s’eluia amb 25 mL de tampé B + 700 mM imidazole.
Es van recollir fraccions d’'1 mL al llarg de les diverses etapes de la purificacid,
monitoritzant 'Abs?8, de forma que les fraccions que presentaven absorcié a aquesta
longitud d’ona, s’analitzaren per electroforesi desnaturalitzant SDS-PAGE. Finalment
s’ajuntaren totes les fraccions que contenien la proteina d’interés 1 es van sotmetre a
dialisi contra tamp6é PBS (20 mM fosfat sodic pH 7,4 + 100 mM NaCl), en una o
multiples etapes. La solucié de proteina es concentra per ultrafiltracié emprant filtres

Ultrafree-15 o Centricon YM-10 (Millipore).

3.4. Construccions clonades a pGEX6P1 i pGEX4T1: Apaf-1-XL(1-570), Apaf-1-XL(1-
572) i Apaf-1-XL(570-1248).

Es va seguir el protocol descrit al manual GST Gene Fusion System (Amersham
Biosciences) amb certes modificacions. Als lisats cel.lulars obtinguts segons es descriu
a Papartat 3.2, s’hi addicionava 1 mM DTT 1 1% Trit6-X100, i s'incubava amb agitaci6
suau durant 1 h a 4 °C. El sobrenedant separat per centrifugacid, sincubava amb 1
mL d’una suspensié6 de glutatié-sefarosa (Glutathione Sepharose 4B 50 %, Amersham
Biosciences) durant 3 h a 4 °C, mantenint agitacié suau. La suspensié es centrifugava
(500 xg, 5 min, 4 °C) i la resina es rentava primer amb 5 mL de PBS i després amb 5
mL de tampé d’escissié (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, DTT 1
mM), per a la construccié derivada de pGEX-6P1, o bé 5 mL addicionals de PBS, per a
les construccions derivades de pGEX4. A continuacid, la resina s’incubava amb
agitaci6 suau durant 4 h a 4 °C amb 80 U de PreScission protease (2 U/uL, Amersham
Biosciences), en el cas de la construccié derivada de pGEX-6P1, o durant 2 h a Tamb
amb 40 U de Trombina (40 U/uL, Amersham Biosciences), en el cas de les derivades
de pGEX-4T1. Es centrifugava 1 es recuperava el sobrenedant per centrifugacid, i a
continuacié la resina es rentava amb 1 mL més de tampé. Despres de centrifugar, les
solucions de proteina provinents de pGEX-6B1 es van analitzar per electroforesi i es
van guardar a -80 °C fins el moment de la seva utilitzacié. En el cas de les
construccions que provenien de pGEX-4T1, per tal d’eliminar les restes de trombina,
els sobrenedants de l'etapa anterior es van passar a través duna columna

HiTrapBenzamidineFF (Amersham Biosciences) d’1 mL, eluint amb tampé 50 mM
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Tris-HCl, 50 mM NaCl pH 7,4. Les solucions resultants es van analitzar per

electroforesi i es van guardar a -80 °C fins a ser utilitzades.

4. OBTENCIO DE DERIVATS DE CITOCROM C.
4.1. Obtencié de hemopéptids derivats de citocrom ¢ per reaccié amb BrCN.

Les mostres de proteina (1,5 mM) es van dissoldre en acid formic o acid
trifluoracétic (TFA) al 70 %, i es van tractar amb un excés de BrCN (relacié molar
1:100) a temperatura ambient, sota atmosfera de N2i en abséncia de llum. La reaccié
s’atura per dilucié amb 10 volums d’aigua (Corradin, 1970; Gross, 1967; Bryant, 1984).
Es va fer un seguiment de les reaccions per HPLC emprant com a fase mobil barreges
d’aigua (eluent A) i acetonitril (ACN, eluent B) que contenien un 0,1 % de TFA. Es va
utilitzar el programa de gradients que s’indica a la Taula 6 (A), treballant sempre a
un flux d’1 mL/ min. La purificacié dels hemopéptids, es va dur a terme mitjancant
HPLC a escala semipreparativa utilitzant els mateixos eluents, emprant el programa

de gradients descrit a la Taula 6 (B) i treballant a un flux de 3 mL /min.

Taula 6. Programes de gradients emprats per al seguiment per HPLC de les reaccions
de degradacié amb BrCN dels citocroms (A) i la purificacié dels péptids resultants (B).

(A) Temps (mins) %A %B

0 7129
35 40 60
45 7129

(B) Temps (min) %A %B

0 75 25
30 70 30
35 40 60
45 75 25
50 75 25

4.2. Preparacié de Zn-citocrom
Es va seguir el protocol descrit per Vanderkooi i col. (Vanderkooi, 1975, 1976) amb
petites modificacions. Aixi, 25,6 mg (~2 pmol) de HHCit ¢ (Sigma), es van introduir en

un vial de 20 mL de polipropilé 1 es van posar sota atmosfera d’argé. Es va refredar a

59



Materials 1 Métodes

-80 °C i s’hi van addicionar a poc a poc 5 mL de HF-Piridina (70 % HF) (Acros)
emprant una xeringa de polipropilé 1 una canula de teflé. El citocrom es va dissoldre 1
es va mantenir en agitacié durant 30 min a -80 °C. A continuacid, el cru de reaccio es
va extreure del vial amb una xeringa de polipropilé emprant una canula de tefl6 1 es
va abocar gota a gota sobre 30 mL de NaOH 5 N a 0 °C. Finalitzada 'addicid, es va
mantenir Pagitacié durant 2 h a 0 °C. El cru es va diluir amb 50 mL de tamp¢ fosfat
50 mM pH 7,0 1 es va sotmetre a 3 dialisis consecutives contra 5 L de tamp6 fosfat 50
mM pH 7,0 a 4 °C, 1 posteriorment a 3 més contra aigua mili-Q a 4 °C. D’aquesta
manera s’obtingué el porfirin-citocrom, en el que s’havia eliminat el catié metal.lic del
grup hemo, del qual es van enregistrar els espectres d’absorcié electronica i de
fluorescéncia (Vanderkooi, 1975). Durant tot el procés es va evitar el contacte amb la
lum del derivat HHCit ¢ - porfirina.

Per tal d'introduir el catié Zn2* en el grup prostétic del derivat anterior, la solucid
de HHCit c - porfirina es va concentrar i es va acidificar per addici6 d’AcOH glacial
fins a pH 2,5. A continuacié s’hi van addicionar 10 equivalents de ZnCl: i la barreja de
reacci6 es va mantenir amb agitacié a 50 °C, monitoritzant els canvis en 'espectre
d’absorcié electronica d’aliquotes del cru de reaccié extretes cada 30 min. Un cop
finalitzada la reaccid, es va bescanviar el medi acid per tampdé Hepes 20 mM, pH 7,4,
per ultrafiltraci6 amb un filtre Ultrafree -15 (Millipore) i es van enregistrar els
espectres d’absorcid electronica 1 de fluorescéncia de la dissoluci6 final, de la que es va
determinar la concentracié a partir de I'absorbancia a 423 nm (¢'*=243 mM cm'%;
Vanderkooi, 1975). Es van fer aliquotes i es va conservar a -20 °C evitant en tot

moment el contacte amb la llum.

5. CARACTERITZACIO BIOFISICA DELS MUTANTS I CONSTRUCCIONS
DERIVADES DE CITOCROM I APAF-1.
5.1. Espectrometria de masses.

Mostres de les proteines purificades i exemptes de sals es van analitzar per ESI-
MS emprant barreges d’aigua - acetonitril amb 0,1 % de TFA, a un flux d’1 mL/min,
com a fase mobil per als citocroms i derivats dels mateixos, 1 barreges aigua - metanol
(50:50), a un flux 0,2 mL/min, com a fase mobil per a les construccions derivades
d’Apaf-1. Les mostres es van injectar en modalitat FIA dissoltes a concentracions de

~1 mg/mL. Alternativament les mostres es van analitzar per espectrometria MALDI-
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TOF emprant acid sinapinic (Aldrich) o acid a-ciano-4-hidroxicinamic (Aldrich) com a

matriu.

5.2. Dicroisme circular.

Els espectres de dicroisme circular (DC) es van enregistrar a partir de solucions de
proteina o hemopéptid (~4 pM) en tampé 20 mM fosfat de sodi pH 7,0. Els valors
d’el.lipticitat enregistrats es van transformar en ellipticitats molars ([6],
mdeg*cm2*dmol! ) emprant la férmula

[6]=0 * 100/ c*1
on 0 correspon als valors d’el.lipticitat enregistrats (mdeg), ¢ a la concentracié (M) de
la dissoluci6é de péptid o proteina i1 al cami optic de la cubeta emprada per realitzar
les mesures (cm). L’estabilitat térmica dels citocroms es va estudiar a partir dels
canvis d’el lipticitat a 220 nm en sotmetre les mostres a un gradient térmic d’1,5
°C/min. El valor de la temperatura de desnaturalitzacié (Tm) es va determinar a
partir de la primera derivada de les corbes de fusié (Hildebrand, 1994). Per als
hemopeéptids derivats del YCit ¢, s’hi van addicionar percentatges creixents, fins al 90

%, de trifluoroetanol (TFE) (Sakamoto, 1997).

5.3. Espectroscopia d’absorcid electronica.

Els espectres d’absorcié electronica dels citocroms es van enregistrar entre 250 1
700 nm amb dissolucions de concentracions ~10 uM en tamp6 100 mM fosfat pH 7,0.
Els experiments de dependéncia amb el pH es van realitzar ajustant el pH de les
dissolucions amb NaOH 0,1-1 M o HC1 0,1-1 M. Els espectres es van enregistrar a 25
°C i en un marge de pH entre 2 i 12 (Pollock, 1998). Per determinar el nombre
d’ionitzacions produides en el marge de pH estudiat 1 el nombre de possibles espécies
presents en dissolucid, es va utilitzar una expressié derivada de l'equacié de
Henderson-Hasselbach (Lloyd, 1996) (Equacié 1) per a multiples ionitzacions que

s’ajustés convenientment als valors experimentals obtinguts (Equacié 2).

Acid <> base + H* pH= pK. + log ([base] / [acid])

Equacié 1. Expressié de Henderson-Hasselbach per a la ionitzacié d’'un acid monoprotic.

Z= (D+X3 [C+X2 (B+X1-A)]) / (1+Xs [1+Xz2 (1+X1)])
Equacié 2. Z és 'absorbancia; A, B, C, D, pKi, pKz i pK3 s6n parametres a determinar, i

X1=10®K;PH) Xy=100KyPH) X3=1(0PKspH)
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Per determinar el coeficient d’extincié molar de I'hemopéptid derivat de la
degradacié del mutant YCitc (A_s_,_/ATK/P25K/K27M) es va emprar el métode de
I’hemocrom (Antonini, 1964). A una dissolucié de ’hemopéptid en tampé fosfat de sodi
20 mM pH 7,0, que te Absso0-600nm =0,3-0,9 s’hi afegeixen 3 volums d’una dissolucié de
piridina - NaOH - aigua (10:3:30), i uns cristalls de ditionit sddic abans d’enregistrar
Iespectre entre 450 nm-600 nm. A partir del valor d’Abs%5! 1 tenint en compte que
€%1= 291 mMlem? per a I'hemo ¢, es va calcular la concentracié de la dissolucid.
Coneguda la concentracid, a partir del valor de 'absorbancia al maxim de la banda de
Soret per a una dissolucié de 'hemopeéptid en tampé fosfat de sodi 20 mM pH 7,0, es

va determinar el coeficient d’extincié molar.

5.4. Espectrometria de fluorescéncia.
Els espectres de fluorescencia es van enregistrar entre 300 1 700 nm per
dissolucions de concentracié ~10 uM en tampé 50 mM fosfat de sodi, pH 7,0. Per al

HHCit c-porfirina, Aexe =500 nm i Aem =620 nm, mentre que per al Zn-HHCit ¢, Aexc

=550 nm 1 Aem =640 nm. Els espectres es van enregistrar a 25 °C.

5.5. Ressonancia magnética nuclear.

Es van preparar solucions (0,5-1 mM) de cadascun dels citocroms recombinants en
tampé fosfat de sodi 50 mM pH 7,0 en D20 (el pH no s’ha corregit pels efectes isotopics
i correspon a la lectura directa del pHmetre) per dur a terme I'analisi per 'H-RMN
(Pollock, 1998). En tots els casos es van fer servir les segiients condicions d’adquisicié:
10000 acumulacions, amb un temps d’adquisicié de 125 ms 1 emprant finestres
espectrals de 25657,5 Hz. En el tractament dels espectres es va emprar un filtre
d’eixamplament de banda (Ib) de 10 Hz. Tots els espectres es van referenciar respecte

el senyal residual d’aigua, al qual es va assignar un desplacament quimic de 4,67 ppm.

6. CARACTERITZACIO DE LA INTERACCIO ENTRE APAF-1 I ELS MUTANTS I
DERIVATS DE CITOCROM C.
6.1. Assaigs d’activacié de procaspases.

Es van emprar els procediments posats a punt per G. Malet (Malet, 2004), M.
Orzaez i L. Mondragon, del Centre de Investigacié Principe Felipe (Valéncia), els

quals es descriuen breument a continuacié.
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6.1.1. Reconstitucié d’apoptosomes in vitroi activacié de PC-9.

Es van emprar 100-200 ng Apaf-1-XL recombinant, 30 ng de HHCit ¢ (Sigma), 3 uL
de [358-Met]-PC-9 transcrita i traduida in vitro, en un volum total de 20 pL de tampé
(Hepes-KOH 20 mM pH 7,5, KCI 10 mM, MgCl, 2,5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
DTT 1mM, PMSF 0,1 mM) suplementat amb dATP 0,1 mM i MgCl: 1,25 mM.
Simultaniament es van fer controls en preséncia o abséncia d’Apaf-1-XL, dATP o de
HHCit c. L’activitat dels mutants de citocrom 1 dels hemopéptids derivats es va
avaluar substituint el HHCit ¢ per quantitats variables d’aquests. Les incubacions es

van dur a terme a 30 °C durant 1 h i es van aturar per addici6 de 5 ul. de tamp6 SDS

(5%). A continuaci6 es va avaluar el processament de la [**S-Met]-procaspasa-9
mitjancant electroforesi en gels de poliacrilamida en presencia de SDS 16 %. L’analisi
per autoradiografia i quantificacié de les bandes de PC-9 1 p35, aquesta formada pel
processament de la primera, permetia estimar Dactivitat dels apoptosomes

reconstituits.

6.1.2. Assaigs de deteccié dels processament de caspasa-3 in vitro emprant extractes
lliures de cel.lules.

Per a la quantificacié de l'activitat caspasa-3 es va realitzar un assaig proteasa,
amb extractes cel.lulars i el substrat fluorogénic de la caspasa-3 Ac-DEVD-afc (acetil-
Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluorometilcumarina) (Biomol). Es van emprar
fraccions citoplasmatiques derivades d’extractes S-100 produits a partir de cel.lules
HEK293 cultivades en monocapa. Aixi, es duia a terme un fraccionament d’aquests
extractes per cromatografia de bescanvi i0nic per tal d’obtenir una fracci6 anomenada
FT (Aow through) que contenia les caspases-9 i -3 i el Cit ¢, i una segona fraccié,
anomenada F1, que contenia ’Apaf-1. Aquests dos extractes no presentaven activitat
caspasa per separat, pero en combinar-los, es reconstituia una activitat igual que per
a l'extracte total S-100. A més, a partir de 'extracte FT, mitjancant la incubacié amb
SP-Sefarosa (Amersham Pharmacia), s'obtenien extractes buits de Cit ¢, anomenats
FT-S.

Els assaigs d’activacié de PC-3 als extractes lliures d’Apaf-1 (FT) es van dur a
terme per complementacié mitjantgant I'addicié d’Apaf-1-XL recombinant, o de les
construccions MN-terminal 1 C'terminal derivades d’aquesta, 1 dATP. Mostres que
contenien 5 ul. de I'extracte cel.lular FT, 1 mM dATP i 4 uM d’Apaf-1-XL,, préviament
preincubada amb el corresponent citocrom o hemopeéptid, a una concentracié 15 uM

d’aquests, a 30 °C durant 1 h, en un volum total de tampé de 5 pL. (Hepes-KOH 20
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mM pH 7,5, KCl 10 mM, MgClz 1,5 mM, NaEDTA 1mM, EGTA 1mM, DTT 0,1 mM,
PMSF 0,1 mM), es van incubar a 37 °C durant 60 min. Igualment, es van fer controls
que es mantenien inactius a 0 °C. Seguidament, es determinava l'activitat caspasa-3
afegint 3 uLL de les incubacions anteriors a 100 pl. d'una soluci6 del substrat
fluorogénic Ac-DEVD-afc (20 pM) en el tampé d’assaig (PBS, glicerol 1 %, EDTA 0,1
mM, DTT 2 mM), disposada en plaques fosques de 96 pous Opti-plate (Perkin Elmer).
La determinaci6 de I'afc lliure es va dur a terme monitoritzant la variacié de 'emissié
de fluoresceéncia a Aem = 508 nm, emprant excitacidé a Aexe = 400 nm. Es van enregistrar
els valors promig corresponents a intervals de mesura continua de 60 s, per triplicat,

a 30 °C, emprant un fluorimetre lector de plaques.

6.2. Assaigs de polaritzacié de fluorescéncia.
6.2.1. Assaigs d’interaccié entre Apaf-1-XL 1 ZnHHCe.

Es van seguir els protocols descrits per Purring i col. (Purring, 1999, 2000). Es van
enregistrar les mesures de polaritzaci6 de fluorescencia a Aem = 587 nm amb Aexe = 550
nm. Les mesures es van dur a terme a ~25 °C 1 en tot moment es va mantenir la
dissolucié que contenia el Zn-HHCit ¢ en abséncia de llum i la d’Apaf-1-XL, 1 les
construccions que contenen el domini WDR, en un bany de gel. Aixi, sobre una
dissolucié ~10 uM de Zn-HHCit ¢ en el tampé de 'assaig (20 mM Hepes pH 7,4, 10
mM KCIl, 1.5 mM MgCI2, 1 mM EDTA), shi van fer successives addicions d’una
dissolucié d’Apaf-1-XL recombinant (facilitada pel Dr. Angel G. Martin, Nacional
Cancer Institute, Frederick, EUA), o el mutant de delecié corresponent, en el mateix
tampd, fins que s’arriba a un excés molar d’entre 1.2 1 2 respecte el Zn-HHCit c. Per a
cada addici6 es van fer 10 mesures de polaritzacié de fluorescéncia durant un temps

total de 5 min.

6.2.2. Assaigs de competéncia.

Es van seguir els protocols descrits per Purring i col. (Purring, 1999, 2000). Sobre
una aliquota de 50 uLi d’'una dissolucié d’Apaf-1 — Zn-HHCit ¢ en relaci6 molar 1:2,
preparada segons es descriu a l'apartat anterior, s’hi va addicionar el volum minim
d’'una dissolucié concentrada de HHCit ¢, o de cadascuna de les construccions
derivades de YCit ¢, per arribar a excessos de 20:1 fins a 40:1 respecte el Zn-HHCit ¢
present. Les dissolucions resultant es van incubar, durant 24 h, a Tamb 1 en abséncia
de llum, monitoritzant les variacions en el valor de la polaritzacié de la fluorescéncia

al llarg del temps.
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7. ESTUDIS SOBRE EL MECANISME D’ACTIVACIO DE NOD2 EN RESPOSTA AL
MURAMIL DIPEPTID (MDP).

7.1 Métodes generals.

7.1.1 Soques cel.lulars.

Les soques de cel.lules embrionaries de ronyé humanes HEK293 1 HEK293T
(Human Embrionic Kidney, Stratagene) es van emprar per a l'expressié de Nod2 i
mutants derivats d’aquest, Nodl 1 YopM. Les cel.lules de macrofag preparades a
partir de la medul.la dssia de ratoli (MBMM, Mouse Bone Marrow Macrophages)

(Chamaillard, 2003 ) es van emprar per als estudis de localitzacié subcel.lular.

7.1.2 Cultius ’HEK293 i HEK293T.

Les cel.lules de mamifer HEK293 1 HEK293T es van fer créixer en cultius
monocapa en plats de 150 mm (Cell Culture plates, Corning) en 25 mL de medi
DMEM suplementat (DMEM+). Els cultius es van deixar créixer fins arribar a un 80
% de confluéncia. En aquest punt, les cél.lules es van tripsinitzar i es van recollir en

10 mL de DMEM+. Es va emprar 1 mL d’aquesta suspensié per iniciar nous cultius en

25 mL de DMEM+. Els cultius es van fer créixer a 37 °C en 5% COs.

DMEM+: 500 mL DMEM (Gibco), 10 % de FBS (sérum bovi fetal, Gibco) inactivat
térmicament (56 °C 30min), 1 % (v/v) L-Glutamina (200 mM, Gibco), 1 % (v/v) de
penicil.lina (5,000 U/mL, Gibco) i 1 % (v/v) d’estreptomicina (5,000 pg/mL, Gibco).

7.1.3. Obtencié dels lisat cel.lulars.

Cultius de HEK293 o HEK293T realitzats com es descriu a l'apartat anterior
crescuts fins a un 80 % de confluéncia aproximadament, es rentaren dos cops amb 5
mL de PBS i a continuacié es recolliren en 10 mL de PBS. Es centrifugaren i es van
resuspendre en el volum requerit del tamp6 de lisi desitjat en cada cas. La suspensi6
de cel.lules resultant es va congelar amb Nz liquid i un cop descongelades, es van
sonicar (10 s, cinc vegades). Un cop lisades les céllules, es van centrifugar

recuperant-se el sobrenedant.

7.1.4. Cultius de cél.lules de macrofag.
Per a I'obtencié de les cel.lules de macrofag preparades a partir de medul.la ossia
de ratoli (MBMM, Mouse Bone Marrow Macrophages) es va seguir el protocol descrit

per Chamaillard i col. (Chamaillard, 2003). L’extraccié de cél.lules de medul.la ossia
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es va fer passant 30 mL de BMDM, que es recolliren en un plat de Petri de 150 mm.
Les celllules s'incubaven durant tres dies, es bescanviava el medi per 30 mL de
BMDM fresc 1 s'incubaven dos dies més. El cinqué dia, es rentaven tres cops amb 5
mL de PBS i s'incubaven amb 20 mL de PD estéril (PD, 0,3 mM KCl, 0,1 mM KH3POu,
0,137 mM NaCl, 0,6 mM Na:HPO., pH 7,2-7,4) a 4 °C durant 10 min, i finalment es
recollien les cél.lules en 10 mL de DPBS (Dulbecco). Es centrifugava, i el péllet
resultant es va resuspendre en 10 mL. de BMDM. A continuacié es procedia a contar

les cél.lules, 1 iniciar un cultiu en medi BMDM a la concentracié desitjada.

BMDM (Bone Marrow Macrophage Differenciation Media): 500 mL medi Iscove’s
(Gibco), 10 % FBS inactivat térmicament (56 °C, 30 min), 150 mL de L-cell conditioned
media (Kobayashi, 2002), 1 % (v/v) de L-Glutamina (200 mM, Gibco), 45 mL de B-
mercaptoetanol (50 mM, Sigma), 1 % (v/v) de penicil.lina (5,000 U/mL, Gibco) i 1 %
(v/v) d’estreptomicina (5,000 pg/mL, Gibco).

7.1.5. Plasmidis 1 vectors.

Per a I'obtenci6 de les construccions FLAG-Nod2-LRR 1 FLAG-Nod2L1007fs-LRR,
es va emprar el vector pcDNA3-FLAG, preparat a partir del pcDNA3 (Invitrogen), i es
va partir de les construccions pcDNA3(HA-Nod2) (Ogura, 2001b) per a I'obtencié del
pcDNA3(FLAG-Nod2-LRR), i de pcDNA3(HA-Nod2L1007fs) (Ogura, 2001a), per a
I'obtencié de la construccié pcDNA3(FLAG-Nod2L1007fs-LRR).

7.2. Assaigs de precipitacié de HA-Nod2 amb MTP —biotina.
7.2.1. Procediment general.

A 1 mL del sobrenedant resultant de la lisi de cél.lules HEK293T que expressaven
HA-Nod2 (2 plats de Petri de 150 mm per experiment) s’hi van afegir 40 pL d'una
dissolucié 1 pg/mL de MTP-Biotina (Bachem) i es va incubar 30 min a 37 °C. Com a
tampé de lisi es va emprar 2 mL de DBPS (Gibco) per experiment, que contenia un 0,2
% de CHAPS aixi com el tampé d'uni6 MDP-Calreticulina-(A) (Chen, 2005) (50 mM
Tris-HCl, 10 mM NaCl, 5 mM CaCls, 5 mM MgClz, 5 mM MnCls, 0,1 % (v/v) Trit6-X-
100, 0,1 % (v/v) glicerol, pH 7,4), als que s’hi addicionaven 1mM ATPyS (Sigma) i 10
pL. de PIC (barreja dinhibidors de proteases, Sigma) en el moment de la seva
utilitzacié. Com a control es va reservar 1 mL del sobrenedant del lisat cel.lular al que
no s’hi va afegir MTP-biotina. A continuacid, s’hi van addicionar 40 pL. d’estrepavidina

immobilitzada sobre agarosa CL-4B (1,025 g/mL, Fluka) a l'experiment aixi com al
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control, 1 es van incubar a 4 °C durant 1 h mantenint agitacié suau. L’agarosa es va
recuperar per centrifugacié i es va rentar sis cops amb 1 mL de DPBS que contenia
0,2 % de CHAPS. Finalment es van afegir 20 ul. de tamp6 de carrega i es van incubar
a 100 °C durant 5 min. Les proteines es van separar per electroforesi SDS-PAGE en
un gel al 7,5 % en acrilamida 1 es van detectar per Western blot emprant un anticos
(Ab) anti-HA (HA-Probes Y11 Rabbit policlonal IgG 200 ng/mL, SantaCruz
Biotechnologies) com a anticds primari i un anti-Ab conjugat a peroxidasa
(Peroxidase-conjugated Goat anti-rabbit, Fc fragment specific, 0,8 mg/mL, Jackson

Immunoresearch Laboratories, Inc.) com Ab secundari.

