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Resum

Aquest treball de recerca tracta sobre I’enzim anomenat onconasa. Es una ribonucleasa (RNasa)
que pertany a la superfamilia de les ribonucleases pancreatiques i que actualment s’esta
utilitzant en assaigs clinics com a agent antitumoral i antiviral. L’objectiu principal d’aquest
treball és conéixer els mecanismes moleculars pels quals 1’onconasa actua sobre les cél-lules i
la seva utilitzaci6 com a agent antiviral i antitumoral. Préviament, s’ha estudiat la seva
estructura molecular ja que és diferent a la d’altres ribonucleases de la seva mateixa familia, fet
que li confereix elevada estabilitat. Es descriu el mecanisme molecular pel qual té activitat
citotoxica selectiva per cél-lules tumorals, la hipotesi que es proposa per explicar la seva
arribada al citosol, el procés de degradacid6 de RNA i la induccié d’apoptosi de cél-lules
tumorals. S’ha de tenir en compte que l’onconasa no produeix apoptosi només produint
degradaci6 de RNA, sin6 que també pot induir la sobre-expressié de determinats RNAs la qual
cosa indica que la seva citotoxicitat no es pot explicar només per una aturada del procés de
sintesi proteica deguda a la degradacio de diferents RNAs. Com a agent antiviral, es descriu el
mecanisme a partir del qual produeix la degradacié de RNA viral o elements que s6n necessaris
per a la replicacio viral, i es comenten casos particulars de determinats virus en els quals
I’onconasa ha mostrat eficacia, aixi com les hipotesis que expliquen 1’eliminaci6 de cel-lules
que han estat infectades per virus. Com a agent antitumoral, s’analitza la capacitat que presenta
d’amplificar ’acci6 de determinats compostos utilitzats actualment com a agents
quimioterapeutics per a combatre determinats tipus de cancers. Per tant, tot i que el mecanisme
d’aquest enzim no és completament conegut, s’ha observat que presenta elevada efectivitat
contra 1’acci6 de virus (com el virus de la immunodeficiencia humana, el virus del papil-loma
huma o el virus de la rabia) i de cél-lules tumorals. En el cas de les cel-lules tumorals, com que
I’onconasa és una ribonucleasa, no és genotoxica, €s a dir, no actua sobre el DNA 1 per tant, no
provoca mutacions (els farmacs que actuen sobre el DNA poden ser mutagénics i produir
I’aparicio de nous cancers). Per tots aquests motius, 1’onconasa pot arribar a ser un farmac

altament efectiu.



Resumen

Este trabajo de busqueda trata sobre la enzima nombrada onconasa. Es una ribonucleasa
(RNasa) que forma parte de la superfamilia de las ribonucleasas pancreéticas y que actualmente
se esta utilizando en ensayos clinicos como agente antitumoral y antiviral. El objetivo principal
de este trabajo es conocer los mecanismos moleculares a través de los cuales la onconasa actla
sobre las células y su uso como agente antiviral y antitumoral. Previamente, se ha estudiado su
estructura molecular ya que es diferente a la de otras ribonucleasas de su misma familia, hecho
que le confiere elevada estabilidad. Se describe el mecanismo molecular por el cual tiene
actividad citotoxica selectiva para células tumorales, la hipdtesis que se propone para explicar
su llegada al citoplasma, el proceso de degradacion de RNA i la induccion de apoptosis de
células tumorales. Se tiene que tener en cuenta que la onconasa no produce apoptosis solo
produciendo degradacién de RNA, sino que también puede inducir la sobreexpresion de
determinados RNAs la cual cosa indica que su citotoxicidad no se puede explicar solo por una
parada del proceso de sintesis proteica debida a la degradacion de diferentes RNAs. Como
agente antiviral, se describe el mecanismo a partir del cual se produce la degradacion de RNA
viral o elementos que son necesarios para la replicacion viral, y se comentan casos particulares
de ciertos virus en los cuales la onconasa ha mostrado eficacia, asi como las hip6tesis que
explican la eliminacion de células que han estado infectadas por virus. Como agente
antitumoral, se analiza la capacidad que presenta de amplificar la accion de determinados
compuestos utilizados actualmente como agentes quimioterapéuticos para combatir
determinados tipos de canceres. Por lo tanto, aunque el mecanismo de esta enzima no es
completamente conocido, se ha observado que presenta elevada efectividad contra la accion de
virus (como el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus del papiloma humano o el virus
de la rabia) i de células tumorales. En el caso de las células tumorales, como la onconasa es una
ribonucleasa, no es genotoxica, es decir, no actla sobre el DNA, y por tanto, no provoca
mutaciones (los farmacos que actian sobre el DNA pueden ser mutagénicos y producir la
aparicion de nuevos canceres). Por todos estos motivos, la onconasa puede llegar a ser un

farmaco altamente efectivo.



Abstract

This research work is about the enzyme onconase. It’s a ribonuclease (RNase) that belongs to
the superfamily of pancreatic ribonucleases and that at present is used in clinical trials as
antitumoral and antiviral agent. The main objective of this work is to describe the molecular
mechanisms that are responsible for the antiviral and antitumor activities of onconasa. First, its
molecular structure is described because it is different from that presented by other
ribonucleases of the same family. This 3D-structure endows onconasa with a high stability. It
is described the molecular mechanism that likely explain its selective cytotoxicity for tumor
cells and for cells infected by different virus. In addition, it is discussed the hypothesis that
explain its translocation to the cytosol, the process of RNA degradation and the induction of
apoptosis of tumor cells. It is important to remark that onconase does not produce apoptosis
only by arresting protein synthesis due to a degradation of different RNAs. It is described that
onconase also induces the overexpression of certain RNAS, suggesting that other mechanism
are involved in the apoptosis induced by this enzyme. As antiviral agent, it is described the
mechanism that onconase uses to degrade viral RNA or the necessary elements for viral
replication. Moreover, it is discussed some particular cases of specific viruses that are
efficiently affected by onconase. As antitumor agent, it is analyzed the capacity of onconase to
amplify the action of certain compounds that are used as chemotherapeutics agents to fight
certain types of cancers, i.e., its synergy with these antitumor agents. Although the mechanism
of this enzyme is not completely known, it has been observed to be highly effective against the
action of some viruses (such as human immunodeficiency virus, human papilloma virus or
rabies virus) and tumor cells. Because onconase is a ribonuclease, it doesn’t act on DNA and
does not cause mutations (drugs that act on DNA can be mutagenic and produce the appearance
of cancers) i.e., it is not genotoxic. For all these reasons, onconase can become a highly effective

drug.
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1. Introducci6

La medicina i la utilitzacié de determinats farmacs ha permes, després de variis estudis i
experiments, conferir solucions a certes malalties. El que s’ha intentat trobar, des de fa molts
anys, €s una cura pel cancer o una manera d’eliminar virus que causen infeccions, com ara el
virus de la immunodeficiencia humana (VIH). En un futur, una possible solucié a aquests
problemes podria ser la proteina anomenada onconasa, ja que podria actuar com a farmac, pero
en aquest cas, sense actuar sobre el DNA, siné degradant I’RNA, inhibint la sintesi de proteines

i produint apoptosi de cel-lules tumorals o de cél-lules infectades per virus.

