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Abreviatures

ABREVIATURES

3D: tridimensional

A: adenina

ADP: difosfat d'adenosina

Ang: angiogenina o RNasa 5

AMoRe: reemplacament molecular automatic (programa informatic)

B: lloc de reconeixement de les bases dels acids ribonucleics a la cavitat del
centre actiu de les RNases, també s utilitza per designar els factors de
temperatura de les coordenades atomiques moleculars (fitxers PDB)

BS-RNasa: ribonucleasa bovina seminal

C: citosina

CE: célules endotelials

CNS: sistema per afinar coordenades d'estructures cristal -lografiques i de RMN

(programa informatic)

C-terminal: carboxi-terminal

DNA: &cid desoxiribonucleic

d(Tp)a4: tetradesoxinucleotid de seqiiencia T-T-T-T

d(Up): desoxinucleotid d'uracil

ECP: proteina cationica d’ eosinofils 0 RNasa 3

EDN: proteina neurotoxica derivada d’ eosinofils o RNasa 2

(-4)EDN: variant de I'EDN o RNasa 2 que presenta una extensié de 4 residus

(SLHV) al'extrem N-terminal

ESRF: European Synchrotron Radiation Facility

Fo (0 Fops): modul del factor d'estructura observat

Fc (0 Fobs): modul del factor d'estructura calculat

FCA: factors de creixement angiogenics

G: guanina

HPRNasa: ribonucleasa pancreatica humana o RNasa 1



Abreviatures

hRK6: ribonucleasa humana 6
L RSS: repeticions riques en leucines
MxXM: estructura quaternaria dimérica formada per I'intercanvi de dominis N
terminal
M M Ps. metal -|loproteases de |la matriu extracel -lular
N-terminal: amino-terminal
p: lloc d'unio as fosfats dels acids ribonucleics a la cavitat del centre actiu de les
RNases
PAGE: electroforesi en gel de poliacrilamida
PEG: polietilenglicol
PDB: banc de dades de coordenades tridimensionals de proteines i molecules de
DNA
pl: punt isoeléctric
poli(C)/poali(U): acid policitidilic / acid poliuridilic
pt/npt: tipus pancresatic / tipus no pancreatic
R: Iloc d'uni6 a les riboses dels acids ribonucleics a la cavitat del centre actiu de
les RNases; també s utilitza per designar € valor que mesura la bondat d’ gjust
entre el mode i les dades experimentals (R = Y4 ops FeacZ & Fops)
RI: inhibidor proteic de ribonucleases
hRI o PRI: inhibidor proteic de ribonucleases d'origen huma
pRI: inhibidor proteic de ribonucleases d'origen porci
RISBases: ribonucleases que exhibeixen accions biol dgiques especials
rmsd: desviacié quadratica mitja
RNA: &cid ribonucleic
t-RNA: &cid ribonucleic de transferéncia
RNasa/RNases: ribonucleasa / ribonucleases

RNasa A: ribonucleasa pancreatica bovina



Abreviatures

RNasa 1?N7: RNasa 1 humana truncada als set primers residus de I’extrem N-
terminal

RX: raigs X

T: timina

U: uracil

| : longitud d’ ona

Df : graus de rotacié que experimenta el cristall durant la recollida d’ una imatge
dedifracci6; f també s utilitza per referir-se alafase d unareflexié

2q: angle entre un raig incident i e corresponent raig difractat per un pla del

cristall
S(A): parametre estadistic que estima |’ error de les coordenades estructurals d’un

mode!
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Presentaci6

PRESENTACIO

El treball presentat en aquesta tesi doctoral Ssemmarca dins I'estudi estructural de
ribonucleases (RNases) relacionades amb € cancer, aixi com en les repercussions
en larecerca d'un possible diagnostic i terapia del mateix.

Lareadlitzacio de la tes ha estat possible gracies a la col-laboracio establerta entre
el grup de Bioquimica del Cancer, que dirigeix e Dr. Rafael de Llorens, &
departament de Biologia de la facultat de Ciencies, ala Universitat de Girona, i €
grup de cristal-lografia, dirigit pels Drs. Miquel Coll i F.X. Gomis-Rith, a
I'Institut de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB-CSIC), i ha donat lloc a la
publicacio de tres articles en revistes d'ambit internacional (Mallorqui-Ferndndez
et al., 2000, Pous et al., 2001 i Peracaula et al., 2003)
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ESTRUCTURA DE LA MEMORIA

Aquesta memoria consta dels seglients apartats. Introducci6, Objectius, Materia i

metodes, Resultats, Discussio, Conclusions i Bibliografia.

1. Introducci6. Es presenten les ribonucleases (RNases) en general, les seves
caracteristiques meés rellevants, algunes funcions especials, i en particular les
proteines objecte d'estudi: proteina cationica d'eosinofils (ECP o RNasa 3) i
RNasa 1?N7, aixi com les principals estructures de RNases resoltes per difraccio
deraigs X (RX).

2. Objectius.

3. Material i méetodes. Breu descripcio de la metodologia emprada per assolir la
determinacié de les estructures tridimensionals (3D) de I'ECP i de la RNasa
1?7N7.

4. Resultats. Shi presenten les tres publicacions que responen a |'objectiu

principal d'aquest treball, és adir la determinacio de les estructures 3D de I ECP i

delaRNasa 1. Es tracta del's segUents articles:

Article . "Three-dimensional Qystal Structure of Human Eosinophil Cationic
Protein (RNase 3) a 1.75 A Resolution". Journal of Molecular
Biology. (2000) 300, 1297-1307.

Articlell. "Glycosylation of human pancreatic ribonuclease: differences between
normal and tumor states'. Glycobiology. (2003) 13(1), 1-18.

Article 111, "Three-dimensional structure of human RNase 1?N7 at 1.9 A

resolution”. Acta Crystallographica Section D. (2001) D57, 498-505.

5. Discussio. Es discuteixen els resultats dels articles presentats.
6. Conclusions.

7. Bibliografia. Sinclouen de forma detalada les referéncies que apareixen

citades als apartats d'Introduccio, Materia i metodes i Discussio.
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RESUM

Les dues proteines estudiades en aguest treball (ECP o RNasa 3 i RNasa
17N7) pertanyen a la superfamilia de la RNasa A i resulten d'especia interes per

la seva potencia aplicacio en laterdpiai/o diagnostic del cancer.

A meés de la seva capacitat ribonucleolitica, I'ECP presenta d'altres activitats, com
I'antibacteriana, I'helmintotoxica o la citotoxica contra cél-lules i teixits de
mamifers. Per la RNasa 1 de tipus pancredtic expressada per les cé-lules
endotelials humanes també sha proposat un paper defensiu. La RNasa 1?N7, en
canvi, no presenta aguest tipus d'accions biologiques, si bé cal destacar la menor
afinitat que exhibeix enfront el seu inhibidor especific en relacio a daltres

membres de la familia.

Tant I'ECP com la RNasa 1?N7 shan cristal -litzat emprant latécnica de la difusio
de vapor en gotes penjants, i Shan determinat les seves estructures tridimensionals
(3D) mitjancant € metode del reemplacament molecular. Per I'afinament de les
estructures shan usat dades finsa 1,751 1,90 A respectivamert.

Ambdos molecules exhibeixen € plegament tipic a + b que caracteritza a tots €ls
membres de la superfamilia de la RNasa A. Tanmateix, les diferéncies que
mostren en comparacié amb I'estructura d'altres RNases permeten explicar, d'una
banda, la baixa activitat ribonucleolitica d'aguests enzims i, de l'dltra, les seves

peculiaritats funcionals.
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RESUMEN

Las dos proteinas estudiadas en este trabgjo (ECP o RNasa 3 y RNasa
17N7) pertenecen a la superfamilia de la RNasa A y resulta especialmente

interesante suaplicacion potencia en laterapiay/o diagnéstico del cancer.

Ademés de su capacidad ribonucleolitica, ECP presenta otras actividades, tales
como la antibacteriana, helmintotoxicidad o citotoxicidad contra células y tejidos
de mamiferos. Para la RNasa 1 de tipo pancredtico expresada por las células
endoteliales humanas también se ha descrito una funcion defensiva. La RNasa
1?N7, en cambio, no presenta este tipo de acciones bioldgicas, aunque es
relevante su menor afinidad frente al inhibidor especifico de ribonucleasas en

relacion con otros miembros de la familia.

ECP y RNasa 1?N7 se han cristalizado mediante la técnica de difusiéon de vapor
en gota colgante, y se han determinado sus estructuras tridimensionales (3D) con
el método del reemplazo molecular. Rara el refinamiento de estas estructuras se
han usado datos hasta 1,75y 1,90 A respectivamente.

Ambas estructuras exhiben el plegamiento tipico a + b que caracteriza a todos |os
miembros de la superfamilia de la RNasa A. Sin embargo, las diferencias que
muestran en comparacion con la estructura de otras RNasas permite explicar, de
un lado, la baja actividad ribonucleolitica de estos enzimas y, de otro, sus

peculiaridades funcionales.
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Resum

ABSTRACT

The proteins studied in this work (ECP or RNase 3 and RNase 1?N7)
belong to the RNasa A superfamily and their potencia aplication in the therapy

and diagnosis of cancer is the base of the present study.

Besides its ribonuclease activity, ECP is bactericidal, helminthotoxic and
cytotoxic to mammalian cells and tissues. Human endothelial cells expres a
pancrestic-type ribonuclease (RNase 1) also involved in defensive functions. In
contrast, RNasa 1?N7 does not present this kind of special activities, but shows a
reduced affinity for the specific ribonuclease inhibitor in comparison with other

members of the family.

The recombinant proteins have been crystallized by the vapour diffusion method
from hanging drops and their crystal structures have been determined by
molecular replacement. The refinement of ECP and RNase 1?N7 structures has

been performed using X-ray diffraction data up to 1,75 and 1,90 A respectively.

Both molecules display the a + b folding topology typical for members of the
RNase A superfamily. However, there are some differences that provide an
explanation for their low ribonucleolytic activity and, on the other hand, may

explain their other particular properties.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Presentacio i classificacié de la superfamilia de la RNasa A

Les ribonucleases (RNases) son enzims ampliament distribuits a tots els
éssers vius (animals, vegetals i també microorganismes) que es caracteritzen,
basicament, per la capacitat de degradar €ls acids ribonucleics. Atesa la globalitat

d'aguesta definicio, les RNases es poden classificar segons diferents criteris.

En relacio ala seva actuacio sobre €l substrat, I'acid ribonucleic (RNA), es poden
classificar en exoribonucleases, si els mononucleotids son alliberats als extrems
lliures (5' 0 3') de la cadena dRNA substrat, o en endoribonucleases, s I'escisio

dels enllacos fosfodiéster té [loc a l'interior de la cadena dRNA.

Pel que fa a I'especificitat, es diferencia entre RNases inespecifiques, si son
capaces de degradar qualsevol tipus d RNA, o RNases especifiques, si actuen
sobre un determinat tipus de molecules dRNA 0 sobre substrats de seqiiéncia

especifica, participant en processos de recanvi i processament del mateix.

Segons € |loc on actuen, les RNases també es poden dividir en extracel-lulars si
la seva actuacio té lloc fora de la cél -lula on shan produit, o bé en intracel -lularssi

actuen dins les cél-lules i estan relacionades amb & metabolisme de I'RNA.

Totes aguestes classificacions resulten bastant amplies, aixi que dins de cadascuna
delles és desperar I'existencia de subgrups en funcié de diferents formes

d'actuacid, de diversos graus d'especificitat, etc.

Per tal de situar les RNases que es descriuen en aquest treball (ECP o RNasa 3 i
RNasa 1DN7), cal presentar la superfamilia de la RNasa pancredtica bovina
(RNasa A). Aquesta, esta constituida per un grup de proteines homologues de

vertebrats, ben caracteritzades 1 seqlenciades, que presenten activitat
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endoribonucleolitica i especificitat per pirimidines a costat 3' de I'enllag escindit.
Malgrat la confusié existent a I’entorn de la seva nomenclatura, dins d’ aquesta

superfamilia poden establir-se nou subgrups o families (Beintema et al., 1997):

ad RNases 1 de namifers o de tipus pancredtic (pt). Sovint es designen amb €l
nom de RNases de tipus secretori.

b) RNases 2 de mamifers (tipus no secretori o de tipus neurotoxic). Aquesta
familia inclou, entre d'altres, la proteina neurotoxica derivada d’ eosindfils
(EDN) o RNasa 2 humana i la proteina cationica d’ eosinofils (ECP) o RNasa
3 humana

c) RNases 4 de mamifers. Inclou la RNasa aillada de la linia cd-lular
d’ adenocarcinoma huma HT-29.

d) Angiogenines de mamifers.

€) RNasa hepatica de gallina.

f) RNases de cél-lules mielomonocitiques i de medul -la 0ssia.

g RNasapancredtica de tortuga.

h) RNasa pancredtica d’iguana.

1) RNases de granota.

La referencia a tipus secretori i tipus no secretori Satribueix a un treball previ de
Sierakowska i Shugar (1977) que dividia les endoribonucleases especifiques per
pirimidines de mamifer en aquests dos grans grups. De tipus secretori S eren
semblants a la RNasa produida pel pancreas i no secretori s Sassemblaven a
I'obtinguda del fetge o la melsa.

Tots els membres de la superfamilia conserven e mateix tipus de plegament
(previsible en els d’ estructura desconeguda), aixi com I’ estructura del centre actiu
i del nucli hidrofobic. Tanmateix, mostren una gran variacié als loops o llagos
externs que connecten el's elements d'estructura secundaria regulars, la qual cosa

dificulta les comparacions evolutives per mitja de I’ alineament de seqiiencies. Les
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comparacions entre aguestes proteines, pero, també es poden realitzar mitjancant

la superposicié de les estructures tridimensionals (Mosimann et al., 1994).

Referent a |’ especificitat pel substrat i a |’ activitat enzimatica, les diferéncies son
més notables entre les RNases de diferents families (Sorrentino & Libonati, 1994)
que en relacio as membres que pertanyen a la mateixa familia (Beintema, 1987).
D’dtra banda, les proteines de families diferents també difereixen en les seves
taxes devolucio. Aquesta divergéncia Satribueix a la duplicacié genica
(Beintema, 1998).

1.1.1. Ribonucleases humanes

Les RNases humanes que pertanyen a la superfamilia de la RNasa A
sagrupen en 4 families d'acord amb la classificaci6 de Beintema (1997)

exposada anteriorment:

ad) RNases de tipus pancredtic (pt): RNasa 1 o HPRNasa

b) RNases no pancreatiques (npt): RNasa 2 (EDN), RNasa 3 (ECP), RNasa 6
(hRK 6)

c) RNases pt/npt: RNasa4

d) Angiogenines. RNasa 5 o angiogenina (Ang)

Com a membres de la superfamilia de la RNasa A, aguestes RNases humanes
tallen les cadenes de ribonucleotids amb preferéncia per pirimidines a I’ extrem 3’
de I'enllag fosfodiéster escindit. A lataula 1.1 s especifiquen els seus membres, la
nomenclatura emprada per designar-les, aixi com les seves principas

caracteristiques.

Encara que es proposa amb anterioritat, la classificacio de Zhou i Strydom (1993),

basada en la comparacié de les estructures primaries de les diferents RNases
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humanes, és cada vegada més utilitzada i per aquest motiu es presenta a

continuacio:

a) RNasa 1. RNasa de pancreas 0 de tipus secretori (també citada com a
HPRNasa)

b) RNasa 2: EDN o de tipus no secretori
c) RNasa 3: ECP

d) RNasa 4. RNasa aillada de plasma

€) RNasa 5: Angiogenina

La descripcio de la hRK6 o0 RNasa K6 (Rosenberg & Dyer, 1996) fou posterior a
aquesta classificacio, perd donat I'elevada homologia amb I'EDN (47% d'identitat

de sequiencia) sinclouriadins del segon grup.