7.2.2. Assaig de preconcentracié per immunoprecipitacié de HA-Nod2.

Es va seguir el protocol d'immunoprecipitacié descrit al manual Antibodies, a
laboratory manual (Lane, 1998) amb petites modificacions. Com a tampé de lisi es van
emprar 2 mL de tampé NP40 (10 mM HEPES, 142 mM KCl, 5 mM MgCly, 1 mM
EGTA, 0,2 % NP-40 (Nonident P40, Sigma), pH 7,4), al que s’hi van addicionar 10 uL
de PIC en el moment de la seva utilitzaci6. Al sobrenedant resultant de la lisi de
cél.lules HEK293T que sobreexpressaven HA-Nod2 o HA-Nod2L1007fs (2 plats de
Petri de 150 mm) s’hi van afegir 30 uL de proteina G-agarosa (1 ug/uL, Sigma), per tal
d’eliminar qualsevol component capa¢ dinteraccionar inespecificadament amb
proteina G. El sobrenedant recuperat per centrifugacié de la solucié anterior es va
incubar durant 3 h a 4 °C amb 10 uL del mateix anticos anti-HA emprat a Papartat
anterior. A continuacié es va incubar durant 1 h a 4 °C amb agitaci6 suau en
preséncia de 30 pL de proteina G - agarosa. Es va recuperar l'agarosa per
centrifugacio, 1 es va rentar tres cops amb 1 mL de tampb NP-40 , tres cops amb 1 mL
de tampé d’elevada forca ionica RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay buffer, 50
mM Tris-HC1, 1 M NaCl, 0,4 M EDTA, 10 % glicerol, 1 % NP-40, pH 8,2), tres cops
amb 1 mL de tampé de baixa forca idonica Al (20 mM HEPES, 10 mM KCI, 1,5 mM
MgCle, pH 7,5), i finalment tres cops amb 1mL de tampé 10 mM fosfat de sodi, pH 6,8.
A continuacié es va procedir a eluir la proteina que restava unida a lagarosa per
tractament (5 min a Tamb) de I'agarosa recuperada per centrifugacié, amb 100 pL
d’'una dissoluci6 100 mM de Glicina, pH 2,5. Finalment 80 ul del sobrenedant
recuperat per centrifugacid, s’hi van afegir sobre 1 mL de tampé duni6 MDP-
Calreticulina-(A) (Chen, 2005) al que s’hi van addicionar 10 uL de PIC i 1 mM
d’ATPyS. A continuaci6 es va procedir a dur a terme la precipitacié amb MTP-Biotina,

tal 1 com es detalla a 'apartat anterior.
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7.3. Assaigs d’entrecreuament.
7.3.1. Obtencié del Muramil dipéptid (MDP) o Muramil tripéptid (MTP) units al
reactiu d’entrecreuament (XL), MDP-XL i MTP-XL.

Es va seguir el protocol descrit al manual ProFound™ Sulfo-SBED Biotin Label
Transter Kit (Pierce) amb petites modificacions. Donada la fotosensibilitat del reactiu
d’entrecreuament emprat, Sulfo-SBED (Sulfosuccinimidil-[2-6-(biotinamido)-2-(p-
azidobenzamido)hexanoamidoletil-1,3-ditiopropionat, XL), es va treballar en abséncia
de llum al llarg de tot 'experiment.

Per obtenir una dissolucié 40 ug/uls de Sulfo-SBED, es van dissoldre 2 mg del reactiu
(2,3 umol, 880 g/mol) en 50 ul. de DMSO, els quals s’hi afegiren sobre 400 uL d'una
dissolucié que contenia 0.22 mg de MDP (0,45 umol, 492 g/mol) o 0.40 mg de MTP
(0,45 pmol, 887 g/mol) en PBS, de forma que es mantenia una relacié molar 1:5
(MDP/MTP : Sulfo-SBED). La barreja de reaccié s’incuba a Tamb durant 5 min, 30
min o 1 h, amb agitacié suau. A continuacid, es van aplicar 200 ul. sobre un filtre
d’exclusi6é molecular (Zeba Desalt Spin columns, Pierce) per tal d’eliminar els reactius
que no haguessin reaccionat. Es van enregistrar els valors de I'absorbancia a 280 nm
d’aliquotes corresponents a la barreja de reaccié abans i després de la filtraci6. Les
dissolucions de MDP-XL 1 MTP-XL resultants es van guardar a -20 °C protegides de la

Tum.

7.3.2. Assaigs d’entrecreuament emprant lisats cel.lulars

A 500 pL de lisats de cultius HEK293T que sobreexpressaven HA-Nod2, HA-
Nod2L1007fs, HA-Nod2ALRR o Nodl, obtinguts segons es descriu a l'apartat 7.1.3,
s’hi van addicionar 112 uL. d’'una dissolucié de MDP-XL o MTP-XL, preparada segons
s'indica a l'apartat anterior. Com a tampdé de lisi 1 incubacié amb el MDP-XL o MTP-
XL es va emprar el tampé d'uni6 MDP-Calreticulina-(B+) (50 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 5 mM CaCls, pH 7,4, 1 mM ATPyS i 10 uL PIC) (Chen, 2004). Igualment es van
fer assaigs emprant el tampd anterior al que s’hi va afegir 0,005% de Tween®-20
(Sigma), tampé d'unié MDP-Calreticulina-(B+), o 50 mM Glicina, tampé dunié MDP-
Calreticulina-(C). La solucié resultant es va incubar amb agitacié suau a Tamb durant
1 h en abséncia de llum, i posteriorment s’hi va aplicar llum UV (288 watts a 10 cm, 3
min). A continuacié, la dissoluci6 es va incubar amb 40 uL d’estreptavidina
immobilitzada sobre agarosa CL-4B (1,025 g/mL, Fluka) durant 1 h a 4 °C mantenint
agitacié suau. L’agarosa recuperada per centrifugacid, es va rentar dos cops amb 1 mL

del tampé d'uni6 MDP-Calreticulina-(B+), quatre cops amb 1 mL d’aquest tampé 0,5
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M NaCl, 1% Trit6-X-100, 1 finalment de nou dos cops amb 1 mL del tamp6 d’'unid
MDP-Calreticulina-(B+). Finalment, s’hi van afegir 40 uL de tampé6 de carrega i les
mostres es van conservar a -20 °C fins el moment d’analitzar-les per SDS-PAGE, fent
la deteccié per Western-Blot emprant els Ab antiHA 1 antiAb per a la deteccid, com

s’ha descrit a 'apartat 7.2.1.

7.3.3. Assaigs d’entrecreuament emprant cultius cel.lulars.

Es va substituir el medi DMEM de cultius HEK293T que sobreexpressaven HA-
Nod2 o HA-Nod2ALRR (2 plats 150 mm per experiment) per 10 mL de medi DMEM
fresc 1 ’hi van addicionar 45 uL de la dissoluci6é de MTP-XL. Es va incubar durant 2 h
en abséncia de llum 1 a continuacié es va retirar el medi de cultiu per tal d’aplicar
llum UV (288 watts, 3 min a 10 cm) directament sobre les cél.lules. Immediatament
després s’hi afegien 5 mL de PBS a cada placa i es recolliren les cel.lules. El
sobrenedant resultant de la lisi cel.lular, es va incubar amb 40 uL. d’estrepavidina
immobilitzada sobre agarosa CL-4B (1,025 g/mL, Fluka), segons s’ha descrit a
Papartat anterior. Les mostres resultants es van analitzar per SDS-PAGE, fent

deteccid per Western-blot, com ja s’ha descrit, 1 amb tincié amb plata.

7.3.4. Assaig d’activacié de NFxB: assaig de la luciferasa.

Es van fer cultius de cél.lules HEK293T en una placa de 24 pous (4x104 cél.lules
per pou) que es van deixar créixer 24 h. A continuacié, les cél.lules van ser
cotransfectades amb 5 ng del gen reporter pBVIx-Luc, 10 ng pEF-BOS-B-gal, 0,5 ng de
pMX-HA-Nod2 i 380 ng de pcDNA3 (Ogura, 2001b; Inohara, 2000). Per dur a terme la
transfeccid, per a cada pou es va preparar una barreja que contenia les quantitats
d’ADN indicades anteriorment juntament amb 19,2 pulL de medi DMEM i 4 uL del
reactiu PLUS Reagent (Invitrogen). Aquesta barreja es va incubar durant 15 min a
Tamb i a continuacié s’hi van afegir 25 pl. de medi DMEM i 1 uli del reactiu
lipofectamine (Invitrogen). La mescla final resultant es va incubar 15 min a Tamb i
s’hi va afegir gota a gota sobre cada pou de cultiu cel.lular, als que préviament s’havia
bescanviat el medi de cultiu per 200 pl. de medi DMEM+ fresc. Es va incubar durant
3 h a 37 °C. A continuacid, es va substituir el medi de cultiu per 1 mL d’'una dissolucié
en medi DMEM+ que contenia 1000, 100, 10 o 1 ng/mL: de MDP-XL o MTP-XL, o bé
100, 10 o 1 ng/mL del MDP emprat com a control. Es van fer triplicats per a cada
concentracié 1 un control addicional on no s’hi addicionava cap estimul. Els cultius

cel.lulars es van incubar durant 16-18 h, i a continuacid es va mesurar l'activitat de la
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luciferasa. Es va retirar el medi i s’hi van afegir 100 uL. de Reporter lysis buffer
(Promega) a cada pou. Es va incubar amb agitacié suau durant 30 min a Tamb. Una
aliquota de 10 pL de cadascun dels lisats es va transferir a un plat de 96 pous blanc
(Corning) per tal de mesurar l'activitat de la luciferasa emprant l'aparell LMax
Luminometer (Molecular Devices). Igualment es va procedir a determinar lactivitat
B-galactosidasa, per tal de normalitzar els valors enregistrats per a lactivitat
luciferasa. Aixi, una aliquota de 10 pl. de cadascun dels lisats es va transferir a un
plat de 96 pous (Corning) al que s’hi van afegir 90 pL/pou de la solucié p-Gal Iysis
buffer (Promega). La placa es va incubar a 37 °C fins que els lisats adquiriren un color
groc, moment en que s’atura la reaccié per addicié de 100 ul d'una dissolucié 1 M
NaCOs. A continuacid es va enregistrar el valor de 'absorbancia a 420 nm. Finalment
es van normalitzar els valors mesurats per a l'activitat de la luciferasa respecte els

valors de l'eficiéncia de transformacié enregistrats per la B-galactosidasa.

7.4. Columnes d’afinitat de MDP i MTP.

Per a l'obtencié de les columnes d’afinitat de MDP 1 MTP es van emprar el
Microlink™ Protein Coupling kit (Plerce) pels assaigs preliminars de purificacié, i
AminoLink® Plus Inmobilization Kit (Pierce), per a purificacions a major escala. En

tots dos casos es va seguir el protocol comercial amb petites modificacions.

7.4.1. Preparacié de les columnes d’afinitat.

En primer lloc es va procedir a equilibrar 'agarosa de cada columna amb 10 mL de
tampé d’acoblament (100 mM citrat de sodi, 50 mM carbonat de sodi, pH 10,0).
L’etapa d’acoblament es va dur a terme a pH 10, per augmentar la seva eficiéncia. A
continuacié s’hi van aplicar 2 mL duna dissolucié de MDP o MTP (1 mg/mL). Es va
incubar durant 4 h a 4 °C mantenint agitaci6 suau i es va rentar amb 10 mL del
tampé neutre d’acoblament (100 mM fosfat de sodi, 150 mM NaCl, pH 7,2). A
continuacié s’hi van afegir 2 mL més del tampdé anterior i 40 pL de la solucié de
cianoborohidrur de sodi (5 M, dissolt en 0,01 M NaOH) i es va incubar O/N a 4 °C
mantenint agitacié suau. Es va rentar amb 4 mL del tampé de quenching (1 M Tris-
HCl, 0,05 % NaNs, pH 7,4), s’hi van aplicar 2 mL d’aquest mateix tampé al que s’hi
havien addicionat 40 ul. de la solucié de cianoborohidrur de sodi, i es va incubar a
Tamb durant 30 min, mantenint agitacié suau. Posteriorment es va rentar el gel amb
20 mL de la solucié de rentat (1 M NaCl, 0,05 % NaNs), i finalment amb 20 mL del
tampé d'unié MDP-Calreticulina-(A).
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7.4.2. Purificaci6 per afinitat.

A cada columna d’afinitat, preparada segons es descriu a l'apartat anterior, s’hi
van aplicar 2 mL de lisats cel.lulars, obtinguts a partir de 20 plats de 150 mm de
cultius de cel.lules HEK293T que sobreexpressaven HA-Nod2, i es van incubar O/N a
4 °C mantenint agitacié suau. Els lisats s’obtenien segons el procediment descrit a
I'assaig de precipitacié de MDP-biotina (apartat 7.2), emprant com a tampé de lisi el
tampé d'unié6 MDP-Calreticulina-(A) suplementat amb 1 mM d’ATPyS o ATP, i 10 uL
PIC. A continuacid, es va porcedir a rentar amb 10 mL del tampd de lisi, 5 mL del
mateix tampd 0,5 M NaCl 1 10 mL del tamp6 d'unié 0,8 M NaCl. Es va equilibrar amb
10 mL del tampé dunié MDP-Calreticulina-(A) i s’hi van aplicar 2 mL del tampé
d’elucié (tampé d'uni6 MDP-Calreticulina-(A) suplementat amb 10 uM o 100 uM de
MDP (Chen, 2005), 10 o 100 uM LL-MDP, PIC i 1 mM d’ATPyS o ATP). Es va
recuperar la solucié resultant de la incubacié amb agitacié suau, O/N a 4 °C. Aliquotes
de 20 puL dels eluits finals, aixi com dels lisats de partida, de la fraccié no retiguda i de
Iadltim rentat es van analitzar per electroforesi SDS-PAGE amb gels al 12,5%
d’acrilamida, 1 es va fer deteccié per Western-blot, emprant I’Ab primari antiHA 1 com

Ab secundari 'antiAb ja esmentats, aixi com per tinci6 amb plata.

7.5. Clonatge i1 assaigs d’expressi6 1 purificaci6 del domini LRR de Nod2 i
Nod2L1007fs.
7.5.1. Clonatge del domini LRR de Nod2 i Nod2L1007fs.

Es van realitzar reaccions de PCR emprant els plasmidis pcDNA3(HA-Nod2) i
pcDNA3(HA-Nod2L1007fs) (Ogura, 2001a, 2001b) com a motlles de les reaccions per
obtenir les construccions pcDNA3(FLAG-Nod2LRR) i pcDNA3(FLAG-Nod2L.1007fs-
LRR). Les barreges de reacci6 es prepararen segons sindica a la Taula 7.
Posteriorment s’hi afegiren 0,5 puL de polimerasa Vent (2 U/uL, NewEnglandBiolabs).
Els oligonucledtids emprats com a encebadors (Taula 8) procediren de Invitrogen. Els
dADN emprats com a motlle 1 els plasmidis mutants resultants es descriuen a la
Taula 9. Els parametres de les reaccions de termociclacié van ser els segiients: inici: 5
min a 95 °C.; 30 cicles: 30 s a 95 °C, 1 min a 62 °C, 1 min a 72 °C; final: 72 °C 10 min,
llavors 4 °C.
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Taula 7. Composicié de les barreges de reaccié per PCR.

Reactius Volums de reaccié
Tampé reaccié (10x) 5 uL

dADN motlle 1 uL (10 ng/pL)
encebador 5 (60 uM) 3,3 uL

encebador 3’ (30 uM) 6,7 uL.

Barreja dNTP (10 mM, Roche) 1 pL (200 uM)
H20 mili-Q 33 ul

Taula 8. Seqiiéncia dels encebadors emprats per a 'obtenci6 de les construccions derivades de
Nod2 1 Nod2L1007fs. Les seqiiéncies indicades corresponen als oligonucleotids sentit, se, o
antisentit, ase. Valors de Tm calculats segons la formula presentada a I'apartat 1.5.4.

encebador Sequéncia Tm
prSpeN2744se 5-CCTGGGCCTGGAGGACCTCTTTGATACCCATGGTCACC-3* 87
prN2R1ase 5-CACTGAGCTCCAGGGACGCCAGACTCTTGTTGTG-3 82
prN21007fsR1ase 5-TTGAATTCAAGAGGGCCTGCAGGAG-3’ 77

Taula 9. ADN motlle 1 encebadors emprats per a I'obtencié de les construccions derivades de
Nod2 1 Nod21007fs.

motlle encebadors dADN resultant
pcDNA3(HA-Nod2) prSpeN2744se Nod2LRR
prN2R1ase
pcDNA3(HA-Nod2L1007fs) prSpeN2744se Nod2L1007fs-LRR
prN21007fsR1ase

Un cop es va comprovar que la mida dels fragments amplificats era la correcta,
mitjancant I'analisi per electroforesi en gel d’agarosa, es va procedir a purificar TADN
dels crus de reaccié emprant el High pure PCR product purification kit (Boehringer
Mannheim), seguint les instruccions indicades en el kit. Seguidament, aliquotes de 25
uL dels dADN purificats a partir de les reaccions de PCR (Taula 9) es van tractar amb
1 uL de Spel (10 U/uL) i 1 L d’EcoRI (10 U/uL) durant 2 h a 37 °C. Igualment, es van
digerir 2 ug del vector pcDNAS3-FLAG, derivat de pcDNA3 (Invitrogen), amb 1 uL de
Xbal (10 U/uL) i 1 uL d’EcoRI, durant 2 h a 37 °C. A continuacié es van incubar els
crus de reaccié 20 min a 65 °C, per tal de dur a terme la inactivacié térmica dels
enzims de restriccid, 1 seguidament es va procedir a fer les lligacions del vector amb
cadascun dels fragments provinents de les reaccions de PCR emprant el Rapid DNA

Ligation kit (Roche) i seguint les recomanacions del fabricant. Aliquotes dels crus de
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lligaci6 es van emprar per transformar aliquotes de 100 uL d’E.coli DH5a. (Subcloning
Efficiency DH5a Competent Cells , Invitrogen) seguint també les instruccions del

fabricant.

7.5.2. Cribratge per PCR i digestié amb enzims de restricci6.

Per a cada reaccid, es va emprar com a font dADN motlle una de les colonies
crescudes a partir de les céllules transformades amb els crus de les reaccions de
lligacio. Cadascuna de aquestes colonies emprades com a font d’ADN motlle, es
sembrava simultaniament en una nova placa LBAmp, que es va deixar créixer a 37°C
O/N. Igualment es van preparar reaccions control on no s’hi va afegir cap colonia, o es
va fer servir 1 ng de pcDNA3, pcDNA3(HA-Nod2) o pcDNA3(HA-Nod2L1007fs) com a
ADN motlle. Els oligonucleotids emprats com a encebadors van ser prSpeNod2744,
prNod2R1 i prNod21007fsR1 (Taula 8). Les barreges de reaccié es van preparar tal
com s’especifica a la Taula 10, 1 a cadascuna d’elles s’hi va afegir 1 U de Taq
polimerasa (5 U/uL,, Invitrogen). Les condicions de les reaccions de termociclacié van

ser les mateixes que es descriuen a 'apartat anterior.

Taula 10. Composicié de les reaccions de PCR emprades per al cribratge de les lligacions.

Reactius Volums de reaccié
Tampé reaccié (10x) 2 uL

encebador 5 (60 uM) 0,25 uL,
encebador 3" (30 uM) 0,5 uL.

Barreja dNTP (10 mM, Roche) 0,5 L

H20 mili-Q 15,75 uL

Aliquotes de 10 pL dels crus de reacci6 s’analitzaren per electroforesi en gel
d’agarosa. Pels clons que van donar lloc a un fragment de la mida esperada (0,9 Kb),
es va amplificar 'ADN 1 es va confirmar per seqiienciacié al servei de seqiienciacid
DNA sequencing core (University of Michigan, Ann Arbor, EUA).

Addicionalment, es van emprar també reaccions de digesti6 de 'ADN provenint
dels clons generats segons s’ha descrit a l'apartat 7.5.1 amb I'enzim de restriccid
ApaLl. Com abans, per els clons que van donar lloc a un fragment de la mida

esperada (0.9 Kb), es va amplificar TADN i es va seqiienciar.
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7.5.3. Assaigs preliminars d’expressi6 i purificacié.

Es van transfectar (apartat 7.3.4) cultius cel.lulars de HEK293T (2 plats de Petri
de 150 mm per experiment) amb 20 pug de pcDNA3(FLAG-Nod2LRR) i 20 pg de
pcDNAS(FLAG-Nod2L1007fsLRR). Igualment es van fer cultius control sense
transfectar o tranfectats amb 20 pg de pFLAGYopPM. YopM és una proteina efectora
de Yersinia que consta inicament de LRRs (McDonald, 2003) Es van obtenir els lisats
cel.lulars d’aquests cultius (apartat 7.1.3), emprant 1 mL de tampé de lisi (Tris-HCl
20 mM, 150 mM NaCl, 1 % glicerol, 0,2 % NP-40, pH 7,4) al que s’hi va afegir 10 pL de
PIC en el moment de la seva utilitzacié. Als sobrenedants obtinguts, s’hi van afegir
100 uL. d’anti-FLAG-MZ2-agarose (Sigma) i es van incubar durant 4 h a 4 °C mantenint
agitacid suau. Es va recuperar la resina per centrifugacié i es va rentar cinc cops amb
1 mL del tampd de lisi 1 cinc més amb 1 mL del mateix tamp6 suplementat amb 250
mM NaCl. Finalment es va procedir a eluir les proteines retingudes a la columna per
incubacié amb 1 mL duna dissolucié 0,5 mg /mL de FLAG® peptide (Sigma) en el
mateix tampé de lisi anterior (O/N, 4 °C, agitacié suau). Es va recuperar el
sobrenedant 1 es va analitzar per SDS-PAGE fent una deteccié per Western-Blot amb

I’Ab monoclonal Anti-FLAG M2 (4,9 mg/mL, Sigma).

7.6. Assaigs preliminars per a la determinacié de la localitzaci6 subcel.lular del MDP.
7.6.1. Assaigs de localitzacié per immunofluorescéncia emprant MDP-XL o MTP-XL.
Es van fer créixer cultius de cél.lules HEK293T que sobreexpressaven HA-Nod2, en
plats de 24 pous (1*10¢ cél.lules/ pou). Préviament s’havia disposat un cobreobjectes a
cada pou, 1 s’havien esterilitzat per irradiacié amb Illum UV durant 15 min.
Transcorreguts dos dies des de I'inici del cultiu, s’hi va afegir el volum requerit de les
dissolucions de MDP-XL o MTP-XL (apartat 7.3.1) per tal de tenir una concentracié
final 1 ug/mL o 3 pg/mL d’aquests. Es van incubar durant 30 min o 2 h en abséncia de
llum, i a continuacié es van irradiar amb llum UV (288 watts, 3 min a 10 cm).
Addicionalment es van fer experiments control amb cultius on no s’hi afegia cap
inductor. Es van fer triplicats de cada experiment. A continuacié es va procedir a la

fixacio les céel.lules segons es descriu a 'apartat 7.6.3.

7.6.2. Assaigs de localitzacié emprant el derivat fluorescent MDP-FITC.
Es van fer cultius de MBMM (apartat 7.1.4) en una placa de 24 pous (1-2.5%10°
cél.lules/pou). Transcorregudes ~16 h des de I'inici del cultiu, es va substituir el medi

de cultiu per 250 u. de BMDM fresc, i es van incubar amb 20 ug/mL de MDP-FITC
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(verd, cedit per Geert-Jan Boons, Universitat de Georgia) a 37 °C, durant 30 min o 3 h,
evitant lexposici6 a la llum. Addicionalment es van incubar amb 1 pg/mL de
Lysotracker Red DND-99 (1 mM, Molecular Probes) o 1 pg/mL Texas Red® conjugat a
ovoalbimina (Molecular Probes), durant 30 min a 37 °C. A continuaci6 es va rentar
dos cops amb medi Iscove’s (Gibco), i es bescanvia el medi d’incubacié per medi
BMDM fresc, 1 es va incubar durant 30 min més a 37 °C. Finalment es va procedir a
fixar les cel.lules segons es descriu a l'apartat 7.6.3. Paral.lelament es van realitzar
assaigs en que es va dur a terme una preestimulaci6é de les cél.lules, mitjancant una
preincubacié amb 10 ng/mL de LPS (Sigma) durant 30 min a 37 °C (Kobayashi, 2004),
10 ng/mL TNFa (Sigma) O/N a 37°C (Kovayashi, 2004), 100 ng/mL de PMA (Sigma), 3
h a 37 °C (Muto, 2002), o citocalasina D (Sigma) 4 pM durant 30 min a 37 °C
(Makoveichuk, 2004). Igualment es van fer controls per incubacié amb 5 pug/mL de
Dextra-Fluoresceina (70000 MW, Molecular Probes), 1 h a 37 °C (Tansey, 1998). En
tots els casos, un cop transcorregut el temps d’'incubacié requerit, les cél.lules es van
fixar (apartat 7.6.3) i es van analitzar per microscopia de fluorescéncia, emprant un
microscopl Olympus BX-51, o per microscopia de fluorescéncia confocal, emprant un
aparell Olympus Fluoview confocal laser scanning microscope, del servei University of

Michigan Cell and Developmental biology (Universitat de Michigan, Ann Arbor, EUA).

7.6.3. Fixacié de cél.lules per a la deteccié per immunofluorescéncia.

Durant tot el procés s’havia de treballar evitant el contacte directe amb la llum. En
primer lloc es van fer tres rentats dels cobreobjectes (Fisher Scientific), dipositats en
una placa de 24 pous, amb PBS estéril (15 min, agitacié suau). A continuacié es va
procedir a fixar les cél.lules incubant-les 30 min a Tamb amb 250 pL de la solucié de
fixacié. Per preparar 10 mL de la soluci6 de fixacid, a 7,5 mL de la solucié fixacié-A,
s’hi afegien 2,5 mL paraformaldehid al 8 % (p/v) i 21,4 mg NalO.i s’esterilitzava per
filtraci6. Per preparar 40 mL de la solucié fixacié-A, a 20 mL de lisina 0,2 M, s’hi
addicionaven 15,5 mL de Na:HPO40,1 M pH 7,4, i 4,5 mL de sacarosa al 40 % (v/v), i
la dissoluci6 resultant s’esterilitzava per filtracio.

Posteriorment es van rentar amb PBS estéril i es va fer un tractament amb
metanol fred durant 10 s. A continuacid, es van fer dos rentats amb PBS i s'incubaven
durant 30 min a Tamb amb una solucié bloquejant, de I'l % BSA en PBS. Es van
tornar a fer dos rentats amb PBS, abans de procedir a la incubacié amb una dissolucié
d’Streptavidin-FITC (0,5 mg/mL, Invitrogen) diluida 1:200 en PBS a 'l % (p/v) BSA.

Es va tornar a rentar dues vegades amb PBS, i1 a continuacié es va incubar 5 min a
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Tamb amb 250 pL. d’una dissolucié 1:3000 de 4’,6’-diamino-2-fenilindole (DAPI,
Molecular Probes) en PBS, i es va rentar varies vegades amb PBS. Finalment es va
procedir a fer el muntatge. Cada cobreobjectes es disposava amb la cara que contenia
les cel.lules sobre una gota del medi de muntatge Prolong®Gold antifade reagent
(Molecular Probes) dipositada sobre un portaobjectes. Es va deixar assecar O/N i es

van conservar a 4 °C mantenint-los en abséncia de llum.
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Resultats 1 Discussio

1. PREPARACIO DE VARIANTS DE CITOCROM C
DE LLEVAT DISSENYADES PER DOTAR-LES DE
CAPACITAT PER INTERACCIONAR AMB APAF-1.

1.1. Introduccid.

Tal com s’ha descrit a la Introduccié General, a l'inici del present treball, a la
literatura s’havien reportat una série d’observacions que posaven de manifest quins
son els determinants estructurals presents als citocroms de mamifers responsables de
la seva capacitat per interaccionar amb I’Apaf-1 i donar lloc a I'apoptosoma actiu.
Aquestes observacions eren les seglients:

1 — La interacci6é entre Cit ¢ 1 Apaf-1 és de caracter marcadament electrostatic 1 no
depen de la capacitat del citocrom per transferir electrons.