L’onconasa, coneguda també com a ranpirnasa, pannon o proteina P-30, és una
endoribonucleasa de tipus 11, de baix pes molecular, capa¢ de degradar RNA i que presenta
activitat antiviral i antitumoral. Aquest enzim pertany a la superfamilia de ribonucleases
pancreatiques (entre les quals la ribonucleasa de pancrees bovi o RNasa A és el referent), i
s’ailla dels oocits 0 embrions de la granota Rana pipiens. Es sintetitza en el fetge d’aquesta

granota de manera estacional, s’allibera a la sang i es diposita en els oocits (Lee i Raines, 2008).

Inicialment va ser aillada I’any 1991 com una proteina basica que presentava activitat

antiproliferativa o citotoxica in vitro contra linies cel-lulars tumorals (Hodge et al., 2016).

Com a agent antiviral, s’ha vist que presenta eficacia contra I’Ebola (Hodge et al., 2016), contra
infeccions provocades pel virus del papil-loma in vivo (Squiquera et al., 2017), i contra
infeccions provocades pel virus de la immunodeficiencia humana (VIH) in vitro (Saxena et al.,
1996). En cél-lules infectades pel VIH I’onconasa actua inhibint la replicacio dels virions, sense

interferir en I’expressié génica d’aquestes c¢l-lules (Brand et al. 2018).

Com a agent antitumoral, I’onconasa ja s’ha utilitzat en estudis clinics en fase 11, en els quals
s’avalua si el tractament que s’ha proposat €s eficag¢ (es pot realitzar en cas que en la fase |
s’hagi determinat que és segur), per tractar el mesotelioma (tipus de cancer maligne que es
produeix al mesoteli, capa prima de teixit que recobreix la majoria d’organs), el cancer de pit,
el cancer de pulm¢ i el cancer de cél-lules renals. S’ha determinat que la dosi de maxima
tolerancia (MTD) (dosi més elevada d’un medicament o tractament que no provoca efectes
secundaris) de la onconasa és de 960 pg/m?, amb la dosi de toxicitat limitant (DLT) (efectes
secundaris que provoca un medicament o tractament) caracteritzada per proteiniria amb o sense

azotémia, edema periferic i fatiga (Costanzi, Sidransky, Navon i Goldsweig, 2005).
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També ha arribat a fase 111, en la qual s’analitza si el nou tractament és més efectiu que el
tractament convencional, i s’ha combinat 1’onconasa amb doxorubicina (farmac utilitzat durant

la quimioterapia de cancer) en persones que presenten mesotelioma (Costanzi et al., 2005).

Estructuralment, la ranpirnasa és una cadena proteica simple i esta formada per 104 aminoacids.
El seu pes molecular és de 11.820 Da (Lee i Raines, 2008), i és estable i resistent a la proteolisis.
Aquesta presenta un 30% d’homologia de sequéncia amb la RNasa A (Ardelt, Mikulski i
Shogen, 1991) i una estructura molt similar (Mosimann, Ardelt i James, 1994).

L’onconasa és resistent a la proteolisis degut a la seva estructura, i també és resistent a
inhibidors de ribonucleases que es troben en el citoplasma en els mamifers (Hodge et al., 2016);
conseqiientment, presenta activitat degradativa de RNAs quan entra dins les cel-lules de
mamifers, i per tant, també en els humans. Aquest fet, junt amb la seva capacitat de degradar
RNA de doble cadena (Saxena, Saxena i Shogen, 2009) explica la seva citotoxicitat, i també

que es pugui utilitzar com a farmac antiviral i antitumoral.

Una altra avantatge és la seva elevada termoestabilitat. La seva temperatura de fusio és de 87°C
(Lee i Raines, 2008) i determinats estudis demostren que podria esdevenir més activa en
temperatures per sobre de la temperatura corporal humana. Per tant, presenta propietats
millorades respecte altres RNases de la seva mateixa familia, ja que és més termoestable i més
resistent a la proteolisi (Hodge et al., 2016).

A banda dels seus avantatges bioquimics 1 estructurals, €s facil d’obtenir 1, conseqiientment, si
s’administrés com a farmac, es podria produir en grans quantitats i de manera efica¢ (Hodge et
al., 2016).

Tot i que el mecanisme a partir del qual actua 1’onconasa no es coneix molt, se sap que
consisteix en introduir-se a I’interior de la cél-lula, degradar I’'RNA intracel-lular (pot degradar
diferents tipus de RNAs cel-lulars) i inhibir la sintesi proteica, pero s’ha observat que aquesta
inhibicidé no és 1’anic mecanisme emprat per 1’onconasa per induir la mort cel-lular (lordanov

et al., 2000).

També s’ha pogut determinar que s’uneix a la membrana plasmatica de cél-lules sensitives amb
elevada afinitat, i en els tractament clinics, 1’onconasa presenta una baixa toxicitat; no es coneix

molt bé perqué les cel-lules tumorals s6n més sensibles a aquest enzim que les normals, pero



existeixen certes hipotesis. Una explicacid es basa en el fet que 1’onconasa €s una proteina
basica (carregada positivament), i les membranes de les cél-lules tumorals estan carregades

negativament de manera més elevada que les no tumorals (Deptala et al., 1998).

Un altre procés que no es coneix profundament és 1’entrada d’aquesta dins la cél-lula, ja que la
ranpirnasa és altament hidrofilica, i ha de travessar la bicapa lipidica (hidrofobica) (Lee i
Raines, 2008).

Per tant, tot i ser una proteina amb propietats interessants pel que fa a la medicina, encara
manquen molts coneixements sobre aquesta, i sobre com duu a terme el seu mecanisme d’accid

com a farmac.