Recentment també shan caracteritzat dos enzims més que pertanyen a la
superfamilia de la RNasa A. Es tracta de les RNases humanes RNasa 7 (Zhang et
al., 2003), que sexpressa predominantment a fetge, i RNasa 8 (Zhang et al.,

2002), amb un patr6 d'expressio Unic a placenta.
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Taula 1.1. Principals caracteristiques biol0giques de les RNases humanes (Sorrentino & Libonati, 1997; Futami et al., 1997 i Deming et al., 1998).

) npt RNasa 2 npt RNasa 3 npt RNasa 6
Proteina pt RNasa 1 pt/npt RNasa 4 angRNasa5
(EDN) (ECP) (hRK6)
Origen pancreas eosinofils eosinofils fetge fetge MONOCitS i
neutrofils
(altres teixits (i dtresteixits) (i atresteixits) (i dtresteixits)
somatics, ovari i
testicles)
Identitat de sequiéncia 70 35 31 43 35 47 (amb I'EDN)
amb laRNasa A (%)
N-Glicoslacio s, alestres dianes Si, esconeixen 5 Si, esconeixen 3 no no ?
Asn-Xa- Thr/Ser dianes dianes
Preferencia pel substrat poliC>poliU poliU>poliC poliU>poliC poliu>>poliC poliU>paliC ?
Altres funcions paper defensiu neurotoxica neurotoxica ? angiogenica es suggereix un
helmintotoxica helmintotoxica immunosupressora  paper defensiu
antibacteriana

antiviral
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1.1.2. Ribonucleases pancreatiques i activitat ribonucleolitica

L’ activitat ribonucleolitica que presenten les RNases s explica gracies a
I’elevat grau de coneixement assolit amb |’ estudi de la RNasa A, un dels enzims
més exhaustivament caracteritzats (D'Alessio & Riordan, 1997), que sutilitza com
a model ahora d’analitzar I’ arquitectura global del centre actiu i e mecanisme

catalitic d’ aguest tipus d’ enzims.

Reacci6 catalitzada per |es RNases pancreatiques

Lareacci6 d' hidrolis de I'RNA gque catalitzen les RNases pancreatiques té lloc en

dues etapes:

a) Reaccio de transfosforilacio d’'un enllag fosfodiéster, de la posicié 5 d'un
nucledtid ala 2’ del nucledtid adjacent. Com a resultat, es forma un nucleosid
2 3 -fosfat ciclic (figura 1.1).

b) Hidrolis de I'enllag fosfodiéster 2'3'-ciclic, que permet |'obtencié d'un
nucleosid-3-fosfat (figura 1.1).

ROH
R + OH
? 1 2 I
Oo=P-0- O¢P,O’ O=1T—O
| ~Po
0] O 0 0

C')Hz O Pyr Cl) Pyr Cl: 5
7 0 7
O=FT—O’ O=I'i"-O O=FI’—O'
- OR' OR' OR'

Figura 1.1. Representacid esgquematica de les dues etapes, transfosforilacio (1) i
hidrolis (2) que defineixen lareacci6 catditzada per laRNasa A (Paréset al., 1991).
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El centre actiu de la RNasa A esta format per una série de llocs que son
responsables de la unio amb les bases (B), les riboses (R) i s fosfats (p) del

substrat. El grup fosfat de I'enllag hidrolitzat Suneix a pi. By és e lloc de
reconeixement de la primera base que es situa a I'extrem 3' de I'enllag que sha de
trencar i és especific per pirimidines, mentre que B, estroba al costat 5' del Iloc de
tall i mostra preferéncia per purines. Si bé el centre catalitic es situa a I'entornde
Rip1, existeixen d'atres llocs d’'unié a substrat no catalitics, a costat 5 de
I"enllag escindit, que s'anomenen [ | pi. Daltra banda, a costat 3' de p es
localitza p, (Parés et al., 1991). A lafigura 1.2 es presenta un esgquema del centre
actiude laRNasa A en preséncia del substrat.
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Thr-45

Phe-120
Ser-123
Py

Figura 1.2. Esquema del centre actiu de la RNasa A en presencia del substrat. B, R i p
s utilitzen per designar els llocs d'uni6 de la base, la ribosa i € fosfat respectivament
(Paréset al., 1991).

L’ especificitat de la reaccio per pirimidines a |’extrem 3’ de |’ enllag fosfodiéster
escindit s atribueix als residus que formen € lloc By. En concret, és mediada per
les cadenes laterals de la Thr45 i la Phel20. El grup hidroxil de kb Thr45 forma
ponts d hidrogen amb la pirimidina (U o C) i exclou, per raons estériques, les
purines (A i G). L’anell arométic (grup benzilic) de la Phel20 estableix contactes
de van der Waals amb la pirimidinai amb la cadena lateral de la Thr45. D’altra
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banda, la Ser123 també pot formar ponts d’ hidrogen amb la pirimidina. A més, els
segments Val43-Thr4d5 i His119-Aspl21 contribueixen a posicionament correcte

de la base.

En relaci6 a mecanisme catalitic, hi participen dues histidines. Hisl2 i His119
(lloc d'unié p). La Hisl2 actua com a base en la reaccié de transfosforilacio,
captant un protd de I'hidroxil 2' de la ribosa i, per tant, afavorint |’atac sobre
I’atom de fosfor (figura 1.3). D’aguesta manera, S assoleix I'estat de transicio
pentacoordinat. En canvi, durant la reaccié d'hidrolisi la Hisl2 actua com a acid,
facilitant I'atac de I’ aigua sobre el mateix fosfor. La His119 juga € paper d acid
durant la transfosforilacié. A partir d’ estudis cristal -lografics amb la RNasa A es
coneix que aguest residu pot ocupar diferents posicions (Richards & Wykoff,
1971). Treballs posteriors mostren que existeixen dues conformacions
predominants (Mel et al., 1994 ). Només una d’ aguestes, pero, garanteix |’ activitat
del’enzim (Zegers et al., 1994).
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Figura 1.3. Mecanisme quimic de la reaccio catalitzada per la RNasa A, en la qua
participen laHis12 i la His119 (Roberts et al., 1969).

A més d’ aguests, existeixen d' altres residus implicats en e mecanisme de catalisi.
Els més importants son els seglents. (a) Lys4l (p1). Estabilitza e complex de
transicio, ja que € grup protonat de la seva cadena lateral interacciona amb la
carrega negativa del fosfat pentacoordinat (Trautwein et al., 1991). (b) Aspl2l.
Contribueix a |’estabilitzacié electrostatica de la His119 durant el procés de
transfosforilacié. També facilita el posicionament de les purines a B. (c) Lys7
(p2) | Lys66 (po). Els seus grups laterals, carregats positivament, es localitzen a
prop del centre actiu, de manera que faciliten I’ orientacié i unié del substrat
(Matthew & Richards, 1982).
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El lloc d'unié a purines (B), que esta constituit pels residus GIn69, Asn71 i
Glulll, pot adoptar multiples conformacions, si bé és clar I’ establiment de ponts
d hidrogen entre aquests residus i la base (Zegers et al., 1994; Fontecilla-Camps
et al., 1994).

Encara que €s llocs p1R1B; del centre actiu son els responsables de |’ especificitat
de tall del’enzim, els residus que formen part dels altres llocs d’ unié afosfat (po |
p1) €s conserven a totes les RNases pancredtiques de mamifers i son essencials
perque la catalis sigui efectiva (Nogués et al., 1995).

Els Ultims treballs sobre activitat ribonucleolitica revelen que la preferéncia pel
mecanisme exo- o0 endonucleolitic que poden exhibir els membres de la
superfamilia de la RNasa A depen de I'estructura dels llocs d'unié i de la grandaria
del substrat (Cuchillo et al., 2002). Encara que I'enzim natiu no presenta una
preferéncia especial pel tipus de trencament, sha comprovat que I'augment de la
longitud del substrat afavoreix |leugerament I'activitat endonucleolitica. D'altra
banda, en e mateix treball, Cuchillo et al., mostren que la pérdua de p, condueix a
un patré clarament exonucleolitic, mentre que |'abséncia de po potencia €

processament endonucleolitic.

1.2. Altres activitats biologiques

L’interés per I’estudi de les RNases humanes ha augmentat en els darrers
anys degut al major coneixement que es té sobre les seves propietats biologiques i
les seves possibles aplicacions terapéutiques (Schein, 1997; Rybak & Newton,
1999). A més de la seva activitat ribonucleolitica, algunes RNases humanes
mostren d' atres activitats biologiques. Juntament amb membres d'altres families
de RNases de plantes o microorganismes congtitueixen I'anomenat grup de les
RISBases (de I'angles Rlbonucleases endowed with Special Bioactions). Pel que

fa a les RNases humanes es troba I’ activitat angiogenica de I’Ang o RNasa 5
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(Strydom et al., 1985), la neurotoxicitat de I'EDN (Durack et al., 1981) i la
citotoxicitat de I'ECP (Domachowske et al., 1998). Treballs recents demostren
I'activitat antibacteriana exhibida per la RNasa 7 (Zhang et al., 2003), una de les
darreres RNases humanes caracteritzades. Encara que |’ activitat ribonucleolitica
no sempre és una condicié necessaria per a dur a terme aquestes accions especias
(Strydom, 1998; Rosenberg, 1998) es requereix per judtificar la citotoxicitat
(Vesciaet al., 1980; Wu et al., 1993; Kim et al., 1995).

Considerant tota la superfamilia de la RNasa A cal destacar especialment la
citotoxicitat exhibida enfront cél-lules canceroses per dos dels seus membres. Es
tracta de la RNasa bovina semina (BS-RNasa) i de l'onconasa. La BS-RNasa
presenta diverses activitats, tals com immunosupressora, embriotoxica,
espermatogenica i antitumora (D'Alessio & Riordan, 1997). Concretament, €l
manteniment de les funcions citotoxiques en les condicions reductores del citosol
nomes és propi d'una forma dimeérica de I'enzim (MxM, estructura quaternaria
dimérica formada per l'intercanvi de dominis N-terminal; veure apartat 1.3.8.2;
Kim et al., 1995), mentre que e monomer és reconegut per l'inhibidor proteic de
RNases del citosol o RI (Lee et al., 1989) i no presenta aguesta mena d'activitats.
L'onconasa o proteina R30 és una RNasa aillada d'odcits de Rana pipiens Es
tracta d'un potent agent antitumoral que actualment es troba en assgjos clinics de
fase I1/I11 (Newton et al., 1998). Tant I'onconasa com la forma dimerica de la BS-
RNasa son resistents a |'accio de I'RI (Wu et al., 1993; Murthy & Sirdeshmurkh,
1992). Precisament, partint de la idea que les RNases citotoxiques escapen a
I'accio de I'RI, diversos autors han dissenyat, mitjancant I'enginyeria genetica de
proteines i téecnigues de DNA recombinant, RNases amb aquesta finditat;
bloquejant estéricament els Ilocs d'unio a I'RI, produint variants dimeriques (Di
Donato et al., 1994; Piccoli et al., 1999), o substituint els residus implicats en
interaccions multiples amb I'RI (Leland et al., 1998).
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Entre els aconteixements biologics relacionats amb la progressié del cancer
resulta d'especia interés I'estudi de l'angiogénesi. Per aquest motiu, i descrita
I'existencia de I'activitat angiogenica de la RNasa 5, a continuacio es presenta
aguest procés, aixi com un resum dels principals esdeveniments cel-lulars que el

desencadenen.

1.2.1. Metastas i angiogenesi

Sentén per metastas I'habilitat que exhibeixen les cél-lules canceroses per
penetrar als vasos limfatics i sanguinis, migrar pel torrent circulatori i envair i
créixer en teixits alunyats del seu origen. El creixement o proliferacié de nous
vasos sanguinis, procés conegut com angiogenesi, es requereix per abastir les
cél-lules tumorasi permet explicar la capacitat invasiva de molts tumors. Malgrat
aixo, I'angiogénes €s un aconteixement natural que també té lloc en situacions no
patol ogiques, tals com & manteniment i la regeneracié dels vasos sanguinis de
I'organisme, per exemple durant el cicle reproductiu de la dona, per reconstruir la
xarxa sanguinia de I'ater o per formar els vasos de la placenta. En els individus
sans, la regulacié d'aguest procés sestableix mitjancant un equilibri perfecte entre

els factors de creixement estimuladors de I'angiogenesi i els seus inhibidors.

D'altra banda, a més del cancer, existeixen d'atres malalties associades a la pérdua
de control sobre l'angiogénesi i que poden cursar provocant un creixement
excessiu de nous vasos (artritis reumatoide, psoriasis, etc) o bé la insuficiencia de

noves xarxes vasculars (per exemple en e cas de lamalatia arterial coronaria).

A continuacié, es presenta una breu descripcié dels aconteixements que

desencadenen la construcci6 de nous vasos (veure també figura 1.4):
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. Els teixits malalts o danyats produeixen i alliberen factors de creixement

angiogenics (FCA; factors proteics) que difonen cap als teixits adjacents.

. EIs FCA suneixen areceptors especifics, situats ales cél -lules endotelials (CE)

dels vasos sanguinis preexistents a voltant d'aquests teixits.

. Una vegada shan unit als seus receptors, les CE sactiven. Es transdueix €

senya de la superficie cel-lular @ nucli i es posa en marxa la maguinaria de
sintesi de les CE, que comenca a produir noves molécules (incloent enzims).

. Els nous enzims sintetitzats dissolen les unions de les membranes basals que

envolten el's vasos sanguinis existents.

. Les CE comencen a dividir-se, proliferen i migren a través de les unions

desfetes en direccio al teixit malalt (pot tractar-se d'un tumor).

. Molecules d'adhesié especialitzades (de tipus integrines) contribueixen a

I'expansié de les CE.

. D'altres enzims (metal -loproteases de la matriu extracel lular o0 MMPs) son

produits per dissoldre €l teixit on shan dacomodar €ls nous vasos; una vegada
formatsi extesos, € teixit en quiestié és remodelat a voltant dels mateixos.

. Disposici6 tubular de les CE per formar els nous vasos.

. Els vasos individuals tubulars es connecten per formar llagos que permetin la

circulacio sanguinia.

10. Finalment, els nous tubs connectats son estabilitzats per cél-lules musculars

especialitzades (fibres musculars Ilises o pericits), que proveeixen suport
estructural. A partir d'aguest punt pot iniciar-se e flux sanguini
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Figura 1.4. Resum grafic de les etapes que desencadenen |'angiogénesi. (a) Esquema del
procés metastasic, pel qual les cél-lules canceroses accedeixen al torrent circulatori afi de
créixer i envair teixits alunyats a d'origen. (b) Alliberacié dels factors de creixement
angiogenicsi activacio de les CE (punts 1 a 3 del text). (c) En relacié d text, sengloben
les etapes 4 i 5, és adir disgregacié de la matriu extracel -lular i proliferacié i migracio de
les CE. (d) Culminacié del procés, amb els nous vasos sanguinis que abasteixen € tumor.
Figures extretes de la pagina web http://press2.nci.nih.gov/sciencebehind.
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1.3. Estructura de ribonucleases resoltes per difraccio deraigs X

S6n moltes les revisions que shan fet a respecte. En aquest apartat es pretén
oferir un recull de les estructures d'RNases humanes resoltes fins e moment
mitjancant la tecnica de difraccio de RX (veure figura 1.5), aixi com una breu
descripcio d'aguells membres de la superfamilia de la RNasa A que resulten
d'especia interes per la relacié estructural i/o funcional que mantenen amb les
dues RNases objecte d'estudi en el present treball.

Seguint aguest criteri, shan inclos les variants de la RNasa 1 0 HPRNasa (PM7 i
PM8), ja que en abséncia d'una estructura cristal -lografica per la HPRNasa sha
cregut convenient presentar aquelles estructures que n'ofereixen una major
aproximacio i les quals estan estretament |ligades amb la RNasa 1DN7, presentada
en aguesta tesi doctoral.

A continuacio, i seguint I'ordre de la classificacié proposada per Zhou i Strydom
(1993), basada en la comparacié de les estructures primaries de les RNases
humanes, sintrodueixen I'EDN, la RNasa 4 i I'Ang.

Per tal dincloure referencies estructurals sobre el fonament de la citotoxicitat
d'algunes RNases de la superfamilia de la RNasa A també es descriuen breument
les estructures de I'onconasa o proteina P-30 i de la BS-RNasa.