2 — Els citocroms de diferents espécies de vertebrats sén equivalents en quant a la
seva capacitat per induir el processament de les procaspases 3 1 9, pero no aixi el
citocrom c de llevat.

3 — Els residus de lisina en posicions 7, 25, 39 1 72, aixi com els residus 62-65 de
HHCit ¢ participen en la interaccié amb Apaf-1. La mutacié d’aquests residus dona
lloc a una perdua progressiva de la capacitat per induir lactivaci6 de caspases. Per
contra, la introduccié d’aquests residus a la seqiiéncia de YCit ¢, junt amb la deleci
de 5 residus de l'extrem MN-terminal, déna lloc a mutants que arriben a igualar la
capacitat proapoptotica de HHCit c.

A més, tot i que amb la recent publicacié de I'estructura de I'apoptosoma (Yu, 2005)
s’ha pogut establir de forma inequivoca l'estequiometria 1:1 Cit c-Apaf-1, en el
moment en que es va iniciar aquest treball, els resultats de les titracions de Zn-HHCit
c amb Apaf-1 reportats per McLendon i col. (Purring, 1999; Purring-Koch, 2000)
suggerien una estequiometria 2:1.

D’acord amb aquests precedents, 1 partint de la hipotesi que mitjancant la

introducci6 dels residus adequats a la seqiiéncia de YCit ¢ seria possible conferir-li la
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capacitat per interaccionar amb Apaf-1 1 inclas dotar-lo d’activitat proapoptotica, es
va decidir abordar la preparacié d’'una petita col.lecci6 de mutants de YCit ¢ que
incorporarien modificacions en la regié MN-terminal que els aproximarien a la
sequéncia de HHCit c. La rad per concentrar-nos en aquesta regié de la proteina es
basava en les segiients consideracions:

1 - El fragment 4-13 correspon a la primera hélix amfipatica de l'estructura dels
citocroms, la qual conté un dels residus (Lys7) que participa en la interaccié amb
Apaf.

2 - El grup prostetic hemo ¢ es troba també en aquesta regié, unit mitjancant
enllacos tioeter a les cisteines en posicions 14 1 17. Es poden obtenir péeptids que
mantinguin la uni6 a aquest grup prostetic per degradacié proteolitica del
corresponent citocrom, els quals es pot esperar que, en solucié, adoptin una
conformaci6 propera a la que presenten quan es troben a la proteina (Low, 1997).

3 - A pocs residus de distancia del lloc d'unié de 'hemo ¢ es troba un segon residu
de lisina (Lys25) que també s’havia determinat com a participant en la interaccié amb
Apaf.

4 - El fragment 1-27 de la seqiiéencia de HHCit ¢ conté a més de les lisines en
posicions 7 1 25, cinc lisines addicionals en posicions 5, 8, 13, 221 27 que li confereixen
un caracter fortament cationic (punt isoeléctric estimat ~9,3) i podrien establir
multiples interaccions amb una superficie que presenti abundancia de residus acids,
com és el cas del domini WDR d’Apaf-1. D’altra banda, el fragment 1-27 de la
sequéncia de YCit ¢, un cop introduits el residus de lisina en posicions 7 1 25,
contindria també 7 residus cationics (punt isoeléctric estimat ~10).

D’acord amb aix0, en aquest capitol es descriu la preparaci6 dels seglients mutants
de YCit ¢t A/K27M, AJTATK/IK27M, A/P25K/K27M, A/ATK/P25K/K27M. Aquests mutants
de citocrom, a més de la delecié (A) dels 5 primers residus de la seqiiéncia de YCit ¢ i
la introducci6 de residus de lisina en posicions 7 i1 25, incorporaven un residu de
metionina en posicié 27 per explorar I'obtencié dels corresponents péptids derivats per
degradaci6 amb bromur de cianogen. Aquests péptids mantindrien unit covalentment
el grup hemo c, pel qual a partir d’ara, ens referirem a ells amb el nom d’hemopéptids,
1 potencialment podrien interaccionar amb I'’Apaf-1, suposant un pas inicial per a
Pobtencié de molécules sintétiques de menor entitat molecular, capaces de modular la

interacci6 entre el Cit ¢ 1 'Apaf-1.
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1.2. Obtencié de mutants de citocrom c de llevat.

El nostre laboratori disposava d’'un sistema d’expressié en FK.coll per al Cit ¢ de
llevat que permetia obtenir la proteina recombinant de forma eficient, aixi com la
generacié de variants d'aquesta proteina per tecniques de mutagenesi dirigida
(Pollock, 1998). Aquest sistema esta basat en el plasmidi pBPCYC1(wt)/3 (Apartat
1.5.1, Materials i Métodes), facilitat pel laboratori del Prof. A. G. Mauk (U. de British
Columbia, Vancouver). En aquest plasmidi es coexpressen el gen de I'iso-1-YCit ¢
(CYC1), la seqiiéncia i traduccié del qual es troben a la Figura 17, i el de I'enzim
citocrom c¢ hemoliasa de llevat (CYC3). Aquest Ultim codifica 'enzim encarregat de
dur a terme la unié covalent entre la protoporfirina IX i el lloc de reconeixement
constituit per la seqiiéncia -Cys-X-X-Cys-His- present a la seqiiéncia del citocrom
(Dumont, 1988). Estudis previs demostraven la necessitat de la coexpressié d’aquesta
hemoliasa per incrementar l'eficiéncia de l'expressié del YCit ¢ en E.coli (Pollock,
1998). Cal destacar que la utilitzacié d’aquest sistema d’expressié no requereix
Paddici6 d’'un inductor per a l'expressié de la proteina. Aquest fet permet que el
microorganisme expressi el péptid del citocrom a nivells basals, la qual cosa era
preferible enfront d’'una produccié rapida caracteristica d’altres sistemes basats en el
control de promotors com ara el T7. Aix0 produiria una gran quantitat d’apoproteina
en un temps breu, el qual, donat que la protoporfirina IX necessaria per a la
construccié de I'holoproteina és produida a nivells basals al bacteri, no representava
cap avantatge.

El primer pas en l'obtenci6 dels mutants desitjats fou 'obtenci6 del plasmidi
pCYC1(A/K27M)/3, i a partir d’aquest es van preparar pCYC1(A/ATK/K27M)/3,
pCYC1(A/P25K/K27M)/3, i pCYC1(A/ATK/P25K/K27M)/3. Es va emprar un protocol
convencional de mutagenesi dirigida, segons es descriu a l'apartat de Materials i
Meétodes. La selecci6 de clons es va realitzar en base a un cribratge amb enzims de
restriccid. Tots els plasmidis presentaven una unica diana BamHI, que permetia
confirmar que la seva mida era correcta. La digesti6 amb Ndel permetia igualment
confirmar la introduccié de la mutacié K27M, ja que en introduir aquesta mutacié es
va generar alhora una diana addicional per a aquest enzim, i la incubacié amb EcoRI
permetia verificar la deleci6 dels cinc primers residus, ja que eliminava una de les
seves dianes. A la taula 11 es resumeixen els resultats esperats en cada cas.

Finalment la introduccié de les mutacions desitjades es confirma per seqiienciaci6 dels

ADNs.
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s T EF K A GS A KK G A TL F 10
ACTGAATTCAAGGCCGGTTCTGCTAAGAAAGGTGCTACACTTTTC
n K T R C L Q C H TV E K G G P 2
AAGACTAGATGTCTACAATGCCACACCGTGGAAAAGGGTGGCCCA
s H K V G P N L H G I F G R H S 4
CATAAGGTTGGTCCAAACTTGCATGGTATCTTTGGCAGACACTCT
2 G Q AE GY S Y T D AN 1T K K =
GGTCAAGCTGAAGGGTATTCGTACACAGATGCCAATATCAAGAAA
s N V. L W D E N N M S E Y L T N 4
AACGTGTTGTGGGACGAAAATAACATGTCAGAGTACTTGACTAAC
n P K K Y I P GTKMATF G G L g
CCAAAGAAATATATTCCTGGTACCAAGATGGCCTTTGGTGGGTTG
gs¢ K K E K D R N D L I T Y L K K 100
AAGAAGGAAAAAGACAGAAACGACTTAATTACCTACTTGAAAAAA
1 A T E

GCCACTGAG

Figura 17. Seqiiéncia del gen de YCit c 1 seqiiéncia peptidica corresponent. Aquesta
seqliéncia correspon a la d’'una variant que presenta la mutacié C102T, tot i que a
efectes del present treball es pot considerar equivalent al citocrom salvatge (Pollock,
1998). La numeracié esta basada en la dels citocroms de mamifers, de manera que als
cinc residus addicionals en 'extrem MN-terminal els hi corresponen nimeros negatius.

Taula 11. Mida (Kbp) i nombre dels fragments esperats en la digestié amb enzims de
restriccié dels diferents ADNs recombinants.

Plasmidi BamHI  Ndel EcoRI
pBPCYC1(wt)/3 4,8 4,8 0,5
0,6
3,7
pCYC1(A)/3 4,8 4,8 1,1
3,7
pCYC1(K27M)/3 4,8 1,7 0,5
3,1 0,6
3,7
pCYC1(A/K27M)/3
pCYC1(A/ATK/K27M)/3 8 1,7 1,1
pCYC1(A/P25K/K27M)/3 ’ 3,1 3,7

pCYC1(A/ATK/P25K/K27M)/3

L’expressi6 dels diferents mutants de YCit ¢ es va dur a terme inicialment a la soca
d’F.coli HB2151. La purificaci6 dels citocroms implicava dues separacions
cromatografiques amb columnes de bescanvi cationic. D’aquesta manera es van

obtenir uns 5 mg de proteina purificada per litre de medi pel YCit ¢ (K27M), i entre 1
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— 2 mg per litre per a la resta de proteines recombinants. Aquests rendiments van ser
més baixos que els descrits a la literatura per a l'expressié del YCit ¢ en F.coli
(Pollock, 1998), el que es va atribuir a una menor estabilitat de les proteines
recombinants, que possiblement les feia més susceptibles a I'atac per proteases. Per
aquest motiu es va provar de substituir la soca d'E.coli HB5121 per la soca
BL21(DE3) (Stratagene), amb fenotip £. coli B F- dem ompT hsdS(rs- mp-) gal \(DE3).
Aquesta és una soca habitualment emprada per a lexpressi6é de proteines
heterologues, sota control de promotors induibles com T7, que permet un alt nivell
d’expressié 1 facil control de la induccid, caracteristiques no requerides en aquest cas
tal com ja s’ha indicat. A més, com a soca d’E.coli B, és deficient en la proteasa Ion i
en la proteasa de membrana ompT, que podrien degradar la proteina durant la
purificacié. La substituci6 de la soca de bacteri emprada per dur a terme I'expressié va
permetre un augment dels nivells d’expressié per un factor aproximat de 5 vegades
per a totes les proteines recombinants. No obstant, la quantitat de proteina obtinguda
per al YCit ¢(K27M) sempre va ser superior que per a la resta de proteines que

incorporaven mutacions addicionals (Taula 12).

Taula 12. Rendiments d’expressié (rdt, mg proteina/L cultiu) obtinguts per a les
diferents proteines recombinants derivades del YCit c. (A) Expressi6 a ceél.lules
d’E.coli HB2151 (B) expressié a cél.lules d’£.coli BL21(DE3).

Mutant YCitc rdt (A)  rdt (B)
YCit ¢ (K27M) 5 26
YCit ¢ (A/ATK/K27M) 1 5
YCit ¢ (A/P25K/K27M) 1 4
YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M) 1,2 6

Per a tots els mutants, es van observar espectres d’absorci6 electronica similars al
de la proteina salvatge (Figura 18), amb el maxim de la banda de Soret a 409 nm i de
la banda de transferéncia de carrega a 530 nm, que posaven de manifest 'estat oxidat
(Fe3t) de l'atom metal lic. Classicament, l'espectroscopia d’absorcié electronica ha
estat una eina molt Gtil al treball amb hemoproteines per extreure informacié sobre la
estructura entorn al grup prostétic. En el nostre cas, el fet que no s’observessin
diferéncies entre els espectres dels mutants 1 el de la proteina salvatge, va permetre
descartar canvis en la coordinacié del grup prostetic. D’altra banda, com a criteri de
puresa dels citocroms durant la seva preparacid, es va emprar el quocient de les

absorcions a 409 1 280 nm o factor de puresa (RZ = 4,7 per YCit ¢ i HHCit; Margoliash,
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1959). Tots els citocroms recombinants, un cop purificats, van mostrar valors de RZ
>4,5.

350 400 450 500 550 600 650 nm

Figura 18. Espectres d'absorcié electronica de YCit ¢ en estat oxidat (linia gruixuda)
ireduit (linia prima).

L’analisi de les proteines per espectrometria de masses va proporcionar una
confirmaci6 addicional sobre la identitat dels mutants produits. La Figura 19 il lustra
l'espectre de masses obtingut pel mutant YCit ¢ (A/A7TK/K27M). Els pesos moleculars
determinats per ESI-MS es corresponien en tots els casos amb els esperats (Taula 13).

Com a control també es va mesurar la massa del YCit ¢, préviament expressat al

nostre laboratori.
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Figura 19. Espectre ESI-MS del mutant YCit ¢ (A/A7TK/K27M).
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Taula 13. Masses teoriques 1 experimentals determinades per ESI-MS dels
citocroms ¢ recombinants obtinguts. L’error maxim en les mesures va ser +3
unitats de massa.

Citocrom ¢ Massa teorica  Massa experimental
YCitc 12.666 12.666
YCit c (A) 12.092 12.089
YCit ¢ (A/ATK/K27M) 12.149 12.148
YCit ¢ (A/P25K/K27M) 12.123 12.126
YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M) 12.180 12.180

Es va dur a terme una caracteritzacié més exhaustiva de tots els citocroms
obtinguts emprant técniques de dicroisme circular, espectroscopia d’absorcid
electronica 1 'TH-RMN, la qual va permetre descartar canvis estructurals importants
respecte a la proteiuna salvatge. Els resultats d’aquesta caracteritzacié es recullen en

forma d’Apéndix al final d’aquesta memoria.

1.3. Obtencié de fragments peptidics derivats de citocrom c.

Com ja s’ha esmentat, un dels objectius plantejats consistia en l'obtencié de
derivats de menor entitat molecular a partir de les proteines recombinants
preparades. Amb aquesta finalitat, calia per tant posar a punt un meétode que
permetés generar fragments peptidics que continguessin la sequéncia MN-terminal
d’interés, incloent com a minim els residus 7 1 25 1 el lloc d'uni6é del grup hemo. La
hidrolisi enzimatica requeriria emprar enzims suficientment especifics que no
donessin talls a la regi6 d’interés, pero que fossin suficientment eficients com per
poder obtenir quantitats suficients dels hemopéptids desitjats. Assaigs preliminars
emprant enzims com prolidasa o endoproteinasa Arg- C, que presenten un nombre de
dianes adequat a la regié d’interes, havien donat resultats poc satisfactoris. Per
aquest motiu és que s’havia optat per introduir un residu de Met en posicidé 27 en els
mutants de YCit ¢, que permetria dur a terme la degradacié quimica amb bromur de
cianogen (BrCN) (Gross, 1967; Corradin, 1970).

El BrCN trenca selectivament, en condicions de pH acid que desestructuren la
proteina, ’enlla¢ peptidic en el que intervenen residus de metionina, per generar una
barreja d’homoserina (Hse) i homoserina lactona (Hsl) (Figura 20). També es coneix

que en menor proporcidé actua sobre els residus de cisteina, oxidant-los a acid cisteic
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(Gross, 1967). A la seqiiéncia del YCit ¢ n’hi ha només dos residus d’aquest aminoacid

a les posicions 64 1 80, que no suposaven un problema per als nostres proposits.

L‘ CH,—SCN
S C.I —C=N Br
l‘ug BrCN CH, -
| — / — X
CHy 0 R CHj| 0 R |.H:3 (_I) H
| . .
—NH—CH —(_,—NH—(]JU— —NH— cu—c—r\NU—(_:lu —  —NH—CH—C=NH—CH—

H
He H,
‘}\ R
CH; O HL0 CH; ©

—_— +

I NH—CH—
—  NH—CH—C—0H —NH—CH—(C=0 NHy

Hse | Hsl

Figura 20. Mecanisme de la reacci6 de degradaci6 amb BrCN de I'enllag peptidic Met— X.

Es van dur a terme assaigs per posar a punt la degradacié quimica amb BrCN. Es
van establir les condicions de la reacci6 fent un assaig previ sobre HHCit ¢, el qual, de
forma similar a YCit ¢, conté dos residus de Met a les posicions 65 1 80. D’acord amb la
literatura, es va emprar acid formic 70 % com a dissolvent i una relacié molar
citocrom — BrCN 1:100 (Corradin, 1970). Els resultats observats en fer el seguiment
de la reacci6 per HPLC monitoritzant I'absorcié a 220 nm i 395 nm, posaven de
manifest la formacié de fragments derivats del trencament del citocrom. I’analisi per
espectrometria de masses MALDI-TOF d’aliquotes dels crus a diferents temps de
reacci6 va confirmar que aquesta degradacié s’havia produit especificament als
residus de metionina (Taula 14). Els espectres mostraven com a fragment majoritari
un pic amb una relacié massa/carrega (m/z) de 7.773, que es corresponia amb
I'esperada per al fragment derivat del trencament a la Met 65 (Ac1-65Hse, m/z teoric
7.775). Es detectaren en menor proporcié pics amb m/z 12.356, atribuible a restes de
citocrom sense reaccionar (m/z tedric 12.361), m/z 9.564, compatible amb el fragment
derivat del trencament per la Met 80 amb C-Hse i ' NV-acetil (Ac1-80Hse, m/z teoric
9568), i 7.162, fragment derivat del Ac1-65Hse per pérdua del grup hemo (616 uma).
No es va arribar a observar la desaparicié dels pics corresponents al material de

partida i al fragment derivat del trencament parcial (Ac1-80Hse), fet que es va
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atribuir a l'oxidacié dels residus de metionina al corresponent sulfoxid, que fa que
esdevinguin inactius enfront al BrCN (Gross, 1967). Es per aquesta raé que és

recomanable dur a terme la reaccid sota atmosfera inert.

Taula 14. Masses teoriques 1 determinades per analisi de 1'espectre MALDI-TOF de la
reaccié de degradaci6é del HHCit ¢ amb BrCN. ME] trencament de la uni6 covalent amb
el grup hemo, compatible amb l'aparici6é del pic a m/z 7.162, podria tenir lloc no en el
medi de reacci6 sindé durant el procés de vaporitzacié-ionitzaci6 en el MALDI
(Carraway, 1993). No obstant, laugment a temps de reaccié més llargs (i.e. 50 hores)
de la proporcié d’aquest pic suggeria el contrari. La naturalesa d’aquest trencament no
es va investigar.

Massa teorica Massa experimental

HHCit ¢ 12.361 12.356
Acl1-80Hse 9.568 9.564
Acl-65Hse 7.775 7.773
Ac1-65Hse sense hemo 7.159 7.162

395 nm

(B)

340 380 420 440

385 nm

274 nm

(A)

340 380 420 440

obo” T 7 s ! 15000 © 7 200" 7" asfoo” T T Taoloo” T 7 "asToo 40700 4500

Minuts

Figura 21. Cromatogrames d’'HPLC enregistrats a 395 nm (—) i 220 nm (—)
d’aliquotes a les (A) 4 hores i (B) 23 hores de la reaccié del YCit ¢ (K27M)
processat amb BrCN, 1 espectres dels pics corresponents a tr 7,5 minuts 1 tr 35
minuts.
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La reacci6 amb BrCN es va assajar de forma analoga amb el mutant YCit c
(K27M). El seguiment de la reaccié per HPLC (Figura 21) va mostrar la desaparicié
del pic del citocrom de partida (tz 35 min) i la formacié d’'un pic majoritari que
contenia les absorcions atribuibles al grup hemo (tr 7,5 min). En aturar la reaccié a
les 24 hores 1 abordar la purificacié del cru per HPLC semipreparativa es van obtenir
cromatogrames (Figura 22) que indicaven una complexitat major de la que s’havia
observat anteriorment (Figura 21). Aixo suggeria que el pic amb tr 7,50 minuts estava
en realitat format per la suma de diferents pics, els quals es resolien millor en la
columna semipreparativa 1 amb les noves condicions cromatografiques emprades.
Aixi, en dur a terme la purificacié6 per HPLC semipreparativa es van separar tres
fraccions (Figura 22), corresponents als productes que presentaven un maxim
d’absorci6 cap a 390 nm i que eluien entre 14-18 min (fraccié A), 19-21,5 min (fraccié
B) i 24,5-26 min (fraccié C). Aquestes fraccions, un cop liofilitzades, es van analitzar

per espectrometria de masses MALDI-TOF (Figura 23).

ob T T T s6 T T 0o 50 200 260 300 T 380 400 480 500 85D
Minuts

Figura 22. Perfils de 'HPLC semipreparativa del cru de reaccié YCit ¢ (K27M) amb
BrCN per a un temps de reaccié de 25 hores, a 395 nm (—) i 220nm (). Espectres
enregistrats a tr 15 min(—) (fraccié A), tr 21 min(—) (fraccié B), tr 25 min(—) (fraccié

0.
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Figura 23. Espectres de masses obtinguts per a les fraccions A, B i C separades per
HPLC semipreparativa del cru de reaccié entre YCit ¢ (K27M) i BrCN. Per a cada
espectre es mostra ampliada la regié corresponent al pic principal.

Les fraccions A, B 1 C estaven constituides majoritariament per fragments amb una
relaciéo m/z ~4.100, si bé s’observaven també components minoritaris cap a m/z ~4300,
~6.050 1 ~8.200 (Figura 23). L’ampliacié dels pics principals de cada fraccié va revelar
que en realitat estaven constituits per, almenys, quatre pics solapats, que
aparentment seguien una distribucid, 1 que en el cas de la fraccié A apareixien a m/z
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4.040, 4.068, 4.086 1 4.113, que no es podien interpretar només en base al trencament
dels enllacos Met-X presents al YCit ¢ (K27M) (Taula 15). Les diferéncies entre els
quatre pics, de 28, 18 1 27 unitats de massa, semblaven suggerir que es podrien
atribuir a productes derivats de la formilacié, (+28 uma), dels fragments -5 -27Hse i -5
-27Hsl, o hidrolisi de la lactona (+18 uma).

Taula 15. Masses teoriques dels productes esperats de la degradacié complerta del
mutant YCit ¢ (K27M) amb BrCN. En cada cas s’indica els valor esperat per als
derivats amb lextrem C'terminal en forma d’homoserina (Hse) i homoserinlactona
(HsD.

Massa teorica

-5 - 27Hse / -5 - 27Hsl 4.049/4.031
28 - 64Hse / 28 - 64Hsl 4.104 / 4.086
65 - 80Hse / 65 - 80Hsl 1.840/1.822

81 - 103Hse / 81 - 103Hsl 2.659/2.641

La formacié d’aquests derivats tindria lloc per esterificacid, catalitzada pel medi
acid de la reaccid, de les cadenes laterals dels residus de serina i treonina amb I'acid
formic emprat com a dissolvent (Goodlett, 1990; Duewell, 1998). El mutant YCit c
(K27M) presenta 4 residus de Ser i 9 de Thr, mentre que en els fragments derivats del
trencament per la Met27, hi ha 1 de Ser 1 4 de Thr, a més del grup d’homoserina
terminal en el cas de -5 - 27Hse. El grup fenolic de la tirosina no resulta derivatitzat
en aquestes condicions, aixi com tampoc ho sén els grups a- 1 e-amino o I'imidazole
(Duewell, 1998). Igualment, la formacié d’aquests components al cru de reaccié
explicaria la complexitat observada per HPLC, ja que l'addicié del grup formil
augmenta el caracter hidrofobic dels péptids (Duewell, 1998) incrementant el seu
temps de retencio.

Dels resultats obtinguts amb aquests assaigs d'hidrolisi amb BrCN, es va concloure
que aquest procediment previsiblement permetria dur a terme el trencament dels
mutants que continguessin la mutacié K27M de forma selectiva 1 eficient, en el sentit
de que els péptids derivats de la hidrolisi parcial sén minoritaris respecte el desitjat.
No obstant, seria necessari exercir un control de la reacci6 per tal de minimitzar les
reaccions secundaries. A la bibliografia es descriuen diversos tractaments senzills
posteriors, per exemple incubacié en tampd aquéds a pH 6 1 37 °C durant 30 minuts,
que permetrien obtenir els derivats no formilats dels peptids esterificats resultants de
la reacci6 en acid formic (Goodlett, 1990). D'altra banda, també es descriu la
possibilitat de realitzar la reaccié emprant com a dissolvent acid trifluoroacétic (TFA)

en lloc de formic, evitant aixi la formacié d’aquests ésters (Duewell, 1998).
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1.4. Degradaci6 dels mutants de YCit ¢ amb BrCN en medi de TFA.

Per tal d’evitar la formacié de derivats formilats a les reaccions amb BrCN, es va
repetir la reacci6 amb YCit ¢ (K27M) substituint l'acid formic per TFA com a
dissolvent. Els nous perfils cromatografics van ser molt més nets, indicant la formacié
d’'un tnic producte de reacci6 amb absorcié a 395 nm (Figura 24). La purificacié de
I'hemopeéptid es va dur a terme per HPLC. L’analisi per espectrometria de masses
(ESI-MS) del producte majoritari va donar una relacié m/z de 4029 + 1 uma, atribuible
al fragment HP -5-27Hsl sense cap modificacié addicional (Taula 15).

Igualment, un cop es va disposar de les proteines recombinants obtingudes segons
s’ha descrit a I'apartat 1.2., es va dur a terme la degradacié en aquestes condicions del
mutant YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M), per tal de generar el corresponent hemopéptid.
Inicialment es va abordar només la degradacié d’aquest mutant, donat que era el que
presentava major interés ja que contenia les dues mutacions objecte d’estudi.
L’obtencié dels hemopeptids derivats dels altres mutants es va supeditar als resultats
obtinguts amb aquest, en quant a la seva capacitat per interaccionar amb Apaf-1. Es
va procedir seguint el mateix protocol emprat amb YCit ¢ (K27M), amb el que es va
observar un perfil cromatografic equivalent, amb formacié d’'un tnic producte amb
absorci6 a 395 nm. L’analisi per ESI-MS va confirmar que es tractava de 'hemopeptid
desitjat (HP7K25K 1-27Hsl, m/z = 3541 + 1 uma) amb un grup de homoserina lactona

en el seu extrem C-terminal i sense cap més modificacié addicional (Taula 16).

