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1.- CANCER

Segun datos de la OMS, el cancer es el responsable de aproximadamente el
13% del total de defunciones anuales, lo que lo convierte en la segunda causa de
mortalidad a nivel mundial después de las enfermedades cardiovasculares. Se
prevé que la mortalidad por cancer aumentara un 45% entre 2007 y 2030 (se
pasara de 7,9 millones a 11,5 millones de defunciones) debido en parte al
crecimiento demogréfico y al envejecimiento de la poblacién. Es conocido que
la mayoria de las muertes por cancer no se deben a neoplasias primarias, sino
gue estos tumores primarios invaden tejidos y/o vasos sanguineos adyacentes
transformandose en carcinomas infiltrantes o tumores secundarios. Esta
capacidad de formar tumores secundarios en otros lugares del organismo recibe
el nombre de “metéstasis”, y es la causa del 90% de las muertes por cancer (1).

Hasta la fecha se han identificado méas de 200 tipos de cancer, que se pueden
clasificar segun el tipo de tejido en el cual se originan en (2):

o Carcinomas: son tumores derivados de tejidos epiteliales. Son los mas
abundantes, aproximadamente un 80%. Se pueden clasificar en carcinomas
escamosos, que derivan de células epiteliales que sellan la cavidad que
recubren para proteger el interior de los 6rganos (cancer de colon, ovarios,
préstata, pancreas, estbmago, eséfago, pulmon) y los adenocarcinomas, que
derivan de células epiteliales especializadas que secretan sustancias a los
conductos/cavidades que recubren (cavidad nasal, laringe, eséfago,
cervicales, pulmén). Hay otro tipo de carcinomas que son mezclas de los
dos anteriores como por ejemplo el carcinoma hepatocelular, el carcinoma
de células de pulmdn o los carcinomas de células renales.

o  Sarcomas: derivan de células del tejido conectivo. No son muy abundantes
(1%) y todos comparten un origen embrionario comun, el mesodermo.
Derivan de muchos tipos celulares mesenquimales (estroma) como

fibroblastos, adipocitos, osteoblastos y miocitos.
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O

Leucemias/linfomas: incluyen tumores que derivan de los tipos celulares
que forman los tejidos productores de sangre asi como los del sistema
inmune, eritrocitos, células plasmaticas y linfocitos B y T. Las leucemias
son precursores de tejidos hematopoyéticos malignos que se mueven
libremente y no forman masas tumorales sélidas mientras que los linfomas
derivan de linajes linfoides, no son circulantes y se agregan en masas
solidas en los nodulos linfaticos.

Tumores neuroectodérmicos: derivan de la capa externa del embrion. No
son muy abundantes (aproximadamente un 1,3%), sin embargo muestran
una mortalidad muy elevada (el 2,5% de todas las muertes).

Melanomas: derivan de melanocitos, células pigmentadas de la piel y la
retina.

Carcinoma de pulmén microcitico: deriva de células con propiedades
neurosecretoras y epiteliales. Su origen es probablemente endodérmico.
Tumores desdiferenciados o anaplésicos: no preservan propiedades del tipo

celular del que derivan.

Después de 60 afios de grandes avances, la investigacion sobre el cancer ha

revelado que ésta no es una enfermad sino un grupo extenso de patologias que

producen importantes cambios en el genoma (3). EI cancer es causado por

alteraciones genéticas de una célula parental tumoral. Este dafio genético no

puede corregirse, de tal forma que es un rasgo hereditario de todas las células de

generaciones subsecuentes. Sin embargo, un solo cambio genético muy rara vez

es suficiente para el desarrollo de un tumor maligno y muchas evidencias

demuestran que es un proceso de alteraciones genéticas sucesivas.

Estas alteraciones genéticas van asociadas a ciertos factores de riesgo

comunes como el consumo de tabaco y alcohol, dieta inadecuada, falta de

actividad fisica, exposicion a carcindgenos en el ambiente laboral (por ejemplo,

el amianto) o en el medio ambiente (por ejemplo, por contaminacion del aire en
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locales cerrados), radiacion (ultravioleta o ionizante) y algunas infecciones

(por ejemplo, hepatitis B o infeccion por virus del papiloma humano).

El dafio genético encontrado en células cancerosas puede ser (4, 5):

o Dominante. Es el producido sobre los genes llamados proto-oncogenes y
oncogenes. La distincion entre los términos proto-oncogén y oncogén se
relaciona con la actividad de la proteina producto del gen. Un proto-
oncogén es un gen cuya proteina promueve el crecimiento y division
celular. Un oncogén es un gen que ha tenido algin dafio genético y, por lo
tanto, produce una proteina capaz de provocar transformacién celular.

El proceso de activacion de un proto-oncogén a oncogén puede incluir
transduccién por retrovirus o integracion retroviral, mutaciones puntuales,
mutaciones de insercion, amplificacion de genes, traslocacion de
cromosomas Yy/o interacciones proteina-proteina (6, 7).

Los proto-oncogenes se pueden clasificar en muchos grupos diferentes
basados en su funcién normal dentro de las células o en la homologia de
secuencia con otras proteinas conocidas. Segun lo predicho, los proto-
oncogenes se han identificado en todos los niveles de las varias vias de
transduccion de sefial que controlan el crecimiento, la proliferacion y la
diferenciacién celular.

o Recesivo. Es el producido sobre genes denominados supresores de tumores,
supresores de crecimiento, oncogenes recesivos 0 anti-oncogenes.

o Genes de microARN. A diferencia de otros genes implicados en cancer, no
codifican para ninguna proteina. Los productos de estos genes son simples
cadenas de ARN de unos 21-23 nucleétidos cuya funcién es regular la
expresion de los genes. Una molécula de ARN puede unirse a una molécula
de ARN mensajero que contenga la secuencia complementaria de un
microARN. De esta forma el microARN bloguea la traduccién de la

proteina o lo que es lo mismo provoca la degradacién del ARN mensajero.
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El seguimiento de la expresion de estos genes ha permitido la clasificacion
de tumores, su diagnostico y progresion asi como el prondstico y posible

respuesta a tratamientos.

En el transcurso de la oncogénesis o carcinogénesis (paso de una célula sana
a un tumor maligno), la célula puede sufrir hasta seis alteraciones en su

fisiologia (Fig.1), adquiriendo las siguientes capacidades:

o Division celular en ausencia de sefiales externas que estimulan el
crecimiento.

Las células de tejidos sanos s6lo se dividen si reciben sefiales externas de
otras células que estimulan el crecimiento a través de proteinas Illamadas factores
de crecimiento. Estos son detectados en la matriz extracelular (Extra-Cellular
Matrix, ECM) a través de los llamados receptores de factores de crecimiento que
pueden ser endoteliales vasculares (Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor, VEGFR) o de la epidermis (Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR). Estos receptores son proteinas transmembranales que pertenecen a la
familia de receptores de tirosina quinasas (RTKs). Cuando el EGFR se acopla a
uno de sus ligandos (EGF, Her2, Neu, ErbB2) se activan ciertas rutas de
transduccion de sefiales que favorecen la proliferacion o inhiben la apoptosis (8).

Sin embargo, las células tumorales no dependen de estos factores de
crecimiento externos, sino que producen y segregan dentro de la matriz
extracelular sus propios factores mitogénicos que finalmente estimularan la
proliferacién. Ademas, estas células tumorales son capaces de sobreexpresar
receptores de tirosina quinasas o formar RTKs estructuralmente modificados que
activan las rutas de transduccion de sefial incluso en ausencia de la estimulacion
de factores mitogenicos.

Por otro lado, la oncoproteina Ras que participa en rutas de transduccion de
sefiales, normalmente permanece en estado de reposo en ausencia de factores de

crecimiento, sin embargo en el 20% de las células tumorales, esta oncoproteina
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esta mutada de forma que transmite constantemente sefiales de estimulacion del
crecimiento (9).
Todos estos mecanismos hacen que las células neopléasicas proliferen incluso

en ausencia de factores de crecimiento exdgenos.

o Crecimiento en presencia de sefiales inhibitorias de crecimiento.

Siempre que las células se dividen para construir érganos o tejidos, éstas
pasan a través de otras células o tejidos. Con el fin de proteger la integridad y la
funcion de los mismos, las células transmiten sefiales de inhibicion del
crecimiento. Este mecanismo llamado “inhibicién de contacto” (10) es crucial
para la viabilidad de todos los organismos superiores. Las células cancerigenas
han perdido este mecanismo y se dividen incluso en presencia de sefales
inhibitorias del crecimiento (11), por lo tanto las neoplasias pueden invadir e

incluso destruir tejidos durante su intensa proliferacion.

Evading
apoptosis

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Figura 1. Capacidades adquiridas del cancer (3).
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o Evasion de apoptosis.

Existen al menos dos tipos de muerte celular, necrosis y apoptosis (muerte
celular programada). La apoptosis es un proceso estrictamente regulado, que
juega un papel muy importante en el desarrollo, morfogénesis, remodelacion de
tejidos y respuesta inmunitaria, mediando la eliminacién ordenada de células
viejas o dafiadas. Al contrario que las células necréticas que pueden provocar
una reaccion inflamatoria, las células apoptéticas se eliminan de forma discreta
principalmente por fagocitosis. Ademas la apoptosis se distingue por unos rasgos
morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos que incluyen contraccion celular, la
fragmentacién del ADN nuclear y la globulacion de las membranas celulares
(12).

En células y tejidos de organismos multicelulares, la desregulacion de la
apoptosis 0 una resistencia a la misma puede dar lugar a una proliferacion
celular excesiva y una alta acumulacion de células que contribuye al desarrollo
de tumores y enfermedades autoinmunes (13). Por lo tanto, la resistencia de las
células tumorales a la apoptosis es esencial para el desarrollo futuro del cancer.
Esta hipotesis se confirma por el hecho de que la sola proliferacion
descontrolada no es suficiente para la formacién del tumor, ya que por el
contrario conduciria a la muerte celular (12). Por lo tanto, la progresion del
tumor requiere ademas de la expresion de proteinas que promuevan la
proliferacion celular, la expresion de proteinas antiapoptéticas o la inactivacion
de proteinas proapoptdticas esenciales (14).

Bcl-2 fue la primera proteina implicada en la regulacion de la apoptosis
caracterizada molecularmente. Se tardd varios afios en conocer como esta
proteina ejercia su efecto anti-apoptotico. Hockenbery en 1990 demostré que
esta proteina podia suprimir la produccion de especies reactivas del oxigeno en
la mitocondria sugiriendo que los efectos anti-apoptoticos se producian a nivel
de organulos subcelulares (15). Posteriormente se demostré que Bcl-2 era capaz
de inhibir la liberacién de citocromo ¢ uniéndose a una proteina proapoptotica

BAX. El citocromo c tiene un papel crucial para la activacién de las caspasas 9 y
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3, que intervienen a su vez en la activacion del proceso apoptotico (16). Durante
la década de los 90 crecié el nimero de miembros de la familia de Bcl-2
implicados en la regulacion de apoptosis y se descubrié que proteinas que tenian
solo un dominio BH; tales como BIM (también conocida como Bcl2L11),
podian interaccionar con Bcl-2 para permitir la liberacion de BAX y asi permitir
la liberacion de citocromo ¢ a la mitocondria (Fig. 2) (13).

Ademas de la familia de Bcl-2, se identificaron otros muchos oncogenes y
supresores de tumores que estaban implicados en la regulacion de la apoptosis.
Entre ellos cabe destacar el oncogén MYC y el supresor de tumor p53. MYC es
capaz de transformar y sensibilizar a las células en condiciones no favorables
para ello, aumentando la proliferacion celular lo que induce apoptosis. Quizas el
ejemplo mas famoso de gen supresor es TP53, que es el gen que aparece mutado
con mas frecuencia (50%) en canceres humanos y que codifica la proteina p53
también llamada el “guardian del genoma” (17). En 1991, se demostr6 que la
expresion de p53 en células leucémicas inducia apoptosis (18). Posteriormente
también se comprobd que p53 regulaba la expresion de muchas proteinas clave
en la regulacion de apoptosis como por ejemplo BAX, BIM, NOXA o PUMA
(19-22).

Por otro lado, también fue de particular interés la idea de tratar tumores con
anticuerpos especificos. En el grupo de Krammer (German Cancer Research
Center, Heidelberg), consiguieron producir un anticuerpo monoclonal que
inducia apoptosis en células linfoides. Al antigeno reconocido por este
anticuerpo se le llamd FAS/CD95 (23). Como se dijo anteriormente, las células
cancerigenas desarrollan ciertas estrategias que inhiben la apoptosis incluso en
condiciones en las que normalmente estaria activada, por ejemplo contienen
mutaciones en el gen CD95 incrementando la sintesis de factores antiapoptoticos
como Bcl-2, FLIPs, IAPs, survivin y también mutaciones que provocan la
pérdida de funcionalidad en genes pro-apoptéticos tales como BAX (1). En la
Fig. 2 se describe con detalle la ruta de sefializacion y regulacion de apoptosis
(13).
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Figura 2. Ruta de sefializacion y regulacion de apoptosis (13).

o Neoangiogénesis

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos desde el
endotelio de otros vasos ya existentes y es fundamental en el crecimiento de
tumores, progresion y metéstasis (24). En condiciones fisioldgicas normales es
un proceso esencial que incluye cicatrizacion de heridas, reparacion de tejidos,
reproduccion, crecimiento y desarrollo. Los tejidos que son particularmente
activos y proliferan muy rapidamente como es el caso de los tejidos tumorales,
requieren una buena conexion con el sistema circulatorio ya que les garantiza un
suministro adecuado de nutrientes y oxigeno y les asegura un drenaje eficiente
de metabolitos y productos de desecho que provienen de las rutas metabdlicas
(25).

En 1945, Algire y Chalkley (26), fueron los primeros en concluir que el
crecimiento de un tumor sélido estaba en estrecha relacion con el desarrollo de

vascularizacién propia. El proceso de vascularizacién de un tumor se definié con
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el término de “neoangiogénesis”. Ademas de que este proceso es necesario para
el crecimiento de un tumor primario, la metéstasis depende de la
neovascularizacion en dos de sus etapas fundamentales: la primera, cuando las
células tumorales malignas abandonan un tumor primario y penetran en el
interior del torrente sanguineo y la segunda, después de la llegada a otro tejido u
6rgano, para poder proliferar y formar un tumor secundario.

En 1970, el cirujano Folkman (27) fue el primero en sugerir que la
inhibicion de la formacion de nuevos vasos sanguineos permitiria frenar el
crecimiento de un tumor e incluso la disminucion de su tamafio. La base
fisiolégica de esta hipdtesis es que un tumor no puede crecer mas de 1-2 mm?®
(~10" células) sin vascularizacién propia. Sin embargo, antes de producir
neoangiogénesis, las células cancerigenas de un tumor primario pueden
permanecer en un periodo de inactividad que puede durar afios (28).

Actualmente se sabe que este proceso estd muy bien regulado por un

equilibrio entre factores pro- y anti-angiogénicos (Fig. 3) (29, 30).

| Proangiogenic | Antiangiogenic |
VEGF TSP-1
bFGF Angiostatin
TGF-q, B Endostatin
EGF Vasostatin
TNF-a Interferon-a
Angiogenin Prolactin TGF-q, B
Interleukin-8 Tumstatin

Interleukin-12

Angiopoietin-1,2

Figura 3. Balance entre factores pro- y anti-angiogénicos en la regulacion de

la angiogénesis (25).

Cuando los factores proangiogénicos superan el efecto de las moléculas
antiangiogeénicas, los tumores adquieren un fenotipo angiogénico que permite la
formacién de nuevos vasos sanguineos (31). Este fenotipo angiogénico es el
paso clave por el que una lesién microscopica puede transformase en una gran

masa con propiedades metastasicas. La expresion de proteinas derivadas de
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oncogenes, asi como un gran nimero de factores de estrés celular tales como
hipoxia, bajo pH, privacion de nutrientes o inductores de oxigeno reactivo, son
muy importantes en la estimulacién de sefiales angiogénicas (30). Los capilares
sanguineos estan formados por las células endoteliales y la membrana basal;
cuando los factores angiogénicos producidos por las células tumorales se unen a
los receptores de las células endoteliales se inicia la secuencia de etapas
angiogenicas o también llamada “cascada angiogénica” que incluye una fase de
activacion y una de resolucion. Cuando se estimula el crecimiento de las células
endoteliales, éstas segregan proteasas y otras enzimas que digieren la membrana
basal que rodea a los vasos sanguineos. Esta rotura de la matriz extracelular
permite la liberacion de factores proangiogénicos y por tanto la formacion de
nuevos capilares. La etapa de resolucion es aquella en la que se produce la
maduraciéon y estabilizacion de los nuevos capilares sanguineos (25). La
angiogénesis, por tanto, es el resultado de una serie de procesos celulares y
moleculares que inducen la migracion, proliferacion y diferenciacion de células
endoteliales dentro de nuevos capilares que seguidamente pueden desarrollarse y

formar vasos sanguineos mas grandes.

o Potencial infinito de replicacién

Hayflick demostré que las células humanas en cultivos celulares paran de
crecer y por lo tanto mueren después de ~50 mitosis (32). A este proceso se le
llama “senescencia”. La causa principal de este proceso es el acortamiento
progresivo de los telémeros que representan los extremos de los cromosomas. Se
pierden entre 50-100 pares de bases de ADN telomérico en cada replicacion,
provocando inevitablemente la muerte celular. En células cancerosas se expresa
una enzima llamada telomerasa que se caracteriza por solucionar el problema del
acortamiento de los teldmeros afiadiendo secuencias repetitivas teloméricas
manteniendo asi la integridad de los mismos (33) o bien porque se activa un
mecanismo llamado ALT (alargamiento alternativo de los telémeros) dénde los
telomeros mantienen su longitud por recombinacién mediante cambios de

informacion de secuencia entre cromosomas (34). La telomerasa, por tanto,
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protege a las células cancerosas de la muerte apoptoética y estimula la continua

proliferacién y por tanto la inmortalizacion.

o Invasién y metastasis

La metéstasis se puede definir como la capacidad que tienen algunas células
cancerosas de abandonar un tumor primario y desplazarse a través de vasos
sanguineos o linfaticos a otros tejidos y formar un tumor secundario (35-37). La
metastasis se puede producir en distintos organos, a distinta velocidad y el
tratamiento clinico es diferente dependiendo del tipo de cancer. Asi por ejemplo,
el cancer de mama tiende a producir colonias metastasicas en muchos tejidos del
cuerpo incluyendo tejidos del cerebro, higado, huesos y pulmones, los tumores
de préstata a menudo tienden a producir metéstasis en los huesos, mientras que
los carcinomas de colon tienden a formar nuevas colonias preferentemente en el
higado (Tabla 1) (38, 39). Sin embargo, la capacidad de invasion y metastasis no
es del todo entendida. Por ejemplo, hay algunos canceres como los melanomas
gue tienen una alta probabilidad de metastasis mientras que otros como los
carcinomas escamosos de la piel y tumores de células gliales del cerebro, que
rara vez producen tumores secundarios (1, 39).

Por otro lado, la relacion entre el tamafio del tumor primario y el riesgo de
metastasis tampoco es muy clara. Normalmente se relaciona el tamafio de un
tumor primario con la mayor probabilidad de desarrollar metastasis. Asi, por
ejemplo, se han realizado estudios que indican que el 22% de las mujeres con un
cancer primario de pulmén de menos de 1 cm, eventualmente desarrollaron
metastasis. Sin embargo, el 77% de las mujeres con un tumor de mas de 8 cm
desarrollaron metastasis durante su enfermedad (40). Ademas hay otras
evidencias que constatan este hecho, por ejemplo que solo un 4% de los tumores
cerebrales de menos de 1 cm de didmetro tienen mutaciones en p53, mientras
gue un 42% de los tumores con un didmetro mayor de 3 cm tienen dichas
mutaciones. Sin embargo, a veces, incluso tumores primarios en fase inicial
pueden desarrollar micrometéstasis que pueden difundirse por todo el

organismo, aunque rara vez terminan siendo tumores secundarios sélidos y de
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gran relevancia clinica. En base a estas afirmaciones se establecieron dos
modelos de metéstasis (41): modelo de progresion lineal y modelo de progresion
paralelo. En el modelo lineal (42), la habilidad de un tumor primario por
producir metastasis solo se adquiere después de un determinado nimero de
mutaciones y alteraciones genéticas, cuando las células son capaces de proliferar
relativamente de una forma auténoma y a una velocidad competitiva; por tanto
esta habilidad esta limitada a los tumores de mayor tamafio. En el modelo
paralelo (43), las células individuales cancerosas tanto de tumores grandes como
pequefios tienen la habilidad de producir metastasis y esta habilidad se desarrolla
mucho antes de que los primeros sintomas del cancer aparezcan o de que el
tumor primario pueda ser diagnosticado. La progresion paralela no cuestiona los
mecanismos de crecimiento del cancer, como la seleccién de clones con
aptitudes competitivas o la acumulacion de alteraciones genéticas, sin embargo
la difusion de células cancerosas por el organismo no se produce en las etapas

finales de un tumor primario (44).

Tabla 1. Principales lugares de metastasis segun el tipo de cancer (38).

Tipo de tumor Principales lugares de metastasis
Mama Huesos, pulmones, higado y cerebro
Adenocarcinoma Cerebro, huesos, glandula suprarrenal e higado
Melanoma de la piel Pulmones, cerebro, piel e higado

Colon Higado y pulmones

Pancreas Higado y pulmones

Prostata Huesos

Sarcoma Pulmones

Melanoma ocular Higado
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La metastasis ocurre a través de una serie de pasos complejos definidos
como la cascada metastasica (Fig 4) (45). En primer lugar, las células cancerosas
se separan de un tumor primario e invaden tejidos sanos adyacentes. Para ello,
segregan enzimas que rompen las paredes de la matriz extracelular, facilitindose
asi la migracién. A la invasion le sigue la intravasacién, fenémeno por el que las
células tumorales se unen y segregan enzimas proteoliticas que les permiten su

infiltracién en un nuevo vaso sanguineo o linfatico.
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Figura 4. Principales pasos en la formacion de la metastasis (45).

Una vez que estas células han llegado al lumen de un vaso sanguineo o
linféatico, las células cancerigenas pueden viajar individualmente con la sangre o
la linfa a otras areas del cuerpo. Sin embargo, la circulacion a traves de estos
vasos sanguineos o linfaticos no es un proceso favorable; las células cancerosas
al igual que las células sanas normales, pueden continuar su desplazamiento a

través de estos vasos sanguinesos o linfaticos dependiendo de su anclaje a un
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sustrato sélido como por ejemplo la matriz extracelular, por lo tanto el
desprendimiento de la misma le puede ocasionar la muerte (llamada “muerte de
anoikis™). Por otro lado, la sangre representa un medio hostil para las células
cancerosas; la fuerza hidrodindmica puede ser muy grande, sobre todo en vasos
sanguineos pequefios, y puede desgarrar estas células. En el transcurso del siglo
pasado se hicieron repetidos estudios que documentaron la presencia de células
metastasicas dentro de pequefios coagulos Ilamados microtrombos,
microembolia o tromboembolia; éstos se forman porque grupos de plaquetas y
células de la sangre roja se adsorben sobre la superficie de células tumorales
individuales o grupos de las mismas dentro de los vasos sanguineos.