Finament, també sintrodueixen les bases estructuras de la interaccié de les
RNases amb e seu inhibidor, mitjancant la descripci6 de I'estructura
tridimensional de I'inhibidor de RNases d'origen porci (pRI) en complex amb la
RNasa A, també resolt per difraccio de RX (Kobe & Deisenhofer, 1995), i de
I'inhibidor d'origen huma (hRI o PRI) amb I'’Ang (Papageorgiou et al., 1997).

Les figures tipus ribbon daquest capitol shan realitzat amb e programa
MOLMOL (Koradi et al., 1996).
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1.3.1. PM7

Es tracta d'una variant de la HPRNasa que presenta cinc residus de la regio
N-terminal substituits pels corresponents aminoacids de la RNasa A. A més,
presenta una mutacié de Ser per Pro a la posicié 50, la qual cosa millora
I'expressié de la proteina recombinant i sembla afavorir-ne la cristal litzaci6 (Pous
et al., 2000).

L a seva estructura cristal -logréfica, resolta amb dades de difracci6 finsa 1,65 A de
resolucio, revela un plegament caracteristic de RNasa, incloent un full b en forma
de "V" i tres hdix a. A la figura 1.6 es mostra aquest e tipus de plegament
polipeptidic de la RNasa A. Difereix de la RNasa A principament a la regio dels
Ilacos, mentre que I'escletxa del centre actiu mostra una arquitectura similar, amb

elsresidus essencials (His12, Lys41 i His119) ocupant posicions equivalents.

La His119, pero, es troba Ileugerament desplagada en comparacié amb la RNasa
A, s bé no existeixen evidencies de possibles conformacions alternatives per
aguest residu.

Encara que per la RNasa A sha mostrat que una sola substitucié a la posicio 88
del llag b4b5 permet a I'enzim evadir-se de l'inhibidor (Leland et al., 1998), a
I'estructura de PM7 els canvis en aquest llag, altament exposat i flexible, no son

suficients per evitar-ne la inhibicio.
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Figura 1.5. Plegament de les RNases humanes en comparacio amb la RNasa A (a).
RNasa 1DN7 (b), RNasa 2 0 EDN (c), RNasa 3 0 ECP (d), RNasa 4 (e) i Angiogenina (f).
Els respectius codis d’'accés a PDB s0n els seglients: 7RSA, 1E21, 1HI2, IDYT, 1RNF i
1ANG.
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Figura 1.6. Representacio del plegament polipeptidic de la RNasa A (Wlodaver et al.,
1988). Les tres helix a de I’ estructura apareixen en taronja, mentre que les sis cadenes
que constitueixen € full b i s llacos en blau.

1.3.2. PM8

Amb |'estructura d'aquesta variant de la HPRNasa (Canals et al., 2001)
sexplica la formacié d'un nou tipus de dimer basat en I'intercanvi de dominis N-
terminal de les dues subunitats que €l definixen. Aquest intercanvi és afavorit per
la introduccié d'una Gln ala posicio 101, la qual esta implicada en I'establiment
de dos ponts d'hidrogen intermoleculars i una interaccio de tipus stacking entre
residus de les diferents cadenes. Dos ponts salins antiparal-lels i ponts d'hidrogen
mediats per molécules d'aigua completen la nova superficie creada entre les dues
subunitats, mentre que € llag que fa de xarnera sestructura en una hélix de tipus
310
PM8 no és capac de degradar I'RNA en presénciade I'RI, ja que esllacos a2b1i

b4b5, bloquejats en I'estructura citotoxica de la BS-RNasa, son accessibles al'RI.
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Tanmateix, aguesta estructura, representada a la figura 1.7, resulta de gran interes
per entendre la base evolutiva de I'oligomeritzacié proteica i ofereix una via
destudi relacionada amb I'obtencié d'oligomers estables amb noves accions

biol dgiques.

Figura 1.7. Representacio ribbon del dimer de PM8 (Canas et a., 2001). S ha respectat
el mateix codi de colors que alafigura 1.6 per un dels monomers, mentre que per I’ atre
leshélix a apareixen en groc. D’ aguesta manera, es posa de manifest |’intercanvi de
dominis que té lloc per formar aquesta estructura.

1.3.3. EDN o RNasa 2

L'estructura cristal-lografica de I'EDN recombinant (Mosimann, et al.,
1996), determinada per métodes de reemplacament molecular i afinada amb dades
de difraccio fins a 1,83 A, revela un plegament global relacionat al daltres
estructures homologues com la RNasa A, I'onconasa, I'Ang i I'ECP.

L'EDN és un dels membres més grans de la superfamilia de RNases de vertebrats

amb especificitat per pirimidines degut a petites insercions a quatre dels seus set
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llagos i a una gran insercio de I'Agpll5 a la Tyrl23. Aquesta variabilitat en els
llagos pot relacionar-se amb les atres funcions biologiques que caracteritzen
aquest enzim, donat que les propietats no ribonucleolitiques de les RNases shan
associat amb unions especifiques a determinades dianes de la superficie cel -lular
(Wu et al., 1993; Hallahan et al., 1991; Titani et al., 1987).

L'any 2001, Leonidas et al., van determinar I'estructura cristal -lografica de I'enzim
natiu a més alta resolucié (1,60 A), aixi com les estructures de tres complexes
amb nucledtids adenilics. Més recentment, també sha determinat per difraccié de
RX lestructura 3D de la variant (-4)EDN, que presenta noves activitats
biol6giques (Chang et al., 2002).

L'estructura de I'EDN a 1,60 A és molt similar a la descrita préviament
(Mosimann et al., 1996). Permet confirmar la conservacio de la triada catalitica
(Hisl5, Lys38 i His129), e manteniment de B, (Thr42 i Leul30), € fet que B, es
conservi parcialment, que no es mantinguin p i P i I'existéncia de p1, aparent
arran de la interacci6 amb un dels dos sulfats que apareixen lligats a ambdos
estructures de I'enzim natiul.

Pel gque fa a les estructures amb inhibidors (3',5-ADP, 2',5-ADP i 5-ADP), les
diferéncies entre elles no son significatives, es concentren basicament als llacos i
no estan relacionades amb la presencia dels inhibidors. D'aquest estudi es despren
que cada lligand adopta una conformacié diferent per tal doptimitzar les
interaccions amb I'enzim, també afavorides per la flexibilitat de la cadena lateral
de laHis129 i del lloc d'unié B,. El Trpl0 sha confirmat com a anic component
de p, mentre que I'Asn70 i la His129 son els principals residus implicats en la

uni6 de I'adenina.
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1.3.4. (-4)EDN

Aquesta variant de I'EDN presenta una extensio de 4 residus (SLHV) a
I'extrem N-terminal corresponents a peptid senyal. La seva estructura global,
afinada amb dades de difracci6 fins a 1,83 A (Chang et al., 2002), és equivalent a
la de 'EDN (Mosimann et al., 1996 i Leonidas et al., 2001). Els residus His-2,
Arg36 i Hisl29 semblen interferir amb la unié a substrat i I'estructura també
presenta els dos ions sulfat dacord amb les estructures lliures descrites
anteriorment per Mosimann et al. (1996) i Leonidas et al. (2001).

Encaraque elsresidus-4i -3 no estan inclosos al model final, I'extensié del peptid
SLHV no implica canvis en l'estructura nativa, perd si en I'activitat
ribonucleolitica d'aquest enzim, que és d'un 8% en relacio al'EDN. Ambdos, pero,
son igualment inhibits per I'RI. La principal diferéncia d'aquesta nova variant
radica en la citotoxicitat que exhibeix versles cél-lules del sarcomade Kaposi (KS
Y-1) i atres linies cel-lulars endotelials, la qual satribueix a la seqtiencia SLHV.
Aquest peptid podria promoure la internalitzacio de I'EDN. Paral -lelament a com
sexplica per d'atres RNases citotoxiques, com |'onconasa, € motiu SLHV podria
reconéixer alguna molécula tipus receptor que li permetés accedir al'interior de la
cél-lulai interaccionar amb alguna diana intracel lular desencadenant una resposta
que finalment conduis ala mort cel-lular. L'EDN nativa, en canvi, no presenta cap
efecte sobre laviabilitat de les cél lulesKS Y-1.

1.3.5. ECP o0 RNasa 3 en complex amb 2',5'-ADP

A més dels estudis cristal-logréfics de la forma Iliure de I'ECP o RNasa 3
(Boix et al., 1999 i Malorqui-Fernandez et al., 2000), un dels quals es presenta
en aquesta tesi, treballs posteriors mostren nous detalls del centre actiu d'aquest

enzim através de lainteraccio amb inhibidors de substrat (Mohan et al., 2002).
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En base a la primera estructura de I'EDN en presencia de sulfat (Mosimann et al.,
1996), també sha proposat pel complex ECP-2',5-ADP l'existéncia d'un lloc
d'unié p1, en agquest cas consgtituit per I'Arg34, que estableix un pont d'hidrogen
amb el grup 5'-fosfat del lligand. Aquest, suneix de manera similar a la descrita
per I'EDN (Leonidas et al., 2001) i permet corroborar que la regio principament

implicada en launié al substrat és p;-B..

1.3.6. RNasa 4

L'estructura tridimensional de la RNasa 4, la més petita de la familia, també
va ser resolta ped métode del reemplacament molecular, tant per la seva forma
[liure (sense lligand) com per la del complex amb d(Up) (Terzyan, et al., 1998).
Ambdos estructures permeten explicar I'elevada especificitat de I'enzim per la
uridina
L'Argl01, en una posicid no implicada en la catalis a les altres RNases, es
col-loca afavorint la interaccié amb 1'O4 del substrat. A més, la voluminosa
cadena lateral de la Phe42 forca la conformacio del rotamer de I'Asp80 e qual, a
seu torn, pot establir un pont d'hidrogen amb la Thr44. D'aquesta manera, la
Thr44 esdevé acceptor del pont d'hidrogen i afavoreix la interaccié amb € grup
donador -NH de la uridina a la posicié 3, perd no amb el grup acceptor =N de la
citidina (veure figura 1.8). Precisament, els dos grups quimics que permeten
distingir l'uracil de la dtosina son els que usa I'enzim per discriminar entre
aquestes dues bases.
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Figura 1.8. Detall dels resdus implicats en les interaccions que s estableixen entre la
RNasa4i € substrat d(Up); Terzyan et al., 1998.

1.3.7. Angiogenina o RNasa 5

L'estructura de I'Ang, determinada per reemplacament molecular i afinada
amb dades de difracci6 finsa 2,40 A, es correspon globalment amb la de la RNasa
A, s bé presenta diferencies en algunes arees (Acharya, et al., 1994). La
diferéncia més destacable afecta a Iloc d'unié a pirimidines (B1) andleg a de la
RNasa A (flanquejat per la Thrd5 i la Serl23), ja que la cadena lateral de la

GIn117 I'obstrueix impedint el posicionament de la base.



1. Introduccio

El lloc d'uni6 By, especific per purines, presenta els residus Glulll, equivalent al
Glul08 de la RNasa A, pero no en té cap d'equivalent a I'Asn67 o I'Asn71 de

I'hnomologa bovina, de manera que aguest [loc tampoc es troba del tot conservat.

Finalment, les altres diferencies importants es troben a la regié implicada en
I'activitat angiogenica, és a dir as llagos 59-68 i 108-110. Es tracta de dues arees
adjacents, I'estructura de les quals difereix notablement de la resta de membres de
la familia. Només presenten un residu conservat i aquest fet explica que els seus
residus estiguin implicats en la unié a un receptor de superficie cel-lular i no a
I'RNA.

1.3.8. RNases citotoxiques.
1.3.8.1. Onconasa o proteina P-30

La seva estructura cristal-lografica, resolta per reemplacament isomorfic
multiple i afinada amb dades de difraccié fins a 1,70 A, és similar a la de la
RNasa A (Mosimann, et al., 1994).

L'escletxa del centre actiu es localitza a la regié on suneixen dos fulls b de tres
cadenes cadascun (b2, b5, b6i b1, b3, b4) i I'extrem N-terminal de I'helix al
(figura 1.9). Aquesta estructura esta unida, de forma no covalent, a un anio sulfat
per mitja dels residus Lys9, Hisl0 i His97. A més d'aquests, € centre actiu de
I'onconasa esta constituit pels residus Pyrl, His31, Thr35 i Phe98. Tots dlls,
exceptuant € Pyrl, tenen els seus homolegs a la RNasa A. El residu piroglutamic
de I'onconasa 0 Pyrl, obtingut per ciclacid intracatenaria de la GIn rendint un
extrem N-termina de la cadena polipeptidica no accessible, a diferencia de la
Lysl de la RNasa A, que tendeix a alunyar-se del centre actiu, es plega cap a
I'extrem N-terminal de I'nélix al. D'aguesta manera, I'atom Oel interacciona, via

pont d'hidrogen, amb el Nz de laLys9 que, a seu torn, suneix al'O2 del sulfat en
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aquesta estructura. D'altra banda, el pont d'hidrogen que sestableix entre el mateix

residu PyrlilaVa9e li confereix un plegament més compacte.

Figura 1.9. Diagrama tipus ribbon de I'estructura cristal-lografica de |I’onconasa
(Mosimann et al., 1994).

1.3.8.2. Ribonucleasa bovina seminal (BS-RNasa)

La BS-RNasa presenta un 80 % d’homologia amb la RNasa A, aixi com un
plegament monomeric del tipus a + b (Orengo & Thornton, 1993). Tanmateix, €
fet gue homodimeritzi de forma natural li confereix unes propietats bioldgiques
atipiques dins e grup de RNases de tipus secretori (Beintema et al., 1988), com
per exemple la resisténcia que mostra enfront I'RI.
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L'estructura cristallogréfica de la forma dimérica revela que les dues subunitats
que sensamblen per donar Iloc a I'estructura quaternaria presenten intercanvi de
I'N-terminal (MxM; residus %15; figura 1.10), de manera que els respectius
centres actius estant constituits per aminoacids d'ambdues cadenes (Mazzarella et
al., 1993) que, datra banda, mantenen la seva uni6 gracies a dos ponts disofre
consecutius, on participen les Cys31 i Cys32. A més, sha descrit I'existencia d'un
altre dimer, en equilibri amb I'anterior, perdo minoritari, basat en interaccions que

no impliquen I'intercanvi de dominis (Piccoli et al., 1992; Kim & Raines, 1994).

Figura 1.10. Representacio ribbon del dimer de la BS-RNasa (Orengo & Thornton,
1993). S’ harespectat € mateix codi de colorsque alafigural.7.

1.3.9. Complexes amb I'inhibidor de ribonucleases (RI)
1.3.9.1. pRI-RNasa A

Abans destudiar aquest complex, l'any 1993 Kobe i Deisenhofer van
determinar I'estructura cristal-lografica de la forma Iliure de I'inhibidor porci de
RNases (pRI). Presenta 16 regions riques en leucines (LRRs de I'anglés leucin

rich repeats) cadascuna de les quals constitueix una unitat ba. Totes aquestes
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unitats suneixen entre elles mitjancant una helix dextrogira, la qual genera una
estructura global en forma de ferradura d'unes dimensions aproximades de 70 x 62
x 32 A. De Il'estructura del complex pRI-RNasa A (Kobe & Deisenhofer, 1995),
que es mostra a la figura 1.11, es despren que la inhibicié té lloc perque
simpedeix I'accés del substrat a centre actiu. La interaccié es produeix a la regio
C-terminal de I'RI i esta mediada per residus del centre actiu de laRNasa A i dels
llagos que I'envolten. En total Sestableixen 56 contactes intermoleculars, on
participen 28 residus de I'RI i 24 de I'enzim. El llag 65-72 de laRNasa A, aixi com
la regié propera a la Hisl119 interaccionen amb la superficie de la ferradura,
mentre que laLysAl i € Ilag 86-96 suneixen a la cavitat central de I'RI. Malgrat
I'existencia d'aquestes interaccions no sobserven canvis significatius en les
estructures lliures de I'RI ni de la RNasa A (Kobe & Deisenhofer, 1995) i és
destacable també que degut a gran nombre de contactes conservats, |'afinitat de la
RNasa A per I'inhibidor porci és similar a I'exhibida enfront I'inhibidor huma

d’ RNases.