Es important destacar que 1’onconasa no és una proteina nova, sind que ja fa uns anys que
s’estudia. Es pot observar a la Figura 1, en que es representa graficament el nombre de resultats
obtinguts en el cercador de Pubmed. S’observen lleugeres diferéncies en el nombre de resultats

si la cerca es correspon a “’ranpirnase’” (Sinonim de onconasa) a la Figura 2.

Resultats de cerques a Pubmed per a "onconase"
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Figura 1 | Nombre de resultats obtinguts per a la cerca de “’onconase’’ a Pubmed, des del 1988 fins el
2021.
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Figura 2 | Nombre de resultats obtinguts per a la cerca de ’ranpirnase’’ a Pubmed, des del 1988 fins el
2021.

2. Objectius

The main goal of this work is to achieve knowledge about how the protein called onconase
exerts, both its antiviral and antitumor properties. To this end, the following objectives are

proposed:

- To study the process by which onconase is able to interact with tumor cells or virus-
infected cells, in order to understand the higher affinity for transformed or infected cells
that it shows.

- To analyze its molecular structure and the advantages that it provides to this enzyme
over other RNases.

- To know the molecular mechanism that onconase uses, once it is internalized in the
affected cells, to carry out its cytotoxic effects.

- To find out what other factors affected by onconase, genes or proteins are involved in
decreasing the proliferation of tumor cells or virus-infected cells. To understand how
they participate in the cell death or apoptosis processes, beyond a halt in protein
synthesis by RNA degradation.

- To determine the antiviral effect that onconase presents against certain viruses (such as

human immunodeficiency virus, human papilloma virus and rabies virus).

~0~



- To analyze the synergistic effect of onconase in combination with certain drugs (such

as tamoxifen, lovastatin, cepharanthine and tumor necrosis factor alpha).

3. Metodologia

Aquest treball és bibliografic, de manera que, préviament, vaig buscar informacié sobre
I’onconasa, el seu mecanisme molecular i altres propietats d’aquest enzim. La cerca
bibliografica la vaig iniciar durant els mesos d’octubre i novembre de 2020, aproximadament.
A partir d’aqui, vaig elaborar resums dels articles llegits i, durant el mes de desembre, vaig
comencar a redactar la introduccid i els objectius del treball. Durant els mesos de gener i febrer
vaig procedir a elaborar la memoria del treball, és a dir, ’apartat de resultats i discussio
principalment. A partir del mes de marg vaig corregir allo que m’havia revisat la meva tutora,
i vaig procedir a dur a terme les Ultimes revisions. Durant el mes d’abril vaig redactar les

conclusions i I’apartat d’ética, i vaig acabar de repassar tot el treball.

Es van realitzar 6 reunions amb la tutora (aproximadament cada mes, des del novembre fins el
maig) en les quals es van comentar aspectes rellevants i necessaris per anar avancant el treball,

I es van clarificar aspectes que havien quedat poc entenedors.

Els principals cercadors utilitzats per buscar la informacid necessaria per a redactar aquest
treball han estat Pubmed, Web of science, NCBI, Protein Data Bank, WorldWideScience,
Termcat i OMS (per a buscar informacié sobre algunes malalties). Algunes de les paraules i
frases utilitzades en dur a terme la cerca van ser: “’onconase’’, ‘’ranpirnase’’, ‘’molecular
mechanism of onconase’’, “’clathrin dependent endocytosis’’, “’bcl gene’’, “’apoptosis’’,

2% ¢ 2% ¢

“’lovastatin’’, “’tamoxifen’’, “’papillomavirus’’, ’rabies viruses’’...

4. Resultats i discussio

4.1 Estructura molecular

La sequencia d’aminoacids que presenta I’onconasa es va determinar 1’any 1991 (Ardelt et al.,
1991), i I’any 1994 es va descobrir la seva estructura tridimensional (Mosimann et al., 1994).
Es considera un enzim relativament petit, amb una massa molecular de 11.820 Da, format per
104 aminoacids, i la seva formula molecular és la seguient: Cs2o Hg1o N142 O155 Sg. La zona activa

d’aquesta proteina conté His10, Lys31 i His97, com ¢és caracteristic en les ribonucleases de la

~10 ~



superfamilia de la RNasa A. Pero I’onconasa, a més, presenta 2 residus en aquesta zona: Lys9
i un residu de piroglutamic N-terminal (Lee i Raines, 2008).

Figura 3 | Diagrama en forma de ribbons de I’estructura tridimensional de 1’onconasa formant complex
amb 1’oligonucleotid dAdUdGdA (PDB entry 215S), en qué s’indiquen els extrems 3’ i 5’ de 1’acid
nucleic i els extrems N i C terminals de la proteina (Lee i Raines, 2008).

Tot i que I’onconasa presenta un 30% d’homologia de seqliencia amb la RNasa A, presenta 20
residus menys (1’onconasa conté 104 residus i la RNasa A 124), i altres diferencies esmentades
a la Taula 2. Presenta una estructura bilobulada, i els lobuls que la constitueixen estan formats
per fulles . Aquests l0buls se’ls pot anomenar V1 i V2, i entre mig s’hi troba la zona del centre
actiu (Figura 4) (Holloway, Singh, Shogen i Acharya, 2011). Cada lobul esta format per 3
cadenes B, i cada cadena presenta un nombre determinat de residus (Taula 1). Un Iobul conté
B1, B3 i B4; i I’altre conté B2, B5 i B6. A banda de les cadenes B, 1’onconasa també presenta 3
segments en helix-a; al (inclou els residus de 3 a 10), o2 (inclou els residus de 19 a 23) i a3
(inclou els residus de 41 a 48) (Mosimann et al., 1994).

Taula 1 | Cadenes que constitueixen cada lobul de 1’onconasa, i residus que formen aquestes cadenes.

Lobuls Cadenes Residus
B1 33a38

Vi1 B3 63a70
B4 77284
B2 55 a 58

V2 B5 86 a91
B6 94 a 101
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Figura 4 | Representacio esquematica de I’onconasa, en que s’indiquen les hélix de H1 a H3, i les cadenes
beta de BO a B7 (B0 és molt petita i per a molts autors, es creu que forma part del final de I’hélix alfa 1;
és per aixo que no s’anomena a la Taula 1). La zona activa es localitza entre els 2 l10buls, on hi ha situat
el dinucleotid UPGP (Holloway et al., 2011).