Algunos modelos experimentales de metastasis en ratones indican que la
supervivencia de una célula metéastasica es mucho mayor si se forman estos
microtrombos ya que usan las plaquetas como vehiculos protectores dentro del
torrente sanguineo (46-48). Si las células cancerosas sobreviven y consiguen
acceder a vasos sanguineos mas grandes del sistema venoso, éstas viajaran
dentro del torrente sanguineo hacia el corazén y quedaran atrapadas con mucha
probabilidad (debido a la diferencia de tamafio) en el primer grupo de capilares
que encuentren después de su paso por el corazon; en la mayoria de los casos se
guedan en los lechos capilares de los pulmones donde crean nuevas colonias. Sin
embargo, se pueden encontrar metéstasis en cualquier parte del cuerpo, lo que
indica que con frecuencia, las células tumorales logran escapar de los pulmones
y viajan hacia otras partes del cuerpo.

Una vez que las células cancerosas quedan atrapadas en los vasos
sanguineos o capilares de algun tejido, éstas deben salir del interior de estos
vasos y penetrar en el tejido circundante. A este paso de la cascada metastasica
se le conoce con el nombre de “extravasacién”. Este proceso depende de
interacciones complejas entre las células cancerosas y las paredes de los vasos
en los que estas células han quedado atrapadas. El microtrombo atrapado en el
capilar desplaza a las células endoteliales de la pared del capilar, por lo que entra
en contacto directo con la parte interior de la membrana basal del mismo;

posteriormente las células de la sangre encargadas de disolver los coagulos
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disuelven el microtrombo y las células cancerosas proliferan dentro del vaso
sanguineo. Después de un tiempo, algunas células cancerosas rompen la
membrana basal del capilar e invaden el tejido adyacente (49).

Finalmente, la colonizacion en el nuevo tejido representa el paso mas
complejo y el mayor desafio para las células cancerosas, dentro de la cascada
metastasica. Esto es debido a que el entorno del nuevo tejido no les proporciona
los mismos factores de crecimiento y supervivencia que tenian sus células
progenitoras en el tumor primario. Por tanto, es muy probable que estas células
cancerigenas mueran o en el mejor de los casos para ellas, se quedan como
células individuales o forman pequefios grupos de células, Ilamadas
micrometastasis, que solamente pueden ser detectadas microscopicamente y rara
vez aumentan su tamafio. Pueden pasar largos periodos de tiempo hasta que
algin pequefio grupo de células cancerosas adquieren la capacidad de crecer y
formar una masa detectable clinicamente (39). Las células que lo consiguen
proliferan en su nuevo asentamiento, producen neoangiogénesis para asegurarse
suficiente vascularizacion y forman un nuevo tumor, llamado tumor secundario
D).

Realmente, el proceso de invasiébn y metastasis es un proceso muy
ineficiente y la probabilidad de que una célula individualmente complete todos
los pasos con éxito es muy baja, por lo tanto en este proceso se seleccionan las

células tumorales mas agresivas (39).

2.- PROTEINAS IMPLICADAS EN METASTASIS Y ANGIOGENESIS
2.1.- Proteinas implicadas en angiogénesis.

La angiogénesis, como se ha descrito anteriormente, es un proceso complejo
que estd regulado por un delicado equilibrio entre diferentes moléculas
proangiogénicas y antiangiogénicas (Fig. 3). Estas moléculas son liberadas al
medio por distintas células tumorales tales como células endoteliales,
macrofagos, plaguetas, mastocitos y componentes del estroma. Entre las

moléculas que inducen angiogénesis o proangiogénicas se pueden destacar los
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factores de crecimiento vasculares endoteliales (VEGF), factores de crecimiento
para fibroblastos basico (b-FGF), factores de crecimiento de la epidermis (EGF),
interleuquina 8 (IL-8) y factores de crecimiento transformantes B (TGF-p).
Ademas, las plaquetas son capaces de liberar un gran ndmero de moléculas
proangiogénicas tales como VEGF-A, factores de crecimiento derivados de
plaquetas (PDGF), bFGF, EGF, angiopoyetina-1 y heparanasa (25, 50, 51).

o Familia de VEGF

Los factores de crecimiento vasculares endoteliales (VEGF) son una de las
citoquinas con mayor potencial angiogénico y fueron descubiertas y clonadas
por primera vez por Napoleone Ferrara en 1989 (52). Los VEGF estan
implicados en la supervivencia de células endoteliales durante la formacion de
nuevos vasos sanguineos. Ademaés inducen la expresion de proteasas que
producen la degradacion de la matriz extracelular (ECM), proceso necesario para
la migracion de estas células endoteliales. Estas moléculas son también potentes
estimuladores de la permeabilidad vascular permitiendo el posicionamiento de
las fibrinas dentro de la ECM, que posteriormente servirdn como peldafios para
la formacion de una nueva red de vasos sanguineos (53).

La familia de VEGF estd formada por seis factores de crecimiento, VEGF-
A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, el factor de crecimiento de la
placenta (PIGF) y tres receptores, VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/FIk-1) y
VEGFR-3 (FIt-4) (54, 55). EI mecanismo de accién de cada uno de los VEGF
estd descrito en la Tabla 2. EI VEGF-A esta implicado principalmente en
angiogénesis mientras que VEGF-C y VEGF-D estan implicados en
linfoangiogénesis. Se ha demostrado recientemente que VEGF-B estd mas
involucrado en la supervivencia de los vasos sanguineos que en el proceso de

angiogénesis (56).

Los VEGFR son receptores de tirosina quinasa transmembranales que se

caracterizan por tener siete dominios de inmunoglobulinas en su region



Introduccién 33

extracelular, un dominio transmembranal y un dominio intracelular de tirosina

quinasa (57).

Tabla 2. Mecanismo de accion de los VEGF (58).

Tipo de VEGF  Mecanismo de accién

VEGF-A Angiogénesis fisiologica y tumoral
Vasculogénesis y activacion de enzimas que invaden las células
VEGF-B .
endoteliales
VEGF-C Linfoangiogénesis y angiogénesis tumoral
VEGF-D Angiogénesis
VEGF-E Mitosis de las células endoteliales y angiogénesis

La unidén de los VEGF a los receptores provoca la activacion de los
dominios tirosina quinasa iniciandose la cascada de sefiales que desencadena la
angiogénesis. VEGFR-1 y VEGFR-2 se expresan en células endoteliales y son
dos importantes mediadores de angiogénesis mientras que VEGFR-3 se expresa
en células endoteliales linfaticas y esta4 implicado en linfoangigénesis (25, 51).
VEGFR-1 es un receptor de VEGF-A y también tiene la capacidad de unirse a
VEGF-B y PIGF (59-61). Este receptor es muy importante para el desarrollo de
angiogénesis (62, 63), sin embargo su funcion especifica no ha sido bien
definida. VEGFR-2 es el regulador de angiogénesis mas importante y media la
mayoria de los efectos angiogénicos de VEGF-A, incluyendo la permeabilidad
vascular, la proliferacion, migracion y supervivencia de las células endoteliales
(64-66). El papel de VEGFR-2 en oncogénesis estd bien definido y se ha
demostrado que la inhibicidn de éste in vivo frena el crecimiento del tumor en
ratones (67) (Fig. 5).
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Figura 5. Isoformas de VEGF y posibles sitios de unién a VEGFR-1, VEGFR-
2,y VEGFR-3 (25).

o Angiopoyetinas

Las angiopoyetinas (Ang-1-Ang-4) estan implicadas en la generacion de
nuevos vasos sanguineos en muchos tipos de tumores y juegan un papel
importante en el mantenimiento, crecimiento y estabilizacion de los vasos
sanguineos (68, 69). Las Ang-1 y Ang-2 son las angiopoyetinas mejor
caracterizadas de las cuatro y ambas son citoquinas que ejercen su funcion
biolégica mediante la union al receptor Tie-2 (70). Ang-1 promueve la
supervivencia de las células endoteliales y estabilizacion de los vasos
sanguineos mediante la contraccion de pericitos. En contraste, Ang-2, induce
desestabilizacidon vascular a altas concentraciones y se expresa en lugares de
remodelacion vascular lo que conlleva la induccion de angiogénesis e invasion
de tumores. En presencia de VEGF, esta desestabilizacion induce una respuesta
angiogenica. La expresion de Ang-1 estd restringida normalmente a células
tumorales mientras que Ang-2 se ha encontrado también en microvasos

sanguineos. En muchos casos, el nivel de Ang-1 que expresan las células



Introduccién 35

tumorales permanece inalterado mientras que Ang-2 incrementa su expresion

particularmente en tumores con alto nivel de vascularizacion (25).

o Factores de crecimiento para fibroblastos (FGFs).

Los factores de crecimiento para fibroblastos constituyen una familia de
méas de veinte polipéptidos que estan implicados en una gran variedad de
procesos bioldgicos que incluyen la proliferacion de células endoteliales,
diferenciacion celular, migracién y angiogénesis (71-73). Los factores de
crecimiento para fibroblastos 4cido y basico (a-FGF o FGF-1y b-FGF o FGF-2
respectivamente) son los miembros prototipo de esta familia (74).

En la actualidad se sabe que su mecanismo de accion involucra un sistema
receptor dual que implica en primer lugar la interaccion extracelular del FGF
con un fragmento oligosacaridico tipo heparina o heparan sulfato (o receptor de
baja afinidad) que proporciona a la proteina estabilidad frente a agentes
desnaturalizantes (75-78) y, mediante un mecanismo que aln no se conoce, con
un receptor proteico transmembranal con actividad de tirosina quinasa
denominado “receptor de alta afinidad” (FGFR). Una vez formado el complejo
ternario, se transmite la sefial a través de la membrana y se inicia la respuesta
celular (79).

o Otros factores pro-angiogénicos

El mecanismo de accion de los factores de crecimientos derivados de
plaguetas (PDGF) no es muy conocido hasta el momento. Sin embargo, se sabe
que estimulan la angiogénesis in vivo y algunos experimentos con ratones
sugieren que estos PDGF estan implicados en el reclutamiento de pericitos
necesarios para el desarrollo de capilares en tumores y ademas que intervienen
en el proceso de envejecimiento vascular (80, 81). La sefializacién de paracrinas
PDGF esta implicada en canceres epiteliales (80-83) mientras que la
sefializacion de autocrinas PDGF es caracteristica de tumores como leucemias

(84), gliomas (85) y sarcomas (86).
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Los factores de crecimiento transformantes B (TGF-B) estdn considerados
como factores pro- y anti-angiogénicos. Durante la fase inicial de la
tumorigénesis, TGF-p inhibe el crecimiento y desarrollo del tumor ya que frena
la proliferacion celular e induce apoptosis. En fases finales, el tumor llega a ser
resistente a la actividad supresora de TGF-B, iniciando su papel pro-
angiogénico (87).

Hay otros factores como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), el factor
de crecimiento transformante o (TGF-a), el factor de crecimiento de la
epidermis (EGF) y los factores estimulantes de colonias (CSFs) entre otros que

también estan involucrados en el proceso de angiogénesis (88, 89).

o [Factores anti-angiogénicos

Sin embargo, la presencia de factores angiogénicos no es suficiente para
iniciar el proceso de nueva vascularizacion, ya que también hay que tener en
cuenta el efecto de un gran nimero de moléculas que inhiben la angiogénesis.
Entre las moléculas antiangiogénicas se pueden destacar la trombospondina-1

(TSP-1) y la endostatina/angiostatina entre otras.

- Trombospondina-1

TSP-1 es una glicoproteina trimérica de 450 kDa que se descubri6 en 1971.
Esta proteina se encuentra almacenada en altas concentraciones en los granulos
de las plaguetas y constituye el 25% de las proteinas que segregan estas células
(90), participando en la agregacién de las mismas y en la formacién de coagulos
(91). Ademas, otros tipos de células producen TSP-1, muchas de ellas se
encuentran en la matriz extracelular. Se han descrito gran variedad de funciones
para esta proteina, entre ellas efectos de adhesién celular, migracion,
proliferacién y angiogénesis. CD36 es un receptor celular muy importante para
TSP-1 en el endotelio microvascular y necesario para su funcién
antiangiogénica (92). La interaccion entre TSP-1 y CD36 activa una secuencia

de eventos intracelulares que desencadenan la apoptosis de las células
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endoteliales. Ademas de los efectos angiogénicos mediados por la interaccion
con este receptor, TSP-1 puede inhibir la angiogénesis porque es responsable de
modular los niveles de ciertas metaloproteasas MMP-2/9 responsables de la
degradacion de la matriz extracelular, proceso clave en angiogénesis. Sin
embargo el papel de TSP-1 en angiogénesis genera ciertas controversias. Hay
algunas enzimas como la trombina, plamina y tripsina que generan dos
fragmentos de TSP-1 de 25 y 140 kDa. Aungue su actividad antiangiogénica
mediada por la interaccién con el receptor CD36 esta localizada en el fragmento
de 140 kDa, se ha encontrado un efecto proangiogénico en el fragmento que une
a heparina de 25 kDa (25).

- Otros factores anti-angiogénicos

La angiostatina es un fragmento plasminégeno de 38 kDa que inhibe la
produccién de nuevos vasos sanguineos en tumores e induce apoptosis en las
células endoteliales. Ademas, inhibe la mejora de la matriz extracelular y la
activacion del plasmindgeno t-Pa, lo que permite la migracién y la invasion de
las células endoteliales, proceso clave en angiogénesis (93). La endostatina es
una citoquina que se genera por la rotura de un fragmento de 20 kDa de
colageno XVII1, un proteoglicano que se encuentra en las paredes de los vasos
sanguineos y las membranas basales. Actla inhibiendo la migracion de las
células endoteliales e induce apoptosis y el fin del ciclo celular (58). La
vasostatina es el extremo N-terminal de calreticulina y constituye un potente
inhibidor de angiogénesis junto con PF-4 que se utilizan como un Unico péptido
recombinante en el desarrollo de nuevos medicamentos (94). La osteopontina es
una glicoproteina fosforilada implicada en angiogénesis, crecimiento de
tumores, invasidn, metastasis y cicatrizacién de heridas y su sobreexpresion se
ha asociado a los canceres de mama mas agresivos (95). Los tejidos inhibidores
de metaloproteasas (TIMP) comprenden una familia de 4 proteasas: TIMP-1, -2,
-3, -4. Estos inhiben las metaloproteasas y juegan un papel importante en

supresién de metéstasis. Mutaciones en el gen TIMP-3 causan la distrofia de
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fondo de ojo que se caracteriza por la neovascularizacion y pérdida de vision
(96).

2.2.- Quimioquinas

Otra importante familia de proteinas que merecen ser mencionadas son las
quimioquinas. Esta familia consta de aproximadamente 50 citoquinas
guimioestaticas de bajo peso molecular (8-14 kDa) que estdn implicadas en
diferentes procesos bioldgicos tales como la migracion de leucocitos,
embriogénesis, angiogénesis, hematopoyesis, aterosclerosis, crecimiento de
tumores y metéastasis e infeccion de HIV (97, 98). Todas ellas se caracterizan
por tener una estructura similar basada en la conservacion de los residuos de
cisteina asi como por su capacidad de unirse a receptores Ilamados GPCR
(receptores acoplados a proteinas G) (99). Se pueden clasificar en 4 subgrupos
dependiendo de la posicion de los residuos de cisteina que se conservan en la
parte amino terminal de estas proteinas: CXC, CC, CX3C y C, siendo los CC y
CXC los mas comunes (100). La posibilidad de que varias quimioquinas puedan
unirse al mismo receptor y una quimioquina pueda unirse a distintos receptores,
crea multiples combinaciones dando lugar a funciones biolégicas muy diversas
(102).

o Quimioquinas que regulan angiogénesis:

Las quimioquinas pueden influir de una manera indirecta sobre el
crecimiento de tumores y por lo tanto promover la angiogénesis (Fig. 6). Las
moléculas responsables de esta funcion son proteinas con sitio de union a
heparina que pertenecen a la subfamilia de quimioquinas CXC. Estas proteinas
reciben este nombre porque mantienen las cuatro cisteinas conservadas, estando
las dos primeras separadas por otro aminoacido no conservado (97, 102). La
actividad biol6gica de esta familia depende de un segundo dominio estructural y
su union a receptores especificos. Los extremos N-terminal de varias
quimioquinas CXC contienen un motivo altamente conservado formado por

Glu-Leu-Arg (motivo ELR o ELR+) que precede a la primera cisteina que se
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conserva en este tipo de proteinas. Las quimioquinas CXC ELR+ son potentes
promotores de angiogénesis, mientras que las quimioquinas CXC que no tienen
este motivo ELR (quimioquinas CXC ELR-) son potentes inhibidores de
angiogeénesis (103).

Growth factor
activity

+

.CCRZ CXCR2 +
ligands ﬁgands =
L] ; I
\ T
macrophage ﬁ
° basic FGF / CXCR3
e ® VEGF ligands
® ECM modulators T NK

cell

Figura 6. Regulacion del crecimiento tumoral y angiogénesis por quimioquinas (101)

Las quimiogquinas CXC ELR+ interaccionan con receptores CXCR2 (por
ejemplo CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8) que por un lado liberan al medio
macrofagos que se infiltran en las células cancerigenas contribuyendo al
crecimiento del tumor y por otro lado, producen factores de crecimiento como
bFGF y VEGF que inducen angiogénesis. A la inversa, las quimioquinas CXC
ELR- se unen a receptores CXCR3 (CXCL9, CXCL10, CXCL11 y CCL21 de
raton) que interaccionan directamente con el endotelio reclutando células T o

NK que destruyen la vascularizacion.

o Implicacién de quimioguinas en metastasis

La invasion de las células tumorales a través de la matriz extracelular y la
entrada dentro de la circulacion sanguinea implica el desprendimiento celular, la
movilidad hacia la matriz extracelular y la degradacion de las membranas

basales que son procesos gque dependen de una gran variedad de enzimas que
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incluyen metaloproteasas (MMPs) y serina y cisteina proteinasas. Las
guimioquinas activan muchas celulas tumorales que producen estas proteinasas.
La expresion de CXCLS8 en células de melanomas humanos induce la activacion
transcripcional de la expresion del gen que codifica para MMP-2 (un tipo de
colagenasa 1V) aumentando la actividad colagenasa dentro del tumor y por tanto
incrementando el poder de invasidn de estas células (104). En cancer de préstata,
la sobrexpresion de CXCLS8 induce la expresion de MMP-9 aumentando la
capacidad de invasion y metastasis de estas células cancerosas en ratones (105).
Las quimioquinas CC también juegan un papel importante en el paso de
reclutamiento de fagocitos que a su vez liberan proteinasas que promueven la
invasion de células cancerigenas.

Otro grupo importante de receptores de estas quimioguinas son los CXCR4
que se encuentran sobre la superficie de células de céncer de mama. Los
ligandos de este receptor se pueden encontrar en células de cancer de pulmén,
higado y huesos, incrementandose el riesgo de metastasis en estos Organos.
Ademas se ha encontrado que CXCR4 es vital para la metéstasis de los nodos
linfaticos de melanomas y carcinomas de mama (106, 107). Estos resultados
entre otros, apoyan la hipétesis de que ciertas quimioguinas y sus receptores

dirigen el destino de distintas células tumorales metastasicas.

2.3.- Proteinas que intervienen en el proceso de invasion y en la transicién
epitelial-mesenquimal (EMT).

La organizacion de los distintos niveles dentro de una célula epitelial es
incompatible con la motilidad y la invasividad que caracterizan a las células
cancerigenas. Para adquirir estas caracteristicas, las células de un carcinoma
sufren una serie de alteraciones, pudiendo cambiar su fenotipo epitelial a
mesenguimal (proceso conocido como EMT). Por ejemplo, en muchos tumores
primarios con propiedades invasivas, se reduce la adhesion intercelular, debido
muy a menudo, a la pérdida de la expresion de E-cadherina, una proteina que
media la interaccién y la adhesion célula-célula. En una célula sana, la cola

citoplasmética de la E-cadherina se mantiene unida a la “actina de citoesqueleto”
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(una de las actinas que se encargan de mantener las uniones entre células). Esta
unién se mantiene a través de a-catenina y B-catenina (1, 108). Cuando la
expresion de E-cadherina disminuye, gran cantidad de B-catenina queda libre en
el citosol. Esta puede posteriormente migrar al nucleo celular donde puede
unirse a factores de transcripcion como Tcf/LEF que promueven la EMT (1).
Ademas, durante EMT, se produce la expresion de vicentina, un componente
filamentoso de la célula mesenquimal citoesqueleto de actina. Por otro lado, las
células epiteliales bajo este proceso EMT, segregan fibronectina, una proteina de
la matriz extracelular que normalmente es fabricada por células mesenquimales
como por ejemplo los fibroblastos. Al mismo tiempo, se segrega un marcador de
fibroblastos, la N-cadherina en lugar de E-cadherina. Todas las alteraciones que

se producen durante EMT vienen descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. Alteraciones producidas en las células epiteliales de un carcinoma
durante EMT.
Pérdida de:

Expresion de citoqueratina

Expresion de E-cadherina

Polaridad de la célula epitelial

Adquisicion de:

Forma de fibroblastos

Motilidad

Invasividad

Programa de expresion de genes mesenguimales
Expresion de N-cadherina

Secrecién de proteasas como MMP-2 y MMP-9
Expresion de vicentina

Secrecion de fibronectina

Expresion de receptores de PDGF

Expresion de integrina avB6
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2.4.- Papel que juegan las proteinas CD44 en el proceso de metastasis

Las proteinas CD44 son una clase de glicoproteinas de membrana que se
encuentran sobre la superficie de varias células y juegan un papel vital en la
adhesidn celular, migracién y en la regulacién del trafico de linfocitos (109). Las
CD44 actGan como receptores de acido hialurénico, un glicosaminoglicano que
forma parte de la matriz extracelular. Ademas, une también a otras moléculas
como colageno, osteopontina, laminina, MMPs (metaloproteasas de la matriz
extracelular), fibronectina, condroitina sulfato y heparan sulfato. Estas proteinas
estan formadas por 20 exones de los cuales 10 son variables dando lugar a
distintas isoformas de la proteina (109, 110). Las proteinas CD44 interaccionan
con el citoesqueleto de actina y el reordenamiento que se produce en esta actina
como consecuencia de la interaccion promueve la invasion y la migracion. Se ha
encontrado que varias isoformas de la proteina, especialmente aquellas que
contienen el exén V6, estan presentes en neoplasias. Ademas se ha descubierto
gue hay una conexidn entre la presencia de CD44v6+ y la habilidad de las
células cancerosas para producir metastasis (109). Por lo tanto la presencia y la
sobreexpresién de algunas isoformas de estas proteinas se han usado como

indicadores del grado de desarrollo y agresividad de un cancer (109-111).

2.5.- Metaloproteasas de la matriz extracelular.

Las células de un tumor maligno tienen que adquirir la capacidad de
atravesar la matriz extracelular (ECM) y varias capas de tejidos para poder
invadir y empezar el proceso de metastasis. Para ello, estas células pueden
activar enzimas proteoliticas que degradan la matriz extracelular. Un grupo muy
importante dentro de este tipo de proteinas son las metaloproteasas de la matriz
extracelular (MMPs) que degradan no solo proteinas como fibronectinas vy
vitronectinas, sino también otros componentes de la ECM como
glicosaminoglicanos, colagenos y lamininas. Ademas, también estan implicadas

en el corte de receptores de membrana incluyendo transglutaminasas tisulares,
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CD44, pro-a, integrina, B-glicanos y lipoproteinas de baja densidad relacionadas
con receptores proteicos.

Las metaloproteasas de la matriz extracelular constituyen una familia de
protefinas perteneciente al grupo de las endopeptidasas dependientes de Zn*' vy la
mayor parte de ellas son expresadas por células del estroma como macréfagos,
mastocitos y fibroblastos. La capacidad de las MMPs para degradar distintos
componentes de la matriz extracelular (ECM) es ampliamente conocida, de ahi
su implicacién en procesos que requieren remodelado tisular, como por ejemplo,
el desarrollo embrionario, la cicatrizacion de heridas o la transicion de cartilago
a hueso que tiene lugar durante la osificacion. Sin embargo, estas proteinas estan
sobreexpresadas en condiciones patoldgicas como la periodontitis, la artritis
reumatoide y durante la invasion celular y metéstasis de células tumorales (112).