160
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Figura 24. Cromatogrames enregistrats a 395 (vermell) i 280 nm (negre) per a
I'analisi d'una aliquota del cru de la reaccié de degradacié del YCit ¢ (K27M) amb
BrCN en medi de TFA.
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Taula 16. Masses teoriques per als productes esperats de la degradaci6é complerta del
mutant YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M) amb BrCN. En cada cas s’'indiquen els valors
esperats per als derivats amb lextrem C‘terminal en forma dhomoserina 1

homoserinlactona.
Massa teorica
1-27Hse/1- 27Hsl 3.559/ 3.541
28 - 64Hse / 28 - 64Hsl 4.104 / 4.086
65 - 80Hse / 65 - 80Hsl 1.840/ 1.822
81 - 103Hse / 81 - 103Hsl 2.659/2.641

El coeficient d’extinci6 molar, determinat emprant el métode de ’hemocrom

(Antonini, 1964), va ser de £%7= 111 mMlcm™.

1.5. Caracteritzaci6 dels hemopéptids per dicroisme circular.

Per tal de determinar l'estructura secundaria dels hemopeéptids HP -5-27Hsl 1
HP7K25K 1-27Hsl, generats per degradacié amb BrCN de YCit ¢ (K27M) i YCit ¢
(A/ATK/P25K/K27M), respectivament, es van enregistrar els corresponents espectres
de dicroisme circular (DC).

En incidir un feix de llum polaritzada linearment sobre una mostra quiral, la llum
transmesa passa a estar polaritzada el lipticament. Aquest fenomen es pot quantificar
mesurant el lipticitat per donar els espectres de DC (Purdie, 1990). En el cas dels
péptids 1 proteines, el lipticitat depén de l'orientacid relativa dels enllagos amida; per
tant l'espectre de dicroisme circular depen de l'estructura secundaria present a la
proteina 1 permet detectar-ne canvis en la mateixa.

Es van enregistrar els espectres dels hemopéptids en tampé fosfat 1 amb
percentatges creixents de trifluoroetanol (TFE). Aquest dissolvent és conegut com a
inductor i estabilitzador d’estructura secundaria (Sakamaoto, 1997; Zhou, 1992). Els
péptids de mida intermitja amb una tendéncia intrinseca per adoptar conformacions
helicoidals en medi aqués sovint mostren un gran increment de l’el.lipticitat com a
resultat de I'addici6 de certs alcohols, entre els quals el TFE es mostra com un dels
més eficients, tot 1 que el mecanisme pel qual afavoreix I'a-el.lipticitat és incert. Aixi,
la titracié amb TFE permet avaluar aquesta tendéncia (Cammers-Goodwin, 1996). Els

resultats d’aquestes titracions es mostren a les figures 25 1 26.
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Bidez*cm 3 Sm ol)10ES

 frm)

Figura 25. Espectres de DC de 'HP -5-27Hsl enregistrat en preséncia de (—) 0, (—) 40,
(—) 60, (—) 801 (—) 100 % TFE.
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Figura 26. Espectres de DC de THP7K25K 1-27Hsl enregistrat en preséncia de (—) 0,
(—) 40, (—) 60, (—) 801 (—) 90 % TFE.

Els espectres de DC enregistrats per als dos hemopéptids en solucié aquosa soén
compatibles amb especies essencialment desestructurades, de tipus cabdell estadistic.
I’addici6 de proporcions creixents de TFE indueix l'aparicié de bandes d’el.lipticitat
molar a ~208 nm 1 222 nm, caracteristiques de conformacions de tipus o-helix. Les
restriccions conformacionals introduides per la preséncia del grup hemo podrien
contribuir a estabilitzar aquestes conformacions més rigides, degut a l’existéncia
d’interaccions entre el péptid i el grup prostétic (Arnold, 1997; Sakamoto, 1997). De
fet, és conegut que en hemopéptids similars, els grups funcionals del péptid poden
actuar com a lligands intra o intermoleculars de I'atom metallic del grup hemo

(Adams, 1996).
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2. OBTENCIO DE CONSTRUCCIONS DERIVADES
D’APAF-1-XL: APAF-CARD-NOD/CED4 I APAF-WDR.

2.1. Introduccid

Estudis preliminars duts a terme pel grup col.laborador del Dr. E. Pérez Paya
(Malet 2004) per a la produccié d’Apaf-1-XL emprant un sistema d’expressié basat en
baculovirus, havien posat de manifest la considerable dificultat que comportava
I'obtencié de 'esmentada proteina en forma funcional 1 en suficient quantitat per dur
a terme la reconstitucié de I'apoptosoma in vitro i realitzar assaigs de cribratge de
biblioteques de molécules organiques amb l'objectiu d’identificar moduladors de
Papoptosi. Tanmateix, aix0 suposava també una limitacié per a la realitzacié dels
estudis plantejats amb els mutants de YCit ¢ 1 hemopeptids derivats que s’havien
proposat en el context d’aquesta tesi.

Per aquest motiu, es va considerar explorar 'obtencié de construccions derivades
d’Apaf-1 que poguessin expressar-se de forma eficient 1 funcional en bacteri. En
aquest sentit, a la literatura s’havia reportat la expressié6 en F. coli de diverses
construccions d’Apaf-1, sovint corresponents a alguns dels dominis principals de la
proteina. En concret, Lauber i col. reportaven l'expressié en E. coli BL21(DE3) dels
mutants de delecié 1-540 1 20-540 d’Apaf-1-S, en els que s’havia eliminat el domini
WDR, clonats en el vector d’expressié bacteriana pET15b (Lauber, 2001). Préviament,
Zou 1 col. ja havien descrit la clonacid i expressié del fragment que comprenia els
aminoacids 10-254 de I'’Apaf-1-S a pET15b (Zou, 1997). Igualment, Srinivasula i col.
van clonar en pET21b i expressar diversos mutants d’Apaf-1-S, entre els que es
trobaven els fragments 1-530 1 530-1194, corresponents a la regié MN-terminal, que
inclou els dominis CARD 1 NOD/CED4, i la regié6 Cterminal, que conté el domini
WDR (Srinivasula, 1998), mentre que Adrain i col. havien reportat la expressi6 de
construccions derivades dels dominis CARD i NOD/CED4 fusionades a GST en F. coli
DH50 (Adrain, 1999). D’altra banda, el grup de G. Nufiez havia reportat també
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Pexpressié de construccions similars, si bé en aquest cas emprant cultius de cél lules
de ronyé (Hu, 1998a, 1998b, 1999).

Basant-nos en aquests antecedents, varem proposar-nos dur a terme l'obtencié de
dues construccions similars a les reportades en el treball de Srinivasula 1 col. pero en
el nostre cas derivades de Apaf-1-XL,, la isoforma que com ja s’ha indicat a la
Introduccié6 General conté dues insercions, entre els dominis CARD 1 NOD/CED4 1 en
el domini WDR (Figura 27), i que es la més eficient en promoure l'activacié de PC-9 i
iniciar I'apoptosi. La primera d’aquestes construccions inclouria els dominis CARD 1
NOD/CED4, mentre que la segona inclouria el domini WDR, postulat com a
responsable de la interaccié amb citocrom c.

Disposar d’aquests dominis de forma independent permetria aprofundir en I'estudi
del paper de cadascun d’ells en la interacci6 amb Cit ¢ 1 amb altres molécules amb
capacitat per modular la formacié de I'apoptosoma, i1 alhora determinar les
caracteristiques fisico-quimiques d’aquestes interaccions.

Tal com mostra la Figura 27, els dominis CARD 1 NOD/CED4 d’Apaf-1-XL
s’estenen entre els residus 1-423, mentre que el WDR compren els residus 612-1248.
Totes dues regions estan unides per un fragment de gairebé 200 residus de llargada
que s’havia postulat com a important, encara que no imprescindible, per a la
autoassociacio 1 activacié de PC-9. Aixi, variants d’Apaf-1-S que comprenen els residus
1-5591 1-455 (Hu, 1998a) o 1-530 i 1-420 (Srinivasula, 1998), s’havien mostrat capaces
d’activar PC-9 de forma constitutiva, és a dir, independentment de Cit ¢ 1 JATP/ATP.
D’altra banda, s’havia demostrat la capacitat d’autoassociacié i induccié d’apoptosi per
a una variant d’Apaf-1-S que comprenia els residus 1-601 (Adrain, 1999).
Observacions similars s’havien reportat per a una variant d’Apaf-1-XL. que compren
els residus 1-570 (Hu, 1999). Alhora, shavia reportat la capacitat de construccions
que contenien el domini WDR, comprenent els residus 530-1194 (Srinivasula, 1998) o
468-1194 (Hu, 1998a) d’Apaf-1-S o els residus 479-1248 d’Apaf-1-XL (Hu, 1999), per
inhibir la autoassociacié i1 l'activacié de PC-9 promoguda per les construccions N

terminals (Srinivasula, 1998; Hu, 1998; Adrain, 1999).

1 98 412 601 1194
APAF-1'8
811
1 423 612 1248
APAP-IXL

(+11) (+43)

Figura 27. Comparaci6 de les isoformes d’Apaf-1, Apaf-1-S 1 Apaf-1-XL.
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TTTGTCTGTCACCAGGGTACAGTACTTTCTTGTGACATTTCTCACGATGCTACCAAGTTTTCATCTACCTCTGCTGACAAGACTGCAAAGATCTGGAGTTTTGATCTCCTTTTGCCACTT

HELWRGHNSGT CVRTCSAFSVDSTLILATSGHDT DNGETIRIWNVSNGE
CATGAATTGAGGGGCCACAACGGCTGTGTGCGCTGCTCTGCCTTCTCTGTGGACAGTACCCTGCTGGCAACGGGAGATGACAATGGAGAAATCAGGATATGGAATGTCTCAAACGGTGAG

L LHLCAPWLSEEG GAATHS GG GWYVYTHDWLT CFSU®PDG GI KMMLTI SAGSGY I K
CTTCTTCATTTGTGTGCTCCGCTTTCAGAAGAAGGAGCTGCTACCCATGGAGGCTGGGTGACTGACCTTTGCTTTTCTCCAGATGGCAAAATGCTTATCTCTGCTGGAGGATATATTAAG

W WwWNV VvV TGESSQTFYTNGTNILI KI KI HVSPDFIKTYVTVDNTLG.I
TGGTGGAACGTTGTCACTGGGGAATCCTCACAGACCTTCTACACAAATGGAACCAATCTTAAGAAAATACACGTGTCCCCTGACTTCAAAACATATGTGACTGTGGATAATCTTGGTATT

LY I L QT L E #
TTATATATTTTACAGACTTTAGAATAA

Figura 28. Seqiiéncia del gen d’Apaf-1-XL 1 corresponent seqiiencia peptidica. Els
colors emprats a aquesta darrera corresponen als emprats a la Figura 1.

2.2. Clonacié dels dominis CARD-NOD/CED4 i WDR en vectors d’expressio

bacteriana.

Per a T'obtencié d’aquestes construccions es va partir d'un plasmidi que contenia el

gen d’Apaf-1-XL clonat al vector d’expressié eucariota pcDNA3, el qual va ser facilitat

pel laboratori del Dr. E. Pérez Paya. Per a la clonacié 1 expressié en bacteri,
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inicialment es va decidir emprar el vector pET15b, el qual introdueix un fragment
d’'uns 20 residus (segons les dianes de restriccié emprades durant la clonacié) a
lextrem MN-terminal de les proteines que s’expressen. Dintre d’aquest fragment es
troba una sequéncia de 6 histidines que facilitaria la posterior purificaci6 de la
proteina per cromatografia d’afinitat. A més presenta una diana per trombina que
permetria la seva escissid, si fos necessaria. També cal destacar que el gen es troba
sota control del promotor induible /adl'7, que permet regular 'expressié de la proteina
d’interés mitjancant la induccié amb IPTG, 1 que permet la seleccié per addici6
d’ampicil.lina o neomicina. Finalment, la clonacié a aquest vector requeria la insercié
de les dianes Ndel, Xhol o BamHI a posicions adients de la seqiiencia d’Apaf-1-XL.

En analitzar la seqiiéncia del gen d’Apaf-1-XL (Figura 28) es va decidir emprar una
estratégia de clonatge basada en la introduccié per mutagenesi dirigida de dianes
Ndel 1 BamHI als extrems 5’ 1 3’ de la seqliéencia del gen. Per altra banda, donat que
els antecedents anteriorment esmentats suggerien que la funcié de les construccions
N-1 Crterminals no depenia de forma molt important de la localitzacié del punt de tall
a la seqiiéncia d’Apaf-1, sempre 1 quan aquest es trobés en la regié del linker, es va
decidir introduir també un codé de stop seguit d’'una diana Xhol entre les posicions
1741-1749 del gen d’Apaf-1-XL, de manera que en clonar el fragment Ndel — Xhol
s’hauria d’obtenir la sequiéncia codificant dels residus 1-580, mentre que en clonar el
fragment Xhol — BamHI s’obtindria la seqiiéncia codificant dels residus 582 — 1248 de
la proteina.

D’acord amb aixo, mitjangant un protocol convencional de mutagenesi dirigida es
va obtenir el plasmidi pcDNA3(Apaf-X) que incorporava el gen d’Apaf-1-XL amb el
codd de stop i la diana Xhol. A partir d’aquest, mitjancant una reaccié de PCR per
amplificar el gen d’Apaf-1, emprant dos encebadors que contenien les mutacions
adequades per introduir les dianes Ndel 1 BamHI als seus extrems 5 1 3’, es va
obtenir el fragment ApafXL(N/X/B)2, que conté el gen d’Apaf-1-XL modificat amb el
codé de stop i la diana Xhol addicionals, aixi com una diana Ndel just abans del codé
d’inici i una diana BamHI després del segon codé de stop (Figura 29).

Diferents intents per tal de clonar els fragments obtinguts per digesti
d’ApafXL(N/X/B)2 amb Ndel-Xhol o Xhol-BamHI al vector pET15b van resultar sense
exit. Aix0 es va atribuir en part a la inestabilitat de TADN durant les manipulacions
per purificar-lo (ie. desfosforilacié no desitjada dels extrems cohesius), la baixa
eficiéncia de les reaccions de lligacid, 1 les dificultats derivades de transformar les

soques JM109 o Sure d’E.coli amb plasmidis que contenen sequéncies d’ADN
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eucariota riques en fragments repetitius o inestables (Trinh, 1994). Per aquest motiu
va ser necessarli minimitzar la manipulacié de les mostres un cop realizades les
digestions amb els enzims de restriccié i emprar una soca d’£. coli, la Stbl2, adequada
per a la clonacié d’insercions inestables o repetitives, com era el cas de la seqiiéncia
corresponent al domini WDR de T'Apaf-1-XL, 1 que havia estat emprada préviament
per a la clonacié de diverses construccions d’Apaf-1 (Benedict, 2000; Malet, 2004).
D’aquesta manera es va aconseguir obtenir la construcci6 pET(Apaf-582-1248), no

obstant, els intents per obtenir la construccié pET(Apaf-1-580) van resultar

infructuosos.
Slar Stop Stant Stoplxhol Stop
Apaf-1-XL
Mutagénesi .
pcDNAS3(Apaf) prApaf(Sopx] * | pcDNA3{Apaf-X)
prapafit+d)se
prapaf(Stop/Blase SR
Start MNdelf*holiBamH| ¥
M/EHHiS Mdel/Start Stoplixhol StopiBamH|
(I
[ pET15b J h d
ApafXL{N/X/B)2

13 Ndel + Xhol
2illigasa T4

11 #hol + BamH|
2illigasa T4

Starf. MNdel  Stopfxhol Start. #hol Stop/BamH|

pET{Apaf-582-
1248)

pET{Apaf-1-580)

Figura 29. Estratégia emprada per a 'obtencié dels plasmidis pET(Apaf-1-580) i
pET(Apaf-582-1248).

Degut als problemes esmentats 1 al fet que, com es veura més endavant, ’expressio

de la construccié pET(Apaf-582-1248) va tenir lloc en forma de cossos d’'inclusié, a
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partir dels quals l'obtencié de proteina soluble 1 funcional va resultar tediosa 1
problematica, es va decidir emprar una estratégia alternativa de clonatge per a la
construcci6 corresponent als dominis CARD-NOD/CED4 emprant el vector pGEX-6P1.

Els vectors pGEX permeten l'expressié a £.coli de proteines de fusié amb glutatié-
S-transferasa (GST), que en el cas de pGEX-6-P1 s’addiciona a 'extrem N-terminal de
la proteina d’interés. Aquesta pot actuar com una xaperona creant un entorn que
facilitaria el correcte plegament de la proteina, minimitzant aixi la formaci6 de cossos
d’'inclusié. En aquest sentit, ja s’havia descrit a la literatura la clonacié 1 expressié
com a proteines de fusié a GST, del domini CARD 1 d’altres construccions derivades
d’Apaf-1-S (Zhou, 1999; Day, 1999; Adrain, 1999). L’expressié al sistema pGEX esta
sota control del promotor tac, que és induible per IPTG. Aquests vectors contenen
1igualment el gen /Jacle. El producte d’aquest és una proteina repressora que s’'uneix a
la regi6 operadora del promotor tac, impedint I'expressié fins el moment de la induccid
amb IPTG, el que permet dur a terme un estricte control sobre 'expressié6 de TADN
clonat. D’altra banda, el vector pGEX-6P1 conté una diana per a I'enzim PreScission
Protease (Amesham Biosciences), proteina de fusi6 de GST i la proteasa de
Rhinovirus huma tipus 14 3C que reconeix especificament la seqiiéncia d’aminoacids
Leu-Glu-Val-Leu-Phe-Gln/Gly-Pro, tallant entre els residus de Gln 1 Gly. Donat que
aquesta proteasa es activa inclids a baixa temperatura, es pot dur a terme la
eliminacié de la GST de la proteina d’interes fent la digestié a 5°C, el que minimitza la
degradacié de la proteina d’interés. Addicionalment la PreScission Protease és una
proteina de fusi6 també amb GST, el que permet una senzilla separacié de la mescla
de reacci6 un cop finalitzada la digestié.

Donat que les dianes de restriccié disponibles en pGEX-6P1 no sén les mateixes
que les que es troben a pET15b, va ser necessari dur a terme de nou una etapa de
mutagénesi per introduir les dianes adequades a la seqiiéncia d’Apaf-1-XL. Aixi, es va
decidir abordar el clonatge del fragment compres entre els residus 1-570, que havia
estat préviament reportat a la literatura (Hu, 1998a, 1999), entre les dianes BamHI i
EcoRI del vector pGEX-6P1. La seqiiéncia d’Apaf-1-XL conté també una diana EcoRI,
pero a una posicidé posterior a on es volia introduir la nova, i per tant no afectava
lexpressi6 del fragment MN-terminal d’interés. D’acord amb aixd, emprant un esquema
de clonatge similar a 'emprat anteriorment (Figura 30), es va obtenir el plasmidi
pGEX6(1-570), que conté els dos dominis dinterés, CARD i NOD/CED4, de la
sequéncia d’Apaf-1-XL.
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Figura 30. Estratégia emprada per a 'obtencié del plasmidi pGEX6(Apaf-1-570).

2.3. Obtencio de les variants truncades derivades d’Apaf-1-XL.
2.3.1. Purificacié de proteines expressades com a cossos d’inclusié.

En general, I'obtencié de proteines recombinants en forma soluble i bioldogicament
activa emprant sistemes d’expressié en FK.coll, representa encara un problema no
resolt (Carri6, 2002). En molts casos, els alts nivells d’expressié que s’assoleixen amb
aquests sistemes porten a l'acumulacié d’agregats insolubles de proteina inactiva,
anomenats cossos d’inclusi6. Shan assajat diferents metodes per tal de maximitzar
Pexpressié en forma soluble de la proteina, com per exemple controlant certs
parametres de creixement del cultiu cel.lular per tal d’alentir 'expressié. Aixi, es pot
disminuir la temperatura de creixement de 37 °C fins a 20 °C-30 °C, o alterar les
condicions d’induccié (Garcia-Junceda, 1995; Saxena, 1996; Sprague, 2000; Bjorndal,

2003). En general, la induccié a baixes densitats cel.lulars del cultiu (ODes00=0,5),
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resulta en més alts rendiments de l'expressié de la proteina en forma soluble. No
obstant, en alguns casos, resulta beneficiés créixer les cel.lules fins a una densitat
més elevada (ODeoo > 1), i dur a terme una induccié més curta o disminuir la
concentracié d'IPTG emprada per a la induccié. D’aquesta manera el rendiment de
Pexpressié pot ser inferior, perd augmenta 'expressié de la proteina en forma soluble.
No obstant, I'expressié en forma de cossos d’inclusié presenta certs avantatges. D’'una
banda, els nivells d’expressié poden ser molt alts i1 les proteines que constitueixen
aquests agregats estan protegides front la degradacié proteolitica pels enzims de la
cel.lula hoste. D’altra banda, els cossos d’'inclusié poden ser facilment separats de la
resta de proteines solubles de la céel.lula per centrifugacid, reduint el nombre d’etapes
de separaci6 requerides durant la purificacié del producte desitjat. Addicionalment, si
el producte d’expressio és toxic per a la cél.lula hoste, la formaci6 dels cossos d'inclusié
inactius pot incrementar la viabilitat de les cél.lules, i per tant el rendiment de
Pexpressié de la proteina d’interés.

El desavantatge principal de l'expressié de proteines heterologues en forma de
cossos d’inclusié és la recuperacié de la proteina soluble, correctament plegada i
activa, a partir dels agregats de proteina inactiva i insoluble (Li et al., 2004).
Generalment, un primer pas consisteix en la solubilitzacié dels agregats de proteina
en un tampo6 que contingui agents caotropics per a continuacié procedir al plegament
in vitro de la proteina (Mukhopadhyay, 1997; de Bernardez Clark, 1999). Els agents
emprats habitualment per a la solubilitzacié sén urea 6-8 M, el clorur de guanidini 6-
7 M, i detergents ionics forts (Tsumoto, 2003). Igualment, els cossos d’inclusié solen
contenir enllagos disulfur, que redueixen la solubilitat en abséncia d’agents reductors
com el ditiotreitol (DTT), ditioeritrol (DTE) o 2-mercaptoetanol. L’addicié d’aquests
tiols en combinacié amb els agents caotropics permet la reduccié dels enllacos disulfur
per bescanvi del tiol que forma l'enlla¢ disulfur (Mukhopadhyay, 1997; de Bernardez
Clark, 1999). El plegament de les proteines ve determinat per un equilibri entre les
estructures plegades, rigides 1 compactes, 1 la flexibilitat de les estructures
desplegades. El plegament en una estructura correcta competeix amb el plegament
incorrecte 1 'agregacié. Per manipular aquest equilibri s’ha tenir en compte la forma
en que els agents desnaturalitzants sén eliminats del medi 1 el temps que els
intermediaris de plegament estan exposats a concentracions intermitges d’aquells.
Existeixen tres estrategies principals per abordar el procés de renaturalitzacié. D’'una
banda el model de diluci6 de la proteina solubilitzada directament al tampd de

renaturalitzacié. En aquest cas es tracta de controlar la concentracié de la proteina
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per prevenir-ne l'agregacié. Una altra possibilitat és el bescanvi de dissolvent per
dialisi o cromatografia d’exclusié molecular. Finalment, una tercera aproximaci6 seria
Iadsorcié reversible de la proteina desnaturalitzada a un suport solid, per exemple un
suport cromatografic, 1 posterior eliminacié de l'agent desnaturalitzant. D’aquesta
manera s’impedeix la difusi6 d'unes molécules cap a d’altres quan es troben
parcialment plegades 1 es dificulta I'agregacié. Aquesta estrategia es util quan la
proteina desitjada s’expressa amb una cua d’His, la qual manté la seva capacitat
d’'unié als cations metal.lics presents als suports emprats per cromatografia d’afinitat
en preséncia d’agents desnaturalitzants (Li et al., 2004). Igualment, es poden
addicionar petites molécules, anomenades xaperones quimiques, capaces de facilitar
el plegament, en estabilitzar les proteines o augmentar-ne la solubilitat (Tsumoto et
al., 2003). Entre aquests reactius es troben la L-Arg, el polietilenglicol, o inclds
anticossos monoclonals (Nygren et al.,, 1994). Alternativament la proteina pot
dissenyar-se per tal de facilitar el plegament. En aquest sentit, en certes ocasions es
pot afavorir Iexpressié en forma soluble fusionant la proteina amb tendéncia a
l'agregacié a una proteina soluble, com la glutatié S-transferasa (GST), la proteina
d’'unié a maltosa (MBP) o la tioredoxina (TRX). La preséncia de la proteina soluble,
segrestaria els intermediaris de plegament de la proteina d’intereés, impedint-ne la
seva interaccié i per tant la formaci6 d’agregats, 1 facilitant 'adopcié de la conformacié
nativa. La MBP s’ha mostrat com la més efectiva en aquest sentit (Kapust, 1999;
Braun, 2002), no obstant, la purificacié emprant un sistema basat en la GST és més

eficac, donada l'elevada afinitat de la GST pel glutatié (Nygren, 1994).

2.3.2. Obtencié d’Apaf-1-XL(582-1248).

Per a 'obtencié de la proteina recombinant Apaf-1-XL-(583-1248), es van fer cultius
en la soca d’E.coli BL21(DE3), emprada a la literatura per a I'expressié de diverses
construccions d’Apaf-1 (Srinivasula, 1998; Qin, 1999; Lauber, 2001; Zou 1997).
Inicialment, es van fer proves d’expressié emprant diferents temperatures (30 o 37 °C)
i temps d’induccié (2 o 4 hrs). En analitzar aliquotes dels cultius cel.lulars per
electroforesi, es va detectar una banda de proteina sobreexpresada amb un
desplacament electroforetic lleugerament menor que el de la BSA emprada com a
patré (67 KDa), que era compatible amb la mida esperada (77,5 KDa) per a la
construccié Apaf-1-XL(582-1248) amb la fusié de 21 residus provenints del vector
pET15b. No obstant, no es van observar diferencies substancials als nivells

d’expressié entre unes condicions i les altres (Figura 31). A més, en dur a terme la lisi
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cel.lular i fer la separacié de les fraccions soluble 1 insoluble, es va confirmar que la
proteina d’interes s’expressava en tots els casos en forma de cossos d’inclusié, donat

que només es trobava a la fraccié insoluble (Figura 31).