La zona activa és la regio on s’unira el substrat de la proteina. L’especificitat de 1’onconasa pel
seu substrat, és a dir, la preferéncia per a aquest, pot ser a nivell de seqtiencia de bases del RNA
i depenent del tipus cel-lular pot tenir preferencia per diferents RNAs. A nivell de base, té
preferéncia per unir substrats que a I’extrem 5° de la cadena presentin un nucleotid de guanina.
A nivell de cél-lula, inicialment es va trobar que tenia com a preferencia unir-se a tRNAs (Lee
i Raines, 2008).

L’estructura molecular que presenta la caracteritza en comparacio amb la resta de RNases de la
seva mateixa familia, ja que la seva estabilitat és superior a les altres proteines (presenta una
temperatura de desnaturalitzacio d’uns 90°C, mentre que en la RNasa A, la temperatura és d’uns
62°C) (Saxena et al., 2003)) degut a que el seu extrem C-terminal presenta una cisteina, que i
permet formar un enllag per pont disulfur amb una cisteina interna de la cadena, la qual només
es troba en les ribonucleases amfibies (no es conserva en homolegs de mamifers). També ajuda
a D’estabilitat de 1’onconasa els enllagos d’hidrogens presents en el seu extrem N-terminal
(Notomista et al., 2000) i I’abséncia de residus cis-prolina (Arnold, Schulenburg, Schmidt i
Ulbrich-Hofmann, 2006), i que els llagos que uneixen els diferents elements d’estructura

secundaria son més curts que en els altres membres d’aquesta familia de proteines (Lee i Raines,
2008).

Per ultim, cal destacar que un residu de Metionina (Met23) present en la segona hélix o també
contribueix a I’estabilitat de I’enzim (Notomista et al., 2000).
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Com a conseqiiéncia de 1’elevada estabilitat conformacional, 1’onconasa presenta elevada
resisténcia a la proteolisis; és resistent tant a la pepsina com a la quimotripsina encara que
aquestes s’utilitzin en elevada concentracio i durant un periode de temps elevat (Notomista et
al., 2000). A la Taula 2 es presenta un resum de diferents propietats de 1’onconasa comparada
amb la RNasa A.

Taula 2 | Comparacio entre 1’onconasa i la RNasa A pel que fa a la preferencia de degradacié de RNA,
el mecanisme catalitic i els residus que hi participen, I’eficiéncia catalitica i 1’estabilitat.

RNasa A Onconasa
Tipus de RNA preferentment | rRNA (Suhasini i tRNA (Suhasini i
degradat Sirdeshmukh, 2006). Sirdeshmukh, 2006).

Hisl2 i His119 regulen el
moviment de protons
(Thompson i Raines, 1994)

que es dona en la catalisi acid-

His10, His97 i Lys31
(homoleg de His12, His119 i
de Lys41 de la RNasa) i Lys9

Mecanisme catalitic base, i Lys4l estabilitza la | ) )
son necessaris per al procés

transici6  mitjangant  la o
de catalisis (Lee i Raines,

donacié d’un hidrogen a un
2003).

oxigen (Messmore, Fuchs i
Raines, 1995).

o Menys eficient que la RNasa
Molt eficient; valors kcat/Km o )
A; en condicions equivalents,
valors kcat/Km de 10 M*.s
(Lee i Raines, 2003).

Estabilitat elevada gracies a la

Eficiéncia catalitica de 10’ M*1-st (Kelemenetal.,
1999).

cisteina present en 1’extrem
C-terminal (Leland,
Staniszewski, Kim i Raines,
. 2000), i als enllagos
. Estabilitat no tant elevada _
Estabilitat o d’hidrogen  presents  en
(Lee i Raines, 2008). o
I’extrem N-terminal i llagos
meés curts que connecten els
elements d’estructura
secundaria (Notomista et al.,

2000).
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4.2 Mecanisme molecular com a farmac

El mecanisme molecular citotoxic que realitza 1’onconasa no es coneix completament, pero es
sap que es basa, inicialment, en interaccionar amb la cél-lula tumoral o la cél-lula infectada per
un virus, posteriorment s’interioritza dins d’aquesta per un procés d’endocitosi, i un cop es
troba a I’interior, provoca degradacié de I’'RNA cel-lular i induccié de I’apoptosi. Aquest
mecanisme s’esquematitza a la Figura 5 i es va comentant en els diferents subapartats d’aquest

punt.

Figura 5 | Mecanisme molecular de 1’onconasa; comprén la uni6 a la membrana, el procés d’endocitosi,
la translocaci6 al citosol i la degradacié dels RNAs diana (Turcotte, Lavis i Raines, 2009).

4.2.1 Interaccio i internalitzacio dins la cel-lula

El mecanisme a partir del qual I’onconasa presenta major afinitat cap a les cél-lules tumorals
no es coneix amb exactitud. Inicialment es creia que aquesta interaccio es produia a partir de
receptors especifics presents en les cel-lules presentant dues afinitats diferents, amb valors Kqg
de 6.2-108 i 2.5-10°7 (Wu, Mikulski, Ardelt, Rybak i Youle, 1993), tot i que actualment la
presencia d’aquests receptors és controvertida (Rodriguez et al., 2007). Posteriorment, es va

proposar que les atraccions electrostatiques entre 1’onconasa i la membrana cel-lular era el que
podia explicar aquesta selectivitat (Ardelt, Shogen i Darzynkiewicz, 2008). L’onconasa €s una

proteina altament cationica, i la superficie cel-lular és altament anionica, especialment en
cél-lules tumorals, degut a la preséncia de grups sulfats, fosfats i carboxilats en els lipids i els
carbohidrats. Per aix0 és probable que ’onconasa s’uneixi a la superficie de la cél-lula

mitjancant interaccions de Coulomb (Lee i Raines, 2008).

Existeix una correlacio entre la carrega de 1’onconasa i la seva citotoxicitat. Aixi doncs,
depenent de la distribucié dels residus cationics que presentin membres de la mateixa familia,

la citotoxicitat sera més o menys elevada (Turcotte et al., 2009).
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Un cop I"onconasa s’ha unit a la superficie de la cél-lula, es produeix la internalitzacio
mitjancant un procés d’endocitosi depenent d’energia (per tant, és necessari ATP durant aquest
procés) clatrina depenent (Rodriguez et al., 2007). Les cél-lules eucariotes presenten dues vies
d’endocitosi: clatrina depenent 1 clatrina independent. Les vesicules formades de clatrina es
produeixen a partir de la uni6é entre proteines citosoliques i components de la membrana

plasmatica (Mousavi, Malerod, Berg i Kjeken, 2004).