La estructura basica de las MMPs presenta una serie de dominios
caracteristicos: un pre-dominio necesario para su desplazamiento intracelular
hasta la superficie de la célula; un pro-péptido que mantiene al enzima en su
forma latente; un dominio catalitico donde tiene lugar el corte proteolitico de los
sustratos; una regién rica en prolinas que aporta flexibilidad a la estructura
denominada “linker" y un dominio homologo de la vitronectina o de la
hemopexina (PEX) que media en la especificidad del sustrato y las interacciones
con inhibidores enddégenos (113). Las MMPs solubles son siempre secretadas
COmo una pro-enzima inactiva dentro de la ECM y posteriormente son activadas
por otras serina proteasas como plasmina y furina, mientras que algunas de las
MMPs son activadas por miembros de su propia familia (39).

Ademas de la implicacion de estas proteinas en invasion y metastasis por la
degradacion de la ECM, las MMPs afectan a los procesos de proliferacion y
angiogenesis ya que estan implicadas en la activacion/desactivacion de varios
factores de crecimiento como b-FGF, VEGF y TGF. El llamado tejido inhibidor
de metaloproteinasas TIMPs juega un papel importante en la regulacion de las
MMPs y el balance entre TIMPs y MMPs es de crucial relevancia en los
procesos de invasion y metastasis. Hoy en dia se conocen mas de 20 MMPs

diferentes que se pueden clasificar en: colagenasas (MMP-1/8/13/18),
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gelatinasas (MMP-2/9), estromalisinas (MMP-3/10/11), matrilisinas (MMP-
7/26), MMP que unen a la membrana (MMP-14/15/16/17/24/25) y otras MMPs
que no estan incluidas en ninguno de estos grupos (114). La funcién de las
colagenasas es la degradacién de la triple hélice de colageno; las gelatinasas
digieren el coladgeno desnaturalizado y las gelatinas; las estromalisinas activan
pro-MMPs para el corte proteolitico y digieren otros componentes de la ECM,;
las matrilisinas procesan moléculas de la superficie celular como el ligando de
CD95 (CD178) y E-cadherina; las MMPs que unen a la membrana activan la
enzima pro-MMP2 y otras moléculas de la ECM. Ademas la desregulacion de
las MMPs puede promover la conversion de una célula sana en una célula de un

tumor maligno (1).

3.-HEPARANASA

3.1.- Proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs).

Los proteoglicanos de hepardn sulfato (HSPGs) son componentes muy
abundantes de los vasos sanguineos, concentrandose mayoritariamente en el
interior de los vasos sanguineos largos, mientras que en capilares se encuentran
principalmente en la membrana basal subendotelial (BM). Estos HSPGs se
pueden definir como macromoléculas asociadas con la superficie celular y la
matriz extracelular de un gran nimero de células de tejidos tanto de vertebrados
como invertebrados (115, 116) y su estructura basica es un nucleo proteico al
que se unen varias cadenas de heparan sulfato (HS). Esta union tiene lugar a
través de un tetrasacarido con una secuencia Xilosa-galactosa-galactosa-acido
urénico que se une covalentemente a la proteina central mediante un enlace O-
glicosidico (116-120). El heparan sulfato estd formado por la repeticion de
unidades disacaridicas compuestas de &cido urdnico y D-glucosamina
modificadas en distintas posiciones con distinto patron de sulfatacion,
epimerizacion y N-acetilacion (116-119). Estos HSPGs interaccionan con
fibronectina, laminina, colageno, citoquinas y factores de crecimiento tales como
bFGF, VEGF, KGF, HGF y TGFp ayudando a mantener el ensamblado y la
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integridad de la ECM. Debido a la multitud de funciones de los HSPGs en la
fisiologia celular y tisular, su degradacion altera la integridad de los tejidos y
proporciona un mecanismo por el que las células pueden separarse unas de otras
y provocar cambios en el microambiente de un tejido. Por tanto la degradacion
enzimatica del HS y como consecuencia, de la matriz extracelular, tiene un papel
clave en distintos procesos fisiologicos normales como morfogénesis, embarazo,
cicatrizacion de heridas, crecimiento, migracion y diferenciacion celular, asi
como en algunos procesos patolégicos como por ejemplo, angiogénesis,
inflamacion, invasion de las células tumorales y metéastasis (121-123). Durante
mucho tiempo se ha investigado intensivamente sobre las enzimas capaces de
degradar componentes proteicos de la matriz extracelular (124-127), sin
embargo, se ha prestado menos atencién a enzimas que son capaces de degradar
las cadenas de glicosaminoglicanos como la heparanasa, debido seguramente a
la falta de sondas moleculares apropiadas para estudiar su papel en la progresién

de tumores.

3.2.- Antecedentes de Heparanasa

En 1975, HO0k et al. observaron por primera vez en tejidos de higado de rata
la actividad de una endoglicosidasa que degradaba el HS (128). Afios mas tarde
se relaciono la degradacion del HS con las propiedades metastasicas e invasivas
de las células de melanoma de raton (129). Con el objetivo de caracterizar esta
endoglicosidasa, en 1984 Nakajima et al. analizaron los productos de
degradacion del HS concluyendo que la endoglicosidasa que degradaba el HS
era una endoglucuronidasa, que fue llamada “heparanasa” (130).

La heparanasa humana (heparanasa-1) fue clonada por primera vez en 1999
de manera independiente por los grupos de Vlodavsky (121) y Parish (131) a
partir de lineas celulares de la placenta y hepatoma humanos. Posteriormente,
otros grupos realizaron la clonacién del mismo gen a partir de células humanas
(132, 133) y otras especies (pollo, rata, raton, bovino y topo) (134-137), siendo

la homologia con la heparanasa humana mayor en el caso de la enzima de
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mamiferos y el topo (138). La heparanasa-1 es una endo-f3-D-glucosidasa capaz
de cortar especificamente las cadenas de HS en un numero limitado de sitios
dando lugar a fragmentos de HS de apreciable tamafio (~5-7 kDa). Ademas es
posible diferenciarla de otra enzima que degrada HS en bacterias, la
heparitinasa, que despolimeriza el HS por cortes inespecificos. McKenzie et al.
publicaron en el afio 2000 la clonacion de cADN humano con un 40% de
homologia con heparanasa-1. La expresion de este clon (llamado heparanasa-2),
resultdé en una proteina sin actividad catalitica y cuya funciéon es aln
desconocida. A pesar de la existencia de distintas heparanasas de mamiferos
(topo y humanos) encontradas recientemente (136-139), heparanasa-1 es la Gnica
enzima capaz de degradar el HS.

3.3.- Propiedades moleculares y bioquimicas de la enzima.

La heparanasa humana se expresa inicialmente como un polipéptido de 543
aminoacidos con un peso molecular de 61,2 kDa (122, 140, 141). La heparanasa
activa purificada de placenta, plagquetas y varias lineas celulares no contiene el
extremo N-terminal de 156 aminoacidos lo que sugiere una proteolisis post-
transcripcional de este polipéptido (142). Se ha demostrado que la forma activa
de heparanasa es un heterodimero formado por una subunidad de 50 kDa
(Lys™®-11e>*®) asociada no covalentemente con otra subunidad de 8 kDa (GIn*-
GIn'®). El péptido de 6 kDa que contiene la secuencia S*°-Q** se elimina por
proteolisis (143-145). Esta proteina también contiene una secuencia N-terminal
de 35 aminoécidos (Met’-Ala®) y un dominio C-terminal hidrofébico
transmembrana muy préximo al extremo carboxilo terminal (Pro®*>-11e°*) (146).
La naturaleza precisa de las proteasas responsables de la generacién de las dos
subunidades es un &rea que esta bajo intensa investigacion. Estudios de
mutagénesis indican que el voluminoso e hidrofébico aminoacido Y*°, es
esencial para el correcto procesamiento de heparanasa y la activacion de la
proteasa catepsina L que corta entre los aminoacidos Q™" y K™ sin embargo

mutaciones realizadas en el sitio EX*-S*° no han mostrado efectos relevantes, lo
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que sugiere que esta region contiene un sitio de reconocimiento para otra
proteasa (147). Por otro lado y basindose en la prediccion de secuencias, es
conocido que la unidad de 50 kDa contiene 6 sitios putativos de N-glicosidacion.
El andlisis de heparanasa purificada ha confirmado la existencia de estos sitios
de N-glicosidacion y aunque estos no son requeridos para la actividad
enzimatica, la secrecion de heparanasa esta regulada por glicosidacion (148).

127

También se ha demostrado que existen dos puentes disulfuro Cys'?’-Cys'’® y
Cys*’-Cys™* y S-cisteinilacion de la Cys**. Mientras que el puente Cys'?'-
Cys'”y el residuo S-cisteinilado Cys** ejercen un efecto pequefio en la funcion

#7_Cys® es necesario para la secrecion y

de heparanasa, el puente Cys
activacion de esta enzima (149).

La heparanasa se ha relacionado con miembros de una familia de glicosil
hidrosilasas A (GH-A). El alineamiento de secuencias junto con predicciones de
estructura secundaria indican que la heparanasa es homologa a las familias 10,
39 y 51 de las GH-A, especialmente en la region del sitio catalitico (150). Las
enzimas pertenecientes a esta familia usan un mecanismo general de catalisis
para hidrolizar enlaces glucosidicos. EI mecanismo requiere dos residuos
criticos, un donador de protones y un nucledfilo, los cuales parecen estar
conservados en la heparanasa, siendo estos el Glu® y el GIu*®,
respectivamente. La mutagénesis dirigida de esos dos acidos glutamicos inhibe
completamente la actividad de la enzima indicando que la heparanasa usa un
mecanismo de catalisis caracteristico de GH-A (150). Como el sitio catalitico de
la enzima se encuentra dentro de la subunidad de 50 kDa, y se ha demostrado
que la formacién del heterodimero es necesaria para la actividad de la enzima
(144) se puede suponer que la subunidad de 8 kDa provoca un cambio
conformacional dentro del sitio catalitico que facilita la catalisis. Ademas se han
identificado dentro de la subunidad de 50 kDa, dos regiones de este dominio que
unen al sustrato HS, necesarias para la actividad catalitica de la enzima. Estas

dos regiones son Lys™8-Asn'®?y GIn?"*-Lys*® (151).
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3.4.- Regulacion.

3.4.1.-Metilacién del promotor.

Los procesos epigenéticos marcados por hipermetilacion de la region del
promotor, junto con las alteraciones genéticas que gobiernan la transformacién
celular, contribuyen significativamente en la transcripcién génica y en la
progresion del cancer. Varios estudios han demostrado convincentemente que la
metilacion del promotor juega un papel importante en la transcripcion de
heparanasa. ElI examen de varias lineas celulares derivadas de tumores ha
revelado que las células que muestran expresién o actividad de heparanasa
albergan al menos un alelo no metilado, mientras que las células que no
muestran actividad de la enzima tienen todos los alelos metilados. Cuando se
tratan estas células con agentes desmetilantes como la 5-azacitidina recuperan la
actividad de heparanasa lo que est4 acompariado de un aumento de la capacidad
metastasica in vivo (152). Ademas se ha demostrado que este aumento es
suprimido cuando se tratan estas células con laminaran sulfato, compuesto que
inhibe la actividad de heparanasa y la diseminacion metastasica (153), apoyando
la implicacién de heparanasa en metastasis. Estudios posteriores han revelado
una correlacion similar usando lineas celulares derivadas de cancer de prostata y
vejiga (154, 155). Todos estos datos indican que la metilacion del promotor de
heparanasa juega un papel importante en la regulacion de su expresion. Este
modo de regulacidn puede estar perturbado en tejidos tumorales malignos, donde
el promotor de heparanasa estd hipometilado, incrementandose por ello la
expresion del gen de heparanasa y favoreciéndose la metéstasis del tumor y la

angiogénesis (138).

3.4.2.- Regulacion por p53.

p53, como se explico en apartados anteriores, es un factor de transcripcion
que regula una gran variedad de promotores celulares y ademas sufre
alteraciones génicas en el 40-50% de los canceres en humanos. En condiciones

normales p53 suprime el gen de heparanasa por union directa con su promotor,
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inhibiéndose asi la actividad de la enzima. Sin embargo, la inactivaciéon de p53
en células cancerosas provoca la induccion de la expresion de heparanasa. En
conclusion, la regulacion de la expresion de heparanasa por p53 puede darnos
una explicacion de los altos niveles de heparanasa observados en una gran

variedad de tejidos cancerosos, en comparacion con los tejidos sanos (156).

3.4.3.- Regulacién por mediadores de la inflamacidn.

Compuestos polianionicos que inhiben la actividad enzimatica de la
heparanasa (por ejemplo la heparina), también inhiben respuestas inflamatorias.
(157-159). Este efecto puede ser atribuido a la inhibicién de heparanasa por la
accion de los linfocitos T activados, considerados como la principal fuente
celular de la heparanasa en el proceso de inflamacién (160). Se ha examinado la
implicacion de heparanasa en inflamacion utilizando un ensayo de
hipersensibilidad retardada (DTH) en un modelo de ratén. Se ha comprobado
que el factor-alfa (TNF-a) y el interferon-gamma (INT-y) de la necrosis tumoral
inducen la expresién de heparanasa en cultivos de células endoteliales (la
expresion aumenta 2 o 3 veces) y por tanto aumentan su actividad enzimatica.
La administracion de inhibidores de la actividad de heparanasa detiene de forma

efectiva la respuesta inflamatoria de la DTH (161).

3.4.4.-Regulacion por estrégeno y cancer de mama.

Un ejemplo de regulador sistematico es la hormona estrogeno, una de las
principales fuerzas conductoras en el cancer de mama. Esta hormona induce
transcripcién del ARNm de heparanasa dentro del receptor positivo del
estrdgeno de células de cancer de mama, pero no la induce en el receptor
negativo. Se han identificado cuatro elementos putativos de respuesta a
estrdgeno en la regién del promotor de heparanasa y se ha demostrado que la
transcripcién de un gen de luciferasa aumenta en presencia de un receptor de
estrdgeno positivo MCF-7 de células de carcinoma después de un tratamiento
con estrogeno (162). El efecto que ejerce el estrogeno sobre los niveles de

expresion del ARNm de heparanasa se elimina en presencia de un antiestrégeno



Introduccién 50

puro (ICI 182780), indicando que la ruta del receptor del estrogeno clasica esta
implicada en la activacion transcripcional de heparanasa. Ademas, la expresion
de heparanasa y por tanto su actividad en células endoteliales aumenta cuando se
exponen a 17 p-estradiol (163). El tamoxifen estimula la transcripcion de
heparanasa, induciendo la proliferacion de la células del cancer de mama en la

matriz extracelular (164).

3.4.5.-Regulacion por glucosa.

La expresion de heparanasa en células endoteliales estd sobreregulada
cuando las células estan expuestas a alta concentracion de glucosa, mientras que
en presencia simultanea de alta concentracién de glucosa e insulina la expresion
no se ve afectada. Se ha demostrado que la expresién de heparanasa glomerular
aumenta en ratas y ratones que sufren diabetes inducida por estreptozotocina
(165).

3.5.- Localizacion celular de heparanasa.

La heparanasa ha sido encontrada en los compartimentos endosomal y
lisosomal de tejidos sanos y tumorales, asi como en los granulos terciarios de
neutréfilos humanos. El proceso proteolitico de heparanasa tiene lugar
intracelularmente dentro de los endosomas y los lisosomas tardios (147, 166,
167). Se ha demostrado que el pH éptimo para que se produzca este proceso se
encuentra en un rango entre 4 y 5 (168). El hecho de que sea necesario un
microambiente con pH bajo para que este proceso sea eficiente, sugiere que esta
reaccion tiene lugar dentro los organulos &cidos intracelulares. Se ha
comprobado que agentes quimicos que aumentan el pH como la cloroquina y la
bafilomicina Al inhiben este proceso proteolitico de la enzima (169). Por tanto,
estd claro que la heparanasa tiene una importante funcion dentro de estos
lisosomas y endosomas tardios donde tiene lugar el procesamiento y reciclado
del HS desde los HSPGs internos. Sin embargo la localizacion de heparanasa no
esta restringida a estos organulos, ya que también se ha encontrado en el nicleo

celular, las regiones perinucleares y la membrana del plasma (135, 166, 170,
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171). La heparanasa puede también desplazarse dentro de las células tumorales y
reorganizarse en la superficie celular o secretarse donde pueda degradar el HS
(Fig. 7). Algunos trabajos parecen indicar que la heparanasa es inicialmente
excretada y posteriormente incorporada y procesada en los lisosomas,
posiblemente por la accion de catepsinas (151, 169).
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Figura 7. La heparanasa es producida por las células tumorales y posteriormente
excretada. Una vez en el exterior, la proteina puede hidrolizar las cadenas de heparan
sulfato (141).

3.6.- Funcion fisioldgica en tejidos sanos.

La funcion de heparanasa en tejidos normales no es muy conocida. La
expresion del ARNm de heparanasa en tejidos sanos esta restringida en primer
lugar a la placenta, 6rganos linfoides y queratinocitos (121, 123, 171). También
se han detectado altos niveles de la enzima en las plaquetas de la sangre.
Mientras que la expresion de heparanasa en tejidos humanos es limitada, esta
enzima se expresa en gran cantidad en diversos tejidos de topo. En este animal,
la heparanasa ha sido detectada en tejidos de higado, corazén, cerebro y ojo y su
papel en este mamifero subterraneo puede estar relacionado con su adaptacion a

vivir bajo la tierra, contribuyendo al incremento de la densidad de los vasos
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sanguineos que se ha encontrado en algunos de sus tejidos comparado con la
densidad de estos vasos en mamiferos que viven en la superficie (136). Ademas
la enzima parece estar implicada en la implantacion y desarrollo embrionario
(135, 172), reparacion de heridas, movimiento del HS, remodelizacion de los
tejidos, vigilancia inmunitaria y crecimiento del cabello (173, 174).

3.7.- Heparanasa y progresion del cancer.

3.7.1.- Propiedades pro-angiogénicas.

La angiogénesis representa un proceso multicelular coordinado en el que
estan implicados una gran variedad de moléculas, incluyendo factores de
crecimiento, componentes de la matriz extracelular, receptores de adhesion y
enzimas que degradan la matriz extracelular como MMPs, serina y cisteina
proteasas y endoglucosidasas. Los HSPGs interaccionan con estas biomoléculas
y aseguran que permanezcan unidas a la superficie celular y a la matriz
extracelular. Por lo tanto, la enzima heparanasa al degradar el HS libera todas
estas biomoleculas que estan involucradas en procesos de invasion, migracion,
adhesion, diferenciacion y proliferacion (118, 119, 175), es decir, en todos los
procesos que se asocian con la angiogénesis (Fig. 8). La heparina y el heparan
sulfato secuestran, estabilizan y protegen a los FGFs y VEGFs. Ademas estas
moléculas pueden funcionar como co-receptores que estimulan la formacidon del
complejo HS-FGF-FGFR, facilitando asi la dimerizacion del receptor y la
sefializacién (115, 176). La heparanasa nativa y recombinante expresada en
células tumorales, con inflamacién y plaguetas, liberan un complejo activo de
bFGF y un fragmento de HS desde la matriz extracelular y las membranas
basales (176). Se ha demostrado que la longitud de los fragmentos de HS
requeridos para la activacién del complejo FGF-receptor es similar a los
fragmentos que libera la heparanasa (176, 177). Por otro lado, los niveles de
expresion de esta enzima se han correlacionado directamente con la densidad de

microvasos en una gran variedad de tumores malignos (138).
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Figura 8. La heparanasa corta las cadenas de HS y libera gran variedad de moléculas
bioactivas (122)

3.7.2.-Potencial metastasico.

Los procesos de invasidon y metastasis en cancer conllevan la degradacion de
los constituyentes de la matriz extracelular, por lo tanto todas las enzimas
implicadas en este proceso promueven la extravasacion, invasién, migracion y
todos aquellos procesos que conforman la cascada metastasica. En la Fig. 9 se
puede observar como la heparanasa promueve los procesos de intra y
extravasacion celular. Los niveles de expresion de la heparanasa se incrementan
de manera significativa en numerosos procesos cancerosos, tal como ha sido
descrito en melanomas, tumores de mama, colon, pulmén, préstata, higado,
vejiga, intestino, ovario o0 pancreas, entre otros. Ademas existe una correlacion
entre los niveles de expresion y el grado de malignidad tumoral, y en casos como
el del céancer pancreatico, la supervivencia del paciente se correlaciona
significativamente con los niveles de expresion de la enzima (122, 178). La
invasién tumoral y consiguiente metastasis requieren la degradacion de

componentes de la matriz extracelular y el HS es uno de los mas prominentes.
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De ahi que la expresion de heparanasa se correlacione con el potencial
metastasico de las células tumorales. Ademas se ha observado que el suero de
pacientes y animales portadores de tumores metastasicos muestra altos niveles
de la enzima, apareciendo incluso en orina en casos de enfermedades

metastasicas agresivas (122, 146).

Figura 9. Heparanasa expresada por neutréfilos y células tumorales media la intra y
extravasacion dentro de la matriz extracelular por desestabilizacion de las paredes

celulares de los vasos sanguineos (122).

3.7.3.-Inflamacion.

La heparanasa esta implicada en inflamacién, debido principalmente a su
capacidad de degradar la ECM, ya que permite que las células con caracteristicas
inflamatorias alcancen su tejido objetivo. Asi por ejemplo, las moléculas que
inhiben heparanasa inhiben también la hipersensibilidad de las células T tipo
retardada (DTH), la encefalomielitis autoinmune experimental y la artritis (138).
Ademas la heparanasa es producida en el endotelio donde se encuentra la
inflamacion asociada con las células DTH en respuesta a necrosis tumoral,

factor-alfa e interferon-gamma (161).

3.7.4.-Actividades no enziméticas de heparanasa
Heparanasa ejerce también actividades no enzimdticas que son

independientes de su capacidad para degradar y alterar la matriz extracelular.
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Por ejemplo la expresion de heparanasa inactiva en la superficie celular provoca
la adhesion celular lo que refleja su implicacion en dicho fenémeno. Por otro
lado, la heparanasa inactiva mejora la sefializacion de Akt y media la
fosforilacion de ésta, estimula la invasion/migracién de las células endoteliales
dependientes de fosfatidilinositol 3-quinasa PI3K y ademas la heparanasa es
promotor de la expresién de VEGF mediante la activacién de Scr (138, 179).
Recientemente se ha demostrado que la regién de la proteina que contribuye con
estas funciones no enzimaticas es el dominio de la proteina localizado en el
extremo C-terminal de la misma. En la actualidad, se esta llevando a cabo una
intensa investigacion para conocer si esta funcion de la proteina estd mediada
por algln receptor proteico que podria estar localizado en la superficie celular.
Recientemente, experimentos de entrecruzamiento han revelado alguna
informacion sobre la naturaleza y el peso molecular de este receptor, habiéndose
encontrado dos complejos formados por proteinas de 130 y 170 kDa asociadas a
heparanasa (180).