Figura 1.11. Representacié de I’ estructura tridimensional del complex RNasa A-pRI
(Kobe & Deisenhofer, 1995). Vista lateral (al’ esquerra) i visié zenital respecte |’ anterior
(aladreta). LaRNasa A en taronjai blau, segons € criteri de les figures anteriorsi € pRI
en blau mari.
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1.3.9.2. hRI-Angiogenina

Latopologia global del complex entre I'inhibidor de RNases d'origen huma i
I'Ang (hRI-Ang) és equivalent a I'observada pel complex pRI-RNasa A (veure
figura 1.11), tot i que la majoria d'interaccions gque sestableixen en cada cas son
diferents. Malgrat no es disposa dinformacié estructural de la forma lliure del
hRI, la interaccié entre aquest inhibidor i I'Ang provoca, en agquestes molecules,

més canvis dels descrits per I'altre complex (pRI-RNasa A).

L'estructura cristal -lografica de hRI-Ang (Papageorgiou et al., 1997), afinada amb
dades de difraccio de fins a 2 A de resolucid, revela les bases moleculars d'una
interaccidé que es caracteritza per la seva elevada dfinitat (Lee et al., 1989) i a
consequéencia de la qual sinhibeixen les dues activitats de |'angiogenina, tant

I"activitat ribonucleolitica com |'angiogeénica.

Els contactes energéticament més favorables engloben una petita regid de cada
molécula, on hi participen 24 residus de I'angiogenina i 26 del hRI. En relacio a
I'Ang, la mgjoria d'interaccions inclouen residus que formen part del centre actiu.
Cal destacar el paper de laLys40 (ubicada al Iloc d'unié p;), que estableix un pont
sai amb I'Asp435 del hRI i contactes de van der Waals amb la Tyr434. D'altra
banda, la GIn117 de I'Ang, en una posicié que obstrueix B; (veure apartat 1.3.7),
és capac d'establir contactes amb I'Asp435. A més d'aguests, és important €l
nombre d'interaccions locditzades a la regié del llag 85-89. Per part del hRI, és
especialment significativa la contribucio del lla¢ 434-440, ja que les interaccions
establertes amb els residus d'aguesta regié son responsables de la meitat de

I'energia necessaria pel manteniment del complex.

Les interaccions del hRI amb d'altres RNases humanes també exhibeixen la gran
afinitat de I'inhibidor pel substrat, malgrat aguestes RNases homés mantenen un
25-35% didentitat de sequéncia Aquest fet mostra I'devada versatilitat i

flexibilitat dels llacos implicats en el reconeixement i/o interaccio del substrat,
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especialment notable en € cas del llag 434-440. També es despren d'aquestes
observacions que aquest reconeixement sha de basar en la capacitat per

diferenciar les propietats Uniques de cada Iligand.

1.4. Presentacio de lesribonucleases objecte d'estudi: ECP o RNasa 3i RNasa
1DN7

1.4.1. ECP vsEDN

L'ECP va ser dillada i caracteritzada per primera vegada a partir de granuls
d eosinofils humans (Gleich et al., 1986). A diferéncia de les altres RNases
humanes no s ha descrit la seva expressio a cap dtre tipus cel-lular (Venge &
Bystrom, 1998; Futami et al., 1997).

Es tracta d’ una proteina extremadament basica (pl = 10,8) i la seva sequencia
aminoacidica mostra una elevada similitud amb la d’una altra proteina basica,

I'EDN, que també fou aillada i caracteritzada de la mateixa font.

D’dtra banda, la sequéncia d'aminoacids d'ambdues proteines mostra gran
homologia (35% d'identitat de sequiencia) amb la de les ribonucleases de tipus
pancredtic. Les dues mantenen conservats els residus del centre actiu (Hisl2,
Lys4l i Hisll9, segons la numeracio de la RNasa A; veure figura 1.12).
Conseguentment, EDN i ECP s agrupen dins la familia de les RNases humanes
(no pt, veure I'apartat 1.1.1) i per aix0 també sanomenen RNasa 2 i 3

respectivament (Beintema, 1998).
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1 10 30 40 50
RNase 1 ---KESRAKKIFQR|QH SSSSTYCINQMMRBRRRNMT QGRICKIPVINTFVHEP
RNase 2 (EDN KPPOQFTWAQWFET|QHII NMTSQQ- - - - - - CTNAMOQOVI NNYQRRCKINQINTFLILTT
RNase 3 (ECP| RPPQFTRAQWFIAIL|QH|Il SLNPPR- - - - - - CTI AMRAI NNYRWRICKINQNITFLIRTT
RNase 4 ---QDGMY QR|F|L RIQ|H SDRYCNLMMQRRKMTL YHCKIRFINITFI HED
RNase 5 (Ang) - - QDNSRYTHIFIL T|QH DORYCESI MBRRGLTSP-|CKIDI NITFI|HGN
RNase 6 WPKRLTKAHWFIEI [QHI QPSPLGQ- - - - - - CNRAMSGI NNYTOQHICKHQNTFLHDS
RNase A - - - KETAAAKI|FIERIQH ASSSNYCNOMMKSRNLTKDRICKIPVINTFVHES
1 10 30 40 50]
) . 60 . 80 . 90 ;
RNase 1 LVDVIQNIVICIF - - QE NICYKSNSSMHI TDICRLTMNG|SIR - Y P N|C|A
RNase 2 (EDN) FANVIVNVICG- - NP NCHHSGSQVPLI HCINLTTPISIPQNI SNI|ICIR
RNase 3 (ECP) FANVIVNVICG- - N Q NCHRSRFRVPLLHICDLI NPGAQNI S N|C|R
RNase 4 I WNIl [RS|I [C|S- - TT NCHEG- - VVKVTDICRDTGS|SIR- - APN|C|R
RNase 5 (Ang) KRS| [KA|l CENKNGN NILIRI SKSSFQVTTICKLHGG|S|P- - WPP|IC|Q
RNase 6 FQNWVARVICID- - LL NCHQSSKPVYVNMTDICRLT- -|5/G- KYPQ|C|R
RNase A LADNMIQANICIS - QK NCIYQSYSTMSI TDICIRETGSISIK- - YPN[CIA
60 80 90
100 110 120
RNase 1 YRTSPKERHI[ VAICEGS - - - - = =« = - - PYVPVHFDASVEDST
RNase 2 (EDN YAQTPANMFYIVACDNHDQRRDPPOYPVUPUHLD|F|II----
RNase 3 (ECP| YADRPGRRARFYVVAICDNRD- PRDSPRYPVVPVHLD[TTI - - - -
RNase 4 YIRAIl ASTRRVVI AICEE[GN- - - - - - - - - F'Q\."PVHFD|G ------
RNase 5 (Ang) YRATAGFRANVVVAICENG- - - - = = = = - - GLPVHLDQS!| FRRP
RNase 6 YSAAAQYKFF|I VAICDPPQ KSDPPYKI\J‘PVHLD|SIL - -
RNase A YKTTOQANKHI [ VAICEIGN- - « = « =« « « = YWPVHFDASV
100 110 120

Figura 1.12. Alineament de seqguéncies de les RNases humanes i la RNasa A.
S assenyaen elsresidus conservats. La numeracio correspon alaRNasa 1li alaRNasa
A. Figurareditzadaamb € programa Alscritpt (Barton, 1993).

L’ estructura cristal lograficade I’ EDN, resolta per Mosimann et al. (1996), revela
una similitud topologica global amb les altres ribonucleases d'estructura
coneguda: I’ Ang humana (Acharya et al., 1994), laRNasa 4 (Terzyan et al., 1998)
i laRNasa A (Avey et al., 1967; Kartha et al., 1967).

Malgrat que I'EDN i I'ECP es troben a les mateixes cdl-lules i presenten una
el evada homologia (67% d’ identitat de sequiéncia) entre elles, es diferencien per la
seva activitat ribonucleoliticai per les atres activitats bioldgiques que presenten.
Ambdues tenen una especificitat similar pel substrat (prefereixen €
poliribonucleotid poli(U) enfront de poli(C)), perd I’ eficiencia catalitica és molt
inferior per I'ECP (Sorrentino & Libonati, 1997). Per exemple, I’ activitat de
I"ECP és 2000 vegades inferior a la de I’'EDN usant tRNA com a substrat
(Rosenberg & Dyer, 1997), un descens que probablement és degut a canvis en els
residus que constitueixen el centre actiu de I’enzim. Altres estudis (Boix et al.,
1999) han analitzat la cinética de I'ECP enfront diferents substrats. Donat que
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promou |’ acumulacié de mononucleotids al’inici de lareaccio i una lenta aparicio
d oligonucledtids intermediaris, s ha proposat un mecanisme d’ exonucleasa per
aguest enzim, en contrast amb el mecanisme catalitic endonucleasa de la RNasa
A. Aquest comportament s ha atribuit a una estructura diferent dels llocs d’unié
de I’ escletxa del centre catalitic (Boix et al., 1999).

Les atres activitats biologiques que presenta |I'ECP (antiviral, helmintotoxica,
neurotoxica, antibacteriana) es relacionen amb la seva toxicitat. En € cas de
I’ activitat antiviral, que compateix amb I’EDN, s ha postulat que es promou de
forma dependent de I'activitat ribonucleolitica. S'ha confirmat, per exemple,
I’activitat antivirdl de 'EDN i I’'ECP contra determinats virus respiratoris
sincitials (Domachowske et al., 1998). Altres estudis suggereixen que
I”helmintotoxicitat i la neurotoxicitat, que presenten tant I'EDN com I'ECP, i
I’activitat antibacteriana que exhibeix I'ECP son independents de I'activitat

ribonucleolitica (Rosenberg, 1995).

A més, |I'ECP és citotoxica contra teixits danyats de I’ hoste. Aquesta propietat es
relaciona amb la desgranulacié dels eosinofils durant processos inflamatoris
provocats per afeccions asmatiques o de tipus respiratori (Venge & Bystrom,
1998).

Deixant de banda & mecanisme dacci6 que promou aquestes activitats
biologiques, perd, aquestes proteines necessiten d'altres mecanismes funcionals
que els permetin accedir al’interior de les cel-lules diana. Per I’ ECP, s ha postulat
la capacitat d'induir la formacio de porus via la desestabilitzacio de membranes, la
qual cosa podria atribuir-se a la disposicio tridimensional dels seus residus
cationics (Young et al., 1986).

Estudis recents sobre I'efecte de I'ECP enfront diferents linies cel-lulars de
mamifers mostren que la inhibicié del creixement provocada per aguesta RNasa
depen del tipus cellular i és citostatica (Maeda et al., 2002)
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1.4.2. RNasa 1 vs RNasa A i RNasa 1DN7

La RNasa 1 és I'homologa humana de la RNasa A, un dels enzims més
exhaustivament estudiats (D'Alessio & Riordan, 1997) i amb & qual comparteix
un 70 % d'identitat. Ambdds proteines presenten propietats enzimatiques similars
(Sorrentino & Libonati, 1997) i conserven els residus del centre catalitic, s bé la
RNasa 1 és més activa enfront I'RNA de doble cadena (dos ordres de magnitud).
Aquest fet pot atribuir-se a la major presencia de residus basics a I'extrem N
terminal, ja que la concentraci6 local de carregues positives podria afavorir la
desestabilitzacié de la doble cadena (Sorrentino & Libonati, 1997).

D'altra banda, la RNasa 1 es toba present en molts teixits del cos huma, i
sexpressa especialment a pancreas (Futami et al., 1997; FernandezSalas et al.,
2000). A diferencia de la RNasa A, que participa en la degradacio de I'RNA ala
dieta dels rumiants, es desconeix fins e moment la seva funcio biologica. Existeix
una altra RNasa humana de tipus pancreatic, pero, expressada en grans quantitats
per part de les CE, que podria jugar un paper important en I'homeostasi vascular
(Landré et al., 2002)

Les dues proteines també difereixen en el seu patré de glucosilacio. Mentre que la
RNasa A es troba poc glucosilada i només presenta un Iloc de N-glucosilacio a
I'Asn34 (Beintema, 1986), la homodloga humana té tres llocs potencials d'uni6é a
glicans (Asn34, Asn76 i Asn88), els quals mostren diferent grau de glucosilacio
depenent del seu teixit d'origen (Yamashita et al., 1986; Beintema et al., 1988;
Rib6 et al., 1994). A més, s patrons de glucosilacié diferents per una mateixa
proteina, com és e cas de la HPRNasa, permeten discernir entre la proteina
produida en situacié normal i I'expressada per cdl-lules tumorals, de manera que €
seu estudi pot anar encaminat a la recerca de nous marcadors tumorals
(Fernandez Salas et al., 2000; Peracaula et al., 2003).
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Basant-se en la part proteica de I'enzim, de fet, fa molt temps que sestudia la
RNasa 1 com a marcador de |'adenocarcinoma pancredtic (Fink et al., 1971; de
Llorens & Cuchillo, 1986; Warshaw, 1987; Kemmer et al., 1991 i Kobayashi &
Kawacubo, 1994). Magrat que €ls nivells de RNasa 1 en serums
d'adenocarcinoma pancreatic son meés alts que as serums dindividus sans, les
diferéncies detectades no son suficientment especifiques per poder usar la
quantitat total de RNasa 1 com a marcador tumoral (Reddi & Holland, 1976;
Kobayashi & Kawacubo, 1994 i Tabarés, 2000). Per aquest motiu, les noves linies

de recerca van encaminades a la detecci6 d'alteracions en €l patré de glucosilacio.

L'alteracié en & component glucidic de les membranes cellulars és un fenomen
associat a les modificacions que experimenten les cél-lules tumoras (Kim &
Varki, 1997). Els canvis relacionats amb la glucosilacio poden ser de diferents
tipus (Singhal & Hakomori, 1990) i son conseguencia de la desregulacid en
I'expressi6 de determinades glicosiitransferases (Kim & Varki, 1997). Les
estructures glucidiques de les cél-lules tumorals poden ser noves, és a dir gque no
estan presents a les cél-lules progenitores; poden augmentar els nivells d'alguns
antigens glucidics en relaci6 al teixit normal o bé presentar estructures glucidiques
caracteristiques d'atres teixits (Singhal & Hakomori, 1990). Aquesta glucosilacio
aberrant es relaciona amb € potencial invasiu dels tumors (Hakomori, 1996), ja
que els determinants glucidics fucosilats juguen un paper essencia en I'adhesio de
les cél-lules canceroses a l'endoteli vascular (veure figura 1.13), fet que

contribueix ala metastas del cancer.
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Figura 1.13. Sesguematitza e procés d'extravasacio de les cél-lules canceroses al torrent
circulatori. Aquest fenomen és mediat per lainteraccio de les estructures carbohidratades
(antigens de tipus sidil-Lewis® i sidil-Lewis®) amb molécules d'adhesié de la familia de
les selectines (E-selectines), expressades per part de les CE. Aquesta interaccié o adhesio
iniciad estimula l'activacio de diverses citoquines les quals, a seu torn, provoquen
I'activacio dintegrines, directament implicades en I'adhesié secundaria de les cdl-lules
tumorals al'endoteli vascular (Kannagi, 1997).

En el casdelaRNasa 1, els glicans de la proteina expressada pel pancreas normal
es caracteritzen per I'alt contingut en fucoses i per |'abséncia d'acid sialic, mentre
que la RNasa 1 tumoral presenta estructures glucidiques carregades, del tipus
sdil-Lewis o sidil-Lewis® (Ribo et al., 1994; FernandezSalas et al., 2000 i
Peracaula et al., 2003).

Pel que fa as estudis estructurals, cal destacar que fins el moment no ha estat
possible determinar I'estructura cristal-lografica de la forma nativa de la

HPRNasa. A diferéncia de la RNasa A, que cristal-litza facilment (Gilliland,
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1997) i malgrat nombrosos intents, no shan obtingut cristalls de qualitat suficient

per abordar el's experiments de difraccio.