Durant aquest procés d’endocitosi, s’empaqueta el material dins de vesicules, i és fonamental
en neurotransmissors, en la transduccid de senyal i en la regulacié d’activitats de la membrana
plasmatica (McMahon i Boucrot, 2011). Un cop 1’onconasa es troba dins dels endosomes, en
algunes ocasions, s’escapa i es trasllada al citosol (tot i que el procés a partir del qual es localitza

al citosol no és del tot conegut) (Turcotte et al., 2009; Rodriguez et al., 2007).
4.2.2 Degradacio de ’RNA intracel-lular

Quan I’onconasa ja ha interaccionat amb la cél-lula i s’ha internalitzat, aquesta s’encarrega de

de degradar I’RNA. Hi ha diferents RNAs que son degradats per I’onconasa:

- RNA ribosomic o rRNA (Wu et al., 1993).

- RNA de transferencia o tRNA (Saxena et al., 2002).

- RNA missatger o mRNA (Juan et al., 1998).

- microRNA i els seus precursors (Zhao, Ardelt, Ardelt, Shogen i Darzynkiewicz, 2008).

En el citosol de les cél-lules de mamifer hi ha present I’inhibidor de ribonucleases o RI. Es una
proteina de 50 KDa que s’uneix a determinats membres de la superfamilia de la RNasa A amb
una afinitat femtomolar i els torna inactius. Es creu que la funcié de I’RI és protegir la cél-lula
de la invasié de ribonucleases, de regular o finalitzar I’activitat de les ribonucleases i de
controlar I’estat d’oxidacié de la cel-lula en resposta a factors com I’envelliment i 1’estres
oxidatiu. L’afinitat entre la ribonucleasa i la proteina RI determinara el nivell de citotoxicitat
d’aquest enzim. Per tant, nomes seran capaces de produir degradacio de I’RNA aquelles
ribonucleases que puguin evadir I’'RI (Dickson, Haigis i Raines, 2005). La constant de
dissociacio Rl/onconasa és uns 7 ordres de magnitud més elevada que la que s’ha descrit per a
la RNasa A (Boix et al., 1996).

~15~



El trencament de I’RNA per part de 1’onconasa (i en comi amb les RNases A) és
endonucleolitic i es produeix, de manera especifica, en I’extrem 3’ fosfat d’un residu de
pirimidina. Pero existeixen certes diferencies pel que fa als residus que participen durant el
procés catalitic (Taula 2). En les RNases, durant el procés catalitic son necessaris 2 residus
d’Histidina (His12 i His119), els quals s’encarreguen d’organitzar el moviment de protons del
mecanisme de catalisi acid-base (Thompson i Raines, 1994), i un residu de Lisina (Lys41), que
estabilitza I’estat de transici6 (Messmore et al., 1995). En el cas de 1’onconasa, son necessaris
2 residus d’Histidina, His10 i His97, equivalents a His12 i His119 de la RNasa A, i que duen a

N

(Lee i Raines, 2003).
4.2.3 Induccio de ’apoptosi

L’accid citotoxica de 1’onconasa no es pot explicar només per una aturada de la sintesi proteica,
com a consequéncia de la degradacio de RNAS, que indueix el procés d’apoptosi ja que s’ha
vist, que també indueix canvis en els nivells de certs RNAs, mMRNAs i miRNAs o els seus
precursors, que activen, en les cel-lules afectades, diferents vies de senyalitzacié que acaben
afectant maltiples processos (Castro, Ribd, Benito i Vilanova, 2016).

Quan s’han tractat determinades cel-lules amb onconasa s’ha observat que alguns mMRNAS, en
lloc de produir-se una disminuci6 dels seus nivells d’expressio genica, aquests augmenten. Per
tant, I’onconasa no només produeix apoptosi a través de la degradacio de RNA, sin6 que també
és capac de dur a terme una sobre-expressio de RNAs que codifiquen per proteines involucrades
en el control del cicle cel-lular o de factors de transcripcid (Qiao et al., 2012).

Per exemple, en cel-lules de mesotelioma maligne 1’onconasa indueix I’expressio de mRNA
que codifica per una interleucina 24 (IL-24) (Altomare et al., 2010), la qual sensibilitza les
cel-lules a la radiacid i a altres terapies convencionals i inhibeix 1’angiogenesi (formacid de

nous vasos sanguinis a partir dels existents) (Sarkar et al., 2007).

Un altre mecanisme de 1’onconasa es basa en qué pot actuar com a catalitzador intracel-lular
per a la formacié de RNA d’interferéncia, que també pot provocar apoptosi depenent del

microambient de la cél-lula (Ardelt, Ardelt i Darzynkiewicz, 2003).
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La induccié de mort cel-lular via apoptosi per part de 1’onconasa implica la modificacié de

I’expressio d’uns gens de la familia Bel i ’activacio de procaspases (Ardelt et al., 2007).

Els gens de la familia Bcl, que codifiquen per proteines, presenten com a minim 12 membres,
els quals es diferencien entre si per promoure o inhibir I’apoptosi. SOn necessaris per a mantenir
la homeostasi cel-lular, ja que un desequilibri pot produir cancer. S’encarreguen de regular la
via intrinseca durant la fase d’iniciacid, en que les cél-lules pateixen estrés o el DNA es troba
danyat, iniciant una cascada de senyalitzacio i, produint I’activaci6 de la procaspasa-9. Per altre
banda, la via extrinseca no implica els gens Bcl-2, sind que s’activa a partir de membres de la

familia de factors de necrosi tumoral (TNF) (Thomas et al., 2013).

Majoritariament, 1’onconasa indueix mort cel-lular activant la via intrinseca d’apoptosi junt
amb I’activacio de serina-proteases (Ardelt et al., 2007), pero en alguns casos, s’ha observat la
inducci6 d’autofagia que acaba promovent apoptosi independentment de caspases (Michaelis

et al., 2007).

Una altra propietat que presenta 1’onconasa és la sinérgia. Aixo0 significa que presenta la
capacitat d’amplificar la citotoxicitat d’altres farmacs, i ho fa a partir de la inhibicio de la
biosintesi de factors que promouen la supervivencia, o bé a través de 1’amplificacio d’agents

que indueixen apoptosi (Deptala et al., 1998; Halicka et al., 2002).
4.3 Utilitzacié de I’onconasa com a agent antiviral

Quan una cel-lula es troba sota estrés degut a una infecci6 viral indueix canvis, com la formacio
de granuls d’estrés (agregats citoplasmatics de proteines i RNA) o I’autofagia (ruta de resposta
cel-lular en que s’eliminen cél-lules danyades mitjancant un procés de reciclatge). Perd quan el
dany que pateix la cel-lula durant I’estres supera la capacitat dels mecanismes de reparacio es
pot produir apoptosi. Algunes de les estratégies que pot dur a terme 1’onconasa sobre virus, a
banda de I’activacié de I’apoptosi de les cél-lules infectades, son la inhibicid de la replicacio
viral mitjancant la seva activitat enzimatica, la regulacié del reconeixement i resposta
immunitaria de I’hoste, la regulacio de la formaci6 de granuls d’estrés i la induccio d’autofagia

(Li i Boix, 2021).