3.8.-Heparanasa en la terapia del cancer

La implicacién de heparanasa en la progresion del cancer (181) y el hecho
de que parece ser una enzima Unica en claro contraste con otras proteasas
relacionadas con el mismo fenémeno, la convierte en una diana clave en
tratamientos antitumorales. Aunque hace ya dos décadas que se identifico a esta
enzima como una potencial diana terapéutica (129, 182), la investigacion se ha
visto ralentizada por tres factores: dificultades en obtener una proteina activa y
pura, la falta de un método robusto para medir la actividad enzimética y la falta
de la estructura tridimensional de la proteina y por tanto de un conocimiento
estructural detallado del sitio catalitico. Aunque las dos primeras parecen
haberse solventado, la falta de estructura 3D sigue siendo un obstaculo a la hora
de buscar inhibidores de la enzima. Este problema se ha intentado solucionar con
modelos estructurales basados en homologia de secuencia con otras glicosidasas
hidrolasas como el modelo basado en la estructura de la endo-1,4-B-xilanasa que

pertenece a la familia 10 de glicosidasas hidroxilasas (150) y el modelo basado
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en la estructura de 1,4-p-xilosidasa perteneciente a la familia 39 de glicosidasas
hidroxilasas (183). Sin embargo, aunque el mayor porcentaje de similitud se
encuentra en la region del sitio catalitico de la enzima, la homologia entre la
heparanasa y estas familias de hidrolasas glicosidasas es muy baja, lo que ha
impedido el disefio racional de inhibidores.

A pesar de la falta de informacion estructural se han identificado una gran
variedad de inhibidores gracias a la disponibilidad de heparanasa y al desarrollo

de métodos como el cribado de alto rendimiento. Entre ellos, se puede destacar:

o Heparina y derivados de heparina de bajo peso molecular. Estos
oligosacaridos son potentes agentes anti-metastasicos pero también tienen gran
poder anticoagulante, por tanto, no pueden utilizarse en altas concentraciones.
Esto ha llevado al uso de derivados de heparina no anticoagulantes como por

ejemplo dalteparina, el cual ha sido demostrado que inhibe heparanasa (184).

o Heparinoides o polimeros que imitan la estructura de heparina. Los
heparinoides pueden ser de dos tipos: polisacaridos sulfatados natural y
quimicamente modificados entre los que se encuentran A-carrageenan, fucodan,
pentosan polisulfato, dextran sulfato, 6-O-carboximetil quitina Ill, laminarin
sulfato y spirulan calcico y el segundo tipo, los heparinoides que son polimeros
polianidnicos lineales sintéticos. La mayoria de ellos tienen 1Cs en el rango de
1-10 puM (185, 186).

o Oligosacaridos sulfatados y derivados. Han sido definidos como
potentes inhibidores de heparanasa con valores de ICs, de entre 1-30 uM. Entre
ellos destaca JG3 que es un oligosacarido sulfato semisintético derivado de los
bloques marinos de oligomannurarate que inhibe la actividad de heparanasa por
unién con las regiones que unen con su sustrato (187) y por otro lado hay que
mencionar P1-88, que es el Gnico inhibidor de heparanasa que ha llegado a fase
clinica (Fig. 10). Actualmente se encuentra en fase clinica Il y se ha demostrado

gue inhibe el crecimiento tumoral, la metastasis y la angiogénesis (188, 189).
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Figura 10. Estructura del inhibidor de heparanasa P1-88

o Inhibidores descubiertos via cribado de distintas librerias de
compuestos. Son compuestos aromaticos mas pequefios que tienen 1Csy de 1-50
uM y que se pueden clasificar en cuatro grupos: derivados de difenil éter, de
carbazoles, de fluorenos y de benzo-1,3-azoles (190).

o Productos naturales y sus derivados. Algunos ejemplos son el (+)-4acido
trachyspic, RK-682 y derivados CRM646-A y —B con ICs, entre 10 y 40 uM
(190).

o Péptidos que inhiben la actividad de heparanasa. Levy-Adam et al.
caracterizaron un dominio de unién a heparina en el extremo N-terminal de la
subunidad de 50 kDa de heparanasa (Lys**®-Asp*™). Un péptido compuesto por
estos aminoacidos denominado KKDC inhibe la actividad enzimética de
heparanasa in vitro e interfiere en la unién de heparanasa con su sustrato (151).

o Anticuerpos anti-heparanasa. Un ejemplo es el anticuerpo #733 que

reconoce preferiblemente la subunidad de 50 kDa frente al precursor latente de
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65 kDa y neutraliza parcialmente la actividad de heparanasa in vitro. En
contraste, el anticuerpo 6F8 mejora la actividad enzimatica de heparanasa y
facilita in vitro la invasion de las células tumorales y la curacion de heridas en
modelos de ratones (138).

o Gen silenciador de heparanasa. Se ha demostrado que un método para
suprimir la metastasis y la angiogénesis relacionada con heparanasa consiste en
silenciar el gen de heparanasa. Algunos ejemplos son el silenciamiento genético

mediado por la ribozima o el siRMN (138).

4.- USO DEL CRIBADO DE FRAGMENTOS EN EL DESARROLLO DE
NUEVOS FARMACOS

4.1.-Definicion y ventajas.

La gran dificultad que conlleva la identificacion de un nuevo farmaco se ha
visto reflejada en la disminucion del nimero de compuestos que han llegado al
mercado o que han sido propuestos para su aceptacion durante los Gltimos afios.
Los cambios de normativas impuestos por las autoridades y la rigidez de los
protocolos empleados han influido notablemente en las estrategias desarrolladas
y forzado a las compafiias a encontrar alternativas a los métodos ya existentes.
Por ejemplo, Lipinski et al. examinaron distintas moléculas que habian llegado a
fase clinica con el objetivo de encontrar caracteristicas comunes entre ellas,
llegando a la conclusion de que un farmaco debia cumplir lo que se conoce
como la “regla de 5”: el peso molecular no debe ser superior a 500, cLogP < 5,
nimero de donadores de puentes de hidrégeno < 5, nimero de aceptores de
puentes de hidrédgeno < 10 y el area de superficie polar en la molécula debe ser
menor de 100 A? (191).

Es indudable que como punto de partida, es importante disponer de
compuestos que tengan una buena afinidad y selectividad por la diana
terapéutica de interés. En este sentido el descubrimiento de farmacos basado en
el cribado de fragmentos (FBDD) se ha desarrollado significativamente en los

ultimos 10-15 afios y ahora se ha reconocido como una alternativa tangible a los
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métodos mas tradicionales de identificacion de farmacos utilizados por las
compafiias farmacéuticas como el cribado de alto rendimiento (HTS) (192).

En el disefio de farmacos basado en el cribado de fragmentos se considera
gue el mejor camino para llegar a tener compuestos que cumplan la regla de
Lipinski es empezar con colecciones de fragmentos altamente solubles con peso
molecular menor de 300 y que cumplen la regla de 3 (peso molecular < 300 Da,
cLoP < 3, ndcleos donadores de puentes de H < 3, nimero de enlaces con
capacidad de rotacion < 3 y superficie total polar < 60A?) (193). Asi se
identifican estructuras quimicas pequefias llamadas “hits” que muestran baja
afinidad por una diana terapedtica (Ky ~100-1000 uM). Posteriormente se intenta
mejorar el potencial de union de estos compuestos y esto se lleva a cabo
optimizando primero fragmentos individuales para posteriormente unirlos con
“linkers™ sintéticos, fusionarlos omitiendo las partes que tienen en comin u
optimizarlos hacia las regiones del sitio de union de la diana terapéutica que

queden por cubrir. Con esta técnica se intenta construir un ligando pieza por

pieza con ayuda de la informacion estructural de la diana con la que se una (194,

195) (Fig. 11).

’ "Hit" optimizado

Ray-X/RMN .,
ay I Informacioén estructural

Combinacién de estrategias
g Cribado adicional

“.&Q

Uni6n de fragmentos Fragmentos fusionados Elaboracién Quimiotecas combinatorias

Figura 11. Estrategias en el disefio de farmacos basado en el cribado de fragmentos.
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El FBDD tiene principalmente tres ventajas con respecto a las técnicas

tradicionales de descubrimiento de farmacos como el HTS (Fig. 12):

o lgual diversidad quimica con menor nimero de compuestos.

El nimero de compuestos que se prueban frente a una diana terapéutica
en HTS es del orden de 10°-10°. Si tenemos en cuenta que el ndmero de
compuestos posibles que cumplan las propiedades de farmacos esta estimado en
10%° y el nomero total de moléculas disponibles tanto en instituciones
comerciales como académicas de todo el mundo es 10%, aunque todo el planeta
hiciera un esfuerzo por hacer el cribado de estos compuestos solamente se
rozaria una pequefia porcion del total de la diversidad del espacio quimico
posible.

En FBDD, se suelen escoger quimiotecas de menor numero de
compuestos que en HTS, del orden de 10%10* compuestos con un peso
molecular < 250 Da y que presenten una diversidad quimica muy alta. Estos
compuestos que suelen presentar baja afinidad pueden ser modificados
afladiéndoles diferentes grupos o pueden combinarse entre ellos para llegar a
tener un compuesto de mayor afinidad frente una diana terapéutica. De esta
forma se reduce enormemente el nimero de compuestos manteniendo la

diversidad quimica (196).

o Eficiencia de union mas alta

Algunos de los parametros que se han establecido en los Gltimos afios
como una buena medida para evaluar el potencial de un fragmento “hit” de
partida es la eficiencia de unién (LE) (197). La eficiencia de unién se define
como el cociente entre la energia libre de union de un compuesto por una diana
concreta y el nimero de atdbmos pesados que tenga ese compuesto (HAC).

LE = AG/HAC = -RTIn(ICsp)/HAC



Introduccién 61

Se estima que un compuesto tiene buen potencial cuando el valor de la
eficiencia de union es igual o superior a 0,3. En el caso de los “hits” encontrados
utilizando el cribado de fragmentos, aunque inicialmente son poco potentes, son
mas pequefios y por tanto una gran parte de la molécula participa en la

interaccion, de forma que normalmente presentan eficiencias de union elevadas.

HTS Cribado de fragmentos
/> Ve K\\\ "\l/“ -\\\ "wiﬁ : ’\\

Figura 12. Diferencias en la eficiencia de union en los compuestos identificados con
HTS y FBDD (198).

o Mayor facilidad y velocidad de optimizacion de “hits”

Finalmente, ademas de la mayor posibilidad de encontrar un espacio
quimico libre de patentes cuando se trabaja con compuestos mas pequefios, otra
ventaja es que el nimero de posiciones dentro de la molécula susceptibles de ser
modificadas decrece considerablemente si lo comparamos con el tipo de
compuestos que se usan en HTS. Ademas son moléculas con una complejidad
quimica menor y por lo tanto las rutas sintéticas utilizadas para modificarlas son

mas cortas y méas simples (199).

4.2.-Técnicas utilizadas en el cribado de fragmentos.

Existe una gran variedad de métodos biofisicos tales como la resonancia
magnética nuclear, la cristalografia de rayos X, la espectrometria de masas o la
combinacion de algunos de ellos, que se usan para investigar e identificar
interacciones débiles entre los fragmentos y la diana de interés. Antes de
empezar el cribado, muchas compafiias generan sus propias quimiotecas de

fragmentos para su posterior aplicacion con todo tipo de dianas terapéuticas.
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Esta seleccion esta basada en maximizar la diversidad quimica. En una primera
etapa generan una base de datos con millones de compuestos disponibles en las
distintas casas comerciales. Posteriormente, se consideran las propiedades
moleculares de los compuestos y se eliminan todos aquellos que estén fuera del
espacio quimico de los fragmentos y que no cumplan la regla del 3 (193). Los
compuestos que cumplan este primer filtro se evallan de nuevo para eliminar
todos aquellos que contengan grupos funcionales inestables o que pudiesen
reaccionar en las condiciones de los ensayos posteriores. Finalmente se agrupan
los compuestos por familias y se eligen representantes de cada una de ellas, de
forma que se obtenga la mayor diversidad quimica posible. De esta forma estas
guimiotecas exploran mejor el espacio quimico disponible que 1 millon de

compuestos usados en HTS cléasico.

A continuacion se describen algunas de las técnicas mas usadas en el cribado
de fragmentos (200, 201):

o Andlisis in silico y eleccion de fragmentos
Se trata de un cribado virtual en el que mediante programas informaticos
se evalua la afinidad proteina-ligando. Esta técnica permite realizar cribado de
millones de compuestos en muy poco tiempo, a bajo coste. El andlisis de
fragmentos in silico contra una diana terapéutica concreta representa el punto de
partida en muchas compafiias farmacéuticas. Este andlisis inicial permite reducir

enormemente el nimero de fragmentos necesarios para hacer el cribado.

o Cribado a altas concentraciones
Es el mas comin de los métodos utilizados para hacer el cribado de
compuestos. Tipicamente la concentracién de ligando que se utiliza esta entre
250 y 1000 uM frente a 10-30 uM utilizado en HTS. Es un método rapido que
emplea gran variedad de técnicas de deteccion por lo que no necesita
instrumentacion muy cara o muy compleja. Sin embargo tiene varios

inconvenientes debido a la alta concentracion del ligando como por ejemplo el
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nimero elevado de falsos positivos detectados, la desnaturalizacion de la

proteina y la toxicidad en ensayos celulares.

o Resonancia magnética nuclear
Es una técnica utilizada por muchas compafiias farmacéuticas en la que
se ha puesto mucho esfuerzo para mejorar su sensibilidad y su rendimiento
mediante la aplicacion del registro digital, criosondas, automuestradores y
campos magnéticos mayores. Tiene la ventaja de que el nimero de falsos
positivos es muy pequefio y se pueden identificar facilmente. Ademas es una
técnica con alta sensibilidad, se pueden detectar compuestos con constantes de
disociacion del orden de mM y con algunos experimentos se puede caracterizar
la regién de union a la proteina.
o Cristalografia de rayos X
La cristalografia de rayos X es una técnica bien establecida con la que se
estudian las estructuras de macromoléculas de interés bioldgico. Esta técnica
permite obtener informacion estructural de la interaccion y en ella se detalla

perfectamente el modo de unioén del ligando a la proteina.

o Resonancia de plasma superficial

Es una técnica que detecta interaccion entre moléculas midiendo las
variaciones en el indice de refraccién entre dos fases separadas por un sensor
(normalmente una pelicula de oro). Normalmente, el cambio en el indice de
refraccién esta relacionado con el cambio de masa en la superficie del sensor
cuando las dos moléculas se unen. Tiene la ventaja de que no sélo se obtienen
datos de afinidad sino que también da informacién de la cinética de la
interaccién. El limite de deteccidn de la técnica estd en constantes de disociacion
del orden de 1 mM.

o “Tethering”
Los fragmentos deben estar marcados como compuestos disulfuro y las

dianas deben poseer una cisteina dentro o cerca del sitio de interés o de union al
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ligando. A veces, si la proteina carece de cisteinas en dicho sitio, puede ser
introducida por mutagénesis controlando que la actividad de la proteina no haya
cambiado. Durante la incubacion del ligando con la proteina en condiciones
reductoras se rompe el puente disulfuro de los fragmentos y estos pueden
interaccionar con la cisteina de la proteina formando nuevos puentes disulfuro.
Aguellos fragmentos que interaccionen no covalentemente con los residuos
cerca de la cisteina de interés y formen un complejo suficientemente estable son
detectados por espectrometria de masas. Puede detectar complejos con

constantes de disociacion del orden de 1-5 mM.

Recientemente, se han propuesto cuatro nuevas técnicas biofisicas para
medir interacciones, sin embargo su uso se ha restringido principalmente para el
cribado de quimiotecas que contienen compuestos mas elaborados y con una

afinidad por la diana de nM-uM. Estas técnicas son las siguientes:

o Cromatografia frontal de afinidad-espectrometria de masas
Esta técnica se utiliza en muchas fases del proceso de descubrimiento de
farmacos y en los Gltimos afios también se ha utilizado para la identificacién de
ligandos de bajo peso molecular. Con este método, la diana es inmovilizada en
un capilar y se pasan mezclas de diferentes compuestos. La interaccion se
detecta por un incremento del tiempo de retencion del ligando usando

espectrometria de masas.

o Termofltor
Esta técnica detecta cambios en la temperatura de fusion de una diana
cuando un ligando se une y la estabiliza. Aunque claramente se puede utilizar
para medir interacciones, la gran utilidad de esta técnica reside en encontrar
moléculas que puedan estabilizar proteinas.
o Electroforesis capilar de afinidad
La electroforesis capilar es una técnica de separacién en la que las

sustancias a analizar se separan en funcion de su diferente movilidad, en sentido
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y velocidad, bajo la accion de un campo eléctrico. Ademas la utilizacion de un
capilar minimiza los efectos de conveccidén de las técnicas electroforéticas
convencionales. Se pueden medir constantes de disociacion detectando

diferencias en la movilidad de la proteina sola o el complejo.

o Calorimetria de titulacion isotérmica
Es una técnica biofisica con la que se puede calcular la constante de
disociacion entre dos compuestos al medir el calor absorbido o liberado cuando
existe una interaccion. En un mismo experimento se puede determinar la
constante de afinidad (Ka), la estequiometria (n), y los parametros
termodindmicos que definen dicha interaccion como la energia libre de Gibbs
(AG), la entalpia (AH) y la entropia (AS).

4.3.-Cribado de fragmentos por espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Utilizando el cribado de fragmentos por RMN se han podido identificar
moléculas pequefias que interaccionan con una diana de interés. Esto es posible
mediante la observacién de los cambios que se producen durante la interaccion
en ciertos parametros de RMN. Los métodos de cribado por RMN se pueden
clasificar en aquellos que detectan la interaccién por observacion de la
macromolécula o diana de interés y los que la detectan por la observacion del
ligando. En el primer caso los cambios que pueden ser monitorizados son los
desplazamientos quimicos y en el segundo caso los cambios se detectan en otro
tipo de parametros como por ejemplo, en la relajacion longitudinal, transversal y
de doble cuanto, en el coeficiente de difusion y en la transferencia de

magnetizacion inter e intra molecular.

4.3.1.-Experimentos basados en la observacion de la macromolécula. SAR por
RMN
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SAR (“Structure Activity Relationships”) por RMN (202) consiste en el
disefio de farmacos a partir de varios fragmentos que interaccionan en sitios
distintos de la proteina. Para ello se utiliza la informacion que proporcionan los
cambios producidos en el espectro de RMN durante la interaccion junto con la
informacion estructural y conformacional tanto de la proteina como del ligando.

En primer lugar, la interaccion se detecta al comparar el espectro 2D-['H-
>N]-HSQC de la proteina enriquecida con N en ausencia y presencia del
ligando, al observar los cambios producidos en los desplazamientos quimicos de
los residuos de la diana implicados en la interacciéon. Se puede calcular la
constante de disociacion del complejo monitorizando los cambios de
desplazamientos quimicos en funcion de la concentracion del ligando. Una vez
identificado un ligando se intenta modificar o buscar analogos para mejorar su
afinidad por la diana en cuestién.

Si se comprueba que otro fragmento interacciona en otro sitio diferente de la
proteina, la localizacion y orientacion de ambos en el complejo puede ser
determinada experimentalmente mediante experimentos “transfer NOE” o
“isotope-edited”. En base a esta informacion, los dos compuestos pueden ser
unidos sintéticamente de forma que se mantenga la orientacion espacial de los
dos ligandos entre ellos mismos y con respecto a la proteina en cuestion. De esta
forma se pueden obtener compuestos de alta afinidad.

Por consiguiente el marcaje isotopico de la proteina con °N, la asignacion
de al menos el esqueleto de la proteina que estd limitado a proteinas con peso
molecular menor de 30 kDa y el conocimiento de la estructura de la proteina son

los requisitos minimos para poder utilizar esta técnica y realizar SAR por RMN.

4.3.2.-Experimentos basados en la observacion del ligando

En un esfuerzo por ampliar el nimero de dianas para hacer cribado, se
disefiaron experimentos por RMN basados en la observacion del ligando. En este
caso, no hay que marcar isotopicamente la proteina y el peso molecular de la

proteina debe ser mayor de 20 kDa. Otra ventaja es que la sensibilidad de la
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técnica es mayor, ya que se pueden detectar interacciones mas débiles. Una
desventaja es que en algunos casos puede aumentar el riesgo de falsos positivos.
Entre todos los experimentos posibles, los basados en  “diferencia de
transferencia de saturacién” (STD) (203) y los experimentos “WATERLOGSY”
(204) son los mas utilizados. Ambos experimentos son faciles de ejecutar y se
basan en la transferencia de magnetizacion selectiva desde la proteina al ligando
gue estd unido. Con este tipo de experimento también se puede hacer
competicion frente a un ligando conocido pudiéndose de esta forma determinar
el sitio de unién con la diana. Si el compuesto que estamos probando compite
con el ligando conocido por el mismo sitio de unién con la proteina, se detectara
una disminucion de intensidad de las sefiales de uno de ellos o de ambos. De esta
forma se minimiza también el nimero de falsos positivos. Existe también la
posibilidad de que se obtengan falsos negativos en el caso de compuestos que
tengan afinidad muy alta por la proteina. Estos compuestos no resultarian
positivos en el STD y WATERLOGSY. Sin embargo esta posibilidad es muy

baja para compuestos de pequefio tamafio como son los fragmentos.
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1.-BIOLOGIA MOLECULAR
1.1.-Heparanasa

1.1.1- Disefio y preparacion de las construcciones de Heparanasa

La clonacion del ADN recombinante de heparanasa completa (Homo sapiens,
referencia uniprot Q9Y251) (HC) fue realizada a partir del plasmido HC-PGEX
cedido por el Dr. Luis Manuel Quir6s (Instituto Universitario de Oncologia del
Principado de Asturias). La clonacién fue realizada en el plasmido p11 (205),
una version modificada del plasmido pET15b (Fig. 1). Este plasmido contiene
una cola de seis histidinas que fusiona con la proteina por su extremo N-terminal
y una secuencia de aminoacidos susceptible a un corte proteolitico (indicado
como SCTEV), para posteriormente poder aislar la proteina utilizando la
proteasa de “Tobacco etch virus” (TEV) (206).

ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC AGA
M G S S HH H H H H S S G R

SCTEV Ndel BamHlI
GAA AACTTG TAT TTC CAG GGC CAT ATG ...... GGATCC TAATAA
E N L T F O G H M G S

Figura 1. Regién modificada del vector pET15b que incluye una cola de 6
histidinas que fusiona por el extremo N-terminal. En azul estd sefialada la
secuencia de nuclettidos que reconoce la proteasa TEV (SCTEV) y en rojo la
secuencia de nucle6tidos que codifica para los sitios de restriccion de las enzimas
Ndel y BamHI (205).

Los pasos que se siguieron para realizar la clonacion de HC en p11 (HC-p11)

fueron:
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o  Amplificacion del inserto deseado a partir del plasmido de partida:

Para ello se empled el método de la doble reaccion en cadena de la
polimerasa (doble PCR) (207). La enzima utilizada fue la “Pwo DNA
polymerase” (Roche) y los oligonucléotidos disefiados para ello fueron los

siguientes:

Nierminat 1argo: 5°-T ATG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3

Nterminal COrto: 5°-TG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’

Cterminal 1argo:5’-GAT CCT TAT CAG ATG CAA GCA GCAACT TTGGCATTT-3
Crerminal COrto: 5°-C TTA CTA GAT GCA AGC AGC AAC TTT GGC ATT TCT-3’

Para llevar a cabo la doble PCR, ambas reacciones contenian 5 pL. de 10x Pwo
Buffer con 1 M MgSO, (Roche), 1 pL de 10 mM dNTP, 1 pL de “primer”
Nierminal (100 pmol/uL), 1 uL de “primer’” Cieminai (100 pmol/uL) (SIGMA), 1 pL
de HC-PGEX (5 ng en la reaccién) y 0,5 uL de enzima Pwo DNA Polymerase
(Roche) en un volumen final de 50 puL. de agua. El programa de temperaturas que
se siguid fue el siguiente: una desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos
seguida de un ciclo que consistia en una desnaturalizaciéon a 94 °C durante 30
segundos, una fase de hibridacion a 63 °C durante 30 segundos y una extension a
72 °C durante 30 segundos. Este ciclo fue repetido 30 veces. Finalmente se
realizé una extension a 72 °C durante 10 minutos.