Es coneix que I'extensié de quatre aminoacids a |'extrem C-terminal, en relacio a
laRNasa A, no és essencial per |' activitat ribonucleolitica, pero la seva eliminacié
potencia l'activitat enzimatica (Bal & Batra, 1997). D'dtra banda, I'extrem N
termina de la proteina és clau pel desenvolupament de I'activitat catalitica, per la

interaccio amb I'RI i per la citotoxicitat (Boix et al., 1996).

La concentracio de carregues positives a I'extrem N-termina de la proteina, degut
ala preséncia de més residus basics en aquesta regié (I'Arg4 i laLysb6 no es troben
a la RNasa A, veure figura 1.14) podria ser responsable de la no formacié de
cristalls. La forma truncada RNasa IDN7, que perd els set primers residus de
I'nélix al, esdevenint més estable, cristal-litza i ha permes obtenir una bona
aproximacio a l'estructura de la HPRNasa nativa (Pous et al., 2001).
Probablement, degut a I'absencia de la Lys7, implicada en la formacié del lloc
dunié py, la RNasa 1DN7 mostra una activitat ribonucleolitica reduida
(aproximadament nou vegades inferior que la RNasa A vers I'RNA de llevat).
Donat que aquest residu, a mes, estaimplicat en lainteraccio amb I'RI (ala RNasa
A contribueix, juntament amb la GInll, ala formacié de ponts d'hidrogen amb la
Ser456 de I'RI; Kobe & Deisenhofer, 1995), la seva perdua també explica la baixa
afinitat que exhibeix I'enzim davant el seu inhibidor (Fuami et al., 1995). Per
aguest motiu resulta una bona candidata com a RNasa citotoxica amb possibles

aplicacions terapeutiques.

i 10

RNasa 1 - E s@an RQHM

RNasa A --HETF‘LAA EIRQHM
10

Figura 1.14. Comparacio de laregio N-terminal delaRNasali RNasaA. S han
assenydat els residus basics de cadascuna de les seqiiencies.
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2. OBJECTIUS

2.1. Objectiu general i justificacio de la globalitat del treball

El principal objectiu d'aquest treball radica en la possibilitat de determinar
les estructures tridimensionals (3D) de les RNases humanes RNasa 3 (0 ECP) i
RNasa 1.

Com sha indicat préviament, malgrat nombrosos intents, no shan pogut obtenir
cristalls de RNasa 1 de qualitat suficient per abordar els experiments de difraccio.
Per aguest motiu, es plantga la cristal-litzacié de la variant recombinant RNasa
1DN7, que perd els set primers residus en relacié a la RNasa 1 nativa. D'aquesta
manera, es pretenia augmentar |'estabilitat de la proteinai afavorir-ne el procés de

cristal litzacio.

Paral-lelament, es plantgja la purificacié de RNasa 1 de pancreas i de dues linies
cel-lulars d'adenocarcinoma pancreatic (MDAPanc-3 i Capant1), amb la finditat

d'analitzar-ne la fraccié glucidicai obtenir unavisio global de la seva estructura.

A més, tant per I'ECP com per la RNasa 1IDN7, I'objectiu de determinar-ne les
estructures 3D també respon a la possibilitat d' elucidar les implicacions que
poden tenir aguestes en les funcions no estrictament ribonucleolitiques que
presenten. D'una banda, resulta despecial interés poder aprofundir en €
coneixement del mecanisme pel qual aquestes dues RNases exhibeixen la seva
citotoxicitat, ja que aquest fet pot obrir nous camins en l'estudi d'agents
terapéutics antitumorals. D'altra banda, |a caracteritzacio estructural de la variant
RNasa 1DN7, aixi com I'estudi a nivell dels glicans de la RNasa 1 nativa, permet

aprofundir en la recerca de nous marcadors tumorals.
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D'aguesta manera, les dues estructures determinades (Mallorqui-Fernandez et al.,
2000; Pous et al., 2001), aixi com la participacio en el treball de seqlenciacio
glucidica (Peracaula et al., 2003), sinclouen dins un marc d'estudi global sobre

I's de les RNases com a agents de diagnosi i/o terapia del cancer.

2.2. Objectius metodologics

Per tal de determinar les estructures 3D de I'ECP i de la RNasa 1?N7
mitjancant la tecnica de difraccié de RX s han d’ acomplir els seglients objectius

parcials:

1. Determinacié de les condicions optimes de cristal-litzacié de I'ECP i
reproduccié dels cristalls de RNasa 1?N7 (préviament cristal litzada)

mitjancant la técnica de la difusio de vapor.

2. Resolucio de les estructures 3D mitjancant € métode del reemplacament

molecular.

3. Afinament i validacié dels models moleculars obtinguts.

Per tal d'obtenir la visié globa de la possible estructura 3D de la RNasa 1
glicosilada s'ha de purificar la RNasa 1 de pancreas i de les linies cdl-lulars
d'adenocarcinoma pancreatic MDAPanc-3 i Capan-1, per dur a terme els estudis

de seqlienciacio glucidica.
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3.MATERIAL | METODES

3.1. Cristal litzaci6

Les proteines recombinants ECP i RNasa 1DN7 van ser produides a
departament de Biotecnologia de la facultat d'Enginyeria de la universitat
d'Okayama, a Japo, i es van emprar pels experiments de cristal-litzacié gracies a
la col -laboracio establerta amb el Dr. Masaharu Seno.

L’ ECP recombinant pura, liofilitzada i dissolta en aigua MilliQ, va ser sotmesa a
estudis de cristal litzacié. EI metode emprat fou € de difusié de vapor en gotes
penjants a 20 °C. Per preparar les cel-les de cristal -litzacio es van utilitzar plaques
de cultiu de vint-i-quatre pouets (Linbro), cubreobjectes de 22 mm x 22 mm,

tractats amb diclorodimetilsila (Merck), i greix (Dow Corning) per segellar-les.

En els assaigs inicias, les soluciors de cristal-litzacié corresponien a les
condicions dels kits de Hampton Research Crystal Screen | i Il. En aguestes
proves e volum de les gotes erade 2 m (1 nl de la proteina dissolta + 1 n1 de la
solucié del diposit o reservori) i Sequilibraven contra 1 ml de la solucié de
cristal litzacio (diposit). A partir dels resultats obtinguts amb la condicié divuit del
Crystal Screen 11 (10% de Jeffamina M-600, 0,1M de citrat sodic pH 5,6 i 0,01M
de FeCls), amb la qual s observaren microcristalls al cap d’'una setmana, es van
muntar més plaques per tal d acotar la condicié optima de cristal -litzacié. Es va
mantenir la concentracio de la proteina (11 mg/ml), perd es modifica e volum de
les gotes (1-3 m), aixi com la concentracié de I’agent precipitant (3-30% de
Jeffamina M-600; Fluka), de la sal (0,001-0,03M de FeCls; Fluka) i € pH de la
solucié tamponadora (5,0-5,6 pel citrat sodic; Merck). Finament, els millors
cristals es van aobtenir amb 8% Jeffamina M-600, citrat sodic pH 5,2 i 0,01M
FeCl; (veure figura 3.1).
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D'atra banda, en estudis previs shavia determinat la condicié oOptima de
cristal-litzacié de la RNasa 1?N7 (Terzyan, comunicacié personal). Seguint la
mateixa metodologia que en € cas de I'ECP, sobtingueren nous cristalls que
sempraren durant els experiments de difraccié posteriors (figura 3.1). Les gotes

contenien 1n de la proteina pura liofilitzada, a una concentracié de 20 mg/ml en

aigua MilliQ, i Im de la solucié de cristal-litzacio, és a dir 7% polietilenglicol

(PEG) 8K i 0,1M Tris-HCl apH 8,5.

Figura 3.1. La imatge de I'esquerra correspon a un detall d'una de les gotes que
contenien els cristalls de la proteina ECP, mentre que a la dreta es mostra una imatge amb

diferents cristalls de la proteina RNasa 1DN7.

3.2. Muntatge delscristalls

Donat que es volia disposar de cristalls criorefredats a temperatura de
nitrogen liquid (amb nitrogen vapor) pels experiments de difraccid, calia trobar les
solucions crioprotectores que evitessin la degradacio dels mateixos enfront la
baixa temperatura del nitrogen vapor del crio-sistema de refredament (110 K).
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Alguns compostos organics, com |’ etilenglicol o el glicerol afavoreixen € procés
de vitrificacié de I’ aigua, impedint la formacié de cristalls de gel, que destrueixen
internament el cristalls de proteines, pero, d’altra banda, en no formar part de la
condicié de cristal-litzacié, poden provocar ateracions fisico-quimiques dels
cristalls. Per aquest motiu, resulta de gran interes la crioproteccio conjunta dels
cristalls amb aguestes substancies i amb |'agent precipitant emprat per

cristal-litzar.

3.2.1. Adaptacio dels cristalls a I’ increment d’ agent precipitant

En ambdos casos, €s primers cristalls obtinguts es van usar per testar les
propietats de la Jeffamina M-600 i el PEG 8K com a crioprotectors. Amb aguest
objectiu, cadascun dels cubreobjectes on hi havia les gotes que contenien €els
cristalls seleccionats es va col -locar en noves cambres de cristal -litzacié (plaques
de Petri; Falcon), on € reservori, de 0,5 ml, el constituiren les seglients solucions:
10% Jeffamina M-600, 10% Jeffamina M-600 + 0,01M FeCls, 15% Jeffamina M-
600, 15% Jeffamina M-600 + 0,01M FeCk pels cristalls dECP, on es volia
corroborar, a més, si el FeCk, necessari per la cristalitzacid, podia afectar la
naturalesa dels cristalls tractats. Amb els aistalls de la RNasa 1?N7 sassgjaren
dos tractaments: 10 % PEG 8K i 15% PEG 8K.

L’augment de la concentracié dels agents precipitants permetia disminuir €l
contingut d'aigua de la solucié sense alunyar-se excessivament de la condicio
optima de cristal ‘litzacio (8% i 7% respectivament). Com que calia comprovar si
aquest increment modificava les caracteristiques dels cristalls, es van deixar dotze

hores en les noves condicions.
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3.2.2. Seleccio del crioprotector

Després del periode d' adaptacio, els cristalls es conservaren en totes les
condicions citades anteriorment. No s observaren canvis morfologics que
denotessin fractures o dissolucid dels mateixos i tampoc es detectaren diferencies
entre els diferents tractaments aplicats. Es van preparar soluciors de crioprotector
amb un 10% i un 15% de Jeffamina M-600 o PEG 8K i concentracions creixents
(5, 10 i 15%) detilenglicol (Fluka) o de glicerol (Fluka). Es descartaren les
solucions que formaven anells de gel en ser exposades al feix de RX i a nitrogen
vapor d’un crio-sistema de refredament d’ Oxford Cryosystems. Aixo es verificava
a partir dels patrons de difraccio d aquestes solucions, recollits amb un generador
d anode rotatori de coure (ubicat al'IBMB-CSIC de Barcelona). Finalment, es van
escollir com a crioprotectors la solucié 15% Jeffamina M-600 + 15% etilenglicol
pels cristalls dECPi 15% PEG 8K + 15% etilenglicol pels de RNasa 17?N7.

3.2.3. Proves de difracci6

Les primeres proves de difraccié es van dur a terme a mateix generador de
Barcelona (IBMB-CSIC) i es reditzaren amb nous cristals, els quals es
criorefredaren in situ (sota el feix de nitrogen del sistema Oxford connectat a
generador). Es tractava d’ afegir una gota del crioprotector (5-10 nl) al costat de la
gota que contenia €el/s cristall/s (gota mare). Després de treure' s de la gota mare
amb una nansa de nil, es passava aguesta hansa amb € cristall per la gota del
crioprotector amb la finalitat de rentar € cristall de la solucié de cristal litzacié i

d’ estabilitzar-lo amb la nova solucio (crioprotectora).

Amb els cristalls d'ECP es vatenir especia cura en els rentats, ja que la solucio de
cristal litzacio formava un tel rogenc al voltant dels mateixos, degut a la presencia
del FeCk, el qual dificultava la seva crioproteccio. D'altra banda, amb els cristalls

d'ambdds proteines la qualitat dels conjunts de dades recollits millora notablement
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després d’interrompre breument la incidéncia del nitrogen liquid sobre els cristalls
una vegada muntats a generador (técnica anneal; Harp et d., 1998). D’ aquesta

manera, S aconseguia un perfil meés nitid de les taques de difraccio.

3.3. Recollida de dades

Altres cristalls dECP i de RNasa 1?N7, de dimensions aproximades 0,15
mm X 0,11 mm x 0,07 mm i 0,30 mm x 0,25 mm x 0,05 mm respectivament, van
ser estabilitzats sobre nanses de 0,1-0,2 mm de diametre de manera equivalent a
I’ anteriorment exposada, perd es van criorefredar amb nitrogen liquid per ser
emmagatzemats i posteriorment transportats i muntats a diferents linies de
difraccio de RX: a la 5.2R del sincrotr6 Elettra (Trieste, Italia), on es van recollir
les dades a partir de les quals es va resoldre |’ estructura de I'ECP i a la linia de
difraccié ID14-EH2 de I'ESRF (Grenoble, Franca), on es recolliren les dades de la
RNasa 1?N7.

La informaci6 obtinguda a partir de les primeres imatges de difraccio (parametres
de la cel-la crista-lina i grup espaia) permet gustar la posicié del cristall abans
gue comenci la recollida de dades. Aixi, coneixent la simetria cristal-lina
Sestableixen els gaus d'oscil-lacié que ha d'experimentar el cristall per poder
recollir dades completes (rang d oscil-lacié de f), i els graus d'oscil laci6 entre

imatges consecutives (Df ).

En el cas de I'ECP, les dades de difraccio dels RX es van recollir amb un detector
tipus Image Plate (300 mm; MAR Research) de la linia dElettra. Degut a
I’elevada intensitat del feix, amb les primeres proves es va notar que trebalant a
dosis elevades es perdien algunes taques de baixa resolucio (el centre de les
imatges apareixia cremat). Per aguest motiu, € primer grup de fotografies (rang
d oscil-lacio de f = 1-72°) es va recollir a una dosi inferior. Com que no es

detectaren diferéncies notables en relacié a la informacié de baixa resolucio perd

77



3. Material i métodes

S que es guanyaren reflexions d’ alta resolucio, es va tornar a recollir un segon
grup de fotografies (rang d oscil-lacié de f = 73-119°) a una dos elevada
Finalment, per tal de disposar d’'un tercer grup d imatges que facilités I’ escalat
conjunt dels dos grups anteriors es va recollir un tercer grup amb un rang
d oscil-lacio def = 49-73° també aunados elevada

Per la RNasa I”N7 es recolliren un total de 100 imatges, a un detector d'area

electronic (Quantum CCD), gque foren processades conjuntament .

A la taula 3.1 es presenten els parametres més importants relacionats amb la

recollida de dades al sincrotro Elettra.

Taula 3.1. Principals parametres relacionats amb la recollida de dades de I'ECP. L’ angle
f fareferencia as graus de rotacié que experimenta e cristall entre la recollida de dues
imatges consecutives, mentre que 2q representa I’angle entre un raig incident i el
corresponent raig difractat per un pla del cristall. La dos fa referéncia al nombre de
fotons incident per cada exposicio.

Parametresdelarecollida

Métode de recollida dosi
f alaprimeraimatge (graus) 0
Variacio def per imatge (graus) 1
Distancia cristall-detector (mm) 200

I (R) 1,05
Resolucio maxima (A) 1,66
29 maxima (graus) 36,87
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3.4. Processament de les dades

El processament de les dades (indexat i escalat) de I'ECP es va dur a terme
amb e paguet de programes HKL (DENZO i SCALEPACK; Otwinowski &
Minor, 1997), mentre que per la RNasa 1?N7 es va utilitzar €l programa
MOSFLM (Ledlie, 1991).