A la Figura 6 s’esquematitza, de manera general, el mecanisme molecular que utilitza

I’onconasa com a agent antiviral. Cal indiciar, pero, que depenent del tipus de virus, aquest
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procés pot ser molt més complex, tal com s’explica més endavant per alguns dels virus contra

els quals I’onconasa ¢s eficag.

Virus de RNA Onconasa

Citoplasma

Figura 6 | Procés d’infeccio d’un virus de RNA a una cél-lula eucariota i mecanisme antiviral que utilitza
I’onconasa. (1) Reconeixement i fixacio del virus, mitjangant receptors especifics, a la cél-lula hoste.
Translocaci6 al citoplasma cel-lular mitjancant un procés d’endocitosi. (2) Alliberacié de ’'RNA del
virus al citosol. (3) Internalitzaci6 de I’onconasa al citoplasma. (4) Degradaci6é de I’RNA viral per part
de I’onconasa.

L’onconasa s’ha provat com a agent antiviral, 1 s’ha vist que presenta eficacia contra varis virus,
com el virus d’immunodeficiéncia huma o VIH-1, el virus del papil-loma huma o HPV i el
virus de la rabia o RABV.

Saxena et al. (2003) van utilitzar un cultiu de cel-lules de leucémia H9 humanes CD4 positives
i infectades amb VIH-1. En aquest cultiu hi van afegir onconasa a una concentracié de 11077
M, i com a conseqliencia, es va observar inhibicio de la replicacié de VIH-1 de més del 90% al
cap de 96 hores. Van comprovar que I’efecte citotoxic de 1’onconasa era gairebé nul en cel-lules
H9 no infectades. S’ha vist que altres RNases (com la RNasa seminal bovina) també provoquen
una disminucio en la replicacio del virus, pero en un grau molt inferior a 1’onconasa. Altres,
com la RNasa A i la neurotoxina derivada d’eosinofil (EDN) no provoquen cap efecte sobre la

replicacio viral de cél-lules infectades.

VIH-1 és un retrovirus de cadena simple de RNA i es replica mitjancant un intermediari de
dsDNA. La transcriptasa inversa es necessaria per a passar I’'RNA del VIH-1 a DNA, i aquesta

necessita un encebador per a produir sintesi de DNA; en el cas del VIH-1, és un tRNAYS,
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L’onconasa, que presenta com a principal diana el tRNA (tot i que en determinades condicions
0 concentracions també pot escindir altres RNAs, tal com s’ha indicat més amunt) (Suhasini i
Sirdeshmukh, 2006), produeix 1’escissié del tRNASS, de manera que indirectament afecta al
cicle viral produint la degradacio de 1’encebador necessari per a la transcriptasa inversa (Saxena

et al., 2003), tal i com s’esquematitza a la Figura 7.

VIH Onconasa

Citoplasma

Figura 7 | Procés d’infeccié del VIH a una cel-lula eucariota i mecanisme antiviral que utilitza
I’onconasa. En aquest cas, actua escindint I’encebador necessari per a passar I’RNA viral a DNA.

Les infeccions produides pel virus del papil-loma huma o HPV també es poden tractar
eficagment per 1’onconasa. Es va demostrar en el treball de Squiquera et al. (2017), en qué es
van tractar berrugues urogenitals (produides per infeccions de HPV) mitjancant aplicacid topica
de I’onconasa. A més, per a assajar 1’eficacia de I’onconasa in vitro contra HPV, es van infectar
cél-lules A-431 (cel-lules epitelials) amb HPV-11 (un dels tipus de HPV més comuns que
provoquen berrugues urogenitals benignes), i cél-lules RK-13 (cél-lules de ronyd de conill) amb
CRP (virus de papil-loma de conill). Després de 24 hores, es va afegir onconasa a diferents
concentracions, i 3 dies després es va procedir a I’analisi de RNA. Es va poder concloure, a
partir dels resultats obtinguts, que 1’onconasa disminueix I’expressié de HPV-11 en cél-lules

cultivades.

En I’estudi de Smith et al. (2020) s’analitza 1’efecte antiviral de I’onconasa contra el virus de
la rabia (RABV) en 3 tipus de cél-lules: neuroblastoma de ratoli, cel-lules renals de hamster
nado i cel-lules fibroblastiques primaries de ratpenat. En aquest cas, s’utilitza un extracta

produit a partir d’oocits de Rana pipiens que conté onconasa anomenat TMR-001. El virus de
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la rabia provoca una encefalitis (inflamaci6 d’una part més o menys extensa de I’encefal) aguda
i progressiva que afecta als mamifers i pot acabar provocant la mort. Tot i que es pot prevenir
mitjancant la vacunacio, no existeix cap medicament especific efectiu, probablement degut a la
dificultat de distribucié d’un farmac antiviral al sistema nervios central (Jochmans i Neyts,
2019). Es va poder concloure que I’onconasa inhibia RABV en cel-lules neuronals, cel-lules
epitelials i cel-lules fibroblastiques primaries, aixi com la propagacio de cel-lula a cél-lula en
cél-lules epitelials (Smith et al., 2020).

També s’ha vist en altres estudis que 1’onconasa protegeix els ratolins del virus de I’Ebola
(Hodge et al., 2016), i mostra activitat antiviral in vitro contra algunes families de virus com
paramixovirus (inclou el virus del xarampid), filoviridae (inclou el virus de I’Ebola) i
rhabdovirus (inclou el virus de la rabia) (Smith et al., 2020). També es considera com a terapia
adjuvant (ajuda o modifica 1’acci6 del medicament principal) per a combatre la grip (produida
per els ortomixovirus), el sindrome respiratori d’Orient Mitja (produit per un coronavirus
anomenat MERS-CoV), el virus de I’hepatitis C, el citomegalovirus i el virus sincitial
respiratori (Vert et al., 2017).