A continuacién se detalla la secuencia del inserto de heparanasa completa en

nucledtidos y en aminoéacidos:

caggacgtcgtggacctggacttcttcacccaggagecgcetgcacctggtgageccctegttectgtecgtcacca
ttgacgccaacctggecacggacccgeggttecteatcctectgggttctccaaagettcgtaccttggecagagg
cttgtctectgegtacctgaggtttggtggcaccaagacagacttcctaattttcgatcccaagaaggaaggtageg
gatccggctctaaaaagttcaagaacagcacctactcaagaagetctgtagatgtgctatacacttttgcaaactgct
caggactggacttgatctttggcctaaatgcgttattaagaacagcagatttgcagtggaacagttctaatgctcagtt
gctcctggactactgctcttccaaggggtataacatttcttgggaactaggcaatgaacctaacagtttccttaagaag

gctgatattttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaagtccaccttcaa
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aaatgcaaaactctatggtcctgatgttggtcagectcgaagaaagacggctaagatgctgaagagettcctgaag
gctggtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgctaccagggaagatttt
ctaaaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgagagcaccaggectggcaa
gaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagegceccttgctatccgacacctttgcagcetgg
ctttatgtggctggataaattgggectgtcageccgaatgggaatagaagtggtgatgaggceaagtattetttggag
caggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatctcttctgttcaagaaattggtgg
gcaccaaggtgttaatggcaagcgtgcaaggttcaaagagaaggaagcettcgagtataccttcattgcacaaacac
tgacaatccaaggtataaagaaggagatttaactctgtatgccataaacctccataatgtcaccaagtacttgcggtta
ccctatcctttttctaacaagcaagtggataaataccttctaagacctttgggacctcatggattactttccaaatctgtc
caactcaatggtctaactctaaagatggtggatgatcaaaccttgccacctttaatggaaaaacctctccggecagg

aagttcactgggcttgccagctttctcatatagtttttttgtgataagaaatgccaaagttgctgcttgcatctga

ODVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGLSP
AYLRFGGTKTDFLIFDPKKEGSGSGSKKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDL
IFGLNALLRTADLOWNSSNAQLLLDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADIFT
NGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVI
DSVIWHHYYLNGRTATREDFLNPDVLDIFISSVOKVEQVVESTRPGKKVWLGE
TSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFEFGAGNYHLVDE
NEDPLPDYWLSLLEFKKLVGTKVLMASVQGSKRRKLRVYLHCTNTDNPRYKEGD
LTLYAINLHNVTKYLRLPYPESNKQVDKYLLRPLGPHGLLSKSVQLNGLTLKM
VDDQTLPPLMEKPLRPGSSLGLPAFSYSFEFVIRNAKVAACT

o  Tratamiento del plasmido receptor con las enzimas correspondientes:

En este caso las enzimas utilizadas fueron Ndel y BamHI (NEW
ENGLAND BioLabs). En primer lugar se llevd a cabo el corte con Ndel, el
volumen final de la reaccion fue de 100 pL con una concentracion de ADN
plasmidico de 0,12 pg/uL, al que se le afiadio 1 pL de enzima y 5 pL de buffer
10x compatible con la enzima (NEW ENGLAND BioLabs). A continuacion se
dej6 a 37 °C durante el tiempo necesario hasta que el plasmido se encontrara en
su forma lineal; en este caso 12 horas. Una vez comprobado que el plasmido
estaba mayoritariamente en su forma lineal se corrié un gel de agarosa con

todo el ADN, se cortd la banda correspondiente y posteriormente se purifico
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utilizando para ello el kit de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
SYSTEM (Promega) para eliminar impurezas. Una vez que el DNA estaba
puro se corto con la enzima de restriccion BamHI de la misma forma que con
la enzima anterior pero en este caso el tiempo de incubacion fue 3 horas a 37
°C. El plasmido se volvié a purificar utilizando el kit anteriormente descrito.
Posteriormente el plasmido se tratd con la enzima fosfatasa alcalina (Roche)
para desfosforilar los nucleétidos de los extremos del plasmido. Para ello se
volvid a utilizar un volumen final de reaccion de 100 pL que contenia 1 uL de
enzima, 5 pL de buffer apropiado para esta enzima y el resto de agua Milli-Q.
Finalmente el plasmido lineal y desfosforilado fue purificado usando para ello
el kit anteriormente descrito dejandolo ya preparado para introducir el inserto

correspondiente.

o Ligacion:

Se puede definir como la incorporacion del inserto entre los sitios Ndel-
BamHI del plasmido receptor. Para llevar a cabo la ligacion se utilizdé una
concentracién de ADN total de entre 1-10 ng en un volumen total de reaccién
de 20 uL manteniendo una proporcién de ADN inserto:plasmido de 5:1. La
mezcla de reaccion se puso en presencia de T4 DNA Ligase (Amersham

Biosciences) y se incubo a 16 °C durante 30 min.

o Transformacion del HC-pll en células supercompetentes comerciales
XL10-GOLD (Stratagene Products):

El protocolo que se siguid para la transformacion es el siguiente:

1. Se afiadieron 3 uL de la mezcla de reaccion de la ligacion a 100 uL de
células previamente tratadas con P-mercaptoetanol y se dejaron en hielo
durante 30 min.

2. Choque térmico: se incubd a 42 °C durante 30 s y luego se dejo en hielo

2 min.
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3. Se afadieron 900 puL de medio SOC (Super Optimal broth with
Catabolite repression) a las células y se incub6 a 37 °C durante una hora.

4. El cultivo anterior se centrifugd a 3500 rpm durante 3 min, se retiraron
900 pL y el solido resultante se resuspendié en los 100 pL restantes. A
continuacion estos 100 uL de cultivo se utilizaron para sembrar una placa de
medio solido Luria-Bertani (LB) conteniendo ampicilina como antibiético a una

concentracion 100pg/mL y se incubé toda la noche a 37 °C.

Todas las construcciones utilizadas en este trabajo fueron clonadas a partir del
plasmido anteriormente descrito HC-p11 y usando en todas ellas la doble PCR y
el mismo método que para HC-p11 excepto para la subunidad de 45 kDa en la
que se utilizé6 PCR normal utilizando las mismas condiciones de reaccion que
para la doble PCR. Los plasmidos que se utilizaron fueron pll (descrito
anteriormente), pET47b que contiene una cola de seis histidinas que fusiona con
la proteina por su extremo N-terminal (en este plasmido no hay sitio de corte de
TEV), pMal que contiene MBP como proteina de fusién y un sitio de corte con
TEV y pET44a que contiene Nus A como proteina de fusién y un sitio de corte
con TEV.

A continuacién se detallan las secuencias en nucleétidos y aminoécidos de

todas las construcciones:

e} HEP36.109 (8 kDa)

caggacgtcgtggacctggacttcttcacccaggagecgcetgcacctggtgageccctegttectgteegteac
cattgacgccaacctggecacggaccegceggttectcateetectgggttctccaaagcttegtaccttggecag

aggcttgtctcctgegtacctgaggtttggtggcaccaagacagacttcctaattttcgatcccaagaaggaa

QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGL
SPAYLRFGGTKTDFLIFDPKKE


http://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
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e} HEP153.417 (29 kDa)

aaaaagttcaagaacagcacctactcaagaagctctgtagatgtgctatacacttttgcaaactgctcaggactgg
acttgatctttggcctaaatgcgttattaagaacagcagatttgcagtggaacagttctaatgctcagttgetectgg
actactgctcttccaaggggtataacatttcttgggaactaggcaatgaacctaacagtttccttaagaaggetgat
attttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaagtccaccttcaaaaatg
caaaactctatggtcctgatgttggtcagcectcgaagaaagacggcetaagatgctgaagagettcctgaaggetg
gtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgctaccagggaagattttcta
aaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgagagcaccaggcectggcaa

gaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagegceccttgctatccgacacctttgcagetg
gctttatgtggcetggataaattgggectgtcageccgaatgggaatagaagtggtgatgaggceaagtattetttgg
agcaggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatctcttctgttcaagaaattg

gtgggcaccaag

KKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLD
YCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTEFKNA
KLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDEFLNP
DVLDIFISSVOKVFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGEMW
LDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGAGNYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTK

o H EP233.417 (21 kDa)

gctgatattttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaagtccaccttca
aaaatgcaaaactctatggtcctgatgttggtcagectcgaagaaagacggctaagatgcetgaagagcttcctga
aggctggtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgctaccagggaag
attttctaaaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgagagcaccaggect
ggcaagaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagegeccttgctatccgacacctttge
agctggctttatgtggctggataaattgggectgtcageccgaatgggaatagaagtggtgatgaggcaagtatt
ctttggagcaggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatctcttctgttcaag

aaattggtgggcaccaag

ADIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSEFLK
AGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDFLNPDVLDIFISSVQKVEQVVESTRPG
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KKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGEMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVEFGA
GNYHLVDENFDPLPDYWLSLLEFKKLVGTK

e} HEP 58543 (45 kDa)

aaaaagttcaagaacagcacctactcaagaagctctgtagatgtgctatacacttttgcaaactgctcaggactgg
acttgatctttggcctaaatgcegttattaagaacagcagatttgcagtggaacagttctaatgctcagttgetectgg
actactgctcttccaaggggtataacatttcttgggaactaggcaatgaacctaacagtttccttaagaaggctgat
attttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaagtccaccttcaaaaatgy
caaaactctatggtcctgatgttggtcagcectcgaagaaagacggctaagatgctgaagagettcctgaaggetg
gtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgctaccagggaagattttcta
aaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgagagcaccaggectggeaa

gaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagegceccttgctatccgacacctttgcagetg
gctttatgtggcetggataaattgggectgtcageccgaatgggaatagaagtggtgatgaggceaagtattetttgg
agcaggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatctcttctgttcaagaaattgy

gtgggcaccaaggtgttaatggcaagcgtgcaaggttcaaagagaaggaagcttcgagtataccttcattgcac
aaacactgacaatccaaggtataaagaaggagatttaactctgtatgccataaacctccataatgtcaccaagtac
ttgcggttaccctatectttttctaacaagcaagtggataaataccttctaagacctttgggacctcatggattactttc
caaatctgtccaactcaatggtctaactctaaagatggtggatgatcaaaccttgccacctttaatggaaaaacctc
tccggcecaggaagttcactgggcttgecagcetttctcatatagtttttttgtgataagaaatgccaaagttgetgctty

catctga

KKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLOQWNSSNAQLLLD
YCSSKGYNISWELGNEPNSEFLKKADIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTEKNA
KLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVIWHHYYLNGRTATREDFLNP
DVLDIFISSVQKVEFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGEMW
LDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGAGNYHLVDENEFDPLPDYWLSLLEKKLVGTK
VLMASVQGSKRRKLRVYLHCTNTDNPRYKEGDLTLYAINLHNVTKYLRLPYP
FSNKQVDKYLLRPLGPHGLLSKSVQLNGLTLKMVDDQTLPPLMEKPLRPGSS
LGLPAFSYSFEVIRNAKVAACIT
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e} HEP36.417 (37 kDa)

caggacgtcgtggacctggacttcttcacccaggagccgctgcacctggtgageccctegttectgtecgtcac

cattgacgccaacctggecacggaccegeggttectcateetectgggttctccaaagcttegtaccttggecag

aggcttgtctcctgegtacctgaggtttggtggeaccaagacagacttcctaattttcgatcccaagaaggaaggt
agcggatccggctctaaaaagttcaagaacagcacctactcaagaagctctgtagatgtgctatacacttttgcaa
actgctcaggactggacttgatctttggcctaaatgcegttattaagaacagcagatttgcagtggaacagttctaat
gctcagttgctectggactactgctcttccaaggggtataacatttcttgggaactaggcaatgaacctaacagttt

ccttaagaaggctgatattttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaa

gtccaccttcaaaaatgcaaaactctatggtcctgatgttggtcagectcgaagaaagacggctaagatgetgaa
gagcttcctgaaggctggtggagaagtgattgattcagttacatggceatcactactatttgaatggacggactgct

accagggaagattttctaaaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgaga
gcaccaggcctggcaagaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagegeccttgetate
cgacacctttgcagctggctttatgtggctggataaattgggectgtcagcccgaatgggaatagaagtggtgat

gaggcaagtattctttggagcaggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctate
tcttctgttcaagaaattggtgggcaccaagg

QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSEFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGL
SPAYLRFGGTKTDFLIFDPKKEGSGSGSKKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSG
LDLIFGLNALLRTADLOQWNSSNAQLLLDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKA
DIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQOPRRKTAKMLKSEFLKA
GGEVIDSVIWHHYYLNGRTATREDFLNPDVLDIFISSVOKVFQVVESTRPGK
KVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVEFGAG
NYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTK

Los oligonuclétidos utilizados para las clonaciones fueron diferentes segun la

construccion y el plasmido utilizado:

1.

O

Construcciones clonadas en p11

H EP36-109

Nierminai 1argo: 5°-T ATG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3

Nterminal COrto: 5°-TG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’
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Crerminal 1argo: 5’-GA TCC TTATTC CTT CTT GGG ATC GAA AAT TAG-3’
Crerminal COrto: 5>-CTTATTCCTTCTTGGGATCGAAAATTAG-3’

o HEP158.417

Nierminai 1argo: 5°-T ATG AAA AAG TTC AAG AAC AGC ACC TAC TCA AGA-3’
Nterminal COrto: 5°-TG AAA AAG TTC AAG AAC AGC ACC TAC TCA AGA-3’
Cterminal 1argo: 5°-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’
Cherminal COrto: 5°-C TTACTT GGT GCC CAC CAA TTT CTT GAA CAG AAG-3’

0 HEP233.417

Nterminal 12rgo: 5°-TA TGG CTG ATATTT TCA TCA ATG GGT CGC-3’

Nterminal COrto: 5-TGG CTG ATA TTT TCA TCA ATG GGT CGC-3’

Crerminal 1argo: 5°-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’
Cherminal COrto: 5°-C TTA CTT GGT GCC CAC CAA TTT CTT GAA CAG AAG-3’

o  HEPisg.543

Nierminal 1argo: 5°-T ATG AAA AAG TTC AAG AAC AGC ACC TAC TCA AGA- 3’
Nierminal COMto: 5°-TG AAA AAG TTC AAG AAC AGC ACC TAC TCA AGA-3’
Crerminal 1argo: 5°-GAT CCT TAT CAG ATG CAA GCA GCA ACT TTG GCA TTT-3’
Cerminal COIt0: 5°-C TTA CTA GAT GCA AGC AGC AAC TTT GGC ATT TCT-3’

o HEP36.417

Nierminat 12rgo: 5°-T ATG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’

Nterminal COIto: 5°-TG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’

Crerminal 1argo: 5°-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’
Crerminal COrto: 5°-C TTA CTT GGT GCC CAC CAA TTT CTT GAA CAG AAG-3’

2. HEP35.417 clonada en pMal

Nierminat 12rgo: 5°-AA TTC GAA AAC TTG TAT TTC CAG GGC CAT ATG CAG
GAC3¥
Nterminal COrto: 5’-CGA AAA CTT GTA TTT CCA GGG CCA TAT GCA GGA 3’
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Crerminal 1argo: 5°-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’
Crerminal COrto: 5°-C TT ACT TGG TGCC CAC CAATTT CTT GAA CAG AAG-3’

3. HEP35.417 clonada en pET44a

Nterminal 12rgo: 5°-GCG GAA AAC TTG TAT TTC CAG GGC CAT ATG 3’

Nterminal COrto: 5°-G GAA AAC TTG TAT TTC CAG GGC CAT ATG 3’

Crerminal 1argo: 5’-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’
Crerminal COrto: 5°-C TTA CTT GGT GCC CAC CAATTT CTT GAA CAG AAG-3’

4.  HEP;sg.543 (45 kDa) clonada en pET47b

Nterminai: 5°-GTA GAG GGA TCC CTA CTA GAT GCA AGC AGG-3’
Cherminal : 5’-CGC TCT CCG CGG AAA AAG TTC AAG AAC ACG-3’

1.1.2.-Expresion de las distintas construcciones

Una vez que las distintas construcciones de heparanasa se clonaron en el
vector de expresion adecuado, se llevé a cabo la transformacion para cada una
de ellas en células de expresion de Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3)
(Stratagene) excepto para HEP;s5.417 €n la que se usé BL21-CodonPlus(DE3)-
RIL (Stratagene). La transformacion fue realizada utilizando 1 pL de plasmido
en 50 uL de las células anteriormente descritas siguiendo el mismo protocolo
descrito en el apartado 1.1.1.

El cultivo de las células se realizd en condiciones aerdbicas en medio liquido
Luria-Bertani (LB). Todos los cultivos fueron preparados utilizando ampicilina
como antibiético a una concentracion final de 100 pug/mL, excepto para el caso
de HEPi534:7 €n el que se afiadié ademéas cloroanfenicol también a una
concentracion final de 100 pg/mL. La resistencia especifica a la ampicilina se la
confiere el vector de expresion pll y al cloranfenicol las células de expresion
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

Para la correcta oxigenacién del cultivo se utilizaron matraces de 2 L con 500

mL de medio cada uno y se mantuvieron en agitacion continua durante todo el
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tiempo de incubacion. Tras la inoculacion del medio con 5 mL de un precultivo
crecido a 37 °C en LB durante la noche anterior, se mantuvieron a 37 °C hasta
alcanzar una densidad éptica a 600 nm de 0,6-0,8 excepto para la construccion
HEP1s6.417-p11 en la que se utilizé 0,3. Los plasmidos utilizados para cada una
de las construcciones contenian en su secuencia el gen regulador “Lacl”. El
producto del gen regulador es un represor que impide la expresion de los genes
en ausencia del inductor. Para inducir la expresién de la proteina se utilizd
isopropil-B-tiogalactopiranésido (IPTG) (SIGMA-ALDRICH) capaz de inactivar
el represor del operon Lac e inducir la expresion de los genes de interés. Para
ello se utilizé una concentraciéon de 0,8 mM de IPTG y una temperatura de 25
°C. A continuacion se dejé que la expresion tuviese lugar durante un tiempo
aproximado de 18 horas. Transcurrido este tiempo, se recogieron las células por
centrifugacion de los cultivos a 3500 rpm, durante 15 min a 4 °C, y se
almacenaron los pellets a -20 °C hasta su uso. Todo este proceso viene
representado en la Fig. 2.

TRANSFORMACIONEN | ——— PRECULTIVO
CELULAS DE EXPRESION
- CRECIMIENTO 37 °C .
ExPRESIONO.8 mM IPTG | -~—F INOCTUTLACION
25°C ~18 h 0D 6000 0,3-0.8 | MEDIO

CENTRIFUGACION | ——> | CELULAS

Figura 2. Esquema para la expresion de la proteina.
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1.1.3.-Marcaje isotopico de las construcciones de heparanasa

Para la preparacion de muestras marcadas uniformemente en *H, **N y/o **C,
se utiliz6 un medio minimo M9 utilizando D,O 70%, *NH,CI y **C-glucosa
(Eurisotop) como Unicas fuentes de deuterio, nitrébgeno y carbono
respectivamente (208).

Las condiciones para expresar la proteina marcada en °N y/o **C fueron las
mismas que las descritas anteriormente. Sin embargo en el caso de muestras
marcadas en *H, hubo que hacer una adaptacion previa de las células. En primer
lugar se puso un precultivo en medio LB hasta que las células alcanzaron una
densidad éptica a 600 nm de 0,6-0,8. Este precultivo fue utilizado para inocular
un cultivo de 100 mL de medio minimo M9 conteniendo 0% D-,O; cuando las
células alcanzaron la densidad Optica deseada, se volvié a utilizar este cultivo
para inocular otro de 30% D,0 y se volvio a repetir la operacion posteriormente
inoculando cultivos de 50% y finalmente del 70% de D,O. De esta manera nos
aseguradbamos de que un 70% de la proteina estaba marcada con ?H (208). La
expresion de la proteina se indujo de la misma forma que se ha indicado en el

apartado 1.1.2.

1.1.4.-Marcaje isotdpico selectivo de las construcciones de heparanasa

La proteina fue también expresada marcada en N de forma selectiva en
algunos aminodcidos. Para ello, se afiadié 1 g de aminoacido marcado en °N a
500 mL de medio de cultivo LB (209). Los aminoacidos utilizados fueron *°N-
Gly, ®N-Leu, ®N-Lys, N-Glu y ®N-Ser (Tracer tec). Las células se crecieron a
37 °C hasta una O.D. de 0,6-0,8 a 600 nm. La expresion se indujo con 0,8 mM
de IPTG y se llevé a cabo a 37 °C durante 4 horas.

1.1.5.-Lisis celular de las construcciones de heparanasa

La ruptura de las células se realizd en dos etapas, una primera etapa basada en

una ruptura enzimatica (utilizando lisozima), y una segunda etapa basada en una



Materiales y Métodos 83

ruptura fisica (sometiendo a las células a diferentes ciclos de sonicacion). Para la
ruptura enzimatica, las células que procedian de un litro de cultivo se
resuspendieron en 50 mL de un tampdn de lisis cuya composicién variaba

dependiendo del plasmido utilizado. Estos tampones fueron:

- Tampén A: 25 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM de cloruro sodico, 10% (v/v)
glicerol (MERCK), 1% (v/v) Triton (FLUKA) utilizados para todas las
construcciones clonadas en p11y pET47b.

- Tampén B: 25 mM Tris-HCI pH 7,4, 200 mM de cloruro s6dico, 1 mM
EDTA (Roche) para HEP3¢.4:7-pMal.

- Tampén C: 25 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM de cloruro sodico, 10% (v/v)
glicerol (MERCK) para HEP35.417-pET44a.

Todos estos tampones fueron suplementados con 0,5 mg/mL de lisozima
(Fluka), 10 ug/mL de DNasa (Roche) y media tableta de céctel inhibidor de
proteasas libre de EDTA (Roche).

Posteriormente las células se dejaron en agitacion moderada durante media
hora a 4 °C. Una vez transcurridos los 30 min, fueron sometidas a 10 ciclos de
sonicacion (Microson™ Ultrasonic cell disruptor XL, Misonix) que consistian
cada uno de ellos en sonicar durante 30 s a maxima potencia seguido de un
periodo de descanso de 10 s. Una vez rotas las células, se separaron el

sobrenadante y el pellet mediante centrifugacién a 9000 rpm a 4 °C.
1.1.6.-Purificacion de las construcciones clonadas en p11 Y pET47b.

Después de la lisis celular, todas las construcciones de heparanasa fueron
encontradas en el pellet. Posteriormente, estas construcciones fueron sometidas a
distintos ciclos de sonicacién con distintos tampones de lisis con el objeto de
purificarlas y eliminar del pellet otras proteinas mas solubles que heparanasa.
Finalmente las construcciones de heparanasa ya practicamente puras fueron

solubilizadas afiadiendo al tampdn 0,125% (p/v) de N-lauroylsarcosine. Todas
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las sonicaciones se llevaron a cabo con el mismo sonicador y usando los mismos
ciclos que para la ruptura celular. Los tampones usados para cada sonicacion

fueron los siguientes:

o 2% sonicacion: 25 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM de cloruro sodico, 1%
(p/v) Triton, 10% (v/v) glicerol.

o 3&sonicacion: 25 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM de cloruro sddico, 0,06%
(p/v) N-lauroylsarcosine (SIGMA-ALDRICH).

o 42 sonicacién: 25 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM de cloruro sodico,
0,125% (p/v) de N-lauroylsarcosine.