L’indexat i el posterior afinament dels parametres d’ orientacié del cristall i del
detector, aixi com la integracié de totes les imatges de I'ECP es va reditzar amb
DENZO. En aguest programa, que accepta la seleccié de pics d’ una imatge per
indexar, existeixen tres parametres que especifiquen I’ orientacié del cristall en
relacio al feix de RX (rotx, roty i rotz; veure figura 3.2). El seu afinament pot ser
controlat per I'usuari definint el limit de resolucio, I'ordre i € nombre de
parametres que es volen afinar conjuntament, etc. En canvi, els parametres
relacionats amb I’'orientacié del detector (distancia cristall-detector, 2q) son
afinats automaticament pel programa, ja que €s seus valors han de ser coneguts

abans de comencar € processament.

P .
= CRYSTAL roty ‘ = CRYSTAL rotx
+ CRYSTAL rotz e &
+ CRYSTAL roty - (e
L ! L
4 5 >
+ CRYSTAL rotx
- CRYSTAL rotz e
X-rays

Figura 3.2. Parametres de rotaci6 del cristall en relacio a feix de RX (manua de
DENZO).
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L’ escalat de les imatges de I'ECP es va realitzar amb e programa SCALEPACK.
D’una banda, es van escalar totes les imatges considerant els intervals1to 7211 73
to 119 per diferenciar els dos grups de fotografies recollides a diferent dosi, i de
I’altra, es va escalar € tercer rang d' imatges recollit (49 to 73). A continuaci6, a
partir d’ aquests dos grups de reflexions escalades per separat es va generar un
conjunt final de reflexions (en termes d'intensitat) el format de les quals es va
modificar amb el programa TRUNCATE (CCP4, 1994), que calcula els factors

d estructura (amplituds) corresponents a les intensitats de les reflexions escalades.

3.5. Resolucid de les estructur es

Les estructures dels dos enzims es van resoldre per reemplagament
molecular amb €l paguet de programes AMoRe (Navaza, 1994), usant com a
models de cerca la proteéina EDN, modificada dacord amb la segléncia
d aminoacids de I'ECP, i la RNasa A, modificada en funcio de la seqliéncia de la
RNasa 1?N7.

El reemplacament molecular es basa en I'andlisi de proteines homologues (>30%
d'identitat de sequéncia) i consisteix en determinar la posici6 que ocupa la
molecula model (d’ estructura coneguda) a I’interior de la cel-la unitat del cristall
(de lamolecula d' estructura desconeguda), els parametres de la qual sobtenen del
processament de les dades de difraccié. ElI programa informétic tracta al model
com aun cos rigid que és desplacat, mitjancant funcions de rotacié i trandacio
(funcions de Patterson), mentre és comparat amb les dades experimentals
(informacio de les reflexions). D’aguesta manera, es caculen els factors
d estructura del model (Feac + f cac). El cdlcul de mapes de densitat electronica
(funcio periodica que representa el nombre d’ electrons associats a cada posicio

atomica) permet comparar lainformacié experimental amb e model inicial.

80



3. Material i métodes

Aquestes funcions de rotacio i trandacio van ser calculades usant dades d'un rang
de resolucio de 10 a3 A per I'ECPi de 15 a3 A per laRNasa 1?N7. Després d’ un
afinament de cos rigid per cada cas, es van obtenir solucions clares amb uns
coeficients de correlacio, entre el model i les dades experimentals, del 48,4% i
49,7% (39,5% i 32.7% per les segones solucions) i un factor R cristal-lografic
(indicador de la bondat d gust entre e model i les dades experimentals) del
43,8% 1 44,4% (47,1% i 51,9% per les segones) respectivament.

Els mapes calculats, dd tipus 2F, — Fc i Fo — Fc (SA), utilitzant les fases
provinents dels models de cerca correctament orientats i tradladats, mostraven la
correccio d’ aguestes solucions i diferéncies de densitat positiva pels residus i les

cadenes laterals que no es trobavena model de partida.

3.6. Afinament deles estructures

L’ afinament d'ambdos estructures es va realitzar amb e paguet CNS v0.9 a
(Bringer, 1998). L’estrategia de I'afinament consisti en aternar cicles
d afinament posiciona i d afinament dels factors de temperatura amb €l tracat i
correccié manual de la molecula, usant els mapes Z=o — Fc i Fo — F¢ (SA), en
estacions de treball Silicon Graphics amb e programa TURBO-FRODO (Roussel
& Cambilleau, 1989). A lataula 3.2 s especifiquen els parametres més rellevants
alhora de dur a terme els cicles d’ afinament automatic. Durant els darrers passos
de I'afinament, es van col-locar les molecules de solvent en posicions
estereoquimicament raonables, considerant la preséncia conjunta de densitat en els

dos tipus de mapes 2F, — F¢ (1s) | 2Fo — F¢ (2,5S).
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Taula 3.2. Principas parametres relacionats amb els cicles d' afinament posicional duts a
terme amb €s protocols minimize i bindividual del programa CNS v0.9a (Briinger, 1998).

Par ametres de |’ afinament automatic

Rang de resoluci6 (A) 20-1,75 (ECP)/ 20-1,9 (RNasa 1DN7)
Reflexions rebutjades cap
Correccio dels factors de temperatura (B) anisotropica

Limit inferior de resolucié per la correccio

anisotropica (A) 6.0

Aplicacio de la correcci6 del solvent Si

Selecci6 d’ atoms fixes molécules de solvent en posicions
especias (per I'ECP)

Tipus d’ afinament maximum likelihood target using

amplitudes
Pes delsraigs X determinat automaticament
Pes pels factors B determinat automaticament
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4. RESULTATS

En aguest capitol sinclouen els tres articles cientifics que constitueixen els

resultats d'aquesta tesi doctoral.

Al primer article, que porta per titol "Three-dimensional Crystal Structure of
Human Eosinophil Cationic Protein (RNase 3) at 1.75 A Resolution”, shi presenta
I'estructura cristal -lografica de I'ECP, aixi com les implicacions funcionals que es

deriven del seu estudi.

D'dtra banda, durant e desenvolupament d'aquesta tesi doctoral sha establert la
modificacio del protocol de FernandezSalas et al. (2000), amb I'objectiu d'obtenir
RNasa 1 pura per I'andlisi i posterior caracteritzacio de la seva fraccio glucidica
Per aquest motiu, es presenta l'article I, titolat "Glycosilation of human pancreatic
ribonuclease: differences between normal and tumour states'. Al final del mateix,
també sinclou una descripcié més detallada de la metodologia emprada durant la
purificacié de RNasa 1 dd medi condicionat de la linia cel-lular Capan-1, aixi
com €ls resultats més significatius de les etapes del procés. D’ aguesta manera, a
més dels estudis estructurals, s ha treballat amb algunes de les técniques que
permeten |'obtencid de proteina pura i que s utilitzen habitualment abans

d abordar un procés de cristal -litzacio.

Al tercer article, " Three-dimensional structure of human RNase 1?2N7 at 1.9 A
resolution”, es descriu I'estructura 3D de la RNasa 1?N7 i les peculiaritats

funcionals derivades del seu andlisi.
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PURIFICACIO DE RNasa 1 DEL MEDI CONDICIONAT DE CAPAN-1

El medi condicionat de Capan-1 (3,51) es processa com s indica a continuacio:

1. Centrifugar a 9000 rpm durant 30 minuts. Descartar el sediment.

2. Filtrar amb filtres de 0,22 nm de diametre de porus (Millipore)

3. Concentrar mitjancant filtracié tangencial (Millipore amb Prep/Scale-TFF

Cartridges)

Amb el medi Capan concentrat (45 ml) es procedi de la seglient manera:

4. Diditzar enfront I’amortidor A de la cromatografia d’ afinitat (veure figura 4.1).

5. Cromatografia d afinitat amb la columna d heparina (HiTrap™™, Amersham

Pharmacia). El resultat de la mateixa es presenta alafigura 4.1.
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Amortidor A: 50 mM TrisHCI,
pH 7, 20 mM NaCl

Amortidor B: 50 mM TrisHCI,
pH 7, 1M NaCl

Elucié RNasa 1; 20-40% de B
Flux: 1 ml/min

Pressi® maxima: 0,3 MPa

Figura4.1. (a) Principals caracteristiques de la cromatografia d’ afinitat. Al cromatograma s assenyala la
regié on s elueixen les fraccions de RNasa 1 glucosilades que foren dialitzades per continuar amb la
segona etapa de la purificacié. Les fraccions reunides corresponen als carrils 3 a 12 del zimograma (b), on
també es mostra un carril de referéncia (#1) amb 5ng de RNasa 1 recombinant pura.
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6. Didlitzar enfront d’aigua milliQ i liofilitzar
7. Cromatografia de bescanvi ionic amb columna MONO-S HR 5/5 (Amersham

Pharmacia). El resultat d’ aguesta es presenta alafigura 4.2.

i I P Amortidor A: 25 mM acetat
Aot | sodic, pH 5,5

B0 W] i

| ' Amortidor B: 25 mM acetat
i A T fan sodic, pH 5,5, 1M NaCl
- w| | Eluci6 RNasa L: 15-30% de B
! Flux: 1 ml/min

A 24t -\,$:.::.:|:I...5| |

e _ ' ' 1l Pressié maxima: 5 MPa

Figura 4.2. (8 Principals caracteristiques de la cromatografia de bescanvi ionic. Al cromatograma
s'assenyala la regidé on s'elueixen les fraccions de RNasa 1 glucosilades que foren dialitzades per
continuar amb la tercera etapa de la purificacié. Les fraccions reunides corresponen als carrils 7 a 13 del
zimograma (b), on també es mostra un carril de referéncia (#1) amb 5ng de RNasa 1 recombinant pura.

8. Didlitzar enfront d’aigua milliQ i liofilitzar

9. Cromatografia de fase reversa amb la columna Vydac C4
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Després de la cromatografia de fase reversa es van reunir les fraccions de RNasa 1 pura
en diferents grups, en funcié del seu grau de glucosilacié, la qual cosa s avalua amb un
zimograma i un gel d SDS-PAGE tenyit amb plata que es mostren a lafigura 4.3. A la

taula 4.1 es presenta un resum final del procés de purificacio, on sindiquen la quantitat

de proteinatotal i de RNasa 1 després de cada etapa.

I{Da:
50 M
35 & —
3{)!: —
16 M -
.\
-

Figura 4.3. Fraccions de RNasa 1 pures, obtingudes després de la cromatografia de fase reversa. Es van
reunir en funcié dels diferents graus de glucosilacié i van ser usades pels experiments posteriors de

seqlienciacié glucidica.

Taula 4.1. Les mesures es realitzaren mitjancant el métode de Bradford (Bradford, 1976) i el de I’ELISA
sandvitx (Tabarés, 2000) respectivament després de cada cromatografia.

Proteinatotal RNasal

Capan concentrat 539 143,7 ny
HiTrap Heparina 42,5 mg 132,8 ny
MONO-S 6,3 mg 98,3 ny
Vydac C4 18 ny 18 ny
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5. DISCUSSIO

5.1. Discussio conjunta delsresultatsdelsarticles| i 111
5.1.1. Comparacié global de les estructuresde I'ECP i de la RNasa 1DN7

Ambdds proteines presenten un plegament polipeptidic del tipus a+b, unes
dimensions aproximades de 30 x 40 x 40 A i una forma caracteristica de "V" amb
el centre actiu al mig d'una cavitat en forma d'escletxa (figura 5.1). Les dues
molecules estan constituides per tres hélix a (al-a3), Situades a I'extrem N-
terminal, i set cadenesb (b1-b7) en e casdelaRNasa1DN7 i sis(b1-b6) al'ECP.
A les dos estructures la primera cadena b (b1) essituaentreleshélix a2i a3i les
altres després de I'hélix a 3. Cadascuna també presenta una hélix 3;0, delaVabs7 a
la GIn60 i de la 1193 a I'Asn95 a la RNasa IDN7 i I'ECP respectivament. Les
cadenes (b3 +h4) i (b5 +b6) de la RNasa IDN7 i (b2 +b3) i (b4 +b5) de I'ECP
sextenen, de forma antiparal-lela, dun extrem a l'altre de |'estructura, quedant
delimitades per les dues darreres lamines b (b1i b7 alaRNasa IDN7i bli b6a
I'ECP). D'dtra banda, les helix a2i a3 sempagueten de manera que limiten, per

costats oposats, amb |'escletxa que defineix el centre actiu.

Figura 5.1. Representacio del plegament polipeptidic de la RNasa IDN7 (al’ esquerra) i
I’ECP (aladreta). En ambdds casos s indiquen les hélix a i les cadenes b.
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Els elements d'estructura secundaria estan connectats per set llagos (L1-L7) ala
RNasa 1IDN7 i vuit (L1-L8) al'ECP, els quals contenen quasi € 30 i el 50% dels
residus de cada proteina respectivament. A més, aguestes estructures estan
estabilitzades per quatre ponts disulfur. A la RNasa 1DN7: Cys26-Cys84 que
uneix I'nélix a2 i la lamina b4, Cys40-Cys95 unint els llacos L2 i L6, Cys58-
Cysl110 que connectal'helix a3 i lalaminab6i Cys65-Cys72 entre el llag L4 1 b3,
mentre que a I'ECP: Cys23-Cys83 unint I'ndix a2 i lalamina b3, Cys37-Cys96
entre els llagos L3 i L7, Cysh5-Cysl11 que connecta € llag L5 i lalamina b5i
Cys62-Cys71 connectant € llag L51 b2.

5.1.2. Comparacié de la RNasa 1DN7, I'EDN, I'ECP, la RNasa 4, I'Ang i la
RNasaA

Les dues estructures estudiades (RNasa 1DN7 i ECP) presenten un
plegament comu al de totes les RNases descrites (RNasa 2 o EDN, Mosimann et
al., 1996; RNasa 4, Terzyan et al., 1998; angiogenina, Acharya et al., 1994 i
RNasa A, Wlodawer et al., 1988). Per comparar-les s ha utilitzat I’ opcié rigid del
prograna TURBO-FRODO (Roussel & Cambilleau, 1989), que permet
superposar les estructures en funcié d’un nombre minim d atoms (3 G,). Quan és
possible, sescullen C, que pertanyen a residus conservats. En relacié a la
desviacio estadistica existent entre les parelles comparades es desprén que les
estructures més similars entre elles son les de I’EDN i I'ECP (desviacio quadratica
mitja o rmsd 0,67A) d'una banda, i de I'altrala de la RNasa 1DN7 i la RNasa A
(rmsd 1,08A).

La superposicié d'aquestes estructures mostra la coincidéncia entre els elements
destructura secundaria regulars, mentre que aguns elements no regulars,

principalment els llacos, mostren gran divergencia (tots els elements d'estructura
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secundaria comparats shan definit amb el programa PROCHECK; Laskowski et
al., 1993).

A la RNasa IDN7, I'nélix al comenca a residu Phe8 i acaba a residu Hisl2
(seguir a la figura 5.2). Magrat que € comencament d'aguesta hélix és encara
desconegut per la forma sencera de la RNasa 1, I'acabament a la Hisl2 per
I'extrem G-terminal, es correspon amb el de la resta de RNases humanes i de la
RNasa A. A I'ECP, I'hdlix al comenca a residu Arg7 i acaba a la Hisl5, de
manera que té la meteixa longitud que la corresponent helix de I’'EDN i la RNasa
A, pero éstresresidus més curtaque l’al delaRNasa 4 i un residu més curta que
I'aldel’Ang.

Quan es comparen les helix a2, la més llarga correspon a I'EDN, amb dotze
residus, seguits dels deu de la RNasa 4 i I'Ang, nou de I'ECP i vuit a la RNasa
1DN7 i laRNasa A. En comparacié amb laRNasa 1DN7 i laRNasa A, ala RNasa
4 i I'Ang, aquesta hélix sSextén cap a l'extrem N-termina de la cadena
polipeptidica, mentre que en I'EDN i I'ECP sallarga en direccié contraria. A la
RNasa 1DN7, com en el casdelaRNasa A i laRNasa 4, elstres ultims residus de
I'helix a3 corresponen a una helix 3o; aquesta helix és un residu més llarga que
'a3 del'’Ang i dos residus més que I'a 3 de I'ECP.