BSA 1 2 3 “ BSA 5 6

Figura 31. Esquerra: Electroforesi SDS-PAGE d’aliquotes de cultius cel.lulars
d’E.coli BL21(DE3) transformats amb pET(Apaf-582-1248), i induits amb IPTG 1
mM a temperatures de 37°C (113)030°C (2i4)idurant2h (112 o4h (314).
Dreta: Electroforesi SDS-Page d’aliquotes corresponents a la fraccié soluble (5) i
insoluble (6), provenints del lisat d'un cultiu d’£.co/i BL21(DE3), transformat amb
pET(Apaf-582-1248) i induit amb IPTG 1 mM a 37 °C durant 2 h. La BSA es va
emprar com a referéncia de pes molecular (67 KDa).

Es van fer assaigs addicionals per intentar expressar la proteina en forma soluble
reduint la concentracié d'inductor 1 la temperatura a la que es realitzava I'expressio.
No obstant, tal com mostra la Figura 32, els resultats van ser els mateixos: la banda

de proteina sobreexpressada es trobava sempre a la fraccié insoluble.

BSA1 2 3 4 5 6 BSA 7 8 9 10 11 12

Figura 32. Electroforesi SDS-PAGE d’aliquotes de les fraccions soluble (1-6) i
insoluble (7-12) provenints de cultius d’E.coli BL21(DE3) transformats amb
pET(582-1248) i induits a 25 °C durant 2 h amb IPTG 0,05 mM (1, 7), 0,1 mM (2.
8), 0,3 mM (3, 9), 0,5 mM (4, 10), 0,7 mM (5, 11), i 1 mM (6, 12). La BSA es va
emprar com a referéncia de pes molecular (67 KDa).

Davant Paparent impossibilitat d’obtenir la proteina en forma soluble, 1 donat que

I'analisi de la fraccié insoluble indicava la preséncia d’altres components a més de la
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banda d’interes, es va decidir abordar un procediment de purificacié basat en la
solubilitzaci6 per efecte d’agents desnaturalitzants, cromatografia d’afinitat 1
posterior renaturalitzacié de la proteina.

Es van fer diferents assaigs per tal de determinar les millors condicions per
solubilitzar les fraccions insolubles 1 dur a terme la cromatografia d’afinitat. Aixi es
van provar diferents composicions dels tampons (Tris-HCl o PBS), amb o sense
detergent (Triton X-100) i amb diferents agents caotropics (hidroclorur de guanidini o
urea), per aconseguir la solubilitzaci6. Els millors resultats en quant a la
solubilitzacié6 de la major part de les fraccions insolubles es van obtenir emprant
tampé PBS amb 6M d'urea. Amb aquestes solucions es van realitzar assaigs de
purificacié emprant una columna de Ni-sefarosa, que en principi només hauria de
retenir les proteines capaces d’establir una forta interaccié amb el metall, com era el
cas de la nostra construccid que contenia una cua amb 6 histidines. L’elucidé es
realitzava en condicions desnaturalitzants, emprant tampons PBS amb 6M d’urea que
contenien una concentracié creixent d’imidazole (5-700 mM). No obstant, en analitzar
per electroforesi les fraccions eluides de la columna, es va observar que si bé la banda
d’interés només es trobava a les fraccions corresponents a l'etapa d’elucié (Ze. no a les
corresponents a l'etapa de rentat), el qual indicava que la proteina era retinguda tal
com s’esperava, junt amb ella coeluien altres proteines, en general de menor pes
molecular. Aquest resultat es reproduia encara que es variessin les condicions d’elucid
emprant concentracions més elevades dimidazole durant l'etapa de rentat o
s’'empressin gradients més suaus durant 'etapa d’elucid, i també quan es van emprar
diferents tipus de columna d’afinitat (HiTrap Chelating HP vs. HisTrap HP, ambdues
d’Amersham Biosciences). Intents de separacié mitjancant cromatografia de bescanvi
anionic van resultar també ineficacos per eliminar aquestes bandes de menor pes
molecular.

Tot 1 que no es podia descartar la possibilitat que es produissin interaccions
inespecifiques entre la matriu de les columnes 1 components proteics d’origen bacteria
que haguessin co-precipitat amb la proteina d’'interés 1 que no s’haguessin pogut
eliminar préviament amb els rentats de les fraccions insolubles, va semblar molt més
probable que aquestes corresponguessin a fragments que contenien la cua de
histidines, que s’haurien originat per degradacié de la proteina d’interés, o bé a
proteines que interaccionessin fortament amb aquesta. En aquest sentit, cal destacar
que el fragment 582-1249 derivat d’Apaf-1-XL conté 27 residus de cisteina, els quals si

la proteina no es troba correctament plegada, podrien estar exposats 1 a l'abast
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d’altres proteines presents a la matriu cel.lular amb les quals podrien formar unions
covalents de tipus pont disulfur. Si aquest fos el cas, aquestes proteines contribuirien
a la formacié d’agregats insolubles 1 no es podrien separar de la proteina d’interes a
menys que s’empressin condicions reductores per tal de trencar aquestes unions.
D’acord amb aixd es va modificar el protocol emprat per dissoldre les fraccions
insolubles separades després de fer la lisi cel.lular, de manera que al tampé PBS amb
6 M d'urea s’hi va afegir 5 mM de DTT com a agent reductor que hauria de trencar els
possibles ponts disulfur. Aquest reductor es va mantenir al llarg de tot el procés
cromatografic amb la columna d’afinitat. La Figura 33 mostra el perfil cromatografic
obtingut en aquestes condicions, aixi com l'analisi per electroforesi de les fraccions

corresponents als dos pics principals que se separen durant la cromatografia.

;m

A

Figura 33. Cromatograma enregistrat (Abs2®9) durant la purificacié per
cromatografia d’afinitat d'una dissolucié de la proteina Apaf-1-XL(583-1248)
emprant tampons que contenien urea 6 M 1 DTT 5 mM i analisi per electroforesi
SDS-PAGE de les fraccions corresponents a les etapes de rentat (A) i d’elucié (B).
La BSA es va emprar com a referéncia de pes molecular (67 KDa).

Com es pot observar, les fraccions recollides durant I'etapa de rentat no contenen
gairebé gens de la banda d’interés, mentre que les que es van recollir durant la etapa
d’eluci6 presenten com a banda més intensa l'atribuida a la proteina d’'interes. Intents
addicionals de purificacié d’aquestes fraccions per cromatografia d’exclusié molecular
emprant columnes empaquetades amb Superdex 200, que presenta un marge optim de
separaci6 per a proteines entre 10 1 600 KDa, no van contribuir a millorar
sensiblement la puresa de la banda esmentada.

Tot 1 que la proteina obtinguda no era completament pura, es va continuar
endavant amb el procés de renaturalitzacié. Amb aquest objectiu es va assajar un
protocol de dialisi per tal d’anar eliminant progressivament 'agent desnaturalitzant i
permetre la renaturalitzacié lenta de la proteina. Assaigs realitzats en els que es
passava del tamp6é amb 6 M d’'urea a tampd sense urea en només 2-3 etapes de dialisi,

en preséncia o no d’arginina (500 mM), aminoacid que afavoreix el plegament i la
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solubilitzacié de proteines expressades en forma insoluble (de Bernardez Clark, 1999),
van donar lloc al repartiment de la proteina d’interes entre una fraccié soluble 1 una

fracci6 insoluble (Figura 34).

BSA 1 2

of:
o

Figura 34. Electroforesi SDS-PAGE de les fraccions soluble (1) i insoluble (2)
obtingudes després d’eliminar completament 'agent desnaturalizant, provenint de
letapa de cromatografia d’afinitat, per dialisi contra PBS.

Les millors condicions per recuperar la major part de la proteina a la fraccid
soluble es van obtenir en realitzar una disminucié de la concentracié d’'urea de forma

molt gradual, emprant un elevat nombre d’etapes de dialisi, tal com s’esquematitza a

la Figura 35.

20mM NaPi 20mM NaPi 20mM NaPi 20mM NaPi
100mM NaCl 100mM NaCl 100mM NaCl 100mM NaCl
5h, 4°C 5h, 4°C O/N, 4°C 5h, 4°C
5mM DTT 5mM DTT 5mM DTT 5mM DTT
4M urea 3M urea
6M urea 5M urea
20mM NaPi 20mM NaPi
100mM NaCl 100mM NaCl 20mM NaPi 20mM NaPi
5h, 4°C O/N, 4°C 100mM NaCl 5h, 4°C
5mM DTT 5mM DTT 100mM NaCl
2M urea 1M urea 5mM DTT

Figura 35. Esquema de dialisi emprat per reduir lentament la concentracié d'urea
de les mostres provenints de 'etapa de purificacid per cromatografia d’afinitat.

La migracié lenta des de condicions desnaturalitzants fins a condicions que es
poden considerar properes a les fisiologiques, afavoriria el plegament correcte de la
proteina, donant-li prou temps per anar adoptant la conformacié nativa. Les
condicions reductores es van mantenir fins a la darrera etapa, en que idealment la

proteina ja hauria arribat a adoptar aquesta conformacid, de manera que s’afavoriria
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la formaci6 de ponts disulfur intramoleculars que estabilitzarien aquesta conformacio,

enfront dels intermoleculars que afavoririen la formacié d’agregats insolubles.

2.3.3. Obtenci6 d’Apaf-1-XL(1-570).

Tal com s’havia fet en el cas de la construccié C'terminal, en primer lloc es van
determinar les condicions d’induccié 1 expressié que permetien maximitzar 'obtencid
de la proteina en forma soluble. Amb aquest objectiu es van realitzar cultius de
céllules d’E. coli BL21(DE3) que havien estat transformades amb pGEX6(Apaf-1-
570), i es van induir emprant diferents concentracions dTPTG a 30 i 37 °C. L’analisi
per electroforesi SDS-PAGE va mostrar I'aparicié d'una banda principal entre els
marcadors de pes moleculars de 66 1 97 KDa, que podia correspondre a la proteina
d’interés fusionada a GST (91 KDa) (Figura 36). Els majors nivells d’expressié es van

observar per als cultius induits amb 0,5 mM d’IPTG a 37 °C.

1.2 3 4 5 6 7 8 9

45kDa Ml

Figura 36. Electroforesi SDS-Page d’aliquotes dels pél.lets cel.lulars obtinguts a
partir de cultius d’E.coli BL21(DE3) transformats amb pGEX6(Apaf-1-570), i
induits a 30 °C (2-5) o 37 °C (6-9), amb IPTG 0,05 mM (21 6), 0,1 mM (81 17), 0,5
mM (418),01lmM (519). 1 correspon al marcador de pes molecular. La banda
corresponent a la proteina desitjada es destaca amb una fletxa.

Donat que en aquest cas la proteina d’interes es trobava fusionada a GST, els lisats
cel.lulars no es van sotmetre a condicions desnaturalitzants. No obstant, donat que,
com abans, el fragment 1-570 clonat conte 14 residus de cisteina 1 es podia esperar
una tendéncia a l'agregacié (Adrain, 1999), es van emprar tampons que contenien
Trité X-100 i1 DTT per tal de minimitzar la formacié d’agregats. Tot 1 aixi es va poder
constatar que una bona part de la proteina es trobava a la fraccié insoluble obtinguda
dels lisats cellulars (Figura 37). La fracci6 soluble es va incubar amb glutatié-
sefarosa a baixa temperatura per tal d’extreure la proteina fusionada a GST. Un cop

rentada, la resina es va tractar amb la proteasa (PreScission protease, Amersham
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Biosciences) especifica per a la diana introduida, per tal de dur a terme I'alliberament
de la proteina d’interés de la fusi6 amb GST. A cada pas d’aquest procés de purificacid
es van extreure aliquotes que es van analitzar per electroforesi, per tal de fer el
seguiment de la proteina. Tal com mostra la Figura 37, finalment es va obtenir una
solucié que contenia majoritariament una banda amb una mida aproximada d'uns 60
KDa que podia correspondre a la construccié Apaf-1-XL-(1-570) (65 KDa) desitjada.
No obstant, intents realitzats per determinar la massa molecular de forma més
acurada per ESI-MS o MALDI-TOF no van donar resultats, probablement degut a la
poca quantitat de proteina disponible per als experiments, aixi com a que en les
condicions requerides per fer les analisis (abséncia de sals i tampons), és dificil que
aquestes proteines es mantinguessin en solucié. D’aquesta manera, les solucions de
proteina obtingudes es van emprar per realitzar els assaigs que es descriuen al capitol

seglient sense més manipulacions addicionals.

1 2 3 4
200KDan

116 KDa
97 KDa

66 KDa

45 KDa

31 KDa

Figura 37. Electroforesi SDS-Page d’aliquotes del cultiu d’E.coli BL21(DE3)
transformat amb pGEX6(Apaf-1-570) i induit durant 3 h a 37 °C amb 0,5 mM
IPTG (2), de la fracci6é soluble obtinguda del lisat cel.lular (8) i de la solucié de
proteina obtinguda al final del procés de purificacié (4). 1 correspon al marcador
de pes molecular. La banda corresponent a la proteina desitjada es destaca amb
una fletxa.

2.3.4. Expressi6 i purificacié de les construccions Apaf-1-XL(1-572) i Apaf-1-XL(570-
1248).

En el transcurs del treball que es descriu als apartats anteriors es va establir
contacte amb el Dr. A. G. Martin, del grup del Dr. Fearnhead (National Cancer
Institute, Frederick, EUA), el qual ens va facilitar plasmidis que contenien dues
construccions similars a les preparades segons s’ha descrit anteriorment. La primera
d’aquestes construccions (pGEX4(Apaf-1-572)) comprenia els dominis CARD i
NOD/CED-4 de I’Apaf-1-XL, igual que la descrita a 'apartat anterior, pero en aquest

cas corresponia al fragment 1- 572 en lloc del 1-570. La segona comprenia els residus
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570-1248 (pGEX4(Apaf-570-1248)), corresponents al domini WDR de I’Apaf-1-XL. En
aquest cas la diferéncia respecte la construccié Cterminal préviament descrita (582-
1248) era de 12 residus. Totes dues construccions estaven clonades al plasmidi pGEX-
4T1, el qual, igual que el pGEX-6P1, permet dur a terme I'expressié induida per IPTG
a F.coli de la proteina d’interes fusionada a GST a I'extrem MN-terminal. La preséncia
entre la GST 1 la proteina subclonada d’'una diana especifica per trombina permet

eliminar la GST un cop s’ha purificat la proteina de fusié per afinitat.

12

200 KDa Sl

116 KDa
97 KDa !

66 KDa "
45 KDa l.

Figura 38. Electroforesi SDS-PAGE de les solucions finals obtingudes després del
procés de purificacié dels lisats dels cultius d’Z. coli BL21(DE3) transformats amb
pGEX4(Apaf-1-572) (2) i pGEX4(Apaf-570-1248) (3). 1 correspon al marcador de
pes molecular. Les bandes corresponents a les proteines desitjades es destaquen
amb una fletxa.

Els cultius es van induir a 37 °C amb 0,5 mM d’IPTG, tal com s’havia fet amb els
cultius transformats amb pGEX-6B1, i un cop lisats, la fraccidé soluble es va tractar
amb la resina de glutatié-sefarosa per tal de recuperar les dues proteines fusionades a
GST. Seguidament es va fer el tractament amb trombina per alliberar-les de la GST 1
les solucions resultants es van fer passar per una columna de benzamidina-sefarosa.
La benzamidina és un inhibidor de proteases que uneix especificament la tripsina 1
altres serinproteases, de forma que permetia una eliminacié senzilla de la trombina
present al medi de reaccié. La Figura 38 mostra el resultat de I'analisi de les solucions
obtingudes al final d’aquest procés, les quals presenten en un cas una banda principal
de proteina amb una mida aproximada de 60 KDa i en laltre duns 70 KDa,
compatibles amb les mides esperades per a les construccions d’interés (65 KDa per
I'Apaf-1-XL(1-572) i 76 KDa per I'’Apaf-1-X1.(570-1248)). No obstant, com ja havia
passat amb la construccidé anterior, els intents per determinar acuradament la massa
molecular d’aquestes proteines per MALDI-TOF no va donar resultats. La mostra
corresponent a la construccié Apaf-1-XL(570-1248) (3, Figura 38) presentava a més

algunes bandes de mida inferior que, donat que la seva seqiiéncia no presenta dianes
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per trombina, es van atribuir a impureses provenints del cultiu, que no s’havien pogut
eliminar amb la cromatografia d’afinitat. Tot 1 aixi no es van realitzar intents
addicionals de purificaci6 1 les mostres es van emprar directament per realitzar els

experiments que es descriuen al capitol segiient.

2.4. Discussib.

Els intents per obtenir les construccions N- 1 Cterminals proposades, derivades
d’Apaf-1-XL, van donar resultats en general poc satisfactoris, que eren de dificil
previsié en base a les dades reportades a la literatura per diferents autors. Tal com
s’ha esmentat a la Introduccié d’aquest capitol, diversos treballs havien reportat
I'obtencié de construccions similars emprant sistemes d’expressiéo basats en la soca
d’E. coli BL21(DE3) i vectors pET i pGEX induibles per IPTG (Zou, 1997; Srinivasula,
1998; Adrain, 1999; Lauber, 2001), similars als emprats per nosaltres. No obstant, en
cap d’aquests treballs es féia esment de dificultats a I’hora d’expressar o purificar les
esmentades construccions, 1 de fet els detalls que es donen sobre els protocols de
purificacié sén molt limitats, sense esmentar en cap cas 'expressid en forma de cossos
d’inclusié o la formaci6é d’agregats durant les etapes de purificacié. A les nostres mans,
tal com s’ha descrit als apartats anteriors, aquest no va ser el cas. En aquest sentit, si
que hi hagut una certa controversia a la literatura sobre els treballs publicats
inicialment sobre la caracteritzacié de les diferents isoformes d’Apaf-1 identificades,
fent-se esment en algun cas de la imposibilitat de manipular la isoforma Apaf-1-S in
vitro degut a la seva elevada insolubilitat (Benedict, 2000; Saleh, 1999). Aquesta
1soforma, que després va ser qualificada com “inactiva”, és la que es va descriure en
primer lloc pel grup de X. Wang (Zou, 1997) com capac¢ de promoure I'activacié de les
procaspases-9 1 -3 1 desencadenar el procés d’apoptosi.

Contactes personals posteriors amb el Dr. G Nufiez ens van fer assabentar que, en
Iexperiéncia d’aquest grup, un dels que ha treballat més intensament amb I’Apaf-1,
lexpressié de construccions derivades d’aquesta proteina en sistemes procariotes
comporta habitualment la pérdua de la seva funcid, essent necessari emprar sistemes
d’expressié eucariotes per tal de disposar de proteines funcionals. Contactes amb el
Dr. A. M. Martin, qui ens va facilitar dues de les construccions derivades d’Apaf que
es van preparar segons s’ha descrit en aquest capitol, també van ser en aquest sentit.

Un dels problemes més importants amb que ens hem trobat per a lobtencid
d’aquestes proteines ha estat la formacié de cossos d’inclusié i agregats insolubles

durant 'expressio 1 al llarg de les diverses etapes de purificacié. La formacié d’aquests

111



Resultats 1 Discussio

agregats pot originar-se per diferents causes, algunes de les quals s’Than avancat ja al
llarg d’aquest capitol. D’'una banda, I'existéncia d'una proporcié important de residus
de cisteina capacos de formar ponts disulfur intermoleculars si la proteina no es troba
plegada adequadament, pot ser una probable causa. L’existéncia d'un ambient
reductor a l'interior d’E. coli podria afavorir que durant I'expressié de la proteina
aquests residus puguin trobar-se en forma reduida 1 lliures per interaccionar amb
residus d’altres unitats de la mateixa proteina o d’altres que es trobin a la matriu
cel.lular. Es pot racionalitzar que aixo, d'una banda dificultaria la formaci6é de ponts
disulfur intramoleculars, que a la proteina nativa tindrien la funcié d’estabilitzar la
seva estructura, 1 augmentaria les possibilitats que es formessin altres enllacos de
forma inespecifica. En aquest sentit, no obstant, cal assenyalar també que recentment
s’ha reportat I'estructura cristal.lografica de la construccié 1-591 derivada d’Apaf-1-
XL (Riedl, 2005) i que a aquesta no sobserva lexisténcia de ponts disulfur
intramoleculars. Tot 1 aixi, no es pot descartar que a la estructura de la proteina
sencera n’existeixin, en particular a la regié corresponent al domini WDR. Una segona
rad probable per a la formacié d’aquests agregats radicaria en la capacitat inherent
d’autoassociacié que presenta Apaf-1, 1 per extensid les construccions derivades
d’aquesta. En aquest sentit, Adrain 1 col. havien demostrat la capacitat per
dimeritzar, sense necessitat d’induccid, de construccions derivades d’Apaf-1 on s’havia
eliminat el domini WDR (Adrain, 1999). Aquesta capacitat era major per a les
construccions que conservaven intacte el domini NOD/CED4 i el /inker que uneix
aquest amb el WDR (residus 1-601 d’Apaf-1-S), si bé també es va detectar, encara que
de forma més feble, a d’altres constituides només pel domini NOD/CED4 (residus 92-
412 d’Apaf-1-S). Finalment, tot i que a les estructures cristal.lografiques de
construccions derivades d’Apaf reportades fins ara no s’han detectat modificacions
post-traduccionals, no es pot descartar que a lestructura de la proteina nativa
n’existeixin, 1 que 'abséncia d’aquestes a les construccions expressades a £. coli pugui
donar peu a una major tendéncia a 'agregacio.

Addicionalment, aquests problemes d’agregacié van constituir la principal causa
que s’obtinguessin baixos rendiments de proteina soluble. En general, aquests
rendiments van estar al voltant de 30 ug de proteina per litre de medi de cultiu, el que
és molt menys del que s’havia esperat obtenir 1, ara com ara, fa dificil pensar que la
produccié a F. coli ’aquestes proteines puguil constituir una alternativa practica per a
la realitzaci6 d’assaigs de cribratge de molécules, front a la produccié de la proteina

salvatge. Es possible pensar a assajar sistemes alternatius d’expressié a bacteri que
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puguin millorar els rendiments de proteina soluble 1 funcional, no obstant les

limitacions de temps van impedir abordar aquests estudis.
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3. ASSAIGS IN VITRO D’ACTIVACIO DE CASPASES
I INTERACCIO AMB APAF-1.

3.1 Introduccié.

El control de I'ensamblatge dels macrocomplexos implicats en lactivacié de les
caspases, com ara lapoptosoma, resulta d’especial interés terapéutic. En aquest
sentit, el pas inicial d'uni6 Cit c-Apaf-1 és crucial al procés de formacié de
Papoptosoma actiu 1 per tant representa una potencial diana terapéutica.

Tal com s’ha descrit als capitols anteriors, s’havien preparat un nombre de mutants
de YCit c els quals contenien modificacions en la regié MN-terminal de la proteina, que
s'esperava que la dotessin de capacitat per interaccionar amb Apaf-1. El disseny
d’aquests citocroms mutants s’havia fet en base a un treball publicat pel grup del Dr.
McLendon (Yu, 2001), en el que s’havien reportat les activitats proapoptotiques de
una col.leccié de 27 mutants de HHCit ¢ 1 YCite. En aquest treball s’havia determinat
que els residus en posicions 7, 25, 39, 62-65 1 72 en la seqiiéncia de HHCit ¢ eren
“claus” per a la seva activitat, 1 que la introducci6 en YCit ¢ de les mutacions A7K,
P25K, H39K, N62E, N63T, M64L, S65M, J72K*, C102T 1 la delecié dels seus 5
primers residus, per tal d’apropar la seqiiéncia de YCit ¢ a la de HHCit ¢, déna lloc a
una proteina amb una potencia similar a HHCit ¢ en quant a la seva activitat per
induir l'activacié de PC-3. D’altres mutants reportats en el mateix treball, que
contenen només algunes de les mutacions anteriors sén menys actius, si bé a elevada
concentracié els autors reporten activitat inclis pel mutant que només conté les
modificacions J72K 1 C102T.

En el nostre cas, el mutant que contenia un major nombre de modificacions per
apropar-lo a la seqiiéncia de HHCit ¢ era YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M), que a més de la
delecié dels 5 primers residus de la seqiiéncia 1 les mutacions en posicions 7 1 25,

contenia també la J72K 1 C102T, si bé aquestes darreres eren presents a totes les

* J fa referencia al residu de lisina trimetilat en el grup e-amino, que en expressar la proteina
en bacteri esdevé un residu de lisina no modificat.
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construccions de YCit ¢ expressades en bacteri. Shavia suggerit que l'efecte de la
preséncia d’aquests residus “clau” en posicions 7, 25, 39, 62-65 1 72 tenia un caracter
additiu, per tant, la nostra hipotesi de partida era que la introduccié d’alguns
d’aquests residus donaria lloc a citocroms parcialment actius, amb una certa capacitat
per interaccionar amb Apaf-1. D’aquesta manera es pretenia determinar el grau de
participacié d’aquests residus a la interaccié del Cit ¢ amb I'Apaf-1 1 a T'activacié de
caspases mediada per l'apoptosoma. Aquesta informacié és completaria amb un
analisi equivalent per estructures de menor entitat molecular com sén els
hemopéptids preparats a partir d’alguns dels mutants de YCit ¢, aixi com per a una
col.lecci6 de péptids derivats de la seqiiéncia de HHCit ¢ que es van sintetitzar al
Departament de Péptids 1 Proteines del Instituto de Investigacion Principe Felipe
(Valéncia). Aquests péptids comprenien els fragments 1-13, 23-40, i 58-75 de HHCitc
(Figura 39) i per tant incloien tots el residus critics de I'epitop d’interaccié. Aquesta
aproximacié basada en el disseny 1 sintesi de peéptids que siguin capacgos de
mimetitzar la funcié de les proteines de les que es deriven, ha estat una estrategia
ampliament utilitzada com a base per al descobriment de moduladors d’aquells

processos en que hi estan involucrades (Salgado, 2002).
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Figura 39. Seqiiéncia dels péptids derivats de YCit ¢ i HHCit ¢ estudiats: (HP)
HP7K25K 1-27Hsl, (P1) pHHCitc(1-13), (P2) pHHCitc(23-40) i (P3) pHHCitc(58-
75). En les estructures dels citocroms es destaca en groc la seva localitzaci6. En

vermell es destaquen els residus que constitueixen I'epitop de reconeixement de
I'Apaf-1.
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Per a aquests mutants de YCit ¢ 1 derivats peptidics es varen fer mesures per
avaluar la seva capacitat pro- 1 anti-apoptotica, mitjancant assaigs d’activacié de
caspases (PC-9 i PC-3). Aixi mateix, es van fer assaigs emprant técniques de
polaritzacié de fluorescéncia similars als reportats per Purring i col. (Purring, 1999)
per tal de determinar la capacitat d’interacci6 amb Apaf-1. Finalment, es van
realitzar també assaigs funcionals amb les construccions derivades d’Apaf, emprant
els mateixos meétodes.

Per a la realitzaci6 d’aquests assaigs calia disposar d’Apaf-1-XL, aixi com dels
sistemes per produir in vitro la procaspasa-9 i determinar el seu processament, i
obtenir extractes citoplasmatics per determinar el processament de procaspasa-3.
Aquestes metodologies es van posar a punt en el laboratori del grup col.laborador del
Dr. Pérez-Paya (Malet, 2004), on es van realitzar dues estades per col.laborar en dur a

terme part dels assaigs que es reporten en aquest capitol.