Si es compara I’efecte antiviral de 1’onconasa, amb altres antivirals, com ara anticossos
monoclonals o inhibidors de nucleosids, tots aquests poden no ser efectius degut a mutacions
virals que produeixen resistencia (produides per errors de les polimerases, és a dir, en ocasions
s’equivoquen en introduir la base durant la replicaci0). L’onconasa, en canvi, ja que presenta
com a dianes elements essencials per a la replicacio viral i aquests no pateixen mutacions, és
molt probable que no generin resisténcia. Per tant, inhibint o disminuint la velocitat de
replicacio del virus, es podria donar temps a 1’organisme per tal que el sistema immunitari

generi una resposta (Hodge et al., 2016).
4.4 Utilitzacié de I’onconasa com a agent antitumoral

L’activitat antitumoral de I’onconasa s’ha demostrat tant en tumors implantats en ratolins
models com en tractaments clinics en fase 111 (Deptala et al., 1998). A més, s’ha observat que
aquesta capacitat antitumoral s’amplifica, és a dir, és sinérgica, amb determinats compostos,
alguns dels quals es comenten a continuacid. Aquests son el tamoxife, la lovastatina (Mikulski,
Vierai Shogen, 1992), la cefarantina (Ita et al., 2008) i el factor tumoral de necrosis alfa (TNFa)
(Deptala et al., 1998), entre d’altres.
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En linies cel-lulars de carcinoma ovaric resistents a la quimioterapia convencional s’esta
analitzant el fet d’utilitzar la combinacié d’onconasa i tamoxifé¢ (medicament que s’encarrega
de bloquejar els receptors d’estrogens en cél-lules cancerigenes) o d’onconasa i lovastatina
(inhibeix un enzim que limita la velocitat de sintesi de colesterol) (Mikulski et al., 1992). Es va
observar que la lovastatina suprimia la proliferacio cel-lular, arrestant les cel-lules en fase G1
del cicle cel-lular (Jakobisiak, Bruno, Skierski i Darzynkiewicz, 1991). Es va analitzar la
capacitat d’inhibicié del creixement cel-lular de I’onconasa de manera individual, i en
combinacié amb dues formes de lovastatina (lactona i beta-hidroxiacid), en 3 linies cel-lulars
tumorals humanes, i es va determinar que presentaven un efecte sinérgic anti proliferatiu
(Mikulski et al., 1992). Aquest sinergisme probablement és degut als efectes en el metabolisme
de RNA, I’onconasa a través de la seva degradacio (Ardelt et al., 1991) i la lovastatina a través
del transport d’RNA (Tokes 1 Clawson, 1989).

La cefarantina és un farmac aillat de la planta Stephania cepharantha i s’utilitza al Jap6 per a
tractar malalties com alopecia (Morita, Nakamura, Nagamachi, Kishi i Miyachi, 2002),
leucopénia causada per radioterapia (Ohta i Morita, 1990) i malaria (Chea et al., 2007), entre
d’altres. S’ha observat que l’onconasa i la cefarantina, tot i presentar diferéncies tant
estructurals com mecaniques, indueixen efectes similars, com per exemple la reduccio d’estrés
oxidatiu (ja que recull oxidants generats durant el metabolisme aerobic, protegint el DNA de
dany oxidatiu) i la inhibici6 de NFKB (factor de transcripcié que es pot activar durant el
tractament amb farmacs antitumorals, protegint la cel-lula de 1’apoptosi). Per aixo, la
combinacié d’aquests 2 farmacs permet obtenir un percentatge més elevat de cel-lules

apoptotiques, que no si s’utilitzen individualment (Ita et al., 2008).

Deptala et al. (1998) van estimar la freqiiéncia d’apoptosi de linies cel-lulars humanes de
leucémia (HL-60) tractant-les amb onconasa o amb factor de necrosi tumoral (TNF)
individualment, i posteriorment, de manera conjunta. En el tractament amb cada farmac
administrat de manera individual, s’induia un baix grau d’apoptosi; en el tractament en que
s’incubaven les cel-lules amb onconasa durant 24 hores, i, posteriorment, se’ls afegia TNF, el

grau d’apoptosi era molt més elevat.

Altres compostos antitumorals amb els quals 1’onconasa presenta sinérgia son la vincristina
(Rybak et al., 1996), els interferons (Tsai, Hsieh, Ardelt, Darzynkiewicz i Wu, 2002), la
radiacio ionitzant (Kim et al., 2007) i agents inductors de la diferenciacié (Halicka et al., 2000).
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A la Taula 3 i Figura 8 s’indiquen els processos induits per aquests compostos i el tipus de

cancer sobre el qual s’han estudiat junt amb 1’onconasa.

Taula 3 | Processos que realitzen diferents tipus de components utilitzats com a antitumorals, i tipus de
cancers en els quals s’han utilitzat aquests compostos juntament amb onconasa i han presentat major

efectivitat.
Compost Procés antitumoral Tipus de cancers en els quals ha
mostrat eficacia juntament amb
I’onconasa
Tamoxife Bloqueig de receptors d’estrogens | Carcinoma ovaric resistents a la

en cel-lules cancerigenes (Mikulski
etal., 1992).

guimioterapia convencional

(Mikulski et al., 1992).

Lovastatina

Aturada de cél-lules tumorals en
Gl del
(Jakobisiak et al., 1991).

fase cicle cel-lular

Carcinomes pancreatics i

pulmonars (Mikulski et al., 1992).

Cefarantina

d’estrés  oxidatiu i
inhibicio de NFkB (lta et al.,

2008).

Reduccio

Leucemia, limfoma
histiomonocitic, mieloma multiple,
carcinoma de prostata i
adenocarcinoma de prostata (Ita et

al., 2008).

Vincristina Induccid de I’activacio d’AMPK i | Carcinoma de colon (Rybak et al.,
fosforilacié d’Acetil-CoA | 1996).
carboxilasa (Chen et al., 2011).

Interferons Modificaci6 de determinades | Leuceémia (Sancéau et al., 2000).

funcions que inhibeixen la sintesi
de proteines i enzims induits per
factors de creixement (Sancéau,
Hiscott, Delattre i

2000).

Wietzerbin,

Radiacié ionitzant

Modificacié quimica i lesions en

les cel-lules de I’organisme (Kim et
al., 2007).

Cancer de pulm6 (Kim et al.,
2007).

Agents inductors de la

diferenciacié

Inducci6 de la diferenciacio

cel-lular (Halicka et al., 2000).

Leucemia i cancer de prostata
(Halicka et al., 2000).