Tant el full b de laRNasa 1DN7 com € de I'ECP son discontinus, (b3 + b4; b5+
b6) i (b2 + b3; b4+ b5) respectivament, i similars als que presenten I'EDN (b2 +
b3; b4 +b5), 'Ang (b3 +b4; b5+ b6) i laRNasaA (b3 +b4; b5+ b6). Defe, la
RNasa 4 és |'inic membre de la familia que presenta les cadenes b2i b3 continues
(Terzyan et al., 1998). La cadena b2 és més curta al'Ang, la RNasa IDN7 i ala

RNasa A en relacid alaresta de membres de la familia.

Entre les sis estructures analitzades, un dels segments que presenta mes

diferéncies és € llag que connecta les helix ali a2 (L1), de set residus al'ECP i
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p1

[r 2]

[ed |

el llag L6 (Thr87-Ala96) de la RNasa 1DN7, que uneix les cadenes b4i b5,
presenta una conformacié diferent al de les altres RNases humanes. D'altra banda,

7

mes,

I'EDN, nou alaRNasa 4 i I'Ang, deu ala RNasa 1IDN7 i dotze ala RNasa A. A
la conformacié del llag que uneix I'helix a2 i lacadena bl (L2) és molt smilar a

totes les estructures excepte al'EDN, degut al'éongacio de ' hdlix a 2.
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representen les helix a i es fulls b en forma de cilindres (gris fosc) i fletxes (gris clar)

respectivament. A més, sindiquen amb les mateixes tondlitats de gris els elements
d’ estructura secundaria de les RNases humanes d’ estructura coneguda. Figura reditzada

amb & programa Alscript (Barton, 1993).
Encara que la mgjoria de residus que formen part dels Ilacos no pertanyen al

Figura 5.2. Alineament de sequencies de les RNases humanes i la RNasa A. Es
centre actiu de les RNases, la conformacié que adopten pot relacionar-se amb

algunes propietats bioquimiques i/o funcionals d’ aquests enzims.
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En € cas de la RNasa A, per exemple, € llag L2 (residus 15-25) no té cap
implicaci6 directa en la geometria del centre catalitic, pero la seva disposicié 3D
és important alhora d explicar €l processament proteolitic que sofreix aguesta
proteina en preséncia de subtilisina (Richards & Wickoff, 1971). Aquesta proteasa
talla la RNasa A entre I'Ala20 i la Ser21, generant la RNasa S, enzimaticament
activa, i que compreén e peptid-S (residus 1-20) unit a la proteina-S (residus 21-
124). D’dltra banda, estudis mutagénics amb la RNasa A de rata han determinat
que I’orientacié del llag L5 (residus 65-72) pot afectar I’ afinitat de I'enzim pel
substrat (Gupta et al., 1999), ja que aquest llag conté residus implicats en €
reconeixement del substrat a B,. A més, la unié amb I'RI té Illoc mitjancant
interaccions predominantment electrostatiques, la maoria de les quals
S estableixen amb residus dels llagos. Concretament, per la RNasa A es formen
gran nombre de contactes amb residus de L3, L4 i L5 (Kobe & Deisenhofer,
1996).

En e cas de laRNasa 1DN7 resulta de gran interés la conformaci6 diferencial dels
llacos 16-23 1 66-70, ja que pel primer es justifica l'absencia de catalis per part de
la subtilisina, mentre que pel segon sexplica la baixa afinitat de I'enzim per I'RI
(veure gpartat 5.3.3).

Per I'ECP, i donat que algunes arginines de la molécula es troben repartides entre
els llagcos L3, L5, L6, L7 i L8, també calia analitzar el paper d aquests elements
estructurals (i dels seus residus) en les dtres activitats biologiques que es

descriuen per aquesta RNasa, especialment per la seva citotoxicitat.
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5.2. Discussi6 delsresultatsde |’ Article |

5.2.1. Caracteristiques del centre actiu del’ ECP

Per tal d'estudiar els trets principals del centre actiu de I’ ECP s ha comparat
aguest amb € de '’'EDN i € de la RNasa A. Amb I'EDN, perquée es tracta d' una
RNasa de la mateixa familia que presenta un 67 % d'identitat de seqiencia amb
I’ECP, amb la que també comparteix algunes de les seves activitats biologiques
especials (basicament neurotoxicitat). Malgrat que ambdues pertanyen al tipus de
RNases no pancredtiques (veure apartat 1.1.1) i les seves caracteristiques
estructurals son similars, € seu comportament cinétic és, en alguns casos,
notablement diferent. L’EDN recombinant és 2000 vegades més activa
cataliticament que I'ECP recombinant amb +tRNA com a substrat (Rosenberg &
Dyer, 1997). Tanmateix, mantenen la mateixa preferencia pel substrat (poli(U)
sobre poli(C)).

La comparacio amb la RNasa A obeeix a fet que es tracta de I’'enzim amb
capacitat ribonucleolitica millor caracteritzat. En comparacié amb les RNases de
tipus pancredtic, prefereixen I'uridina a la citidina en substrats llargs (poli(U)
sobre poli(C)), pero al revés en substrats curts com dinucleotids (CpA sobre UpA;
Sorrentino & Libonati, 1997; Boix et al., 1999).

L’ ECP mostra un comportament particular quan s estudia e seu patré de digestio
sobre poli(U). L'acumulacio de mononucleotids des del comencament de la
reacciO i la baixa aparicié d oligonucledtids intermediaris son interpretats com a
activitat exonucleasa en relacio a I’ activitat endonucleasa de les ribonucleases de
tipus pancredtic (Boix et al., 1999).

L’analisi del centre actiu de I’ estructura cristal-lografica de I'ECP revela algunes
caracteristiques de I’enzim que podrien explicar els seus principals parametres

catalitics. En aguest treball s ha superposat |a seva estructura tridimensional amb
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ladeI’EDN (Mosimann et al., 1996) i la del complex RNasa A-d(ApTpApApG)
(Fontecilla-Camps et al., 1994) per tal d'identificar les similitudsi les desviacions
en els residus implicats en e reconeixement, unio i catdlis del substrat. (Per la

nomenclatura dels llocs d’ unié veure figura 1.2).

Com passa amb tots els membres de la superfamilia de la RNasa A, els residus del
centre catalitic son conservats (Hisl5, Lys38 i Hisl28, segons la numeracié de
I”’ECP). Mentre que laHisl5 i la Lys38 ocupen posicions similars, la disposicié de
laHis128 és diferent respecte la que presenta el residu equivalent de laRNasa A i
I’EDN (figura 5.3a i 5.3b). La Hisl19 de la RNasa A pot adoptar dues
conformacions aternatives, una de les quals és activa (Zegers et al., 1994). Quan
Sestableix la interaccio entre e nucleotid i I'enzim en la seva forma activa, €
Nd1 de laHis119 estableix un pont d’ hidrogen amb I'O5’ de I’ anell deribosaa R
(figura 5.34), participant en la catalis (Fontecilla-Camps et al., 1994). El residu
de I’EDN topologicament equivalent (His129) adopta la conformacié inactiva de
la RNasa A, pero pot adoptar la conformacio activa facilment, mitjancant una
petita rotacio dels angles de torsio cli c¢2 (Mosimann et al., 1996; veure figura
5.3b). La conformacié de la Hisl28 de I'ECP, s bé inactiva, és diferent
d aquestes dues, ja que la seva cadena lateral no seria capag d establir contactes ni
amb I'anell de ribosa a R ni amb € lloc d'unié p. Per tant, aqui també caldria
una rotacié a voltant dels angles cl i c2 per tal que aguest residu pogués
interaccionar amb I’O5’ de la ribosa a R, adjacent a I’ enlla¢ que s escindeix, de

manera similar a com s explica per lacatalis en la RNasa A-d(ApTpApApG).
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Figura 5.3. (a) Superposicio de I'ECP (verdad) amb la RNasa A-d(ApTpApApG) (la
proteina en blau i I’ oligonucledtid en vermell). S assenyda la interaccio de la His119 de
la RNasa A amb I’ oligonucleotid. (b) Superposicio de I’ECP amb L’EDN (blau cel). Es
mostren els angles de rotacio que permeten e canvi de conformacio descrit per la His129
de|’EDN.

Respecte € lloc d'unid By, implicat en e reconeixement de pirimidines, la Thr45
esta conservada perd no la Phel20 ni la Ser123 (numeracio de la RNasa A). El
residu de I’ ECP topoldgicament equivalent a la Thr45 (Thr42) ocupa una posicio
similar i podria explicar € contacte amb la base: I'Ogl amb & N3 i I'O4 de la
pirimidinai e N (de la cadena principal) amb I’O2, com es descriu pel complex
RNasa A-d(ApTpApApG); figura 5.4.
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Figura 5.4. Comparacioé del lloc d'unié B, a les dues estructures analitzades (ECP, en
verd, i RNasa A-d(ApTpApApG); la proteina en blau i I oligonucledtid en vermell). Es
mostren les interaccions que S estableixen en aguest complex.

Tanmateix, al’ECP hi ha un altre residu que podria jugar un paper important a B:
GIn40. Com sobserva amb I’EDN, aguest residu pot interaccionar amb la base
pirimidina, jaque el seu Oe pot formar un pont d’ hidrogen amb els aoms N3 i N1
de I'uridina 0 amb €l N1 de la citidina. Aixd podria explicar que ambdds bases
puguin acomodar-se a lloc d'uni6 B;. A més, es poden establir d'altres
interaccions entre el nitrogen amidade laGIn40 i I’O4’ de R i € nitrogen N1 de
la base (figura 5.5). D’altra banda, la substitucio de la Phel20 de la RNasa A per
la Leul29 de I'ECP pot explicar la baixa activitat catalitica contra dinucleotids,
donada la possible formacid, no favorable, de contactes de Van der Waals amb

I’anell arométic de la base. A I’Ang humana, e reemplacament de la leucina
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d aquesta posicio per una fenilaanina incrementa la seva activitat contra

nucledtids petits més de 100 vegades (Harper et al., 1988).

Figura 5.5. Comparacio dd residu GIn40 de I'ECP (verda) amb els residus equivalents
delaRNasa A (laproteinaen blau i I’ oligonucledtid en vermell) i I'EDN (blau cdl).

La diferencia més destacable en € centre actiu es troba a lloc d'unié B,
(preferencia per purines). L’ Asn71 és conservada, perd no ho son la GIn69 ni la
Glul1l (segons la numeracio de la RNasa A). La posicié equivalent a la Glu111
I’ocupa I’'Aspll2 (com a I’'EDN) que estableix un pont sali amb I’Arg7 (la
distancia Asp112 Od2-Arg7 Nh1 és de 2,89 A), la cadena lateral de la qual es

plega cap al’interior de la cavitat que formael lloc d’ unié B, (figura5.6).
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A I'EDN, pero, un triptofan (Trp7) ocupa la posicio de I’ Arg7, € qual participa
mitjancant interaccions de van der Waals amb els andlegs de substrat 3,5-ADP i
5-ADP (Leonidas et al., 2001). L'existencia de |'estructura cristal-lografica del
complex binari de I'ECP amb 2',5'-ADP confirma I'establiment del pont Aspl12-
Arg7 i lainteraccio, mediada per molécules d'aigua, de la cadena latera de I'Arg7
amb el substrat (Mohan et al., 2002). En la present estructura |’ atom Nh2 del grup
guanidini també sembla trobar-se en una posicio favorable per tal d’interaccionar
amb & N3 de la purina, permetent la unio del substrat. Malgrat aixo, €l lloc d' unié
p2 de I'ECP també esta aterat degut a reemplacament de la Lys7 i I’Argl0
(segons la numeracio de la RNasa A) per Trpl0 i 11e€13. Com passa amb I'EDN,
aguests residus no poden unir-se a grup fosfat a p,.

Figura 5.6. Representaci6é del pont sai que s estableix entre I'Arg7 i I'Aspl12 de I’ ECP.

En aquest cas, també sSha superposat |'estructura amb la del complex RNasa A-
d(ApTpApPApPG).
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L’ECP també mostra altres diferencies a la regio dels llocs p i p1. Al complex
RNasa A-d(ApTpApApG), la Lys66 pot establir contactes febles amb e fosfat 5°
de la pirimidina I’atom Nz estableix una interaccio, a través d'una molecula
daigua, amb I'O5 del fosfat a po (Fontecilla=Camps et al., 1994). A I'ECP,
aquest residu és substituit per la Hisb4, € nitrogen de I’anell imidazol de la qual
podria formar contactes polars amb aquest fosfat (figura 5.7). A I'EDN, en canvi,
no és possible un contacte d’ aquest tipus, ja que té una Ser en aquesta posicid i la
seva cadena lateral és massa curta per contactar amb els oxigens dd fosfat a .
D’altra banda, I'ECP té I’ Asn39, també conservada a I'EDN i que equival a la
Pro42 de la RNasa A, la qual podria estar involucrada en la uni6 del fosfat a p;.
En el complex RNasa A-d(Tp)s, la Pro42 estableix interaccions de Van der Waals
amb € fosfat ap.; (Birsdall & McPherson, 1992).

Figura 5.7. Comparaci6 de la His64 de I'ECP amb €els residus topologicament
equivalentsde I’EDN (Ser64) i delaRNasa A (Lys66).
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A I'ECP, I’ Asn39 pot adoptar dues conformacions, de manera que la seva cadena
lateral podria establir ponts d hidrogen amb el fosfat a p.1. El paper de la His64 i
I’ Asn39, juntament amb el deteriorament de B>, podrien aavorir I’ activitat de
I"ECP com a exonucleasa. Per tant, un substrat hauria d’ alinear-se a costat 5 del

centre catalitic p1B; i € tall ap.1 resultaria en I aliberament dels mononucledtids.

5.2.2. Analis de la superficie molecular de I'ECP

Els membres de la superfamilia de la RNasa A constitueixen un grup de
proteines basiques amb punts isoeléctrics (pl) compresosentre 9i 11. L’ECP ésla
més basica de totes (pl = 10.8), la qual cosa pot atribuir-se a seu elevat nombre
d arginines. De les dinou que presenta, només quatre (Arg36, Arg97, Argll4 i
Argl17) es troben en la mateixa posicio que en I'EDN. Per tal d andlitzar la
influencia d’ aguests residus, es va construir el mapa del potencial de superficie
(superficie de Connolly) de I'ECP amb e programa GRASP (Nicholls et al.,
1993), que permet la representacio dels potencials electrostatics dels residus

carregats a sobre de la superficie molecular de la proteina.

En e cas de I'ECP, gairebé tota la superficie molecular apareix carregada
positivament, essent especialment notable a llarg deb2, L6, b4,a2i L7. Aquests
segments contenen un total de deu arginines, les cadenes laterals de les quals estan
exposades a solvent. Al costat oposat d'aquestes, a llarg de L8, hi ha tres
arginines més que congtitueixen una atra zona positiva. Les atres arees es
localitzen en ambdds costats de |'escletxa del centre actiu. Corresponen als
residus Arg6l i Arg66 (L5), Arg34 i Arg36 (L3), que també son exposats a
solvent. Finalment, es troben I’ Argl i I’Arg7, que es situen a un dels extrems de
I’ escletxa del centre actiu. Concretament, I’ Arg7 es plega cap al’interior del lloc
d unio6 By.

Aquesta distribuci6 de carregues és bastant diferent a la dels atres membres de la

superfamilia de la RNasa A. Per exemple, en comparacié amb I’ECP, les regions
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positives de la RNasa A estan principalment restringides a I’ escletxa del centre
actiu (figura 5.8).