3.2 Assaigs d’activacid de procaspasa-9.

L’activacié de la procaspasa-9 constitueix I'etapa inicial de l'activacié de 'apoptosi
mediada per la via mitocondrial. L’activacié d’aquesta caspasa iniciadora requereix de
Poligomeritzaci6 d’Apaf-1 en preséncia d’ATP/dATP 1 Cit ¢, per donar lloc a
Papoptosoma actiu. Donat que és possible reproduir la formacié de I'apoptosoma 1
Pactivaci6 de les caspases in vwvitro, mitjancant la incubacié de les proteines
recombinants Apaf-1, Cit ¢ 1 procaspasa-9 en preséncia de dATP/ATP, aquest assaig
ha estat ampliament emprat a la literatura per a l'estudi dels mecanismes que
regulen la formacié i activitat de 'apoptosoma (Zou, 1999, 2003; Cain, 1999, 2000;
Chai, 2000; Hu, 1999) i en concret per a la caracteritzacié de la interaccié entre Apaf-1
1 Cit ¢ (Yu, 2001).

L’assaig de reconstitucié de 'apoptosoma in vitro, a partir de la incubaci6 dels seus
components fonamentals es va monitoritzar a través del processament de la
procaspasa-9 marcada radiactivament. Aixi, es feien incubacions d’Apaf-1-XL i [35S-
Met] procaspasa-9, en preséncia o abséncia de dATP, HHCit c i els mutants de YCit c
o les molécules derivades de Cit ¢ (Malet, 2004). A continuacié, les barreges
d’incubacié s’analitzaven per electroforesi SDS-PAGE, de forma que lactivitat de
Papoptosoma es posava de manifest per la desaparicié6 de la banda corresponent a la
procaspasa-9 (~ 50 KDa) i la detecci6 d'una nova banda (~35 KDa) corresponent a la

procaspasa-9 processada.
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La Figura 40 mostra els resultats d’aquests assaigs pels mutants (M1) YCitc(A),
(M2) YCitc(A/ATK/K27M), (M3) YCitc(A/P25K/K27M) i (M4) YCitc(A/ATK/P25K/
K27M). Cap dels derivats de YCit ¢ va mostrar activitat com a inductor del
processament de PC-9, tot 1 estar presents a una concentracié 10 vegades la del
HHCit ¢, emprat al control positiu. Addicionalment també es va fer una incubacid

amb el YCit ¢, com a control negatiu.

C- C- C+ YCite M1 M2 M3 M4
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Figura 40. Assaig de reconstitucié de I'apoptosoma in vitro. Les incubacions

es van dur a terme a 30 °C durant 1 h i sempre contenien 3 pL de la [35S-
Met]-procaspasa-9 transcrita in vitro, en un volum total de 20 uL del tampé
d’incubacié. Els controls positiu i negatius (C+ i C-) es van dur a terme en
preséncia o abséncia de 800 ng d’Apaf-1-XL, 0,1 mM de dATP i 0,12 uM (30
ng) de HHCit c. L’activitat del YCit ¢ i dels mutants derivats es va avaluar
substituint el HHCit ¢ per aquests, a una concentracié 10 vegades superior.

Es van fer assaigs analegs amb ’hemopeéptid derivat del YCit ¢ aixi com amb els
péptids derivats de la seqiiéncia de HHCit c. Els resultats observats per la incubacié
de I'Apaf-11i la [35S-Met]-procaspasa-9 en preséncia del dATP, per a '’hemopéptid HP
(Figura 41 A) i els péptids P1, P2 i P3 per separat i com a barreja equimolar de tots
tres P1-3 (Figura 41 B) van ser igualment negatius, tot i que es van dur a terme amb
un excés de fins a 100 vegades respecte la concentraci6 de HHCit ¢ emprada als

controls positius.
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Figura 41. Assaig de reconstituci6 de 'apoptosoma in vitro. Les incubacions es van dur a
terme en les condicions indicades a la Figura 40. L’activitat de ’'hemopéptid HP, aixi
com dels péptids derivats de la seqiiencia de HHCit ¢, P1, P2 i P3, es va avaluar
substituint el HHCit ¢ per aquests a una concentracié 100 vegades superior.

Aquests resultats contrastaven amb l'estudi reportat a la literatura per McLendon
1 col. Tot 1 que cal senyalar que la produccié6 d’Apaf-1-XL, en la experiéncia del grup
del Dr. Pérez-Pay4, va resultar extremadament dificil 1 amb freqiiéncia va donar
problemes de reproduibilitat, després de repetir els nostres assaigs un nombre de
vegades, en cap cas es van obtenir resultats diferents dels que es mostren a les
Figures 40 1 41. Aix0 va resultar desconcertant ja que semblava indicar, en contra del
que s’havia suggerit a la literatura, que la mutacié dels residus 39 1 62-65 era
essencial per a l'activitat del YCit ¢, 1 que I'expressié de YCit ¢ en bacteri, que donava
lloc a la modificacié J72K, no bastava per dotar al YCit ¢ d’'una certa, encara que
menor, capacitat proapoptotica.

A la vista d’aquests resultats, els que es van obtenir amb I’hemopeéptid HP 1 els
peptids P1-P3, reforcarien la hipotesi que és necessari mantenir lestructura
tridimensional de tot el citocrom per tenir un efecte proapoptotic. Aixo pero, no

semblava estrany tenint en compte la distribuci6 al llarg de tota la superficie de Cit ¢
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dels residus que conformen I'epitop d’'interaccié amb Apaf-1 identificat. Tot i aixi, calia
confirmar si aquests compostos de menor entitat molecular eren capacos d’establir
algun tipus d’interacci6 amb I'’Apaf-1 que pugués pertorbar la formacié de
Iapoptosoma actiu.

Per avaluar aquesta possibilitat es van dur a terme assaigs de reconstitucid
d’apoptosomes 1n vitro, analegs als descrits, pero fent una etapa prévia consistent en
una preincubacié de 'Apaf-1 amb el péptid corresponent. Addicionalment es van fer
assaigs on no s’hi va addicionar HHCit ¢, per confirmar els resultats obtinguts en
quant a la capacitat activadora discutits a apartat anterior, o on aquest s’hi afegia en
quantitats limitants (5 ng) per avaluar si una etapa prévia de preincubacié podria
afavorir aquesta capacitat activadora. Els resultats obtinguts en analitzar els crus
d’incubacié van posar de manifest la capacitat inhibidora de ’'hemopéptid, que ja es va
observar a 50 uM (Figura 42 A). L’efecte dosi depenent d’aquesta inhibicié es va
confirmar en experiments posteriors (Figura 42 B). D’altra banda es va realitzar un
assaig equivalent per als péptids derivats del HHCit ¢, pero no es va observar aquesta
capacitat inhibidora (Figura 42 C). Aquest resultat obtingut per a I’hemopéptid
suggeria una possible interaccié amb I'’Apaf-1 durant l'etapa de preincubacié que
bloquejaria la posterior interacci6 amb el HHCit ¢. No obstant, assaigs de control
realitzats amb posterioritat preincubant només amb el grup hemo (protoporfirinat de
ferro), van mostrar un efecte inhibidor similar a I'observat per a I’hemopéptid. Aquest
resultat va apuntar a que en realitat, 'efecte inhibidor no era degut a una interaccié
especifica de 'hemopéptid amb I'’Apaf-1, siné més bé a una reaccié de tipus oxidatiu
que inactivava la proteina. En efecte, era conegut que la preséncia de 'atom metal.lic
en hemopéptids similars, les anomenades microperoxidases (Adams, 1996), és capac
de catalitzar reaccions d'oxidacié en preseéncia d’agents oxidants com laigua
oxigenada, o en reaccions d’activaci6 d’oxigen. Aquestes observacions van ser
confirmades posteriorment mitjancant contactes amb el Dr. A. G. Martin. Si bé és
possible que en aquest efecte d’inhibicié hi hagi també una contribucié deguda a la
unié de forma més o menys especifica de 'hemopéptid a I'Apaf-1, es va desestimar
continuar en aquesta direccié.

La incapacitat dels mutants de YCit ¢ 1 de I'hemopéptid per promoure 'activacié de
lapoptosoma es va confirmar mitjancant assaigs addicionals d’activaci6 de caspasa-3
emprant extractes lliures de cel.lules. Aquests assaigs van ser realitzats al laboratori

del Dr. Pérez-Paya per la Laura Mondragon.
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Figura 42. Assaigs d’inhibicié de I'activacié de PC-9 per a ’'hemopéptid HP i els peptids P1-P3.
Després d'una preincubacié de I'’Apaf-1-XL (100-200 ng) amb el péptid corresponent, a la
concentracié indicada en cada cas, les incubacions es van dur a terme a 30 °C durant 1 h i
sempre contenien 3 pL de la [35S-Met] - procaspasa-9 transcrita in vitro, en un volum total de
20 pL del tampd, 0,1 mM dATP, i la quantitat de HHCit ¢ indicada en cada cas. Els controls
positiu i negatiu (C+ i C-) es van dur a terme en preséncia o abséncia de 0,12 uM (30 ng) de
HHCit c. (A) Analisi de la capacitat activadora de la procaspasa-9, en abséncia de HHCit c
(Carril 3, 4) o a concentracié limitant d’aquest (Carril 7,8), i de la capacitat inhibidora (Carril
5, 6) de T’hemopéptid HP. (B) Analisi de l'efecte dosi depenent de la inhibici6 de I'HP. (C)
Analisi de la capacitat inhibidora dels péptids P1 (Carril 3), P2 (Carril 4) i P8 (Carril 5) o d’'una
barreja equimolecular dels 3 (Carril 6).
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3.3 Assaigs de polaritzacié de fluorescéncia.

A més dels assaigs d’activacié-inhibicié de l'apoptosoma descrits a l'apartat
anterior, pel cas del mutant YCit c(A/ATK/P25K/K27M) es van fer estudis preliminars
d’'interacci6 amb Apaf-1 emprant 'experiment de polaritzacié de fluorescéncia que
havia estat utilitzat originalment pel grup de McLendon per caracteritzar la
interaccié Cit ¢ - Apaf-1 (Purring, 1999). Aquest métode requeria la preparacié d’un
derivat fluorescent del HHCit c, en el que s’havia substituit 'atom metal.lic del grup
prostétic per Zn(II). La espécie resultant és estructuralment equivalent a la salvatge
en quant a la seva capacitat d'unié als partners fisiologics de Cit ¢ (Vanderkooi, 1977;
Anni, 1995). La monitoritzacié de la fluorescéncia del Zn-HHCit ¢ proporciona un
meétode addient per avaluar la seva interaccié amb ’Apaf-1. En aquest sentit, el Cit ¢
és una proteina petita, ~ 12 kDa, 1 en conseqiiéncia, el seu temps de correlaci6
rotacional és relativament rapid respecte l'escala de temps de la fluorescéncia. Aixi,
quan el seu derivat fluorescent és excitat amb una font de llum polaritzada, la majoria
de les molecules rotaran abans de que es produeixi la fluorescéncia, i per tant la
polaritzacié mesurada sera baixa, donat que sera majoritariament despolaritzada
durant 'emissié (English, 1992). En canvi, quan el Zn-HHCit ¢ interacciona amb
I'’Apaf-1, donat el seu pes molecular forca més elevat (148 KDa per '’Apaf-1-XL) el
complex resultant rotara més lentament que el Zn-HHCit ¢ sol, resultant en un

augment de la polaritzacié. La polaritzacid es calcula d’acord amb la formula segiient:

P=I-GIW/I@+ G 1y

on I} 11t corresponen a les intensitats d’emissi6 en sentit paral.lel o perpendicular al
feix de la llum d’excitacid, 1 G és un factor de correccid, caracteristic del sistema de
deteccié emprat (Purring-Koch, 2000).

El derivat fluorescent Zn-HHCit ¢ es va obtenir per tractament del HHCit ¢ amb
acid fluorhidric, que déna lloc al Cit c-porfirina, per a continuacié introduir 'atom de
Zn(I) per tractament amb una sal d’aquest metall (Vanderkooi, 1975, 1976). La
formacié de l'intermedi 1 del producte final es van monitoritzar mitjangant I'analisi
d’aliquotes dels crus per espectroscopia d’absorcié electronica 1 de fluorescéncia

(Figura 43).
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Figura 43. Espectres d’absorcié electronica (A) i fluorescéncia (B, Aexe = 550 nm) de Zn-HHCit c.

Es va dur a terme la titulaci6 d'una solucié 10 uM de Zn-HHCit ¢ fent addicions
successives d'una solucié 6.5 uM d’Apaf-1-XL, fins arribar a un excés molar
d’aproximadament 1.27:1 Apaf-1 — Cit c. Per a cada addici6 es van fer 10 mesures de
la polaritzacié de fluorescéncia en un temps total de 5 minuts, comprovant que la
mesura inicial es mantenia estable en el temps per a cada addici6 i es va agafar el

promig de totes elles com a valor de polaritzacid, el qual es va referenciar respecte a la

mesura inicial (Po).

3.0

P/Po

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

[Apaf-1]/ [Zn-HHCit c]

Figura 44. Corba d'unié del Zn-HHCit ¢ a Apaf-1-XL, emprant mesures
polaritzacié de fluorescéncia (hexe = 550 nm, Aem = 587 nm). Es van fer tres
repeticions de 'experiment amb resultats semblants. La linia continua representa
Iajust de les dades experimentals a un model d’'unié a un Unic lloc, amb K. = 4,3 +
0,8 uM1, Pmax/Po = 3,2 + 0,1 (r2 =0,99).
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Tal com 1il.lustra la Figura 44, la representacié dels valors de P/Po va mostrar un
increment en augmentar la concentracié d’Apaf-1 afegit, el qual es va atribuir a la
unié del citocrom fluorescent a I'’Apaf-1. La dispersi6 de les dades van fer dificil
ajustar els resultats a un model d’'unié de forma inequivoca, no obstant es va obtenir
un bon ajust emprant un model que considera un unic lloc d'unié, segons I'equacid

P/Po = (Pmax/Po) Ka [Apaf-1]+1) / (K. [Apaf-1]+1)

Aquest resultat diferia respecte als resultats reportats per McLendon i col.
(Purring, 1999) que recolzaven l'existéncia de dos llocs d'unié, perd estava d’acord amb
les dades estructurals més recents que indiquen I’ estequiometria 1:1 per a la
interaccié Cit ¢ — Apaf-1 (Yu, 2005). D’altra banda, en el nostre cas, el valor de Ka no
es tan elevat com el que es suggeria al treball de McLendon i col. (K. ~ 101 M1, no
obstant al mateix treball no es descartava la possibilitat d'una unié amb afinitat més
baixa (Ka ~ 108 M) amb un tnic lloc d’'unié. Aquestes diferéncies poden originar-se
també per les diferents condicions emprades al nostre assaig. De fet, les condicions en
que aquells autors van realitzar les seves mesures eren a una dilucié més elevada que
les emprades en el nostre cas, el qual donava lloc en el seu cas a una resposta més
baixa per l'assaig (Pmax/Po ~1,3, veure Figura 6, plana 20). No es pot descartar, no
obstant, que aquestes diferéncies s’originin en part també per problemes relacionats
amb les estabilitats de les mostres de proteina (agregacié de I'Apaf-1, descomposicié
del Zn-HHCitc,...), tot i que es va intentar mantenir-les en tot moment a baixa

temperatura i en condicions de foscor.

Un cop es va comprovar la formacié del complex Apaf-1-XL - Zn-HHCit ¢ en les
condicions emprades, es va procedir a determinar la reversibilitat d’aquesta uni6é en
experiments de competencia amb HHCit ¢ i el mutant YCit c(A/ATK/P25K/K27M).
Aquests experiments havien estat reportats també al treball original de McLendon
(Purring, 1999), observant-se una disminucié de la polaritzaci6 de la fluorescéncia
amb el temps en addicionar a una dissoluci6 que contenia el complex Apaf-1 - Zn-
HHCit ¢ un gran excés de HHCit ¢, que s’atribuia al desplacament del derivat
fluorescent del complex. D’aquesta manera s’havia determinat una vida mitja per a la
reaccié de competicié d’aproximadament 1,5 h, amb una velocitat de dissociacié del
complex Apaf-1- HHCit ¢ de 10 s, mentre que la seva formaci6 era molt més rapida,

estimant-se entorn a 107" M1 s1,
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Es van preparar dissolucions equivalents a la de l'experiment de polaritzaci
anterior, amb la mateixa concentracié de Zn-HHCit ¢ de partida i on s’hi va
addicionar la quantitat d’Apaf-1-XL. necessaria per arribar a una saturaci6 d’
aproximadament 80-90 % del Zn-HHCit ¢ present a la dissolucid, per evitar tenir un
excés d’Apaf-1-XL lliure. Segons l'experiment anterior, aquestes condicions es
corresponien amb una relacié Apaf-1:Zn-HHCit c entorn a 0,5 (P/Po ~ 2.5, Pmax/Po ~
3.2). Es va enregistrar la polaritzacié de la fluorescéncia de la dissoluci6é de Zn-HHCit
¢ de partida (P,) i la del complex Zn-HHCit ¢ i Apaf-1-XL corresponent a t=0. A
continuacié s’hi va addicionar HHCit ¢ amb un excés molar 20:1 respecte al Zn-HHCit
c, 1 es va enregistrar el valor de la polaritzacié (P) a intervals d’1 min, fins un temps
total de 2 h, comprovant-se que es produia una disminucié que arribava als valors de
la polaritzacié de partida (P,) (Figura 45). Aquest valor es mantenia constant
passades ~20 h. Aquest experiment es va repetir amb el mutant YCit c
(A/ATK/P25K/K27M), que incorporava totes les mutacions objecte d’estudi, observant-

se uns resultats molt similars (Figura 45).

P/P,

0.5 e
0 20 40 60 80 100

Temps (s x 10°%)

Figura 45. Variacié del valor de P/P, amb el temps per a una dissolucié que conté
el complex format per 'Apaf-1 i el Zn-HHCit c¢ després de l'addicié dun excés
molar 20:1 de HHCit ¢ (vermell) o YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M) (blau). Les linies
continues representen l'ajust a un model de decaiment exponencial (vermell: Ao =
1.0 £ 0.3, kot = 1.5+0.8 x 104 s'1; blau: Ao = 0.8 £ 0.1, kofr = 1.4+0.3 x 104 s'1).

Les dades d’aquests experiments es van ajustar a un model de decaiment

exponencial, definit per la equacié P/P, = A, exp(-kogr t) + B. Tal com es mostra a la

125



Resultats 1 Discussio

Figura 45, els valors de kot determinats d’aquesta manera séon de l'ordre de 10 s2,
valor que coincideix amb el reportat en el treball de McLendon pel HHCit ¢ desplagant
al Zn-HHCit ¢ del complex amb Apaf-1.

Aquest resultats suggereixen per tant la capacitat del mutant de YCit ¢ per
desplagar el Zn-HHCit ¢ del complex amb I’Apaf-1-XL. amb una velocitat de dissociacié
similar a la determinada pel HHCit c. El fet que aquest mutant donés resultats
negatius en els experiments d’activacié de PC-9, suggeririen que si bé aquesta
proteina no és capac¢ d’induir l'activitat proapoptotica, si podria actuar com a
inhibidor de T'activitat induida per HHCit c. Aquesta activitat inhibidora podria ser
present a I'hemopeptid derivat d’aquest mutant de YCit ¢, no obstant, com ja s’ha
comentat, aixo hauria quedat enmascarat per 'efecte inespecific de la presencia del
grup prostetic, capa¢ d’'inactivar l'activitat proapoptotica de I'apoptosoma donades les

seves propietats com a catalitzador d’oxidacié.

3.4. Caracteritzaci6 funcional de les construccions CARD-NOD/CED4 i WDR
derivades d’Apaf-1-XL.

Per tal de caracteritzar les proteines recombinants derivades de 1’Apaf-1-XL,
obtingudes segons s’ha descrit al capitol 2, es va procedir a avaluar la seva
funcionalitat. Es van realitzar dos tipus diferents d’assaigs, segons si les
construccions corresponien als dominis N-terminal o C-terminal.

Per a les construccions corresponents al fragment de seqiiéncia que comprenia els
dominis CARD i NOD/CED-4, Apaf-1-XL(1-570) i Apaf-1-XL(1-572), es va avaluar la
seva capacitat d’activacié de caspases mediada per l'apoptosoma, donat que havia
estat reportada a la literatura lactivitat proapoptotica constitutiva de les
construccions derivades d’Apaf-1 en les que s’havia delecionat el domini C*terminal
WDR (Hu, 1998; Srinivasula, 1998). Aixi, es van realitzar els assaigs d’activacié de
caspases en extractes lliures de cel.lules, emprant una fraccié obtinguda a partir
d’extractes de cultius cel.lulars HEK293, en la que s’havia eliminat ’Apaf-1, pero que
contenien diferents components de la maquinaria apoptotica, entre ells PC-9, PC-3 1
Cit ¢ (fraccié F7). L’activacié de les caspases es duia a terme complimentant-los amb
Apaf-1 1 dATP. Es va valorar l'activaci6 de la caspasa-3 emprant el substrat
fluorogénic Ac-DEVD-afc, monitoritzant I’alliberament de l'afc. Es va determinar
lactivitat per incubaci6 de cadascuna de les dues construccions d’Apaf-1-XL
corresponents als domini MN-terminal amb aquesta fraccié. Igualment es van realitzar

assaigs d’'incubacié amb '’Apaf-1-XL, com a control positiu (C+) i sense addicionar-hi
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Apaf-1-XL, control negatiu (C-). Addicionalment es van realitzar incubacions amb les
construccions corresponents als dominis C-terminal, Apaf-1-XL(570-1247) i Apaf-1-
XL(583-1248) per comprovar la seva manca de capacitat activadora de la procaspasa-
3. Les incubacions es van realitzar per duplicat, a 37 °C i sense activar mantenint la
barreja a 0 °C, com a control negatiu. Les mesures de fluorescéncia enregistrades
(Figura 46), expressades com a % UFA, unitats arbitraries de fluorescéncia, respecte
el control positiu, van posar de manifest la capacitat activadora de la procaspasa-3 per
a les dues construccions N-terminals, similar a I'observada per a I’Apaf-1-XL. Per a les

construccions Crterminals no es va mesurar activitat a 37 °C ni a 0 °C.
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Figura 46. Assaigs in vitro de capacitat activadora de les caspases per a les
construccions derivades d’Apaf-1-XL. En negre es mostra el % de fluorescéncia,
expressada com UFA, respecte el C+, corresponent a l'assaig d’incubacié amb
I'Apaf-1-XL de les mostres activades a 37 °C 1 en gris, el % de fluorescéncia de les
mostres que es van mantenir inactivades a 0 °C.

Per caracteritzar les construccions corresponents al domini C‘terminal es va
analitzar la seva capacitat per interaccionar amb el citocrom c. Les construccions
Apaf-1-XL(570-1247) i Apaf-1-XL(583-1248) corresponien al domini WDR, reportat
com a responsable de la interacci6 de I’Apaf-1 amb el citocrom c, necessaria per al
canvi conformacional que permetra la formacié de l'apoptosoma actiu. Aquesta
capacitat d'interacci6 es va avaluar mitjancant assaigs de polaritzacié de fluorescéncia
amb el derivat fluorescent Zn-HHCit c¢. Els assaigs es van dur a terme de forma
equivalent a la descrita anteriorment per a la tritracié del Zn-HHCit c. Aixi, es va
enregistrar el valor de la polaritzacié de la fluorescéncia d'una solucié 400 nM de Zn-

HHCit ¢ (P,) sobre la que es van fer successives addicions d’aliquotes de les
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dissolucions corresponents a cadascuna de les construccions Apaf-1-XL(570-1247) i
Apaf-1-X1(583-1248), fins arribar a una concentracié d’Apaf equivalent a una relacié
molar 1 : 1 (Apaf-1: Cit ¢), enregistrant el valor de la polaritzacié de la fluorescéncia
posterior a cada addicié. L’'augment del valor de P/P, amb la concentracié del domini
WDR d’Apaf-1-XLi present a la dissolucié observat per a totes dues construccions
(Figura 47), indicava la formacié d’'un complex amb el Zn-HHCit ¢, i per tant la
capacitat de totes dues proteines recombinants per interaccionar amb el Cit c. A
diferéncia dels resultats observats a 'assaig de tritraci6 amb I’Apaf-1-XL sencera, per
a les construccions derivades d’aquesta no es va arribar a observar la saturacié del
Zn-HHCit ¢ present a la dissolucid, el qual suggereix una menor afinitat per a
aquestes construccions. Aix0 es pot racionalitzar com a resultant de I'abséncia dels
dominis CARD 1 NOD/CED4, donat que aquests també contribueixen a l'afinitat de
I'Apaf-1 pel Cit c. La poca disponibilitat de proteina no va permetre fer les

determinacions amb prou quantitat de punts com per extreure informacid

quantitativa.
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Figura 47. Valors de P/Po enregistrats per a la solucié resultant de successives addicions
d’aliquotes de les dissolucions d’Apaf-1-XL(570-1247) (5) i d’Apaf-1-XL(583-1248) (») sobre una
soluci6 de Zn-HHCit c.
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4. CARACTERITZACIO DEL MECANISME
D’ACTIVACIO DE NOD2 EN RESPOSTA A
MURAMILDIPEPTID (MDP). IDENTIFICACIO
BIOQUIMICA DEL COMPLEX DE
RECONEIXEMENT DE MDP.