Después de cada sonicacion se separd sobrenadante y pellet mediante
centrifugacion a 9000 rpm durante 30 min. El pellet fue resuspendido en el
nuevo tampodn dejandolo en agitacion durante 30 min a 4 °C. Todo este proceso
aparece esquematizado en la Fig. 3

Posteriormente se refind la purificacion de la proteina mediante cromatografia
de afinidad de metal inmovilizado (IMAC). Para ello se aplicé el sobrenadante
de la 42 sonicacion a una columna que previamente habia sido cargada con 2 mL
de resina TALON (Clontech) y equilibrada con el mismo tampon en el que se
encontraba la proteina (25 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM de cloruro sddico,
0,125% de N-lauroylsarcosine). La proteina se dejo en contacto con la resina
durante dos horas con agitacion usando una noria con una rotacion de 18 rpm.
Una vez transcurrido este tiempo se dejo pasar el tampdn a través de la columna
y la proteina que quedd6 unida a la resina fue lavada primero con 25 mL del
mismo tampo6n de equilibracién y en segundo lugar con el mismo tampon
suplementado con 5 mM imidazol (SIGMA) para eliminar posibles uniones
inespecificas de otras proteinas a la resina. Seguidamente la proteina fue eluida
con 10 mL de este mismo tampén suplementado con 500 mM imidazol. La
pureza de la proteina se valor6 sobre SDS-PAGE (Bis/Tris NuPAGE
polyacrylamide gels) al 12% (p/v).
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| Lisis enzimatica (lisozima) ‘

| |
| Lisis fisica (12 sonicacion) }7
¥

pellet 1 ‘

sobrenadante 1

22 sonicacion |
centrifugacion |

s

pellet2 sobrenadante 2
32 sonicacion
centrifugacion

pellet 3 scbrenadante 3

42 sonicacion
centrifugacion

[ pelletel

sobrenadante 4

Figura 3. Esquema de tratamiento de lisis y purficacion de las construcciones de
heparanasa clonadas en el plasmido pll y pET47b. En rojo esta sefialado el

recorrido de la proteina desde la célula hasta tenerla en condiciones solubles.

1.1.7.-Purificacién de HEP35 417-pMAL.

Después de la lisis celular la proteina fue encontrada en el sobrenadante.
Teniendo en cuenta que esta construccion contiene fusionada la proteina MBP
(proteina de unién a maltosa), la purificacion de HEPsg4:; Se llevé a cabo
mediante cromatografia de afinidad aprovechando la interaccion entre la MBP y

la resina de amilosa. De esta forma, el sobrenadante fue aplicado sobre una
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columna que contenia 5 mL de resina de amilosa (New England BioLabs)
equilibrado con tampdn B. La columna que contenia la proteina unida a la resina
fue lavada con tampén B y posteriormente eluida con el mismo tampon
suplementado con 10 mM maltosa. Se comprobo la pureza de la proteina
utilizando SDS-PAGE al 12% (p/v). Toda la purificacién se llevo a cabo a 4 °C.

1.1.8.-Purificacion de HEP3¢ 417-pET44a

Se utilizd cromatografia de metal inmovilizado (IMAC) para purificar esta
construccion. Para ello, el sobrenadante que se obtuvo después de la lisis celular
se aplicd a una columna cargada con 2 mL de resina TALON (Clontech)
equilibrada con buffer C. La proteina que quedd unida a la resina fue lavada en
primer lugar con 25 mL del mismo tampdn de equilibracion y en segundo lugar
con el mismo tampon suplementado con 5 mM imidazol para eliminar uniones
inespecificas. Seguidamente la proteina fue eluida con 10 mL de este tampon
suplementado con 500 mM imidazol. La pureza de la proteina fue valorada por
SDS-PAGE al 12% (p/v).

1.1.9.- ldentificacion de la secuencia y peso molecular de HEPis5.416 por

espectrometria de masas MALDI-TOF

El peso molecular y la secuencia de aminoacidos fueron confirmadas mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF. Para ello se utiliz6 una muestra disuelta
en 25 mM fosfato pH 6, 50 mM NaCl y 0,125% de N-lauroyl-sarcosine (p/v)
con una concentracion de 0,3 pg/uL en un volumen final de 200 pL.

o ldentificacién de la secuencia de aminodacidos de la proteina.

La muestra fue precipitada con una mezcla de acido tricloroacético
(TCA)/acetona. Una vez que la proteina fue precipitada, se procedié a la
digestién de la muestra con tripsina. Para ello, la proteina precipitada fue tratada
en primer lugar con 5 mM de DTT disuelto en una disolucion 50 mM de
bicarbonato aménico (NH4;HCOs) durante 30 s a 60 °C, a continuacién con 35

mM de IAM (yodoacetamida) disuelto en una disolucion 50 mM de bicarbonato
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amonico (NH4HCO3) durante 30 s en oscuridad y posteriormente se incubd con
100 ng de tripsina a 37 °C para llevar a cabo la digestion. La reaccion de
digestién fue parada con acido trifluoracético (TFA) al 10% (pH 1). Finalmente
se llevé a cabo el espoteo directo y el Zip Tip de 10 uL. de muestra. Se incluy6
en el procesado de las muestras un blanco de 75 ng de BSA como control de la
digestién y un blanco con los reactivos para determinar el origen de posibles
contaminaciones por queratinas. Antes del andlisis de la muestra, se calibraron la
placa y los métodos de adquisicion. Los espectros de MALDI TOF se
adquirieron en modo reflectén positivo utilizando un 4700 Proteémica Analyzer,
ABI. Se seleccionaron autométicamente 5 iones entre aquellos de mayor
intensidad, excluyendo los que correspondian a contaminaciones conocidas.
Posteriormente se realizé una calibracién interna con los picos de autodigestion
de la tripsina y se obtuvo el espectro de fragmentacién de cada uno de estos
iones utilizando la disociacion inducida por colision (“CID on”) con 1 kV de
energia de colision.

Las muestras fueron analizadas con un Applied Biosystems en un servidor de

MASCOT residente (http://www.matrixscience.com/search intro.html). Las

bases de datos utilizadas fueron SwissProt y HomaMade.

o ldentificacion del peso molecular de la proteina

Se hicieron 6 diluciones de la muestra (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20) en matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicindmico y se depositaron en una placa de MALDI. El
peso molecular se determind en un espectrometro de masas con ionizacion
MALDI y detectores de vuelo de tindem (MALDI TOFTOF, 4700 PA, ABI)
Los espectros se adquirieron en modo lineal positivo. Los métodos de
adquisicion fueron calibrados previamente al andlisis de las muestras y se
acumularon entre 2000 a 4000 disparos a una intensidad de laser de 6000
(YAG LASER, 200 Hz). La adquisicion de los datos se realizd de forma
aleatoria por toda la muestra.

Estos experimentos fueron realizados por el Servicio de Protedmica

(Proteored) del Centro de Investigacion Principe Felipe (Valencia).


http://www.matrixscience.com/search_intro.html
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1.2.-Purificacién de fondaparinux

Se parti6 de una solucion salina de 3,2 mL que contenia Fondaparinux
(Arixtra) a una concentracion de 12,5 mg/mL. La muestra fue congelada en
nitrogeno liquido y liofilizada durante toda la noche para eliminar el agua.
Posteriormente fue disuelta en 400 pL de agua MilliQ. Una vez que la muestra
fue concentrada, se elimind el cloruro sédico mediante cromatografia de
exclusion molecular. Para ello se utilizd una columna PD MidiTrap G-10
previamente lavada y equilibrada con 16 mL de agua MilliQ. Posteriormente se
aplicaron los 400 pL de muestra que contenian el Fondaparinux sobre la
columna y se dejé pasar el volumen de tampdn que ocupaba la resina. Se eluyd
con 1,3 mL de agua MilliQ y se recogieron 13 fracciones de 100 pL. Para saber
si las distintas fracciones contenian cloruro sodico, se utilizé una solucién de
nitrato de plata que afadida a las fracciones que contenian sal formaban un
precipitado blanco de cloruro de plata. De esta forma solo se escogieron las
fracciones libres de cloruro sédico y que contenian el Fondaparinux puro.
Finalmente se unieron todas estas fracciones y se liofilizaron para ser

almacenadas hasta su utilizacién en experimentos posteriores.

2.-RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
2.1.-Preparacion de la muestra

2.1.1.-Experimentos bi- y tri-dimensionales necesarios para la asignacion de
la proteina

Las muestras utilizadas para adquirir los experimentos estaban marcadas
isotopicamente en **N, **C, 2H o combinaciones de estos isétopos dependiendo
del tipo de experimentos (Tabla 1) aungue también se utilizaron muestras
marcadas selectivamente con N en algunos aminoécidos. Para adquirir los
experimentos bi y tridimensionales se usaron muestras con una concentracion de
entre 150 uM y 1 mM en un volumen de entre 450-500 L, por lo que en el caso

de las construcciones de heparanasa fue necesaria la concentracion de la proteina
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tras su purificacion. Para ello, una vez terminada la purificacion, se eligieron las
fracciones mas limpias y fueron dializadas frente a 25 mM de fosfato sodico, 50
mM de cloruro sédico y 0,125% de N-lauroyl-sarcosine (tampén utilizado para
la adquisicion de los experimentos). Finalmente, la proteina fue concentrada
centrifugando a 7.000 rpm usando concentradores (Vivaspin) con un corte de
peso molecular entre 2.000 y 10.000 Da dependiendo del tamafio de la
construccion con la que se estaba trabajando (Tabla 2). Todas las muestras
contenian una cantidad de D,O entre el 5-10% del volumen de la muestra.
Algunos experimentos como el *C-HSQC, el [*H-*C]-HSQC-NOESY vy el
HCCH-TOCSY se adquirieron utilizando D,O como disolvente para reducir la
sefial del H,O. El disolvente utilizado para adquirir cada uno de los

experimentos se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Marcaje isotopico y disolvente de las muestras segin el tipo de
experimentos

MarcaJE IsoTorico DisoLVENTE
[N, 'H]-HSQC BN H,0 + 5-10% D,0
[N, *H]-HSQC-TOCSY BN H,O+ 5-10% D,0
[N, 'H]-HSQC-NOESY BN H,0+ 5-10% D,0
HNCO* BN+ BC H,0+ 5-10% D,0
HNCA* BN+ Bc H,0+ 5-10% D,0
CBCA(CO)NH* BN+ Bc H,O+ 5-10% D,0
HNCACB* BN+ BC H,0+ 5-10% D,0
HNCACO* BN+ BC H,0+ 5-10% D,0
HNHA N H,0+ 5-10% D,0
HNHB N H,0+ 5-10% D,0
HBHA(CO)NH N H,0+ 5-10% D,0
[**C, 'H]-HSQC N + BC D,O

[**C, *H]-HSQC-NOESY BN+ Bc D,0
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(H)CCH-TOCSY BN+ B¢ D,0
H(C)CH-TOCSY BN+ B¢ D,0

* Las muestras de HEP1s5.417 €staban marcadas adicionalmente

en ?H para las versiones TROSY de estos experimentos

Tabla 2. Corte de peso molecular de la membrana utilizada para cada
construccion

N ) Tamaro pe CoRTE DE
TAmARO PROTEINA (Da)

MEMBRANA (Da)
HEP158.417 29000 10000
HEP233.417 21000 10000
HEP36.100 8000 2000
HEP158.543 45000 10000

2.1.2.-Ensayos de interaccion

Los tipos de experimentos que se usaron para medir la interaccion entre
proteina y ligando fueron waterLOGSY (210), STD (203) y mapeo de
desplazamientos quimicos utilizando [*H-"N]-HSQC (211).

En todos los casos se parti6 de un stock de proteina entre 0,5 y 1 mM
(preparado como se explicé en el punto 2.1.1) disuelto en tampdn 25 mM fosfato
sodico pH 6, 50 mM de cloruro sédico y 0,125% (p/v) de N-lauroylsarcosine. El
stock utilizado para el ligando tenia una concentracion de 50 mM y se
encontraba disuelto en en el mismo tamp6n que la proteina o en caso de que no
fuera soluble en agua, en DMSO deuterado. El volumen total de todas las
muestras era de 450-500 pl y todas ellas contenian entre un 5y 10% de D,0. La
preparacion de la muestra fue diferente segln el tipo de experimento. A

continuacion se detalla para cada uno de ellos.
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o WaterLOGSY

El ratio proteina/ligando para este tipo de experimento fue 1:60 con una
concentracion de proteina de 5 uM y una concentracion de ligando de 300 uM.
o STD

En este caso el ratio proteina/ligando fue 1:100 con una concentracién de

proteina de 5 uM y una concentracion de ligando de 500 uM.

o [*H-®N]J-HSQC

Para este tipo de experimento se us6 proteina marcada en N a una
concentracion de 50 pM como muestra control. Los ligandos utilizados en este
tipo de experimento estaban todos disueltos en el mismo tampén que la
proteina. Para ver la interaccidn fue necesario hacer una titulacién con ratios
proteina: ligando de 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50.

2.2.-Adquisicién de los experimentos

2.2.1.-Experimentos bi- y tri-dimensionales necesarios para la asignacion de

la proteina

Los experimentos tridimensionales de RMN realizados con la muestra de
HEP1s5g.417 S€ llevaron a cabo a frecuencias de 899,58, 91,16 y 226,23 MHz para
'H, N y C respectivamente en un espectrémetro Bruker Avance 900 que
operaba a un campo electromagnetico de 21,06 Teslas y equipado con una
criosonda TCI de 5 mm.

Los experimentos bi y tridimensionales correspondientes al resto de las
construcciones se realizaron a frecuencias de 600,13, 60,81 y 150,90 MHz para
'H, ®N y C respectivamente en un espectrémetro Bruker Avance 600 que
operaba a un campo electromagnetico de 14,1 Teslas equipado con una
criosonda TCI de 5 mm.

Todos los experimentos bi y tridimensionales de las muestras de heparanasa

fueron realizados a una temperatura de 45 °C y adquiridos con el programa
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TOPSPIN (Bruker GmbH). Las anchuras espectrales (SW) de 'H fueron en
todos los casos 14 ppm centrados a una frecuencia de 4,7 ppm (0l); en el caso
del N, se utilizé6 un SW de 30 ppm y un 02 de 118 ppm para las muestras de
HEP1sg.417 Y HEP233.417 ¥ de 36 y 117 ppm respectivamente para la muestra de
HEP36 100. La anchura espectral de B3¢ dependia de cada experimento y vienen

indicados a continuacién ademas de otros parametros espectrales.

Los experimentos bidimensionales adquiridos para la asignacién de las

proteinas fueron los siguientes:

o [*H-"N]-HSQC (212)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 756
-dl:1.2s

o ['H-*CJ-HSQC (212)
- TD (*H): 2048
- TD (¥C): 1024
-dl:1.2s
- SW (¥C): 90 ppm
- 02p: 45 ppm

Para la asignacion del esqueleto peptidico, se adquirieron los siguientes

experimentos de triple resonancia:

o HNCO (213)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 48
- TD (®C): 80
-dl:11s
- SW (¥C): 18 ppm
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- 02p: 176 ppm

o HNCA (213)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 60
- TD (¥C): 120
-dl:1,1s
- SW (¥C): 26,7 ppm
- 02p: 54 ppm

o CBCA(CO)NH (214)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 60
- TD (®C): 180
-dl:1,1s
- SW (**C): 62,5 ppm
- 02p: 39 ppm

o HNCACB (215)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 48
- TD (¥C): 154
-dl:1,1s
- SW (**C): 53.4 ppm
- 02p: 39 ppm

o HN(CA)CO (216)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 48
- TD (®C): 110
-dl:11s
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- SW (**C): 18 ppm
- 02p: 176 ppm
o HNHA (217)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 58
- TD indirecta (*H): 128
-dl:1,1s

o HNHB (218)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 58
- TD indirecta (*H): 128
-dl:11s

o HBHA(CO)NH (219)
- TD (*H): 2048
- TD (*N): 58
- TD indirecta (*H): 128
-dl:1,1s

o [*H-N]-HSQC-TOCSY (220)
- TD (*H): 2048
- TD (®N): 72
- TD indirecta (*H): 182
-dl:1,1s
- d9: 50 ms

Los experimentos adquiridos para asignar las cadenas laterales fueron los

siguientes:
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o (H)CCH-TOCSY (221)
- TD (*H): 2048
- TD (¥C): 120
- TD indirecta (*H): 120
-dl:1.2s
- SW (*}C): 125 ppm
- 02p: 45 ppm

o H(C)CH-TOCSY (221)
- TD (*H): 2048
- TD (*3C): 190
- TD indirecta (*H): 110
-dl:12s
- SW (¥C): 125 ppm
- 02p: 45 ppm

A continuacién se muestran los experimentos tridimensionales que daban

informacidn estructural de la proteina:

o [*H-N]-HSQC-NOESY (222)
- TD directa (*H): 2048
- TD (*N): 80
- TD indirecta (*H): 344
-dl:1.2s
- d8: para la muestra HEP 155 417: 110 ms
- d8 para la muestra de HEP 233 417: 150 ms

- d8 para la muestra de HEP35.109: 150 ms

o [*H-C]-HSQC-NOESY (223)
- TD directa (*H): 2048
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- TD (*3C): 80

TD indirecta (*H): 222

-dl:1.2s

D8 para todas las muestras: 80 ms
- SW (¥C): 90 ppm

- 02p: 45 ppm

Para las muestras de HEPsg 417, Se usaron las versiones TROSY (“Transverse
Relaxation-Optimized SpectroscopY”) de experimentos convencionales (224).
Por tanto los experimentos tridimensionales utilizados para esta construccion
fueron [*H-"N]-TROSY-HNCO, [*H-"*N]-TROSY-HNCA (225, 226), ['H-"*N]-
TROSY-CBCA(CO)NH, [*H-N]-TROSY-HNCACB vy [‘H-"N]-TROSY-
HN(CA)CO (227). Todos ellos tenian como base el experimento [‘H-N]-
TROSY-HSQC (224). Los parametros para este tipo de experimentos fueron los
mismos que anteriormente se han descrito.

Una vez adquiridos todos los experimentos, estos se procesaron con el
programa TOPSPIN (Bruker GmbH) utilizando funcién senoidal con un
desplazamiento de campana de seno de 6 para los experimentos bidimensionales

y 4 para los experimentos tridimensionales.
2.2.2.-Ensayos de interaccion

Los experimentos se adquirieron con los espectrometos Bruker Avance 600
equipado con una criosonda TCI de 5 mm y Bruker Avance 500 con una sonda
TBI de 5 mm y gradientes en el eje z. La adquisicién y procesado de estos
experimentos se realizé con el programa TOSPIN (Bruker GmbH). La
temperatura de medida fue de 27 °C en el caso de water-LOGSY y STD y 45 °C
para los [*H-"*N]-HSQC.

A continuacion se detallan los pardmetros espectrales para cada tipo de

experimento:
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o WaterLOGSY

Para la adquisicion de este experimento se utilizaron 8 K puntos para un
ancho de barrido de 8,6 kHz. EI nimero total de experimentos acumulados fue
1 K para cada waterLOGSY cuando fueron adquiridos con un espectrometro
Bruker Avance 600 y 2 K cuando fueron adquiridos con Bruker Avance 500.
Se aplico un tiempo de relajacion de 2,5 s y un tiempo de mezcla de 1,5 s. El
pulso selectivo para el agua fue 5 ms en la parte de preparacién mientras que
la secuencia llamada “‘excitation sculpting” (228) se realiz6 con un pulso
selectivo de 2 ms. Para procesar el experimento se usé una funcion

exponencial con un ensanchamiento de linea de 3 Hz.

o STD

Un tren de pulsos con forma gaussiana entre 2 y 0,8 ms fue aplicado en
este tipo de experimentos con una saturacion final de 2,5 s y frecuencias en
resonancia y fuera de resonancia de 0,3 y 33 ppm respectivamente. El niUmero
de experimentos acumulados fue 1 K cuando fueron adquiridos con un
espectrometro Bruker Avance 600 y 2 K cuando fueron adquiridos con Bruker
Avance 500.

o Mapeo de desplazamientos quimicos utilizando el [*H-**N]-HSQC
Estos experimentos se realizaron todos en un espectrémetro Bruker
Avance 600 con una acumulacion de experimentos de 16. El resto de los

parametros espectrales ya fueron definidos en la seccién 2.2.

2.3.-Asignacian del esqueleto y cadenas laterales

El proceso de asignacion de una proteina consiste en establecer la relacion
existente entre cada una de las sefiales identificadas en los espectros de RMN y
los atomos que forman parte de la proteina.

La metodologia que se sigui6 para asignar cada una de las construcciones tenia

varias etapas (229).
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1.

En primer lugar fue necesario conocer la informacion que daban cada uno

de los experimentos. Esta informacion se resume en la Tabla 3.

Se identificaron cada una de las sefiales visibles en el espectro de [‘H-
>N]-HSQC que correspondian con un —NH de un aminoacido de la
proteina. Para ello se marcaron cada una de las sefiales que aparecian en el
espectro que posteriormente se us6é como base para los espectros

tridimensionales.

Identificacion de las sefiales de la tercera dimensidon en los espectros
tridimensionales (proceso conocido como “peak picking). Cada valor de
—-NH anteriormente identificado en el espectro bidimensional esta
relacionado con un conjunto de sefiales que aparecen en la tercera
dimensién de los espectros tridimensionales, esta informacion aparece en
la Tabla 3.

Posteriormente se intentd enlazar aminoacidos que estaban seguidos en la
secuencia de la proteina. Para ello se debia encontrar por ejemplo en el
experimento HNCA un aminodcido (i) con una sefial de Co; que
coincidiese en desplazamiento quimico con el Co;.; de otro aminoéacido (i-
1). En este caso y si no hubiera dudas entre varias sefiales se enlazaba el
aminoéacido (i-1) con su predecesor (i). Esta unién se podia comprobar con
el experimento HNCACB que nos permitia ver si a su vez el
desplazamiento quimico de CP; coincidia con el de CPi;. También se
pudieron hacer correlaciones secuenciales con los desplazamientos
quimicos de protones usando los experimentos HNHA, HNHB Y
HBHA(CO)NH. De esta forma se iban obteniendo fragmentos de

amino&cidos dentro de la secuencia de la proteina.
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Tabla 3.

Informacién aportada por cada uno de

tridimensionales utilizados en la asignacion de la proteina.

los experimentos

DIMENSIONES INFORMACION
(X-y-z) (32 DimENSION)
HNCO H-"N-"C COi 1
HNCA H-BN-2C Cai, Catisg
CBCA(CO)NH H-BN-BC Cai.1, CPi
HNCACB H_BN-_BC Cai, CPBi, Cati-1, CPis
HNCACO H-"N-2C CO;, CO; 1
HNHA H-"N-'H Ho;
HNHB "H-"N-'H HB;
HBHA(CO)NH H-"N-'H Hai 1, HBi -1
[N, '*H]-HSQC-NOESY  'H-N-'H H (1,6-6 A)
[C, 'H]-HSQC-NOESY  'H-"N-'H H (1,6-6 A)
(H)CCH-TOCSY H_Bc_B¢c C (cadena lateral)
H(C)CH-TOCSY 'H_B8c_'H H (cadena lateral)

5. ldentificacion y asignacion

de aminoacidos.

A partir de

los

desplazamientos quimicos tipicos para las sefiales de Ca, Cp, Ho y Hp, se

identificaba la naturaleza de algunos residuos. Si la naturaleza de cada uno

de los aminoacidos para un fragmento dado coincidia con algln trozo de

la secuencia de la proteina se asignaba. Si habia mas de una opcion

posible, se debia buscar mas informacién antes de asignar el fragmento.

6. Asignacion de las cadenas laterales. Para ello se usaban los experimentos
(H)CCH-TOCSY que permiten asignar la cadena lateral de C (Cy, C3J, etc)
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y el H(C)CH-TOCSY que permite asignar la cadena lateral de H (Hy, HJ,

etc).