Comparant les superficies de Connolly d altres RNases humanes d’ estructura
coneguda també s observen diferencies significatives. L’EDN presenta molta
menys carrega positiva que I’'ECP i, com en el cas de la RNasa A, les arees
positives es localitzen basicament a |’ escletxa del centre actiu. LaRNasa4 i I’Ang
també tenen un potencial electrostatic més at a la superficie molecular exposada
al solvent, perdo molt menys extens que a I’ECP (figura 5.9). La distribucié de
carregues positives en aquestes RNases homologues, dins I’escletxa del centre
actiu, podria influenciar favorablement la seva capacitat d’ acoblar €l's substrats de
ribonuclectids a I’interior del centre actiu. A I'ECP, en canvi, I’ elevada extensio
d arees positives a la superficie de la molécula podria ser un dels factors
responsables de la seva baixa activitat catalitica, ja que podria dificultar |’ accés de
I’'RNA, carregat negativament, a l’interior de I|'escletxa del centre actiu
(Mallorqui-Fernandez et al., 2000). D’altra banda, aquesta superficie molecular
cationica podria reforcar e mecanisme de citotoxicitat, via desestabilitzacié de
membranes, que S ha postulat per I'ECP (Young et al., 1986). El paper especific
de les arginines en la creacio de porus cel-lulars no és completament clar, pero
aquets residus semblen critics alhora de formar contactes amb les molecules
negatives de les membranes. Si bé la cationicitat no sembla suficient per justificar
la funcio citotoxica, la carecteritzacié de la RNasa 7 humana també posa de
manifest la relacio existent entre l'élevat contingut de residus basics i la
citotoxicitat (Zhang et al., 2003).
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Figura 5.8. Superficies de Connolly mostrant € potencial electrostatic [de —15 kT/e
(vermell, per les carregues negatives) a +15 ksT/e (blau, per les carregues positives)] de
I’ECP (adalt), vistafrontal (a) i a Ilarg de I’ escletxa del centre actiu (b), i de laRNasa A
(abaix), vistafrontal (a) i a llarg de I’ escletxa del centre actiu (b).

Figura 5.9. Superficies de Connolly mostrant el potencia electrostatic [de —15 kT/e
(verméll, per les carregues negatives) a +15 ksT/e (blau, per les carregues positives)] de
laRNasaA (a), RNasa4 (b), EDN (c), angiogenina (d) i ECP (e) al llarg de |’ escletxa del
centre actiu. L’ordenacié de les superficies representades s atribueix a pl creixent
d’ aquestes proteines.

145



5. Discussio

5.3. Discussid delsresulatsdelsarticles |1 i 111

5.3.1. Estructura global de la RNasa 1DN7 en comparacié amb la RNasa A

LaRNasa A i laRNasa 1 son RNases de tipus secretor que presenten un 70
% de similitud de seqliéncia entre elles, aixi com una activitat ribonucleolitica
comparable (Sorrentino & Libonati, 1997). Si bé la desviacié quadratica mitja
(rmsd) dels atoms C, després de superposar les seves estructures tridimensionals
és de 1,08 A, la qual cosa corrobora la semblanca topologica global, la
comparacio de les estructures cristal -lografiques de la RNasa A (Wlodaver et al.,
1988) i la RNasa IDN7 revelen algunes diferéncies. Sobserva una conformacio
diferencial en dos llagos (16-23 i 66-70), amb variacions de fins a 6 A entre els

atoms de les cadenes principals de residus topol 6gicament equivalents.

El llag 16-23 conté e lloc de tal per la subtilisina ala RNasa A, entre els residus
Ala20 i Ser21, pero € tractament de la RNasa 1 amb subtilisina no tranforma la
RNasa 1 en proteinaS i péptid-S (Pous et al., 2001), comportament que també
sobserva en d'altres RNases pancreatiques com la de ratoli (Gupta et al., 1999) i
I'Ang (Harper & Valee, 1988). La sequéncia aminoacidica d'aguesta regio
(residus 15-25) és bastant variable en aquestes RNases, com també en la RNasa
1DN7, i alhora difereix de la RNasa A. A la RNasa 1IDN7, la cadena principal
daguesta regio segueix un cami clarament diferent a de la RNasa A. La
divergéncia comenca a residu Asnl6 de la RNasa IDN7 (la RNasa A té una
serina en aguesta posicio) i sobserva, a més, un desplacament d'un residu entre
ambdos proteines (RNasa IDN7 i RNasa A), amb una divergéncia de 4,50A entre
elsresidus Serl7 (RNasa 1IDN7) i Serl8 (RNasa A). La cadena principal es torna
a unir dos residus més amunt (18 i 19 segons la numeracié de la RNasa 1DN7) i es
separen una atra vegada entre la Ser21 (RNasa 1DN7) i la Ser22 (RNasa A), amb

una divergéncia maxima de 6,20 A. A partir de la Ser23 les dues cadenes
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principals es tornen a superposar. Aquestes diferencies podrien explicar €
comportament diferencial dels dos enzims enfront de la subtilisina, ja que en €
cas de la RNasa 1DN7 aguesta regio presenta impediments esterics per

interaccionar amb & centre actiu de la subtilisina.

El llag L4 (residus 66-71) també mostra una conformacio diferent, probablement
deguda a la preséncia de dues glicines a les posicions 68 i 70 en comptes de la
Gly68 que es troba ala RNasa A. Aquest |lag es troba entre dues cisteines (Cyst5
i Cys72), que formen un pont disulfur que és conservat a la majoria de membres
de la superfamilia, excepte a I'Ang i les RNases de granota (Youle & D'Alessio,
1997). Mentre que els residus anteriors a la Cystb i els posteriors a la Cys72
formen part de la cadena rigida de la molécula (backbone), els residus del llag son
molt flexibles. Les orientacions de les cadenes laterals de la Lys66, Asn67 i GIn69
no estan ben definides al's mapes de densitat electronica, la qual cosa reflecteix la
seva mobilitat inherent. Aquest canvi conformaciona era inesperat tant per I'atom
Asn71 Od com pel GIn69 Oe, ja que tots dos juguen un paper clau a centre actiu
de laRNasa A establint ponts d'hidrogen amb I'adenina del substrat al lloc d'unié
B, (Fontecilla-Camps et al., 1994). A la RNasa IDN7 aquests residus semblen
adoptar conformacions que difereixen substanciament de les de laRNasa A i les
seves cadenes laterals no estan directament dirigides cap a centre actiu de
I'enzim. La cadena lateral de I'Asn71, clarament definida als mapes de densitat
electronica, esta exposada a la superficie. Tanmateix, la variacié de conformacié
observada en agquest Ila¢ podria permetre la interaccio de I'O carbonil del residu
GIn69 amb I'adenina de By, de manera similar a paper jugat per I'Oe del residu
GIn69 a complex RNasa A-d(ApTpApG) (Fontecilla-Camps et al., 1994). Aquest
canvi també podria explicar la baixa activitat ribonucleolitica de |la RNasa 1IDN7

vers dinocledtids com CpA.
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5.3.2. Topologia del centre actiu

La RNasa 1DN7 presenta tots els residus caracteristics del centre actiu,
excepte la Lys7. Els principals residus del centre catalitic (GInll, Hisl2, LysAl i
His119) ocupen posicions similars ales de la RNasa A, exceptuant la His119, que
adopta la conformacié inactiva descrita a complex RNasa A-3'-CMP (Zegers et
al., 1994). Amb la seva forma activa, sestableix una interaccié entre el nucleotid i
I'enzim via pont d'hidrogen entre I'O5' de I'anell de ribosa, ubicat a Ry, i € Nd1de
la Hisl119. La His119 de la RNasa IDN7, per0, podria adoptar la conformacié
activa facilment per rotacié dels angles de torsié ¢ i ¢, afi dinteraccionar amb
I'O5' de la ribosa (Ry) adjacent a I'enllag que sescindeix i participar aixi en la
catdisi, de manera similar a la descrita pel complex RNasa Ad(ApTpApG). El
lloc d'unio p esta alterat per la perdua de la Lys7, la qual és responsable de la
unié a grup fosfat de p; a l'estructura de la RNasa A-d(ApTpApG). El lloc B
també esta aterat degut a la conformaci6 diferencial de la proteina a llag que
conté la GIn69 i I'Asn71. Per aguest motiu, la interaccid de les cadenes laterals
daguests dos residus amb l'adenina no sembla possible. Aquests canvis
significatius trobats als llocs p, | B, de la RNasa 1IDN7 podrien explicar la baixa
activitat ribonucleolitica d'aquest enzim en relacié a la RNasa A i la RNasa 1
nativa. Proporcionament, la RNasa 1IDN7 és molt menys activa enfront CpA (24
vegades menys que la RNasa 1) que vers I'RNA de llevat (nou vegades inferior
gue laRNasa 1) (Futami et al., 1995) suggerint que la topologia diferencial de B,

podria ser la responsable de la baixa activitat enfront dinucleotids que contenen
una adenina.
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5.3.3. Comparacio de la RNasa 1DN7 amb el complex pRI-RNasa A

La RNasa 1DN7 mostra una baixa afinitat per I'inhibidor de RNases d'origen
huma (hRI o PRI), la qual cosa es relaciona amb la seva mgjor citotoxicitat en
comparacio amb daltres RNases (Futami et al., 1999; Watanabe et al., 1999). Es
requereixen tres vegades més PRI per observar un 50 % d'inhibicié de la RNasa
1DN7 enfront RNA de llevat s la comparem amb |la RNasa 1. Per tal dinvestigar
quins residus podrien ser responsables de la baixa &finitat de I'enzim per
I'inhibidor, shan superposat I'estructura de la RNasa 1DN7 amb la dels complexes
pRI-RNasa A (Kobe & Deisenhofer, 1995) i hRI-Ang (Papageorgiou et al., 1997,
veure figura 5.10).

Figura 5.10. Superposicié de les estructures tridimensionals de la RNasa 1DN7 (en color
rosat) i del complex pRI-RNasa A. La RNasa A es mostra de color verd, mentre que
I’ estructura de I’inhibidor es representa en color blau.
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En ambdos estructures, I'RI suneix a les RNases de manera similar, establint
contactes amb alguns residus del centre actiu, impedint estéricament I'accés del
substrat al mateix i inhibint per tant, la seva activitat enzimatica. Tanmateix,
ambdos complexes mostraven diferencies pel que fa as residus d'inhibidor que
interaccionen amb €l centre actiu o as altres llagos responsables de la unio. La
interaccié entre I'RI i els diferents membres de la superfamilia de ribonucleases
revela una elevada flexibilitat d'algunes regions de I'inhibidor, la qual cosa permet

unir-se amb gran afinitat a cada membre de la familia.

La superposicié de la RNasa IDN7 amb la RNasa A en € seu complex amb
I'inhibidor porci (Kobe & Deisenhofer, 1995) déna un valor de rmsd de 0,37 A.
LaLys7 és un dels residus que més contribueix al'energiad'unié al complex pRI-
RNasa A, concretament interacciona amb la Ser456 de l'inhibidor, perd aguesta
interaccié no pot tenir lloc amb la RNasa IDN7, degut a |'abséncia de la Lys7.
D'dtra banda, tampoc existeix cap altre residu suficientment proper a la Ser456
com per poder- hi interaccionar. Per tant, la pérdua de la Lys7 és probablement la
responsable de la baixa afinitat de la RNasa IDN7 per e PRI. Al complex PRI-
Ang sestableix un contacte similar entre la His8 de I'Ang i la Ser360 de
I'inhibidor, si bé en aquest cas la interaccié no és tan forta com amb la RNasa A.
D'atrabanda, € llag L4 (residus 66-71), també implicat en launi6 de la RNasa A
al'inhibidor (regié Cys404-Tyr433) presenta una conformacié diferent ala RNasa
1DN7. La majoria d'aminoacids de L4 no poden establir els mateixos contactes
que es formen amb la RNasa A. Magrat aixo, la flexibilitat daquest llag i

permetria adaptar-se a I'area d'interaccio amb I'inhibidor, la qual cosa no esdevé

rellevant alhora d'explicar labaixa afinitat de laRNasa 1DN7.

Altres arees d'interes, com € llag L6 (residus 88-91), € llag L2 (residus 34-39) o

els aminoacids del centre actiu de la RNasa 1DN7 no difereixen significativament
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dels residus homolegs de la RNasa A i probablement podrien establir interaccions

similars amb I'inhibidor.

5.3.4. Possible estructura de la RNasa 1 glicosilada

La sequenciacié de les cadenes de carbohidrats de la RNasa 1 (veure
resultats de I'article |1, Peracaula et al., 2003), juntament amb el coneixement de
I’estructura D de la RNasa IDN7 (veure resultats de I'article 111, Pous et al.,
2001), van permetre el modelat de |’ estructura glicosilada que es mostra a la
figura5.11.

El volum de les cadenes glucidiques és notable, i considerant la seva mobilitat (en
base as estudis de dinamica molecular amb la cadena de gllcids de la RNasa B;
Dwek, 1996) es pot explicar la dificultat de reconeixement exhibida pels
anticossos que es dirigeixen contra la part proteica de I’enzim. Examinant la
prediccié d epitops per la RNasa 1 s aprecien diferents regions antigeniques
(figura 5.12). De tots, € fragment 100-104 és el que apareix més alunyat dels
punts majoritariament glicosilats (Asn34 i Asn76) i donat que e lloc de
glucosilacié de I’Asn88 és @ que es mostra freqientment menys glicosilat,
aquests residus (100-104) podrien resultar de gran utilitat per a la produccio d’ un

anticos de captura per laRNasa 1.
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Figura 5.11. Modeat de les estructures glucidiques seqlienciades a partir de la RNasa 1
nativa, purificada de pancreas i de les linies cd-lulars d adenocarcinoma pancreatic
MDAPanc-3 i Capart1, sobre I’ estructura cristal-logréfica de la RNasa 1IDN7. En color
rosat s assenyala la regio corresponent als residus 100-104 de la RNasa 1IDN7. Figura
realitzada amb el programa Render (Merrit & Bacon, 1997).
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Figura 5.12. Prediccio d epitops per la RNasa 1. També s ha marcat amb color rosat la
fracci6 corresponent als residus 100-104.
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6. CONCLUSIONS

De lareditzacié d aguest treball es pot concloure:

1. L' ECP o RNasa 3 recombinant cristal-litza amb 8% de Jeffamina M-600,
citrat sodic pH 5,2 i 0,01M FeCl, seguint la simetria tetragonal i € grup
espaia P4322.

La proteina recombinant RNasa 1DN7 cristal-litza amb 7% de PEG 8K i
0,1 M TrissHCI a pH 8,5, seguint la simetria ortorombica i € grup espaia
P212:2:.

2. S han determinat les estructures tridimensionals de I'ECP o RNasa 3 i de la
RNasa 1DN7 recombinants mitjancant el metode del reemplagament

molecular i shan afinat aquestes estructures fins a uns valors de R

cristal -lografics de 0,22 i 0,19 respectivament.

3. Del’andlis del’ estructura de I'ECP es conclou que:

3.1. La proteina exhibeix un plegament global caracteristic de les
RNases de la superfamiliade laRNasa A.

3.2. Les peculiaritats estructurals del centre actiu de I'enzim,
especialment € deteriorament del lloc duni6 pB; i les
conformacions dels residus His64 i Asn39, permeten explicar la
baixa activitat de I'ECP com a endonucleasa.

3.3. La disposicié espaial de les arginines pot dificultar |'accés del
substrat al centre catalitic de I’enzim i, d’ atra banda, potenciar €l

SeuU mecanisme Citotoxic.
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4. Del'analis de I'estructura de la RNasa 1DN7 es conclou que:

4.1. El plegament de la proteina ambé és comu a de les RNases
d'estructura coneguda que pertanyen a la superfamilia de la RNasa
A.

4.2. La conformacio particular del llag L1 (residus 15-25) de la RNasa
1DN7 pot explicar el seu comportament diferencial enfront de la
subtilisina. A diferéncia del que sobserva amb la RNasa A, €
tractament de la RNasa 1DN7 amb subtilisna no rendeix en
I'obtencié del peptid-S (residus 1-20) unit a la protéina-S
(residus21-124). Aquest comportament sha atribuit, precisament, a
la conformaci6 dd llag L1.

4.3. El canvi topologic que experimenta B, degut ala conformacio del
llag 66-71 i a la perdua de la Lys7, permet explicar la baixa
activitat de I'enzim vers dinucleotids del tipus CpA.

4.4. De la comparacié de I'enzim amb el complex pRI-RNasa A es
desprén que no hi ha cap residu capa¢ d'establir un contacte com el
de la Lys7, laqual cosa sha relacionat amb la baixa afinitat de la
RNasa 1DN7 per l'inhibidor i, per tant, amb el seu potencia

citotoxic.
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