4.1. Introduccid

Nod2 és membre d’'una familia de proteines citosoliques que es caracteritzen per la
preséncia d'un domini conservat d’'uni6 a nucleotid i oligomeritzacié, NOD (Nucleotide
oligomerization domain) (Inohara, 2005). Mutacions al gen que codifica per Nod2 han
estat relacionades amb malalties autoimmunes com la malaltia de Crohn (CD,
Chron’s disease) i la sindrome de Blau (Inohara, 2003, 2005). La malaltia de Crohn és
una malaltia intestinal que es caracteritza per una inflamaci6 cronica de l'intesti, 1
presenta una prevaléncia de 100 casos per cada 100.000 persones als paisos
occidentals (Fiocchi, 1998). Variants genétiques especifiques de Nod2 han estat
associades amb malalties inflamatories, 1 en concret 3 mutacions de Nod2, R702W,
G908R 1 1007fsinsC estan associades amb susceptibilitat a CD (Ogura, 2001a). Aixi,
cél.lules de macrofag i cel.lules mononuclears de la sang periférica de pacients de CD
homozigots per aquestes mutacions, sén defectuoses en la seva capacitat d’activar NF-
kB 1 en la secrecié de citoquines, en resposta a I'estimulacié amb el lligand de Nod2,
muramil dipéptid (MDP), el que suggereix que aquestes mutacions a Nod2 resulten en
una pérdua de funcié (Inohara, 2003; Li, 2004; Netea, 2005). Igualment, el seu patré
d’expressi6 a cel.lules del sistema immune i de l'intesti, suggereix que aquesta
proteina tindria una funcié a la immunitat innata 1 possiblement al sistema de
defensa de la mucosa intestinal. En aquest sentit, I'expressié de Nod2 es veu
incrementada per l'estimulacié amb molécules pro-inflamatories, com el TNF-a

(Tumor necrosis factor-a) i lipopolisacarid (LPS) (Gutierrez, 2002). Igualment s’ha
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determinat el paper de Nod2 com a factor antibacteria a un model d’infecci6 amb
Salmonella typhimurium a cél.lules de l'epiteli intestinal Caco2 (Hisamatsu, 2003) i
s’ha determinat que ratolins deficients en Nod2 s6n més susceptibles a la infecci6 oral
amb Listeria monocytogenes (Kobayashi, 2005). Aquests resultats donen suport al
paper de Nod2 en la defensa antibacteriana a 'intesti 1 fan émfasi en la importancia
d’'una correcta activaci6 i1 regulacié de la senyalitzaci6 mediada per Nod2 pel control
de la resposta inflamatoria. Entendre el funcionament de Nod2 i identificar els
mecanismes moleculars que regulen la seva activitat, per tant, resulta important per
dilucidar com les alteracions en aquests mecanismes contribueixen al

desenvolupament de les malalties inflamatories intestinals.

4.1.1 Reconeixement del muramildipéptid (MDP) per Nod2.

Un dels components principals de la paret bacteriana és el peptidoglica (PGN),
I'estructura del qual estd formada pels sucres N-acetylglucosamina (GIcNAc) i N-
acetilmuramic (MurNAc) units per cadenes peptidiques curtes (Figura 48). Estudis
inicials van posar de manifest que certs PGN i lipopolisacarids (LPS) estimulaven
Nod2 (Inohara, 2001). Estudis bioquimics i funcionals posteriors van determinar que
Nod2 detecta les bactéries mitjancant el reconeixement d’'un component especific del
PGN, el muramildipéptid (MurNAc-L-Ala-D-isoGln, MDP) (Girardin, 2003; Inohara
2003). E1 MDP és un component comu a la majoria dels PGN, el que suggereix que
Nod2 actuaria com un sensor dun ampli ventall de bacteris. Aquest és un
reconeixement estereoselectiu, com demostra el fet que la substitucié de Li-Ala per D-
Ala o D-isoGln per L-isoGln elimina aquesta capacitat (Inohara 2003). E1 MDP esta
present a la quasi totalitat de bactéries Gram positives i Gram negatives, 1 indueix
citoquines proinflamatories com el factor de necrosis tumoral (TNF, Tumour- Necrosis
Factor) i 1L-1B, importants a la resposta immunitaria innata. Addicionalment, el
MDP també indueix la secrecié d’altres citoquines per part de monocits i cel.lules
dendritiques, aixi com I'expressié de molécules coestimuladores lligades a membrana,
el que provoca la diferenciacié de cél.lules T naive a céel.lules T efectores. Aixo indica
que Nod2 té un paper d’'unié entre la resposta immunitaria innata 1 adquirida. El
reconeixement d’aquestes molécules per part de les proteines NOD requereix de
residus especifics del seus LRRs C*terminals, com s’ha demostrat mitjangant 'analisi
de mutants puntuals i de delecié de Nod2 (Tanabe, 2004). Mutacions en aquest domini

han estat relacionades amb la susceptibilitat a la malaltia de Crohn (Inohara, 2003),
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el que suggereix que aquestes mutacions de pérdua de funcié estan afectant la

capacitat de Nod2 per reconéixer el MDP (Tanabe, 2004).

Lys-PGN DAP-PGN
GlcNAc 1 MurNAc 4 GleNAc — MurNAc GleNAc + MurNAc 4 GleNAc — MurNAc
1 1
L-Ala > MDP = L-Ala
3 |
D—-;-—IG lu (Nod2/Cryopyrin) D-y-Glu
1 1
L-Lys— (Gly);—D-Ala iE-DAP«— MDAP——D-Ala
D-Ala L-Lys (Nod1) D-Ala mDAP
DGl D-<Glu
L-Ala L-Jlala
GleNAC — MurMAc — GleMAc - MurMAc — GlecNAc — MurNAc GleMAC — MurMAc|— GleMAc — MurNAc
sPGN
(PGRP-S)

Figura 48. Generaci6 de MDP, muramildipeptid, MTP, muramiltripeptid, 1 iE-
DAP, a partir del peptidoglica bacteria (McDonald, 2005).

El model actual per a lactivaci6 de Nod2 es basa en els estudis sobre un altre
membre de la familia NOD, 'Apaf-1. L’analisi de 519 mutants de Nod2 descrit per
Tanabe i col. (Tanabe, 2004) va determinar que les mutacions que resultaven en una
perdua del reconeixement del MDP involucraven residus localitzats a la regi6
terminal dels LRRs. Estudis preliminars realitzats al laboratori del Prof. Nufez, en
que s’analitzaren per cromatografia de gel filtracié cel.lules estimulades amb MDP,
demostraven que Nod2 formaria un complex d’elevat pes molecular. En aquest sentit,
altres proteines de la familia NOD, Nalp-1 i Criopirina, també sén capaces de formar
complexos d’elevat pes molecular en condicions especifiques (Agostini, 2004;
Martinon, 2002). Igualment, 'oligomeritzacié artificial de Nodl o Nod2 s’ha mostrat
suficient per a l'activacié de la via de senyalitzacié NF-xB (Inohara et al., 2000;

Ogura, 2001b).

En base a aquests precedents i dins d’'una linia de treball que s’estava duent a
terme al laboratori del Prof. Nunez per tal d'identificar i caracteritzar les proteines
involucrades a I'activacié de Nod2 pel MDP, es va proposar com a objectiu del treball a
desenvolupar al llarg d’'una estada de 6 mesos en aquell grup (Departament de
Patologia Molecular, University of Michigan, Ann Arbor, EUA), dur a terme diferents
aproximacions per a la caracteritzacié bioquimica del complex de reconeixement de

MDP.
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4.2. Assaigs d’unié6 in vitro.

D’acord amb el que shavia proposat, calia determinar en primer lloc si el
reconeixement del MDP per part de Nod2 té lloc mitjancant una interaccié directa
lligand-proteina, o si hi intervenen d’altres factors que sén necessaris per a l'activacid
de Nod2 en resposta a MDP. En aquest sentit, un treball recentment reportat per
Chen 1 col. suggeria que Nod2 no s’uneix directament al MDP, sin6é que requereix de
molécules addicionals per a la seva activacié (Chen et al., 2005). Amb aquest objectiu
es van dur a terme assaigs d'unié in vitro. Aquests permetrien alhora l'aillament 1
posterior identificacié de les possibles proteines involucrades en el reconeixement del

MDP requerides per a I'activacié de Nod2.

4.2.1. Assaigs d'immunoprecipitacié de HA-Nod2 emprant MTP-biotina.

Per tal de determinar si es podia detectar una interaccié directa entre el MDP 1
Nod2 es van realitzar assaigs d'immunoprecipitacié emprant cél.lules que expressen
la proteina en forma de fusié amb l'epitop HA, HA-Nod2. Aixi, lisats procedents de
cél.lules HEK293T que sobreexpressen HA-Nod2 de forma estable, es van incubar
amb i sense (control negatiu) MTP-biotina. E1 MTP (muramil tripéptid, Ac(muramyl-
Ala-D-IsoGln-Lys (Estearoyl)-OH) conté un residu de Lys addicional respecte al MDP
1 és igualment efectiu en l'activacié de Nod2. L'is de MTP en lloc de MDP, en tenir un
residu addicional a l'extrem C'terminal, permet evitar possibles interferéncies que
puguin originar-se per la proximitat del grup de biotina fent que el motiu
corresponent al MDP resti més accessible als possibles lligands amb els que pugui
interaccionar. Per aquesta rad, a diversos experiments que es descriuran al llarg dels
seglients apartats, es va emprar MTP en lloc de MDP quan es va voler treballar amb
derivats del MDP que implicaven formacié d'un enllag amb aquest. En aquest sentit,
s’havia demostrat que el reconeixement del MDP era molt sensible a modificacions en
la seva estructura, com posava de manifest la manca de capacitat activadora de Nod2
dels derivats LL-MDP o DD-MDP (Inohara, 2003).

Després de fer una incubacié amb estreptavidina-agarosa, per tal de recuperar la
MTP-biotina dels lisats, I'analisi per electroforesi - Western-blot emprant un anticos
monoclonal anti-HA, no va donar resultats positius, obtenint-se el mateix resultat per
a la mostra corresponent a I'experiment i pel control. Tot 1 emprar les condicions
d’incubacié descrites per Chen 1 col., que van permetre determinar la unié de MDP a

Calreticulina (Chen, 2005), en cap cas es va observar la banda corresponent a la
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preséncia de Nod2 que hauria indicat la seva interaccié amb el MDP, tot 1 que si es
detectava als lisats de partida.

Per tal de descartar que aquests resultats negatius fossin deguts a una baixa
concentracié de Nod2 als lisats cel.lulars, es va intentar enriquir la mostra de partida
en HA-Nod2. Aixi es va repetir de l'experiment anterior, emprant les mateixes
condicions d’'incubacid, perd duent a terme una etapa prévia de immunopurificacid.
Amb aquest objectiu els lisats cel.lulars es van incubar amb un anticos anti-HA
monoclonal, que es recuperava del lisat per incubacié posterior amb proteina-G-
agarosa. La proteina unida a l'agarosa es va eluir per tractament amb un tampé de
pH acid. Com a control negatiu addicional, es van emprar lisats que provenien de
ceél.lules HEK293T que expressaven de forma transitoria un mutant de Nod2 associat
a la malaltia de Crohn, HA-Nod2L1007fs, incapac¢ de respondre a la preséncia de
components bacterians (Tanabe, 2004). Els resultats observats en analitzar les
mostres finals resultants de la incubaci6 amb o sense MTP-Biotina 1 posterior
recuperaci6 amb estreptavidina-agarosa (Figura 49), van donar resultats que no
permetien extreure cap conclusié ja que s’observava una banda de Nod2 tant a la
mostra provinent dels lisats que expressaven HA-Nod2 com en el control negatiu,
provenint dels lisats que expressaven HA-Nod2L1007fs. L’aparici6 d'una banda de
Nod2 també al control que no havia estat tractat amb MTP-biotina suggeria que hi

havia una unié inespecifica de la proteina a 'agarosa.

- 4
Figura 49. Analisi per Western-Blot de les mostres corresponents als
experiments dimmunoprecipitacié amb anti-HA 1 posterior assaig de
precipitaci6 amb MTP-biotina. 1: lisats cel.lulars que expressaven HA-
Nod2 i no van ser incubats amb MTP-biotina. 2 i 3: mostres provenints

d’incubar amb MTP-biotina els lisats cel.lulars que expressaven HA-Nod2 1
HA-Nod2L1007fs respectivament.

4.2.2, Assaig d’entrecreuament.

Una possible explicacié per a la manca de deteccidé de Nod2 al primer dels
experiments detallats a I'apartat anterior seria un caracter transitori de la interaccid
entre el MDP 1 Nod2. D’altra banda, per tal de minimitzar la interaccié inespecifica
amb l'agarosa observada per al segon dels experiments descrits a 'apartat anterior,

seria necessari dur a terme una etapa de rentats emprant condicions més restrictives,
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el que podria desestabilitzar la uni6 amb Nod2 o les proteines que hi interaccionessin
amb el MDP. Aixi, per tal d’estabilitzar la uni6é entre el MDP 1 Nod2 o les possibles
proteines responsables del reconeixement del MDP i transduccié del senyal d’activaci6
en resposta a la preséncia del lligand a Nod2, es va optar per assajar una estrategia
d’entrecreuament quimic emprant el ProFound™ Sulfo-SBED Biotin Label Transfer
Kit (Pierce). Es va seguir el procediment que s’il.lustra a 'esquema de la Figura 50.
Cada molécula del reactiu d’entrecreuament (XL) conté un grup capac de reaccionar
amb una amina lliure present a la proteina o peptid a estudiar, en aquest cas el MDP
o MTP. A més, conté un grup fotoreactiu capac¢ de formar un enlla¢ covalent amb
molecules properes, que presentin també grups amina accessibles, en irradiar amb
llum ultraviolada (UV). Aixd permet que, prévia incubacié amb el potencial lligand del
MDP/MTP, en irradiar el cru, es generi un enlla¢ covalent amb aquest lligand.
D’aquesta manera, el lligand de MDP/MTP quedaria covalentment unit a un derivat
de biotina, que permetria dur a terme la posterior purificacié per incubacié amb
estreptavidina-agarosa. Aixi, en primer lloc es va procedir a obtenir els derivats de
MDP 1 MTP amb XL seguint el protocol del fabricant. Un cop obtinguts, s'incubava
amb els lisats cel.lulars equivalents als descrits a 'apartat anterior. Com a controls
negatius es van emprar mutants de Nod2 que no responen als derivats bacterians,
HA-Nod2L1007fs i HA-Nod2ALRR, en el que s’havia eliminat el domini C'terminal
(Tanabe, 2004). També es va emprar Nodl com a control negatiu, ja que sha
determinat que és incapac d’interaccionar amb el MDP (Inohara, 2001).

En aquest cas els resultats observats en fer I'analisi per Western-blot emprant
Panticos monoclonal anti-HA, van posar novament de manifest una unié inespecifica
de les proteines a la resina. Aquesta unid inespecifica no es va poder eliminar tot 1
incrementar el percentatge de detergent present als tampé d’incubacié fins 0,1 % de
tween-20, o la forca ionica dels tampons de rentat afegint 150 mM NaCl, ni tampoc en
disminuir els temps d’incubacié fins a 5 min, o addicionar-hi 50 mM Gly com agent
bloquejant. Per tal d’evitar aquesta unié no especifica observada a I'experiment
anterior, es va procedir a fer la incubaci6 in vitro del MDP-XL o MTP-XL amb ceél.lules
en cultiu, en lloc de amb lisats cel.lulars. D’aquesta manera es pretenia minimitzar
les interaccions inespecifiques, en permetre al MDP-XL o MTP-XL dirigir-se a la seva
localitzacidé cel.lular especifica, de forma que es facilitaria la seva interaccié amb els
seus lligands. Com a assaig preliminar es va comprovar la capacitat del MDP o MTP
units al XL de ser captats per la cél.lula i d’activar la resposta cel.lular (Figura 51)

mitjancant un assaig d’activacié del NF-kB (Tanabe, 2004).
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Figura 50. Esquema del procediment seguit per a I'experiment d’entrecreuament

amb el ProFound™ Sulfo-SBED Biotin Label Transfer Kit (Pierce).
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Figura 51. Activitat NFxB (%) observada als assaigs d’activacié incubant cél.lules
HEK293T que expressaven HA-Nod2 amb diferents concentracions de MDP,
MDP-XL i MTP-XL. (*) El valor inferior a l'esperat observat per a la incubacié

amb 100 ng/mL de MDP-XL es va atribuir a un error experimental.
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Per a dos tots compostos derivatitzats es va comprovar una capacitat d’activaci6 del
NF-kB similar a la del lligand natural, MDP. A continuacié es va procedir a incubar
els cultius cel.lulars amb MDP-XL o MTP-XL aplicant llum UV a diferents temps
d’incubacié per posteriorment aillar el compost resultant dels lisats cel.lulars per
incubacié amb estreptavidina-agarosa. Igual que en el cas anterior, es va observar
unié inespecifica tant a 'agarosa, com posava de manifest la preséncia d'una banda
als controls no s’hi havia afegit MDP-XL ni MTP-XL, com a les mostres obtingudes a

partir de les proteines emprades com a control negatiu (Figura 52).

1 2 3 4 5 6 7 8

S A -

Figura 52. Analisi per Western-blot corresponent als assaigs d’incubacié amb
MDP-XL (0,5 ug/mL, 2 h) de cultius cel.lulars que expressaven HA-Nod2 (1-4) o
HA-Nod2ALRR (5-8). 1, 2, 5 i 6: controls negatius, on no s’hi va addicionar MDP-
XL als cultius cel.lulars. Es van analitzar les solucions resultants de la incubacié
amb la estreptavidina-agarosa (2, 4, 6 i 8) aixi com els lisats inicials (1, 3, 51 7).

4.3. Cribratge bioquimic mitjancant cromatografia d’afinitat.
4.3.1. Assaigs de purificaci6 per cromatografia d’afinitat emprant columnes MDP-
agarosa i MTP-agarosa.

Com estratégia alternativa als assaigs descrits als apartats anteriors, es va
plantejar 'aillament de la o les proteines involucrades en el reconeixement del MDP
mitjancant cromatografia d’afinitat emprant columnes de MDP-agarosa o bé de MTP-
agarosa. Aquesta aproximacié havia estat emprada anteriorment al laboratori del
Prof. Nunez per tal de determinar proteines capaces d’interaccionar amb Nod2 1 havia
permes la identificacié d’Erbin com a un regulador de la via de senyalitzacié de Nod2
(McDonald et al., 2005). En aquest treball, per dur a terme un cribratge bioquimic per
tal de determinar proteines capaces d’interaccionar amb Nod2, s’havia generat una
linia HEK293 que expressava la proteina de fusi6 TAP-Nod2 (HEK293:TAP-Nod?2).
Els complexos que contenien Nod2 es purificaren dels lisats cel.lulars anteriors per
cromatografia d’afinitat. Les proteines purificades es van eluir de la columna
d’afinitat, es van digerir amb tripsina 1 es van analitzar per espectrometria de masses
(HPLC-MS/MS). Com a control es va emprar una linia HEK293 que expressava
unicament TAP, que es va processar de forma equivalent, per tal d’avaluar la uni6 no
especifica de proteines al llarg del procés de purificacid. Les proteines candidates es

van determinar per comparacié del perfil peptidic obtingut a partir de les
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purificacions dels lisats HEK293:TAP-Nod2 1 HEK293:TAP. Només es van considerar
com a candidates les proteines identificades per multiples peéptids diferents 1 que
Unicament eren detectades a partir de les preparacions de HEK293:TAP-Nod2. Aixi,
Erbin va ser identificada per 7 péptids diferents distribuits al llarg de tota la
sequéncia de la proteina. Aquesta interaccidé especifica entre Nod2 1 Erbin va ser
confirmada per coinmunoprecipitacié i per assaigs de doble hibrid (yeast two-hybrid
assays) (McDonald, 2005).

Per tal de determinar les proteines que constituirien el complex de reconeixement
del MDP, es va procedir de forma similar, per aplicaci6 de lisats cel.lulars
HEK293T:HA-Nod2 a columnes d’afinitat, que contenien MDP o MTP immobilitzats
covalentment sobre un suport d’agarosa (AminoLink Plus Coupling gel, Pierce). Aixi,
lisats cel.lulars que provenien de cultius de cel.lules HEK293T que expressaven de
forma estable HA-Nod2, es van aplicar sobre les columnes d’afinitat de MDP- o MTP-
agarosa 1 es van incubar durant una nit a 4 °C. Després de successius rentats amb
tampons d’elevada forca idnica, les proteines que restaven unides es van eluir
emprant tampons que contenien MDP o LL-MDP (Chen, 2005), isomer incapag
d’activar Nod2 (Girardin, 2003). Aliquotes d’aquests eluats aixi com d'una columna
control, sense MDP o MTP, es van analitzar per electroforesi. Tant per a la columna
MDP-agarosa com per a la MTP-agarosa es va observar la preséncia de bandes
especifiques al carril corresponent a I'elucié amb el tampé que contenia MDP (Figura
53), que no eren presents ni a la mostra corresponent a l'elucié amb tampé que

contenia el lligand LL-MDP ni al de la columna control d’agarosa sense MDP/MTP.

Figura 53. Electroforesi SDS-PAGE revelada per tinci6 amb plata de solucions
provenints de I'elucié de columnes de MTP-Agarosa (1 i 2) o d'una columna control
d’agarosa sense MTP (3) amb tampé que conté 100 uM MDP (1i 8) o 100 upM LL-
MDP (2). Totes les columnes havien estat incubades amb lisats de cultius
cel.lulars HEK293T:HA-Nod2.
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Per limitacions de temps a l'estada al laboratori del Prof. Nufiez no es va poder
anar més enlla en la identificacié d’aquestes proteines que potencialment podrien
participar al reconeixement del MDP per Nod2. En aquell grup de recerca es continua
Pestudi d’aquestes mostres per tal per confirmar els resultats preliminars obtinguts 1

determinar a quines proteines corresponen.

4.3.2. Purificacié per cromatografia d’afinitat emprant columnes d’afinitat FLAG-
LRR. Clonatge, expressié i purificacié de FLAG- Nod2LRR i FLAG-Nod2L1007fs LRR.

Un altre métode per identificar proteines requerides per a la deteccié del MDP per
Nod2 consistiria en determinar les proteines que interaccionen amb el domini
responsable del reconeixement de lligands, domini LRR C*terminal, de Nod2. En
aquesta aproximacid, els LRRs de Nod2 serien expressats a céllules de mamifer
HEK293T en forma de proteina de fusié amb l'epitop FLAG (FLAG-LRR) i purificats
amb una columna d’afinitat que contindria Panticos anti-FLAG. Les proteines unides
a la columna es rentarien de forma exhaustiva sota condicions astringents per tal
d’eliminar les proteines retingudes de forma no especifica, amb el que s’obtindria una
columna d’afinitat FLAG-LRR. A continuacid, lisats cel.lulars provenints de cel.lules
de macrofag estimulades amb MDP, s’aplicarien sobre aquesta columna d’afinitat
FLAG-LRR, es rentarien i la FLAG-LRR juntament amb les proteines que hi
estiguessin interaccionant s’eluirien de la columna emprant el peptid FLAG. De forma
equivalent a l'experiment descrit a l'apartat anterior, les proteines aixi eluides es
separarien per electroforesi SDS-PAGE. Com a control per a la unié especifica al LRR
de Nod2, es prepararien columnes a partir de FLAG-LRR derivat del mutant de Nod2
associat a la malaltia de Crohn L1007fs, que no respon a l'activaci6 amb MDP, aixi
com amb lefector de Yersinia YopM, proteina que consta unicament de LRRs. Els
resultats obtinguts per a aquestes columnes control es compararien amb els de la
columna FLAG-LRR, de forma que es procediria a la identificacié per HPLC-MS/MS
de les proteines eluides especificament d’aquesta. Finalment s’avaluaria la seva
capacitat per interaccionar amb la Nod2 sencera, amb el MDP, aixi com els seus
efectes en l'activacié de NF-«B.

El primer pas per dur a terme aquesta aproximacié era disposar de les proteines
FLAG-Nod2LRR 1 FLAG-Nod2L1007fsLRR. Per tant, es va procedir a clonar el domini
per a la proteina salvatge aixi com pel mutant Nod2L1007fs, que no és capag de

respondre al MDP. Aixi, es va amplificar per PCR els fragment dels gens corresponent
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a les seqiiéncies dels dominis LRR emprant com a ADN motlle les seqiiéncies de la
Nod2 salvatge aixi com la del mutant. A continuacié es van subclonar aquests dominis
al vector d’expressié eucariota pcDNA3. Simultaniament es va introduir a 'extrem N
terminal la sequéncia peptidica FLAG, que permetria la posterior purificacié de les
proteines sobreexpressades per cromatografia d’afinitat emprant FLAG-agarosa. El
cribratge per PCR 1 per digesti6 amb enzims de restriccié dels clons generats, va
permetre identificar els que contenien els fragments desitjats, la seqiiéncia dels quals
es va confirmar per seqlenciaci6. A continuacié es van dur a terme assaigs
preliminars d’expressié a cel.lules HEK293T. Diferents cultius monocapa d’aquestes
cél.lules es van transfectar amb les construccions que contenien l'epitop FLAG
corresponents als dominis LRR de Nod2 1 Nod2LL1007fs. Posteriorment es van aillar
les proteines de fusié recombinants del lisat cel.lular per purificacié per afinitat
emprant FLAG-agarosa. La proteina eluida emprant tampd que contenia el péptid
FLAG, es detectava per Western—blot emprant un anticos monoclonal anti-FLAG
(Figura 54). Es va comprovar l'expressié i purificacié de FLAG-LRRNod2 i FLAG-
LRRNod2L.1007fs.

1 2 3 4

Figura 54. Assaigs d’expressié i1 purificacié de FLAG-Nod2LRR a partir de lisats
de cultius cel.lulars de HEK293T transformats amb pcDNA3(FLAG-Nod2LRR).
Revelat per Western-blot emprant un anticos monoclonal anti-FLAG d’aliquotes
del lisat cel.lular de partida (1), rentats de I'agarosa (2), proteina eluida (3), i
proteina retinguda a 'agarosa posteriorment a I'etapa d’elucié (4).

4.4, Localizaci6 cel.lular del MDP.

Per tal d’optimitzar els resultats dels assaigs anteriors de purificacié emprant
columnes d’afinitat, es va procedir a realitzar assaigs per tal de determinar la
localizacié subcel.lular del MDP incorporat per les cel.lules. Determinar la localitzacid
subcel.lular del MDP permetria enriquir la mostra de partida en les proteines
fisiologicament relevants per al reconeixement del MDP mitjancant un fraccionament
subcel.lular. Per dur a terme aquests estudis, es va procedir a incubar cel.lules amb
MDP marcat fluorescentment (MDP-FITC, cedit per Geert-Jan Boons, Universitat de
Georgia), que posteriorment es van analitzar per microscopia de fluorescéncia
confocal. Val a dir que assaigs d’activacié de NFkB, equivalents als descrits

anteriorment per al MDP-XL 1 MTP-XL, havien posat de manifest la capacitat del
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MDP-FITC d’activar la via de senyalitzacié de Nod2. Aixi, en primer lloc es va
procedir a fer cultius de céel.lules de macrofag obtingudes a partir de la medul.la ossia
de ratolins de genotip salvatge per Nod2 (Chamaillard et al., 2003). Els cultius es van
fer a plats de 24 pous, a una concentracié de 1-2,5%105 cel.lules/ pou. A continuacio es
van dur a terme incubacions a 37 °C a diferents temps (30 min, 3 h i O/N) amb el
derivat fluorescent MDP-FITC (verd). Es van fer diferents bateries d’experiments.
Aixi, part dels cultius es van sotmetre a un pretractament amb LPS (lipopolisacarid) i
TNFa 24 h abans de dur a terme 'experiment, per tal d’estimular la captaci6 del MDP
(Kovayashi, 2004). Aquest estimul inflamatori permetia augmentar els nivells
d’expressié de Nod2 a les cél.lules, facilitant la deteccié del seu lligand fluorescent.
Igualment, per tal determinar si el MDP era captat per un mecanisme d’endocitosi
que involucrava la formaci6é de vesicules endocitiques, les cél.lules es van sotmetre a
incubacions amb els marcadors de lisosomes i1 endosomes, Lysotracker Red DND-99
(vermell) o Texas Red Ovoalbuina (vermell). En aquest sentit, part de les cél.lules es
van incubar amb particules de Dextran-fluoresceina (verd), que es coneix que és
captat per les cél.lules per mecanismes d’endocitosi (Tansey, 1998) o es van sotmetre a
un pretractament amb citocalasina D, producte que bloqueja l’endocitosi
(Makoveichuk, 2004). Les cél.lules es van tenyir addicionalment amb DAPI (blau),
marcador especific del nucli cel.lular i1 es van fixar amb paraformaldehid. L’observacid
al microscopi de fluorescéncia confocal de les mostres resultants (Figura 55) va
revelar la preséncia de vesicules on colocalitzaven el color verd, color indicatiu de la
preséncia del MDP-FITC, i el vermell, corresponent als lisosomes o endosomes que
havien captat els marcadors Lysotracker Red DND-99 o Texas Red Ovoalbuina.
Igualment es va observar que la captacié del MDP-FITC era parcialment bloquejada
pel tractament previ amb citocalasina D.