Para el proceso de asignacion se utilizé el programa CARA (Computer-Aided
Resonance Assignment) (www.nmr.ch) como soporte informatico.
La Figura 4 resume todo el proceso utilizado para la asignacion de todas las

construcciones de Heparanasa.

lBﬁsqueda de coincidencias m] Seleccién;lde 1‘;’3
la secuencia de aminoacidos pico del ['H-PN]- *
HSQC

1 N

Identificacion de tipo de
residuos por desplazamientos
quimicos tipicos de Ca, CPB,

Identificacion de las
sefiales que
aparecen en los
“strips” de los 3D

Ha y HP Enlace de aminacidos
seguidos en secuencia
t por coincidencia de
sefiales C.y C
Identificacion de 17l
Bisqueda de algulnells: de las
predecesores/sucesores “ posibilidades
hasta conseguir como buenas

fragmentos de residuos

Figura 4. Esquema de los pasos utilizados en la asignacion de Heparanasa

2.4.-Célculo de estructura secundaria

El calculo de estructura secundaria fue realizado con el programa TALOS

(http://www.nmr.chem.uu.nl/~abonvin/tutorials/Talos-Data/talos.html)  (230).

Este programa calcula restricciones de angulos de torsién de proteinas (angulos
Phi y Psi) a partir de los desplazamientos quimicos de los atomos que forman el
esqueleto de la proteina (Ha, Ca, CB, CO y N) junto con informacion disponible
en bases de datos como BMRB y PDB. Este programa se basa en que los
desplazamientos quimicos del esqueleto de las proteinas son extraordinariamente
sensibles a la conformacion local y por eso muchas proteinas homologas

muestran patrones similares de estructura secundaria.


../Mis%20documentos/silvia/www.nmr.ch
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Por tanto, este programa precisa de informacién sobre los desplazamientos
guimicos de todos los aminoacidos y de la secuencia de la proteina. Para ello, se
utiliz6 un fichero .prot (obtenido a partir de CARA) con los desplazamientos
qguimicos de los &tomos necesarios anteriormente mencionados y que fue
transformado en un fichero .tab (formato requerido para ejecutar el programa
TALOS). Después del calculo se obtuvo un fichero .aco con la informacién de

los angulos Phi y Psi de la proteina.

2.5.-Célculo de estructura tridimensional.

Para el calculo automatico de NOEs y para el célculo de la estructura

tridimensional de la construccion de heparanasa HEP;s5.417 Se utilizo el programa

Cyana 2.1 (http://www.enmr.eu/webportal/cyana.html). Antes de llevar a cabo el

calculo de la estructura se corrigieron los desplazamientos quimicos de carbono
de las sefiales del espectro 3D [**C, 'H]-HSQC-NOESY segun el calibrado de
temperatura para el espectrometro Bruker Avance 900 MHz del centro de
Resonancia Magnética Nuclear CERM de Florencia donde se realizaron los
experimentos. Por esta razén se sumo 2,75 ppm a todos los desplazamientos de
carbono de este experimento. Esto se realizd utilizando como soporte
informatico el programa de asignacion de espectros de RMN, CARA
(Computer-Aided Resonance Assignment) (www.nmr.ch) ejecutando la macro
ShiftSpinAndAliases. Posteriormente se marcaron cada una de las sefiales en los
espectros y a continuacion se generaron los ficheros que contenian el listado de
desplazamientos quimicos para cada una de estas sefiales marcadas en los
espectros 3D [©C, *H]-HSQC-NOESY y [N, *H]-HSQC-NOESY.

Los ficheros de entrada que se utilizaron para el calculo de estructura fueron

los siguientes:

e Heparanasa.seq: contiene la secuencia de la proteina. Este fichero se obtuvo

con el programa CARA al ejecutar la macro AssignmentReport.


http://www.enmr.eu/webportal/cyana.html
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e 3C.peaks: contiene los desplazamientos quimicos de las sefales del
espectro 3D [®C, 'H]-HSQC-NOESY. Este fichero se obtuvo con el
programa CARA

o '°N.peaks: contiene los desplazamientos quimicos de las sefiales del
espectro 3D [N, *H]-HSQC-NOESY. Este fichero se obtuvo utilizando el
programa CARA.

e Angulos.aco: contiene los &ngulos Phi y Psi de la proteina. Se obtiene con
el programa TALOS como se ha explicado en el apartado 5 de materiales y
métodos.

e ®C.prot y ®N.prot que contienen la asignacion de la proteina. Estos
ficheros se obtuvieron mediante el programa CARA al ejecutar la macro
AssignmentReport.

Las macros que se ejecutaron para poder empezar el célculo de estructura
fueron: init.cyay CALC.cya.

Las estructuras resultantes se visualizaron con el programa Molmol 2K.2.

3.-MODELADO MOLECULAR*
3.1.-Desarrollo del modelo farmacoférico

Segun la definicién de la IUPAC, un modelo farmacoférico es un conjunto de
rasgos estéricos y electrénicos necesarios para asegurar las 6ptimas interacciones
supramoleculares con una diana bioldgica especifica y para bloquear su
respuesta bioldgica. La generacion del modelo farmacoférico se hizo a partir de
los 27 inhibidores conocidos de heparanasa mas activos y mas pequefios
escogidos de Hammond et al. (190) (Tabla 4). Los compuestos se dibujaron con
el programa MDL Isis Draw 2.5 (www.mdl.com) y se exportaron al software

“Molecular Operating Environment” (MOE) (www.chemcomp.com). El

desarrollo del modelo farmacoforico en MOE permite la caracterizacion de

atomos por sus caracteristicas quimicas (unidos a hidrégenos aceptores o


http://www.chemcomp.com/
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donadores de electrones, caracter aromatico o naturaleza hidrofobica), la
generacion posterior de hipotesis farmacoféricas y la aplicacion de estas
hipétesis a bases de datos conformacionales. Esto permite encontrar compuestos
con una conformacion determinada que cumplan este modelo. En este caso,
antes de desarrollar el modelo farmacoférico, se generaron multiples
conformaciones de los 27 inhibidores. Para ello se utiliz6 un campo de fuerza
MMFF94 y una energia de corte de 4 kcal/mol con un méaximo de 250
conformaciones por compuesto. Las hipotesis farmacéforicas se generaron a
partir del alineamiento de varios subconjuntos de estos 27 inhibidores de
heparanasa. La validez de los modelos que se generaron se verificé aplicando el
modelo al conjunto de compuestos formado por los 27 inhibidores conocidos y
la quimioteca Prestwick en la cual un 90% de los compuestos son farmacos que

han llegado a mercado (www.prestwickchemical.com).

Tabla 4. 27 inhibidores conocidos de heparanasa escogidos de Hammond et al.

(190).
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3.2.-Cribado de fragmentos con el modelo farmacofédrico

El modelo farmacoférico previamente determinado se aplicé a una quimioteca
comercial de 686 fragmentos (CEREP, www.cerep.fr) usando el mismo
protocolo anteriormente descrito. Esta quimioteca cumplia la llamada “regla del
tres” (193) y contenia una alta diversidad quimica determinada por el algoritmo
de Tanimoto de 0,3. Para ello se usaron descriptores llamados “MACCS keys”
incluidos en el programa MOE. De esta forma, esta quimioteca de fragmentos
fue clasificada en funcion del nimero de puntos del modelo farmacoférico que
cumplia. Finalmente se eligieron 100 fragmentos que cumplian total o
parcialmente el modelo y con alta diversidad quimica (indice de Tanimoto de
0,27) para realizar el cribado por Resonancia Magnética Nuclear. Las estructuras

de estos 100 fragmentos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Conjunto de 100 fragmentos seleccionados para el cribado por

Resonancia Magnetica Nuclear
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3.3.-Modelo de homologia de heparanasa

El modelo de homologia de heparanasa utilizado para posteriores estudios se

obtuvo mediante el programa MODELLER (http://www.salilab.org/modeller)

(231-234). Para ello, se utiliz6 como punto de partida una proteina cuya
estructura era conocida y cuya secuencia mostraba cierta similitud con la
heparanasa en el sitio catalitico de la enzima. En este caso la proteina de
referencia fue a-L-arabinofuranosidase de Geobacillus stearothermophilus T-6,
que pertenece a la familia 51 de las glicosidasas. MODELLER automaticamente
calcula un modelo basado en las restricciones espaciales entre los heteroatomos
de la proteina empleada como punto de partida. Para la utilizacion de este
programa se uso la interfase grafica ModWeb

(https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cqi).



http://www.salilab.org/modeller
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3.4.-Docking

Los ensayos de “docking” fueron llevados a cabo con el conjunto de
herramientas de modelizacion de OpenEye (version 2.1)

(http://www.eyesopen.com). EI mddulo “OpenEye docking” permite la

prediccién de la orientacion y conformacién méas favorable de un ligando en el
sitio de unién de un receptor para formar un complejo estable. Para ello se
utilizaron la estructura tridimensional de heparanasa que previamente se habia
generado por homologia de secuencia y dos quimiotecas virtuales de
compuestos: una formada por los 27 inhibidores conocidos de heparanasa (190)
y la “Prestwick Chemical Library”, una base de datos comercial que integra

1120 estructuras de farmacos (http://www.prestwickchemical.com/).

Este ensayo se llevo a cabo en varias etapas:

o Generacion de distintas conformaciones de cada uno de los compuestos de las
guimiotecas. Para ello se utiliz6 el médulo OMEGA (Optimized Molecular

Ensemble Generation Application) de OpenEye (235).

o Definicion del centro activo (236). Posteriormente se definid la region tedrica
de la proteina con la que los compuestos pudieran interaccionar. Para ello se
utilizé el modulo “FRED” de OpenEye (Fast Rigid and Exhaustive Docking),
un programa especificamente concebido para el estudio de las interacciones
potenciales de ligandos con receptores proteicos, concretamente la utilidad
grafica “FRED receptor”. En este caso se utilizo el sitio catalitico de la
heparanasa como centro de esta region que se extendié en un cubo de 1500
A2, A continuacion se definié el volumen comprendido entre los residuos que

forman este sitio catalitico, en este caso los dos acidos glutamicos activos de

225 343

la enzima GIu®® y el GIu** y los dos sitios de unién a heparan sulfato Lys™®-
Asn'®? y GIn?"-Lys?® para excluir posteriormente aquellas poses de los
compuestos (conformacion de los compuestos después de hacer el docking)

que se salian de este volumen.


http://www.eyesopen.com/
http://www.prestwickchemical.com/
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*El trabajo experimental descrito en este apartado ha sido realizado en

colaboracion con el Dr. Rafael Gozalbes.

4.-ENSAYOS DE INTERACCION POR RESONANCIA DE PLASMA
SUPERFICIAL (SPR)

Todos los experimentos se realizaron con un instrumento Biacore T100. Estos
ensayos se basan en el fenbmeno de resonancia de plasma superficial y permiten
medir de forma cuantitativa la interaccidn entre heparanasa y diferentes ligandos
a tiempo real.

La resonancia de plasma superficial es un fendémeno que ocurre dentro de una
fina capa de un material conductor que se encuentra situado en una interfase
entre dos medios de diferente indice refractario. En sistemas Biacore los dos
medios son el vidrio del sensor chip y la solucién de la muestra. La pelicula
conductora es una fina capa de oro que se encuentra en la superficie del sensor
chip. Si la luz incide sobre esta interfase con un cierto angulo y una cierta
energia (longitud de onda), se provoca la excitacién de los plasmones (cuanto de
oscilacion del plasma) que se encuentran en la pelicula de oro provocando un
descenso en la intensidad de la luz reflejada. Este cambio es proporcional a la
masa del complejo formado entre la proteina y el ligando unido, por lo tanto la
respuesta sera distinta para cada uno de los compuestos que se unan a la proteina
(Fig. 5). Pueden medirse diferencias de masa por debajo de pocos picogramos
por milimetro cuadrado de superficie, lo que corresponde a concentraciones del
rango de picomolar a nanomolar.

Luz incidente Luz reflejada

Angulo SPR
Capa de vidrio N
Sensor chip ! '
Pelicula de oro _— P é T é .
Y [ ]
Celda de flujo —» ° e o o

Figura 5. Esquema del fenémeno de resonancia de plasma superficial (SPR).
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Estos experimentos de interaccion se realizaron en diferentes etapas:

o Inmovilizacion de la proteina a la superficie del sensor
o Inyeccion del ligando

o Regeneracién

4.1.- Inmovilizacién de heparanasa a la superficie del sensor

La inmovilizacion se realiz6 a 25 °C sobre un sensor chip del tipo CM5. Este
sensor pertenece a la familia de sensores CM que contienen una matriz de
dextrano carboximetilada unida covalentemente a la superficie de la pelicula de
oro; es el méas utilizado y se diferencia de otros chips CM por el nivel de
carboximetilacion y la longitud de sus cadenas de dextranos.

Antes de inmovilizar la proteina hubo que activar la superficie del chip y esto
se realiz6 inyectando una mezcla de 115 mg/mL de N-hidroxisuccinimida
(NHS) y 750 mg/mL hidrocloruro de carbodiimida (EDC) durante un tiempo de
7 min con un flyjo de 10 puL./min. Los grupos carboxilos que se encontraban en
la matriz de dextrano reaccionaban con la mezcla de EDC y NHS para dar
grupos ésteres succinimidas que a su vez reaccionaban espontaneamente con
grupos aminas y otros grupos nucleofilos permitiendo la inmovilizacién directa

de biomoléculas que contenian esos grupos (Fig.6).

heparanasa
| heparanasa
O:Z B:O NH,
N
QH EDC/NHS (P H

_(R_Z_
(@]

£=0 £=0

Figura 6. Reaccion de activacion de la superficie del chip
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Posteriormente la proteina fue diluida con tampon 25 mM fosfato sédico pH 6,
50 mM NaCl hasta una concentracion final de 50 ug/mL (para ello se parti6 de
un stock de concentracion entre 0,5 y 1 mM) y se inyectd hasta conseguir la
inmovilizacion deseada. La cantidad de heparanasa inmovilizada en el chip
variaba entre 2500 y 8000 RU dependiendo del tipo de experimento y del peso
molecular de la proteina y del ligando. La respuesta del instrumento venia dada
en RU (unidades de resonancia) que era directamente proporcional a la
concentracién de proteina inmovilizada. Una respuesta de 1 RU era equivalente
al cambio de concentracion en la superficie del sensor de 1 pg/mm?.

Una vez que la proteina estaba inmovilizada en el chip, se procedi6 a bloquear
los grupos ésteres activos de succinimidas donde la proteina no se habia unido.
Para ello se utiliz6 una solucién 1 M de etanolamina de pH 8,5. Se inyecté con

un flujo de 10 pL/min durante 700 s.

4.2.- Inyeccion del ligando

El Biacore requiere un flujo continuo de un tampén durante todo el
experimento. EI tampén utilizado fue 10 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl,
50 uM EDTA y 0,005% (v/v) de detergente P20.

Los compuestos que se midieron iban disueltos en este mismo tampén para
evitar problemas de diferencias en la luz refractada. Cuando los compuestos eran
insolubles en agua, las muestras contenian un 2% de DMSO que también se
afiadié al tampon utilizado para correr los experimentos.

Para el caso de la suramina y la heparina que son compuestos mas grandes con
una constante de disociacion baja se utilizaron concentraciones de 0,01, 0,025,
0,05, 0,1, 0,3, 0,5 1, 2 y 5 uM de ligando. Sin embargo para compuestos
pequefios como en el caso de los fragmentos, las concentraciones utilizadas
fueron 0,001, 0,002, 0,005, 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,3, 0,5 y 1 mM. En todos los
experimentos una de las muestras se hacia por duplicado para comprobar la
reproducibilidad del experimento, en el primer caso fue 0,1 uM y en el segundo

caso fue 0,1 mM. Ademas cada tres inyecciones se volvia a inyectar solo el
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tampdn como control. El flujo que se empled para todos los compuestos fue 30
puL/min y el tiempo de contacto variaba entre 120 y 400 s segun el compuesto
utilizado. La temperatura de medida fue de 25 °C en todos los casos.

Para medir la constante de disociacion de un gran nimero de compuestos se
utilizaron placas de 96 pocillos. Después de la inyeccion de las diferentes
concentraciones de ligando y con el objetivo de comprobar la estabilidad de la
proteina unida covalentemente al chip, se inyectaba un compuesto control que en

este caso fue el FRAG-86 cuya Kp se habia medido anteriormente.

4.3.-Regeneracion.

El objetivo de la regeneracion era eliminar todo el ligando unido a la proteina
después de cada medida. Para ello se us6é una disolucion de 10 mM de glicina
pH 2,5 durante 30 s a un flujo de 30 puL/min.

En el caso de ligandos pequefios para los que el tiempo de disociacién era mas
pequefio y por tanto las constantes cinéticas de disociacion Ko () eran més
altas, no era necesario utilizar la regeneracion para eliminar el ligando unido a la
proteina. En estos casos, se dejaron tiempos de disociacion proteina-ligando de
900 segundos con lo que se conseguia que la respuesta en el sensograma fuera 0
RU. Este método era menos agresivo para la proteina y permitia que la proteina
unida covalentemente al chip permaneciera mas tiempo estable.

El analisis de todos los resultados se Ilevo a cabo con el software suministrado

por Biacore T100 como soporte informatico.

5.-ESTRATEGIA DE BUSQUEDA Y SELECCION DE NUEVOS
INHIBIDORES POTENCIALES DE HEPARANASA

5.1.- Seleccién de inhibidores a partir de la quimioteca de fragmentos

La quimioteca de fragmentos formada por 686 compuestos fue clasificada en
funcion del ndmero de puntos del modelo farmacoférico que cumplia.
Finalmente se eligieron 100 fragmentos que cumplian total o parcialmente el

modelo para realizar el cribado por Resonancia Magnética Nuclear. Las
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estructuras de estos 100 fragmentos se muestran en la Tabla 5 de materiales y
métodos.

Después de llevar a cabo el cribado de estos 100 fragmentos por RMN
(utilizando experimentos water-LOGSY, STD y experimentos de STD de
competicion con suramina) y medir la constante de disociacién por SPR, se
eligio el FRAG-86 como punto de partida para buscar analogos que tuvieran una
interaccién mas fuerte con la construccion HEP:sg 416 de heparanasa. Todo este

proceso esta representado en la Fig. 7.

Quimioteca
(686 fragmentos)

Modelo farmacoférico
(con 4 puntos farmacoféricos)

100 fragmentos
50 (cumplen 4 puntos) 25 {cumplen 3 puntos) 25 (cumplen 2 puntos)

RMN: waterLOGSY, STD, STD competicion
SPR: medida de K

FRAG-86
e—moly Sintesis organica
Analogoscomerciales Analogossintéticos

Figura 7. Estrategia de seleccién de inhibidores a partir de la quimioteca de fragmentos
CEREP.

Para la busqueda de anédlogos del FRAG-86 se desarrollaron dos estrategias.
Por un lado se llevd a cabo la busqueda de andlogos comerciales (casa comercial

ChemBridge) y se realizo a través de la pagina web http://www.emolecules.com,

usando la estructura de FRAG-86 como referencia. Estos analogos estan

representados en la Tabla 6.


http://www.emolecules.com/
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Por otro lado, se propuso la sintesis de compuestos que contenian este fragmento
por duplicado con las siguientes combinaciones: cabeza-cabeza (COMP-1),
cabeza-cola (COMP-2) y cola-cola (COMP-3) unidos mediante “linkers” de
distintos tamafios (Fig. 8). Estos compuestos estdn siendo sintetizados en el
laboratorio de Sintesis Organica dirigido por el Dr. Santos Fustero del Centro de

Investigacion Principe Felipe. Hasta la fecha se ha sintetizado solo COMP-1.

S

NL/O
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\D\ O
S
COMP-2 M‘H
& -
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‘w/\\

0
&0 NH

p
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OH

- 0
“EL TEAS

OH

Figura 8. Compuestos sintéticos analogos del FRAG-86.

Tabla 6. Analogos comerciales del FRAG-86

0 yaaoy,
o HN H30/0 | / HN
/9 3
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ANALOGO-1 ANALOGO-2
N-(furan-2-ilmetil)-1-benzofuran-2- 5-[(2-metoxifenoxi)metil]-N-(tetrahidro-2-
carboxamida furanilmetil)-2-furamida
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N-{[8-(2-hidroxi-5-metoxibenzil)-1-oxa-8-
azaspiro[4.5]dec-2-iljmetil}-2-furamida

HiC
ANALOGO-8
N-{[8-(2-hidroxi-5-metoxibencil)-1-oxa-8-
azaspiro[4.5]dec-2-iljmetil}-2-furamida
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ANALOGO-10

N-{[8-(2-hidroxibenzil)-1-oxa-8-
azaspiro[4.5]dec-2-iljmetil}-2-furamida

3,5-dimetil-N-(4-piridinilmetil)-N-(tetrahidro-2-
furanilmetil)-1-benzofuran-2-carboxamida

5.2.-Seleccion de inhibidores procedentes de la libreria PRESTWICK

La quimioteca de compuestos PRESTWICK formada por 1120 moléculas fue
clasificada en funcion del numero de puntos del modelo farmacoférico que
cumplia y segun la clasificacion que se obtuvo después de hacer docking con

estos compuestos y el modelo por homologia de secuencia de heparanasa.
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Finalmente se eligieron los 7 mejores compuestos para llevar a cabo los
experimentos de interaccién por RMN y SPR. Estos 7 compuestos fueron:
astemizol, amodiaquina, hesperidina, cisaprida, naringina, metergolina y labetol.
Todos ellos se otuvieron de SIGMA-ALDRICH y sus estructuras estan
representadas en la Tabla 7. Finalmente, y basandonos en los resultados
obtenidos se eligié la amodiaquina como punto de partida para la basqueda de
analogos (Tabla 8) con mejor afinidad quimica por la proteina. Todo este
procedimiento esta esquematizado en la Fig. 9. Estos andlogos sintéticos fueron

sintetizados en el laboratorio de la Dra. Patricia Melnyk del Institute Pasteur

(CNRS) de Lille (Francia).

Tabla 7. Compuestos seleccionados para RMN y SPR

HO._ _NH,
OH
CH;,
NH
OH

LABETOL

(RS)-2-hldroxI-5-{1-hldroxI-2-[(1-metll-3-
fenllpropil)amino]etil}benzamida

N Cl
~

-
/\N/DNH
) HO )

AMODIAQUINA

4-[(7-cloroquinolin-4-iljamino]-2-
[(dietilamino)metilfenol

24
o @
7

ASTEMIZOL
1-[(4-fluorofenil)metil]- N-[1-[2-(4-
metoxifenil)etil]- 4-piperidillobenzoimidazol-2-

amina

HO j’”
HO "\,
H3C- D--;*-I

/0 OH
Q.
HO,-,_,\_\_,.'Q‘ “CHy
HO\__—v\\_,.O O

OH

OH o
HESPERIDINA
(2S)-5-hidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxfenyl)-7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroxi-6-
metiloxan-2-ilJoximetilJoxan-2-ilJoxi-2,3-
dihidrocromen-4-ona
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H3ﬁ
OHoH OH
CISAPRIDE NARINGINA
4-amino-5-cloro-N-((3S,4S)-1-[3-(4- 7-[[2-O-(6-Deoxi-a-L-manopiranosil)-B-D-
fluorofenoxi)propil]-3-methoxipiperidin-4-il)-2-  glucopiranosil]Joxi]-2,3-dihidro-5-hidroxi-2-(4-
metoxibenzamida hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona

METERGOLINA
[(8B)-1,6-dimetilergolin-8-iljmetil}carbamato

Tabla 8. Analogos sintéticos de la amodiaquina
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Quimioteca PRESTWICK
(1120 compuestos)

Modelo farmacoférico
Docking

7 mejores compuestos

RMN: waterLOGSY, STD, STD competicion
SPR: medida de K

Amodiaquina

4

Analogossintéticos

Figura 9. Estrategia de seleccion de inhibidores de heparanasa a partir de la

quimioteca Prestwick.
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1.-ANALISIS DEL MODELO ESTRUCTURAL DE HEPARANASA

El hecho de que hasta el momento no se haya descrito la estructura
tridimensional de heparanasa nos llevd a pensar en la necesidad de obtener un
modelo estructural de la proteina. Este modelo fue utilizado posteriormente, en
primer lugar, para el disefio de las construcciones de heparanasa que se
utilizarian para el calculo la estructura tridimensional de la proteina mediante
Resonancia Magnética Nuclear y en segundo lugar para llevar a cabo
paralelamente el disefio de nuevos inhibidores de la proteina mediante técnicas
in silico. La heparanasa se ha relacionado con miembros de una familia de
glicosil hidrosilasas A (GH-A) y se ha demostrado que mediante el alineamiento
de secuencias junto con predicciones de estructura secundaria, la heparanasa es
homologa a las familias 10, 39 y 51 de las GH-A, especialmente en la region del
sitio catalitico (150).