~22 ~



Bloqueig receptors d’estrogens. Degradacio RNA (entre d’altres processos), i Inducci6 de la diferenciacio cel-lular.
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Figura 8 | Efectes de 1’onconasa i altres compostos (que presenten sinergisme amb 1’onconasa) com a agents antitumorals.
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Per ultim, és necessari destacar que 1’onconasa pot ser molt util quan es fusiona amb un anticos
que presenta com a diana un antigen especific. Per exemple, en I’estudi de Chang et al. (2010)
es postula la obtencid d’una nova immunotoxina formada per una onconasa (mutada) i un
anticos especific contra Trop-2 (glicoproteina de superficie cel-lular que augmenta la seva
expressid en cancers epitelials). A partir d’aquesta construccio, I’expressio de ’antigen Trop-2
va disminuir. A la literatura es poden trobar multiples exemples de proteines de fusio i conjugats
covalents d’onconasa amb altres proteines i compostos, respectivament (Kowalik, Witkowska
i Smolewski, 2020). Aixi mateix, la dimeritzacié de 1’onconasa a través de 1’intercanvi dels
seus extrems N-terminals, com es dona en el cas de la ribonucleasa de semen bovi, permet
aconseguir un increment de la seva citotoxicitat (Fagagnini et al., 2017). Aquestes diferents

estrategies es resumeixen a la Figura 9.

Presenta sinergia amb
diferents agents
antitumorals (Taula 3)

Fusionada a anticossos i
altres lligands incrementa la
seva selectivitat
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Figura 9 | Modificacions de 1’onconasa que permeten dotar-la de noves propietats. Per si sola s’escapa
de DI’inhibidor proteic de ribonucleases i aix0 permet que sigui citotoxica. Aquesta propietat s’ha
aprofitat per millorar-la com agent antitumoral, ja sigui per dimeritzacio i sobretot per unié a lligands o
fusié amb altres proteines, aconseguint que presenti major citotoxicitat i selectivitat
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5. Etica i sostenibilitat

Aquest treball és bibliografic i és per aixd que s’ha de tenir en compte que tota la informacid
extreta per a la seva elaboracié ha estat citada correctament en el text i en ’apartat de
Bibliografia. De totes les figures que no son d’elaboracid propia, s’ha citat la font de la qual

s’ha extret.

Pel que fa el contingut del treball, com que es tracta d’un farmac que s’esta utilitzant en assaigs
clinics, és necessari que aquests hagin passat pels diferents tipus de comites étics
d’experimentacio6 en éssers humans, 1 que estiguin d’acord amb el compliment de la normativa
actual. Qualsevol assaig clinic ha de ser aprovat per un comité expert amb especialistes i han
de tenir en compte 1’¢tica i la salut del pacient. Han de seguir les normes de 1’ Agéncia Espanyola
del Medicament (en el cas que es dugui a terme a Catalunya) (Generalitat de Catalunya, 2014;

http://ics.gencat.cat/ca/recerca/assajos-clinics/) i que ha d’estar d’acord amb el Real Decreto

1090/2015, de 4 de diciembre, por el que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos,
los Comités de Etica de la Investigacion con medicamentos y el Registro Espafiol de Estudios
Clinicos. BOE» num. 307, de 24 de diciembre de 2015, paginas 121923 a 121964 ; BOE-A-
2015-14082 (https://www.boe.es/boe/dias/2015/12/24/pdfs/BOE-A-2015-14082.pdf), el qual
concorda amb el REGLAMENTO (UE) No 536/2014 DEL PARLAMENTO EUROPEOQ Y DEL

CONSEJO de 16 de abril de 2014 sobre los ensayos clinicos de medicamentos de uso humano,

y por el que se deroga la Directiva 2001/20/CE, publicat en el Diario Oficial de la Unién
Europea de data 27/05/2014 (https://www.boe.es/doue/2014/158/1.00001-00076.pdf).

Pel que fa als assaigs duts a terme amb animals, segons el BOE (Boletin Oficial del Estado),
han de complir, a nivell espanyol, el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero BOE nim. 34, de
08 de febrero de 2013, Referencia: BOE-A-2013-1337
(https://www.boe.es/buscar/pdf/2013/BOE-A-2013-1337-consolidado.pdf), que esta d’acord
amb la normativa europea recollida en la DIRECTIVA 2010/63/UE DEL PARLAMENTO
EUROPEO Y DEL CONSEJO de 22 de septiembre de 2010 relativa a la proteccién de los
animales utilizados para fines cientificos, publicada en el Diario Oficial de la Unién Europea
en data 20/10/2010 (https://www.boe.es/doue/2010/276/L.00033-00079.pdf).
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Per ultim, en aquest treball s’ha tingut en compte la sostenibilitat ja que, practicament tota la
informacio utilitzada s’ha obtingut i s’ha consultat per vies digitals i per tant, no s’ha consumit

paper ni s’ha gastat tinta.

6. Conclusions

- Onconase is an enzyme obtained from Rana pipiens oocytes, but also it is produced as
a recombinant protein.

- It has a particular 3D-structure, different from other members of its family, which gives
it advantages such as highly stability and resistance to proteolysis.

- Itis used as an antitumor and antiviral drug, and has reached advanced clinical trials to
treat different types of cancer.

- Its molecular mechanism of action is not well known, but is based on interacting with
the affected cell (infected by a virus or a tumor cell) through different mechanisms, such
as interaction with receptors or electrostatic interactions with components of the cell
membrane. The electrostatic attraction between this basic protein and the negative
charges of the cell membrane seem to play a relevant role. Once introduced in the cell,
onconase degrades different types of intracellular RNA and induces apoptosis, which it
is not exclusively due to an arrest of protein synthesis.

- Itis resistant to the ribonuclease inhibitor present in the cytosol of eukaryotic cells (this
inhibitor is not able to inactivate onconase, and therefore the enzyme may perform its
function).

- Onconase mainly induces apoptosis through the intrinsic pathway.

- As an antiviral agent, it has been shown to be effective against human
immunodeficiency virus, human papilloma virus and rabies virus, among others.
Compared to other antiviral compounds, it has the advantage that is not affected by viral
mutations, thus it can be very effective to treat viral infections.

- Onconase shows synergy with certain antitumor compounds such as tamoxifen,
lovastatin, cepharanthine and tumor necrosis factor alpha, among others.

- Since onconase acts on multiple RNA targets, produces multiple effects on the treated

cells that likely avoid the appearance of resistance when used as a drug.
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