Aquests resultats preliminars suggerien que el MDP era captat per les cél.lules de
macrofag emprant la via endocitica 1 que es localitzava als lisosomes, com posava de
manifest la preséncia de vesicules de color groc (A), resultant de la superposicié del
MDP-FITC, verd (B), amb la tincié en vermell corresponent al Lysotracker (C), reactiu
especific per aquest compartiment cel.lular. Per tal de confirmar aquests resultats,
aixi com per determinar la possible localitzaci6 del MDP a altres compartiments
subcel.lulars, s’haurien de dur a terme assaigs de tinci6 amb marcadors especifics per
a diversos organuls com I’Ab anti-LAMP-1, marcador d’endosoma tarda i lisosoma, Ab
anti-Bip, especific del reticle endoplasmic, o Mitotracker, reactiu que tenyeix

especificament la mitocondria.
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Figura 55. Localitzacié del MDP a lisosomes de macrofags. Imatges de
fluorescéncia confocal corresponents a un cultiu de cél.lules de macrofag de
ratoli incubades amb MDP-FITC (20 ug/mL, 3 h , 37°C,verd), marcador de
lisosomes Lysotracker (vermell), i on els nuclis estan tenyits amb DAPI
(blaw). Les cél.lules havien estat preestimulades amb LPS (10 ng/mL, 30
min, 37°C).
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Estudi de la interacci6 entre citocrom c 1 Apaf-1:

e S’han generat 1 caracteritzat mitjancant diferents técniques espectroscopiques,
els mutants derivats de YCit, A/K27M, A/ATK/K27M, A/P25K/K27M,
AATK/P25K /K27M, que incorporen mutacions que aproximaven la seva
sequéncia a la del HHCit c¢. S’ha analitzat la capacitat d’aquests mutants per
interaccionar amb 1'’Apaf-1, mitjancant un assalg de polaritzacié de la
fluorescencia. Per tal de dur a terme aquest assaig, s’ha obtingut igualment el
derivat fluorescent del Cit ¢, Zn-HHCit ¢. Sha analitzat la seva capacitat per
induir la formacié d'un apoptosoma actiu, mitjancant assaigs In vitro de
reconstitucio de 'apoptosoma 1 d’activacié de la caspasa-3.

Per al mutant A/ATK/P25K/K27M, s’ha determinat que les mutacions
introduides a la seqiiéncia del YCit ¢ son capaces d’'induir la seva capacitat per
Iinteraccionar amb el Cit ¢, pero no sén suficients per induir la formacié d'un
apoptosoma actiu, el que indicaria el requeriment de tots els residus reportats
com a components de I'epitop d’interaccié entre el Cit ¢ 1 I'’Apaf-1, per a la

formaci6é d’'un apoptosoma actiu.

e S’han generat i caracteritzat hemopeéptids derivats dels mutants de YCit ¢, HP
-5-27 1 HP7TK25K 1-27, per degradacié quimica amb BrCN. S’ha determinat la
seva capacitat per modular Pactivitat de I'apoptosoma, mitjancant assaigs in
vitro de reconstitucié de I'apoptosoma 1 assaigs d’activacié de la caspasa-9. Per
a cap dels peéptids analitzats s’ha pogut establir una capacitat inductora de
I'activacié de la caspasa-9. No obstant, per a ’hemopéptid HP7K25K (1-27) s’ha
determinat una potencial capacitat inhibidora de I'apoptosoma, si bé aquesta
resulta enmascarada per l'efecte oxidatiu del grup hemo. No ha estat possible
discernir si la inhibicié observada va ser deguda a un efecte o I'altre o la suma

de tots dos.

e S’han obtingut construccions de menor entitat molecular derivades de ’Apaf-1-
XL emprant un sistema procariota d’expressié. En concret, s’han posat a punt
les condicions d’expressié a K. coli 1 posterior purificacid, de les construccions
derivades de I'Apaf-1-XL, Apaf-1-XL(1-570) i Apaf-1-XL(1-572), corresponents
als dominis CARD/(NOD/CED-4), i Apaf-1-XL(583-1248) i Apaf-1-XL(570-
1247), corresponents al domini WDR. Per a la construccié Apaf-1-XL(583-1248)
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s’han determinat les condicions requerides per renaturalitzar la proteina,
expressada en forma de cossos d'inclusi6. Per a totes les proteines
recombinants generades s’ha pogut establir la seva funcionalitat, mitjancant
un assalg de reconstitucié de I'apoptosoma in vitro, per a les construccions
corresponents al fragment MN-terminal, i de polaritzacié de la fluorescéncia, per
a les corresponents al fragment Cterminal. Els problemes observats durant la
seva produccié, derivats principalment de la formacidé dels esmentats cossos
d’inclusid, que s6n dificils de solubilitzar 1 renaturalitzar, fan dificil pensar en
aquestes construccions com una alternativa a la utilitzacié de I’Apaf-1 nativa
als assaigs d’avaluacié de molecules amb potencial capacitat per modular

Papoptosi.

Estudi de la interacci6 entre muramil dipéeptid 1 Nod2:

Assaigs d'immunoprecipitacié han indicat una interaccié no directa entre el
derivat del peptidoglica de la paret bacteriana, muramil dipéptid, i Nod2.
Mitjancant assaigs de purificacié per cromatografia d’afinitat i posterior
analisi per cromatografia de masses de les proteines especificament retingudes
a la resina activada amb muramil dipéeptid, s’han determinat components
potencials del complex de reconeixement del muramil dipéptid, responsable de

Pactivacid de la via de senyalitzacié de Nod2.

Estudis preliminars de localitzacié subcel.lular del muramil dipéptid, han
indicat que aquest seria incorporat per les cel.lules de macrofag a través de la

via endocitica.
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Caracteritzaci6 biofisica dels citocroms mutants.

Tot 1 que el petit tamany 1 estabilitat del citocrom c feien pensar que les modificacions
introduides als mutants preparats no alteraria sensiblement la seva estructura, era
important disposar de proves en aquest sentit per tal de descartar que qualsevol efecte
sobre la interacci6 amb Apaf-1 no provenia de canvis estructurals no previstos.

La introduccié a la seqiiéncia de YCit ¢ de les mutacions considerades en aquest
treball podia tenir, en principi, diferents efectes sobre l'estructura i estabilitat de les
proteines corresponents. En primer lloc, la introduccié de dos residus de Lys substituint
un d’Ala i un de Pro (A7K i P25K) previsiblement modificaria localment el caracter
electrostatic de les proteines. En particular, la mutaci6 A7K suposava la introduccid
d’'una carrega positiva extra a la primera helix present al citocrom, on ja existien tres
residus de Lys 1 un d’Arg, el que podia provocar una certa desestabilitzacié estructural
per efectes de repulsié electrostatica. D’altra banda, els efectes de la introduccié de la
mutaci6 K27M podrien anar en el sentit contrari als anteriors, en fer desaparéixer un
altre residu carregat. Aixi mateix, els efectes estérics podien també tenir alguna
influéncia en l'estructura, si bé, donada la mida del citocrom i que aquests residus es
trobaven relativament exposats a la superficie de la proteina, es podia esperar que fossin
menors. Finalment, els efectes de 1'eliminaci6 de cinc residus de la regié N-terminal del
citocrom, que en la proteina salvatge es trobaven de forma desestructurada, eren més
dificils de preveure.

Per aquest motiu es va dur a terme una caracteritzacié6 dels mutants de YCit c

obtinguts emprant un ventall de técniques espectroscopiques.

1. Estudis de dicroisme circular.

Per tal de determinar possibles alteracions estructurals i comprovar si la introducci6
de les mutacions havia produit canvis en la estabilitat térmica dels mutants de YCit c, es
van enregistrar els espectres de dicroisme circular (DC) i es van determinar les
respectives temperatures de fusié o desnaturalitzacié (Tm).

Els espectres de DC de peptids i proteines depenen de la seva estructura secundaria
(Purdie, 1990). En aquest sentit, 'espectroscopia de DC resulta una eina d’utilitat per
determinar l'estabilitat térmica d’'una proteina a través de la Tm, que es defineix com
aquella temperatura a la que un 50 % de la proteina ha perdut el seu plegament. En
conseqiéncia un valor elevat de Tm indica una major estabilitat de l'estructura de la

proteina.
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Els espectres de DC enregistrats van ser gairebé superposables als del YCit ¢ salvatge
(Figura 56), i corresponien als d'una proteina amb una estructura majoritaria en forma
d’hélix oo (minims a ~208 nm i 222 nm) (Zhang, 1991), el que posava de manifest que
I'estructura de la proteina no havia patit canvis significatius per efecte de la introduccié
de les diferents mutacions. Els valors de Tm es van determinar enregistrant els canvis
d’el lipticitat a 220 nm en funcié de la temperatura (Figura 57) i es resumeixen a la
Taula 17, on també s’especifica la Tm de YCit ¢ que es va emprar com a referéncia. Els

valors tenen associat un error experimental de + 1°C.
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Figura 56. Espectres de dicroisme circular del YCit ¢ (—), YCit ¢ (A/P25K/K27M) (=)
i YCit ¢ (AJATK/P25K/K27M) (—) enregistrats en 20 mM fosfat sodic (25 °C).
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Figura 57. Corbes de desnaturalitzacié térmica per al YCit ¢ (—), YCit ¢ (A) (=), YCit
¢ (AWATK/K27TM) (—), YCit ¢ (A/P25K/K27M) (=) i YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27TM) (),
enregistrades a 220 nm en 20 mM fosfat sodic amb un gradient de temperatura de 1,5
°C/min.
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Taula 17. Valors de Tm determinats per a les diferents proteines derivades de YCit c.

Mutant YCit ¢ Tm (°C)
YCitc 59
YCit c (A) 55
YCit ¢ (A/ATK/K27M) 53
YCit ¢ (A/P25K/K27M) 56
YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M) 46

El valor de Tm determinat per al YCit ¢ va ser de 59 °C, la diferéncia respecte el valor
descrit a la bibliografia per al YCit ¢ expressat en E.coli, 56,5 °C (Pollock, 1998), es va
considerar atribuible a l'error experimental de la mesura i a les diferéncies en els
protocols emprats. Els resultats obtinguts amb els mutants A, A/ATK/K27M 1 A/P25K/
K27M mostraven una disminucié dels valors de Tm d’entre 3 1 6 °C respecte al YCit c.
Aixo semblava reflectir una petita disminucié de l'estabilitat teérmica d’aquestes
proteines, pero probablement no implicava que s'hagués donat una pertorbacid
important de la seva estructura. Com s’ha apuntat previament, el fet que la proteina que
presentava la mutacié A7K fos la que mostrava una disminucié més gran en el valor de
Tm, suggeria que, efectivament, la introduccié d’'una carrega positiva addicional en una
regioé que ja contenia varis residus de Lys 1 Arg podria jugar un paper desestabilitzador.
Aquest efecte era aparentment més important en el mutant YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M),
el que indicaria que els efectes de repulsié electrostatica resultaven encara més

importants.

2. Estudi per espectroscopia d’absorci6 electronica

L’espectroscopia d’absorcié electronica permet detectar canvis en la distribucid
electronica de l'atom de ferro del grup hemo. Aquests canvis, en general responen a
variacions en 'entorn de coordinacié de 'atom metal lic. ’atom de Fe del grup hemo del
citocrom ¢ en estat oxidat (Fe3*) presenta una distribucié electronica d® de spin baix
deguda a la coordinacié dels residus His18 i Met80 com a lligands axials (Brayer, 1996)
(Figura 58). Aquesta estructura és estable dins el rang de pH 4-8, perd es troba alterada
quan la proteina es sotmet a condicions de pH més extremes. En analitzar els espectres
d’absorci6 electronica del ferricitocrom c dins el rang de pH 0-14, Theorell 1 Akesson van

determinar l'existéncia de cinc estats diferents (I - V) interconvertibles per fendmens de
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protonacié-desprotonacid, amb els valors aparents de pA. que s'indiquen a continuacid

(Theorell, 1941).

pKal =042 pKa2 =250 pKa3=9.35 pKgt=12.76_

A . A .
~ ~ ~ ~

D’acord amb aix0, la forma nativa de la proteina, amb coordinaci6 Met - His,
correspondria a la espécie I11. Segons es va disminuint el pH, la proteina primer (pKa =
2,50) déna lloc a una espécie intermitja (II), de tipus molten globule (Dyson, 1982; Goto,
1990a, 1990b), que a pH fortament acid (pK. = 0,42) evoluciona cap a lestat
completament desplegat (I), en el que 'atom metal.lic ha perdut els seus dos lligands

axials.

Figura 58. Representacié del grup hemo c i els seus lligands axials presents a YCit c.

D’altra banda, en anar des de pH 7 cap a pH basic, es produeix una transicié que déna
lloc a una o més espécies alcalines (IV), resultat del desplacament del lligand Met per un
altre lligand de la propia proteina, probablement el grup e-amino d’'una Lys, mentre que
a pH fortament basic 'estat V representa una heterogeneitat conformacional deguda a la
desnaturalitzacié de la proteina (Brayer, 1996). La transici6 alcalina ha estat
ampliament estudiada pel YCit ¢ 1 s’Than identificat les Lys 73 1 Lys 79 com els residus
que desplacen la Met 80 (Dopner, 1998). En aquest sentit, la substitucié dels residus 7 i
25 per dues Lys en els mutants considerats en aquest treball, podia fer pensar en
Paparici6 de noves formes alcalines degudes a la intervencié d’aquests residus com a
lligands axials del grup hemo. Aquest fet previsiblement es reflexaria en una variacid

dels pKa determinats per a la transici6 alcalina de cadascun d’aquests mutants. Tot 1 que
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aquest residus de Lys introduits en les posicions 7 1 25 no intervinguessin directament
com a lligands axials del grup hemo desplacant la Met 80, si podrien fer variar
indirectament el valor del pKa aparent de la transicié alcalina degut a que introduirien
canvis en l'entorn electrostatic del grup hemo, que podrien afectar la tendéncia a la
protonacié /desprotonacié dels residus de Lys 72, 731 79.

D’acord amb l'anterior, es van enregistrar els espectres d’absorcié electronica dels
mutants YCit ¢ (A), YCit c¢ (A/ATK/K27M), YCit c (A/P25K/K27M) i YCit ¢
(A/ATK/P25K/K27M), aixi com el de YCit c, entre pH 2-12. La Figura 59 il lustra els
resultats obtinguts pels citocroms YCit ¢ i YCit c¢ (A/ATK/P25K/K27M). Les
caracteristiques dels espectres d’absorcié electronica indicaven una dependéncia de
Pestructura de I'entorn del grup hemo amb el pH que es correspondria amb la formaci6
de diferents espécies. La representaci6 de 'absorcié en funcié del pH permet seguir més
clarament la interconversié d’aquestes especies. L’ajust d‘aquestes corbes a una
expressié derivada de 'equacié de Henderson — Hasselbach per a multiples ionitzacions
(Materials i Métodes, apartat 5.3), va permetre determinar el valor dels pKa. que

caracteritzen les transformacions de I'entorn de 'atom metal lic (Taula 18).

Taulal8. Valors de pKadeterminats a partir de 'ajust a un model matematic de tres
ionitzacions (veure apartat Materials i métodes) de les corbes d’absorci6 a diferents A
en funcié del pH obtingudes per al YCit c i els mutants YCit ¢ (A), YCit ¢ (A/ATK/
K27M), YCit ¢ (A/P25K/K27M) i YCit ¢ (A/ ATK/P25K/K27M). Entre paréntesi es
donen les desviacions estandard dels valors determinats.

Citocrom ¢ pKa! pKa? pKa?
YCit c 2,86(0,14) 8,42(0,12) 10,30(0,12)
YCit c (A) 3,12 (0,09) 8,39(0,08) 10,58 (0,08)
YCit ¢ (AJATK/K27TM) 341(0,13) 8,25(0,12) 10,68(0,12)
YCit ¢ (A/P25K/K27M) 3,24 (0,14) 8,32(0,13) 10,62 (0,13)
YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M) 3,34(0,13) 8,36(0,12) 10,48(0,12)
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Figura 59. Espectres d’absorcié electronica obtinguts per YCit ¢ 1 YCit ¢
(A/ATK/P25K/K27M) a diferents valors de pH (C = 10 uM; fosfat sédic 100 mM; 25
oC). Aixi mateix es mostra la dependéncia en cada cas d’Abs. a 395 i 409 nm en funcié
del pH; la linia continua correspon al resultat de I'ajust de les dades experimentals a
lequaci6é de Henderson — Hasselbach per a tres ionitzacions.
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D’aquests experiments es va deduir que en les condicions estudiades, el YCit ¢ 1 els
mutants derivats es comportaven de forma molt similar, donant lloc almenys a quatre
espécies que s’interconverteixen segons el pH. El pKa de la transicié alcalina és en tots
els casos ~8,3, no havent-se observat, ni tant sols pel cas de la proteina salvatge un valor
més proper al reportat per Rosell i col laboradors per a YCit ¢ (7,95) (Rosell, 1998), el
qual s’havia assignat a la coordinaci6 del residu de Lys72. Aquesta diferéncia es podria
atribuir a que les condicions en que es van dur a terme aquests experiments diferien de
les reportades en la bibliografia, on van determinar el pKa ajustant la corba d’Abs a 695
nm respecte el pH. Les nostres concentracions de proteina de treball no van permetre
avaluar la variacié de l'absorbancia a 695 nm donada la baixa absorcié a aquesta
longitud d’ona. D’altra banda, els valors per a la transicié alcalina dels diferents
mutants, tan similars al de la proteina salvatge, posaven de manifest que ni la Lys 7 ni
la Lys 25 participaven directament com a lligands axials del grup hemo. L’efecte
d’aquestes mutacions quedaria per tant reduit a un augment de la densitat de carrega
positiva en les proximitats del grup hemo. Aquest augment podria afavorir la
desprotonacié de les cadenes laterals dels residus de lisina que poden desplacar la Met
80, disminuint el seu pKa 1 aquest efecte podria explicar les petites diferéncies
observades entre la proteina salvatge i1 els mutants. A pH>10,3, al medi estarien
presents les espécies corresponents a la desnaturalitzacié del citocrom (V).

Per la banda de pH acid, s’observa aixi mateix en tots els casos, una transicié que
tenia lloc amb un pKa. aparent entre 2,86, pel citocrom salvatge, i 3,41 pel YCit ¢
(A/ATK/K27M). Aquesta transici6 es podia interpretar com la descrita per Goto i
col 1laboradors (Goto, 1990a, 1990b) cap a la formacié de I'estat de molten globule (II). Les
caracteristiques dels espectres d’absorci6 electronica de les cinc proteines mostraven un
desplacament ipsocromic de la banda de Soret des de 409 nm, a pH 7,0, fins a ~395 nm a
pH ~2, juntament amb la desaparicié del maxim d’absorci6 a ~530 nm 1 la conseqiient
aparicié6 de sengles bandes de transferéncia de carrega a ~500 1 ~620 nm, generant
espectres semblants al de la mefmioglobina (Amax = 408, 502 i 630 nm) (Hildebrand,
1995), que posaven de manifest la formacié d’espécies de spin alt.

Aquests resultats en qualsevol cas suggerien que no hi havien diferéncies substancials
entre la dependéncia de les propietats electroniques i de coordinacié del grup prostetic

dels mutants i el de la proteina salvatge en funci6 del pH.
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3. Analisi per ressonancia magnética nuclear.

En els darrers anys la ressonancia magnética nuclear s’ha emprat cada cop més
ampliament en lestudi i caracteritzacié d’hemoproteines (Baistrocchi, 1996; Turner,
1998). Les connectivitats entre els residus per a I'assignacié seqiiencial i la determinacié
dels elements d’estructura secundaria de la proteina requereixen de la informacid
obtinguda d’espectres en dues dimensions, tipus COSY 1 NOESY, que per al YCit ¢ van
ser reportats per primer cop per Gao i col laboradors (Gao, 1990). Els espectres de 'H-
RMN de citocrom c¢ aixi com els d’altres hemoproteines, es caracteritzen per la gran
dispersié dels senyals deguda a la preséncia del grup hemo. Hi ha dos fets que
contribueixen a augmentar aquesta dispersié: d’'una part el corrent d’anell generat pels
grups aromatics de la porfirina, 1 d’altra la preséncia de 'atom de ferro que, en estat
oxidat (Fe?*), presenta una distribucié electronica d5 de spin baix, essent paramagnétic
amb un electr6 desaparellat.

L’analisi dels espectres de 'H-RMN de les diferents proteines recombinants
preparades durant el present treball podia proporcionar informacié addicional per
determinar si la introduccié de les mutacions havia produit variacions en 'estructura de
lentorn del grup hemo. A la Figura 60 1 la Taula 19 es recullen els resultats dels
experiments de 1H-RMN realitzats amb el YCit ¢ 1 els mutants estudiats a pH 7,01 23 °C.
L’assignaci6 dels senyals es va realitzar en base a dades de la literatura per al YCit ¢
(Moench, 1989; Gao, 1990). A la Taula 19 sinclouen les diferéncies en la posicié dels
senyals de cadascun del mutants estudiats respecte a les de YCit ¢ (A3). En el cas del
mutant de delecid, YCit ¢ (As.,.1), els valors de Ad no van superar en cap cas les 0,2 ppm,
el que suggereix que la delecié no tenia efectes importants sobre ’entorn electronic del
grup hemo ni sobre l'estructura de la proteina. D’altra banda, els tres mutants restants
estudiats si que van presentar diferéncies apreciables en les posicions d’alguns senyals
respecte dels observats per YCit c. En particular, els senyals dels metils porfirinics en
posicions 3, 51 8 es trobaven desplacats entre 0,48 1 0,54 ppm respecte dels de YCit c,
mentre que un dels senyals atribuibles al metilé en posicié 70, mostraven desplacaments
de quasi 0,8 ppm. Finalment, el senyal que s’atribueix al grup e-metil de la Met 80
estava desplacat entre 0,56 1 0,67 ppm respecte a YCit c. Aquestes variacions, si bé eren
significatives, probablement no eren degudes a un canvi conformacional important en
Pestructura de la proteina, siné a un canvi en 'ambient electronic del grup hemo. Un
examen de l'estructura cristal lina reportada pel YCit ¢ (Louie, 1990), revelava que
I’atom de N del grup e-amino de la Lys 27 es trobava només a uns 9 A del substituents 3-

CHs 1 4a-CH porfirinics, respectivament, el que feia pensar que la substitucié d’aquest
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residu per un de Met podria donar lloc a un cert reordenament de la distribucié de
carregues sobre el sistema porfirinic que podria ser responsable, almenys en part, de les
variacions observades. Petits canvis conformacionals deguts a les interaccions amb les
cadenes laterals dels nous residus introduits per mutagénesi, podrien alterar els
contactes dels substituents del sistema porfirinic i contribuir també als desplacaments
observats. La possibilitat que el canvi observat en la posicié del senyal assignat al grup
e-metil de Met 80 pogués ser degut en realitat a la coordinacié de la Met 27 es va
descartar, donat que aquest residu es troba al costat oposat del grup hemo. Aquesta
substitucié, per tant, requeriria un canvi conformacional molt important que

previsiblement donaria lloc a alteracions més grans en els espectres de tH-RMN.
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Figura 60. Espectres de 'H-RMN de (A) YCit ¢, (B) YCit ¢ (A), (C) YCit ¢
(A/ATK/K27M), (D) YCit ¢ (A/P25K/K27M) i (E) YCit ¢ (A/ATK/P25K/K27M).
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Taula 19. Desplacaments quimics, & (ppm), i assignacié dels senyals observats als espectres de 'H-RMN de la Figura 60. Les assignacions
es van realitzar per comparacié amb les dades reportades a la literatura (Moench, 1989; Gao, 1990). La nomenclatura emprada per als
substituents porfirinics aixi com per als lligands axials s’'indica a la Figura 58. A3 es defineix com la diferéncia entre els desplacaments
quimics dels senyals de cada mutant i els de la proteina salvatge (Ycit c). En negreta es destaquen les diferéncies més significatives en els
desplacaments quimics.

Assignacié YCitc  YCitc(As,.1) YCit c(As,/ATK/K27TM)  YCit c(As,./P25K/K27TM)  YCit c(As_,.1/ATK/P25K/K27M)

Hemo i) §) AS 8 A §) AS il A8
a 8-CHs 35.51 35.40 -0.11 35.00 -0.51 34.97 -0.44 35.00 -0.51
b 3-CHs 32.26 32.19 -0.07 31.78 -0.48 31.78 -0.48 31.76 -0.50
c T7o-CH 16.01 15.81 -0.20 15.22 -0.79 15.27 -0.74 15.24 -0.77
d 70- CH 13.00 13.02  0.02 12.95 -0.05 13.03 0.03 12.99 -0.01
e 5-CHs 10.52 10.60 0.08 10.99 0.47 11.04 0.52 11.04 0.52
tf 2p-CHs -2.47 -2.48 -0.01 -2.43 0.04 -2.44 0.03 -2.43 0.04
Aminoacids
g His185-CH  24.97 24.94 -0.03 24.87 -0.10 24.94 -0.03 25.05 0.08
h His18 p-CH 15.24 15.27 0.03 15.22 -0.02 15.27 0.03 15.24 0.00
1 Leu683-CHs -3.38 -3.37  0.01 -3.31 0.07 -3.27 0.11 -3.30 0.08
j  Pro304- CH -5.81 -5.75  0.06 -5.54 0.27 -5.59 0.22 -5.62 0.19
k Met80 e- CHs -23.69 -23.59 0.10 -23.13 0.56 -23.02 0.67 -23.11 0.58
1 His18 e-CH -26.87 -26.79  0.08 -26.74 0.13 -26.74 0.13 -26.69 0.18
m Met80y- CHs -31.50 -31.44  0.06 -31.68 -0.18 -31.52 -0.02 -31.47 -0.03
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