El modelo estructural de heparanasa humana se obtuvo por homologia de
secuencia utilizando el programa MODELLER

(http://www.salilab.org/modeller/) (231). En primer lugar el programa compar6

la secuencia de la heparanasa con proteinas de estructura tridimensional
conocida. La proteina con mayor similitud a la heparanasa y que se utiliz6 como
punto de partida para el calculo del modelo estructural de heparanasa fue la a-L-
arabinofuranosidasa de Geobacillus stearothermophilus T-6 (237) que pertenece
a la familia 51 de las glicosidasas. El resultado se muestra en la Fig.1.

Otros modelos estructurales de heparanasa realizados por homologia de
secuencia han sido publicados (150, 183, 238). Entre ellos, Huttler et al.
utilizaron como punto de partida la secuencia entera de la proteina antes de la
protedlisis (150) y Abboud-Jarrous et al. la secuencia del fragmento “linker”
més la secuencia de la subunidad de 45 kDa (183); ambas construcciones
representan formas inactivas de la enzima. La secuencia de la proteina esta
descrita en el apartado 3.3 de la Introduccion. En nuestro trabajo se ha utilizado,
al igual que Fux et al. (238), una secuencia de heparanasa en la que se ha

introducido un puente entre las dos subunidades de heparanasa, HEPzs.109 (8


http://www.salilab.org/modeller/
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kDa) y HEPsg543 (45 kDa), que consiste en tres repeticiones Gly-Ser, (GS)s.
Previamente se habia demostrado que esta construccién era cataliticamente
activa (239) y por ello se supuso que era la construccién mas valida para hacer el

modelo.

TIM-barrel C-terminal

Figura 1. Modelo tridimensional de la enzima heparanasa. EI modelo incluye la
subunidad de 8 kDa en violeta, y la subunidad de 45 kDa que corresponde con el resto
de la proteina. El extremo C-terminal estd marcado en amarillo cuya estructura de 4
hojas p se diferencia con el plegamiento TIM-barrel que tiene el resto de la proteina.

225 343

También se muestran los dos &cidos glutdmicos activos Glu®> y Glu®en rojo y los dos

sitios de union a heparan sulfato Lys™3-Asp*™ y GIn*"*-Lys?*®en verde.
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La estructura que se obtuvo con el programa MODELLER muestra claramente
un plegamiento de nueve hélices alfa alternadas con nueve hojas-p denominado
“TIM-barrel” (Fig. 2) que también ha sido predicho para la enzima en otros
modelos publicados (150, 183, 238) y que es comun para toda la familia de las
glicosil hidrolasas del tipo GH-A (150). Ademas, se puede observar que los dos
sitios de unién a heparan sulfato Lys™%-Asp'™ y GIn*’-Lys® (151) (Fig. 1,
representados en verde) estan proximos a los dos acidos glutdmicos responsables
de la actividad catalitica de la enzima GIu*® y GIlu*® (150) (Fig. 1,
representados en rojo). La estructura del extremo C-terminal de la enzima se
diferencia del resto por contener 4 hojas-f y no pertenecer al plegamiento TIM-

barrel que contiene el resto de la proteina.

‘ - - - .

- -
QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGLSPAYLRFGGTKTDFLIFDPKKEGSGSGS
1 76

Y Y T 7 -
_-_ Ty, “*— =¥y oY, oV ‘
KKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADI
158

ey r Yy Yoy ‘ - A A P
L R - L WL

FINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDFLN
236

YT T Ty Y Y ‘ Yy Y Ty Y Yy ‘
N e e - -

PDVLDIFISSVQKVFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGA

316
S e ol

GNYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTKVLMASVQGSKRRKLRVYLHCTNTDNPRYKEGDLTLYAINLHNVTKYLRL

- -

PYPFSNKQVDKYLLRPLGPHGLLSKSVQLNGLTLKMVDDQTLPPLMEKPLRPGSSLGLPAFSYSFFVIRNAKVAACI
467

Figura 2. Esquema de la estructura secundaria de heparanasa predicha por homologia
de secuencia con el programa MODELLER. En azul estan representadas las hélices-a y

en verde las hojas-g. El resto de la proteina no tiene estructura secundaria.
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2.-CLONACION, EXPRESION Y PURIFICACION DE DISTINTAS
CONSTRUCCIONES DE HEPARANASA

Se disefiaron distintas construcciones de heparanasa segun el interés que
podian tener tanto desde el punto de vista estructural como para la basqueda de
nuevos inhibidores de la enzima. El hecho de dividir la proteina en diferentes
construcciones fue debido a que la resolucion de estructuras por Resonancia
Magnética Nuclear para proteinas de tamafios superiores a 30 kDa puede generar
complicaciones de asignacion debido al solapamiento y/o desaparicion de
sefiales en los espectros a causa de la relajacion de las proteinas de mayor
tamafio. Otra razon por la que se disefiaron diferentes construcciones es porque
la heparanasa es una proteina muy hidrofébica y a veces se puede eliminar parte
de esta hidrofobicidad disefiando construcciones mas pequefias. Estas
construcciones se disefiaron teniendo en cuenta el modelo estructural de la
proteina descrito anteriormente y fueron la heparanasa completa (HEPs6.543), la
subunidad de 8 kDa (HEPs¢.109) Y la subunidad de 45 kDa (HEPsg.543). Segun el
modelo, la heparanasa estaba dividida claramente en dos subdominios desde el
punto de vista estructural, uno que comprendia la secuencia Glu®*-Lys*’ que
muestra el plegamiento de “TIM-barrel” y otro con el resto de la secuencia de

heparanasa Val*®-11e>*

que no formaba parte de este plegamiento de “TIM-
barrel”. Para evaluar esta hipotesis se creyO interesante el disefio de dos
construcciones mas de heparanasa, HEPzs.417 de 37 kDa y HEP;s5.457 de 29 kDa
las cuales contenian los dos &cidos glutamicos activos de la enzima y los dos
sitios de unidn a heparan sulfato. En ambas construcciones se habia eliminado el
extremo C-terminal que, segin el modelo por homologia, parecia diferenciarse
estructuralmente del resto de la proteina. Ademas, en la construccion de 29 kDa
se habia eliminado también la subunidad de 8 kDa. Finalmente también se
considerd interesante el disefio de una construccion que solo contuviera uno de
los dos acidos glutamicos activos y uno de los dos sitios de unién a heparan
sulfato, con el fin de evaluar y comprobar la importancia del sitio catalitico de la

enzima en los estudios de interaccién para la blsqueda de nuevos farmacos. Esta
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construccion, HEP,s3417, de 21 kDa, contenia el residuo Glu®®

y una de las
secuencias de unién a heparan sulfato (GIn?’-Lys*®). Esta construccion es la
homdloga humana a una proteina que se ha identificado en un topo, Spalax
judaei (240), como una variante negativa de la enzima silvestre que inhibe la
degradacién de heparan sulfato y el crecimiento y colonizacién de tumores en
modelo de raton (136, 241). Esta construccion se disefid para compararla con
aquellas construcciones que contenian los dos &cidos glutdmicos activos y las
dos secuencias de unién a heparan sulfato y evaluar las diferencias en cuanto a
su interaccion con inhibidores conocidos de la enzima utilizando la Resonancia
Magnética Nuclear y la Resonancia de Plasma Superficial.

HEP3¢.417 fue elegida como referencia entre las diferentes construcciones de
heparanasa para comparar los niveles de expresion y solubilidad de la proteina.
Se utilizd esta construccion debido a que tenia un tamafio inferior a la proteina
completa y solo se habia eliminado la parte del extremo C-terminal que era
estructuralmente diferente segun el modelo por homologia. Para ello, HEP34.417
se subcloné a partir de HC-p11, que a su vez se habia clonado a partir de HC-
PGEX como se indica en el apartado 1.1 de Materiales y Métodos, en tres
plasmidos con diferentes proteinas de fusion: pll, pMAL y pET44a. Las
proteinas de fusion que contiene cada uno de los plasmidos aparecen en la Tabla
1. MBP y NusA se eligieron porgue se ha demostrado anteriormente que ayudan
en muchos casos a solubilizar proteinas expresadas en E. coli favoreciendo que
se plieguen correctamente (242-244) y la cola de histidinas porque afiadia menos
complejidad a la purificacién y obtencién de la proteina. Se evaluaron distintas
cepas de expresion de E. coli (BL21 (DE3), BL21-CodonPlus (DE3)-RIL,
CV47, Rosetta (DE3) y Rosetta Blue K12 (DE3)), distintas temperaturas de
induccion de la expresiéon (20, 25 y 37 °C) a distintos tiempos y distintas
concentraciones de IPTG (0,4, 0,6 y 0,8 mM). Los niveles méas altos de
expresion se obtuvieron con las células BL21 (DE3) y 0,8 mM IPTG. La
expresion de la proteina fue muy baja cuando las condiciones eran 20 °C durante
toda la noche. Sin embargo, se obtenian altos niveles de expresiéon a 25 °C

durante toda la noche y 37 °C durante 4 horas. No se encontraron diferencias
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significativas entre ambas condiciones por lo que se eligio 25 °C para que la

expresion fuera més lenta y promover asi un correcto plegamiento de la proteina.

Tabla 1. Plasmidos utilizados en la clonacion de HEPs5.417 Yy resultados de

solubilidad/purificacién obtenidos

Cola P. M. cola - e g Corte
Vector N-terminal N-terminal Solubilidad Purificacion TEV
pll 6xHis-TEV 1,8 kDa Insoluble _ _
6xHis-
pMAL NUSA-TEV 58 kDa Soluble Muy pobre no
pET44a MBP-TEV 26 kDa Soluble Degradacion no

Después de la lisis celular realizada mediante sonicacién, la proteina que
contenia fusionada por el extremo N-terminal una cola de seis histidinas se
encontraba en el pellet; por lo tanto era insoluble y formaba cuerpos de inclusion
incluso cuando la temperatura de induccion se bajaba a 20 °C (Fig. 3). Por el
contrario, las construcciones que contenian HEP3s.417 fusionada a MBP 0 NusA
eran altamente solubles. Sin embargo, estas construcciones dieron problemas
durante la purificacion. En el primer caso, se usé cromatografia de afinidad
aprovechando la interaccion entre la MBP y la resina de amilosa pero se
consiguia purificar muy poca cantidad de proteina y en el segundo, en el que se
us6 cromatografia de afinidad con resina TALON, la proteina se iba degradando
durante la purificacion. Ademas todos los intentos de cortar la cola MBP/NusA a
distintas temperaturas y a distintos tiempos con la proteasa Tobacco etch virus
(TEV) no tuvieron éxito.

La imposibilidad de eliminar las proteinas de fusion MBP (26 kDa) o NusA
(58 kDa), hacia inviable el uso de estas construcciones para su caracterizacion

biofisica por RMN ya que el tamafio total de la proteina hubiera sido demasiado
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grande y hubiéramos tenido problemas de relajacion y solapamiento de sefiales
en el espectro. Por tanto, y a pesar de formar cuerpos de inclusion, todas las
estrategias para mejorar la expresion, solubilidad y purificacion de la proteina se
enfocaron en la utilizacion del plasmido pl11, en el que la cola de histidinas solo
aportaba 1,8 kDa al total del peso molecular de la construccién y probablemente

no interferiria en los experimentos de RMN.

Figura 3. SDS-PAGE de la lisis de HEPg4; clonada en pll. S representa el

sobrenadante y P el “pellet” después de la centrifugacion que sigue a la sonicacion.

Todas las construcciones anteriormente descritas fueron clonadas en el
plasmido p1l excepto la subunidad de 45 kDa que fue clonada en pET47b ya
que no se consiguid la clonacion de esta construccion en pll. Este plasmido
contiene al igual que pl11, una cola de seis histidinas que fusiona con la proteina
clonada por el extremo N-terminal. Sin embargo, a este plasmido le falta el sitio
de corte con TEV. De todas las cepas celulares de E. coli que se probaron,
BL21(DE3) fue la mas eficiente para todas las construcciones excepto para
HEP1s5.417 donde BL21-CodonPlus (DE3)-RIL daba los mejores resultados.
Aunque los niveles de expresion eran muy altos (Fig. 4), después de la lisis
celular todas las construcciones mostraban muy baja solubilidad, quedandose
casi la totalidad de la proteina en el pellet, incluso cuando la temperatura de

expresion se bajaba a 20 °C.
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(kDa)

45

31

Figura 4. SDS-PAGE de la expresion de las distintas construcciones de heparanasa
ordenadas de mayor a menor tamafio. El primer carril en cada uno de los geles indica el
marcador de peso molecular, el segundo representa la expresion de la proteina antes de

inducir (Al) y el tercer carril la expresion después de inducir con 0,8 mM IPTG (DI).

Se probaron distintas condiciones para poder obtener la proteina soluble, pura
y en concentracion suficiente para su caracterizacion biofisica. Estas condiciones
del tamp6n de lisis (sonicacién) y purificacion vienen resumidas en la Tabla 2.
El mejor resultado se obtuvo cuando se usaba una concentracion de 0,125%
(p/v) de N-Lauroyl-sarcosine en el tampon de lisis resultando que un 45-50% de
la proteina era soluble. A continuacién se probaron tres purificaciones



Discusion y Resultados 135

diferentes, las dos primeras con cromatografia de afinidad de metal
inmovilizado, utilizando en el primer caso resina TALON vy en el segundo resina
NTA aprovechando la afinidad entre la cola de histidinas y los iones Co** y Ni?,
respectivamente. El tercer tipo de purificacion fue una cromatografia de afinidad
utilizando una resina de heparina teniendo en cuenta la afinidad que tiene la
heparanasa por heparina. En ninguno de los casos se obtuvieron resultados
positivos. Posiblemente la presencia de detergente en el caso de la resina de Co®*
y Ni?*, aunque no afectaba la interaccién con la resina, impedia separar la
heparanasa de otras proteinas y en el caso de la resina de heparina disminuia la
interaccién de la proteina con la resina impidiendo que la proteina quedara

retenida en la columna.

Tabla 2. Resumen de las condiciones de lisis para aumentar la solubilidad de la

proteina.

Detergente NacCl a(c)iitt'}?/i)s des?wZ?S:Zilci)zr]:rftes Observaciones
1% Triton 50 mM  10% glicerol - insoluble
1% Triton 100 mM  10% glicerol - insoluble
1% Triton 150 mM  10% glicerol - insoluble
1% Triton 300 MM 10% glicerol - insoluble
1% Triton 500 MM 10% glicerol - insoluble
2% Triton 300 MM 10% glicerol - insoluble

oc?i’lzg?iﬁc'nlgi-do 300mM  10% glicerol - insoluble
Oct?l';’fcggi o 300mM  10% glicerol - insoluble
1% Nonidet 300 mM  10% glicerol - insoluble
3mL Bugﬁuster 300 mM  10% glicerol - insoluble
comercial
1% CHAPS 300 MM 10% glicerol - insoluble

1% SDS 300 mM - - insoluble
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0,06 % N-

. 300 mM - - 10% soluble
Lauroylsarcosine

45-50% soluble,

0, -
0,125% N - 300 mM - - problemas en la
Lauroylsarcosine A
purificacion
80-100% soluble
0h N ,
0,25 % N-. 300 mM - - problemas en la
Lauroylsarcosine A
purificacion
- 300 mM - 2 M urea insoluble

25% soluble,
- 300 mM - 4 M urea problemas en el
replegamiento

50% soluble,
- 300 mM - 6 M urea problemas en el
replegamiento

100% soluble,
- 300 mM - 8 M urea problemas en el
replegamiento

25% soluble,
- 300 mM - 2M GndCl problemas en el
replegamiento

50% soluble,
- 300 mM - 4 M GndCl problemas en el
replegamiento

100% soluble,
- 300 mM - 6 M GndCl problemas en el
replegamiento

25 mM

- 100 mM . - insoluble
heparina
- 100 mM 25 mM - insoluble
suramina
1mM .
- 300 mM PMES - insoluble
R - pN-20 - insoluble

El analisis de la secuencia de heparanasa confirmaba que el grado de
solubilidad de la proteina es posiblemente debido a su propia naturaleza ya que
se trata de una proteina que presenta un nimero muy elevado de aminoacidos de
caracter hidrofébico: leucinas (14,6%), isoleucinas (3,2%), fenilalaninas (6%),

valinas (6,2%) y triptéfanos (3,9%); en total un 33,9 % de la secuencia de
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heparanasa completa. Este analisis junto con los resultados de solubilidad y
purificacion anteriormente mencionados hizo necesario buscar métodos
alternativos de purificacion de la proteina. En este sentido y aprovechando la alta
hidrofobicidad de la enzima se intentd purificar la proteina eliminando del
“pellet” otras proteinas mas solubles que heparanasa.

Con este objetivo, el “pellet” obtenido después de la lisis celular en la que se
usé como tampén 25 mM Tris-HCI, pH 8, 300 mM NacCl, 10% glicerol y 1%
Triton se sometié a 3 sonicaciones mas, intercalando entre cada sonicacion la
resuspension del “pellet” con 25 mM Tris-HCI, pH 8, 300 mM NaCl ademaés de:
10% glicerol y 1% Triton para la segunda sonicacion, 0,06% (w/v) N-Lauroyl
sarcosine y 0,125% (w/v) N-Lauroyl sarcosine para la tercera y cuarta
sonicacidn, respectivamente. Cada sonicacion consistio en 10 ciclos de 30 s de
sonicacion y 30 s de descanso. De esta forma, se pudieron eliminar muchas de
las proteinas presentes en la muestra durante la lisis celular y las dos siguientes
sonicaciones. Después de la Ultima sonicacion se obtuvo la proteina soluble y
con una mayor pureza (Fig. 5A). Este proceso se aplico a todas las
construcciones de heparanasa con buenos resultados.

Finalmente, para refinar la purificacion de la proteina, se utilizé cromatografia
de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) usando una resina TALON, que
como se ha dicho anteriormente, tiene afinidad por la cola de histidinas
fusionada a la proteina. Para minimizar la cantidad de detergente en la muestra,
la proteina se eluyo en 10 fracciones de 1 mL de tampon con una concentracion
de 500 mM imidazol. Con este procedimiento se pudo obtener cada una de las
construcciones con una pureza >90% como se puede observar en SDS-PAGE de
la Fig. 5B. La cantidad de proteina pura obtenida a partir de 1 L de cultivo fue de

15-20 mg para cada una de las construcciones.
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A PM HEP55.417 PM HEP36.109

(kDa) . (kDa)
66

66
45

45
31
31 21
16

21

S PSS PSP S P S PS P S P S P
1280 280 3°SO 4780 1280 2°SO 3°SO 4°SO

B PM PM
(kDa) (kDa)
66 66

45
45
31 31
21 21
16

16

Elucion
0,5 M Imidazol 0,5 M Imidazol

Figura 5. SDS-PAGE de la lisis y purificacion de dos de las construcciones clonadas en
pll, HEPsg.417 @ la izquierda y HEP3;.409 @ la derecha. (A) Muestra el resultado de la
lisis celular (1% SO) y todas las sonicaciones posteriores (22 SO, 3% SO y 4% SO), S
representa el sobrenadante y P el “pellet” después de la centrifugacion que sigue a
cada sonicacién. (B) Muestra el resultado de la purificacion de las dos construcciones
utilizando cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (vesina TALON), FT “flow
through”, L es el lavado de la resina con el tampén y los posteriores carriles
representan la elucion con 500 mM imidazol. En todos los casos el primer carril
corresponde al marcador de peso molecular (PM).

El peso molecular y la secuencia de cada una de las construcciones fueron
confirmadas mediante espectrometria de masas MALDI TOF. En la figura 6 se
puede observar un ejemplo de espectro de masas despueés de realizar la digestion
de la proteina con tripsina que corta por el extremo C-terminal de lisina-arginina
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excepto cuando el aminoécido que le precede es una prolina. A continuacion se
escogieron los picos de mayor intensidad como precursores para hacer el
MS/MS. Los péptidos que se encontraron en el espectro cubren un 69 % de la
secuencia de la proteina y estdn marcados en rojo en la secuencia de la proteina

gue se muestra a continuacion.

1 KKFKNSTYSR SSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQOWNSSNAQLL

51 LDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTF
102 KNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATRED
153 FLNPDVLDIFISSVQKVEFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFA
204 AGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGAGNYHLVDENFDPLPDLSLLFKKL
256 VGTK
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Figura 6. Espectro de masas MALDITOF de heparanasa después de la digestion de la

proteina con tripsina.

A continuacion se muestra el resultado del anélisis realizado con el programa
MASCOT. Se pueden observar la masa y secuencia de los picos obtenidos por

MS y aquellos que se escogieron como precursores para MS/MS.
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N2 aa Masa Masa Masa Delta Secuencia
observada esperada calculada

11-36 2858.45 2857.44 2857.46 -0.0227 R.SSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLR.TO MS
37-57 241413 2413.12 2413.12 0.0034 R.TADLOWNSSNAQLLLDYCSSK.G M35
58-74 1967.94 1966.93 1966.94 -0.0054  K.GYNISWELGNEPNSFLK.K MS/MS
58-74 1967.94 1966.93 1966.94 -0.0054 K.GYNISWELGNEPNSFLK.K MS
75-94 2273.18 2272.18 2272.18 -0.0047 K.KADIFINGSQLGEDFIQLHK.L MS
76-94 2145.09 2144.08 2144.09 -0.0049 K.ADIFINGSQLGEDFIQLHK.L MS
76-94 2146.08 2145.07 2145.07 0.0058 K.ADIFINGSQLGEDFIQLHK.L MS
106-115 1101.57 1100.57 1100.56 0.0092 K.LYGPDVGQPR.R MS/MS
106-115 1101.57 1100.57 1100.56  0.0092 K.LYGPDVGQPR.R MS
128-146 2174.02 2173.02 2173.03 -0.0127 K.AGGEVIDSVTWHHYYLNGR.T MS/MS
128-146 2174.02 2173.02 2173.03 -0.0127 K. AGGEVIDSVTWHHYYLNGR.T MS
128-146 2175.02 2174.01 2174.01 0.0003 KAGGEVIDSVIWHHYYLNGR.T MS
151-168 2079.05 2078.05 2078.05 -0.0051 R.EDFLNPDVLDIFISSVQKV MS
169-180 1346.74 1345.73 1345.73 0.0043 KVFQVVESTRPGK.K MS
169-180 1347.75 1346.74 1346.71 0.0274 KVFQVVESTRPGK.K MS
218-225 934.49 933.48 93347 0.0090 R.MGIEVVMR.Q MS

226-254 344471 3443.71 3443.68 0.0259 R.QVFFGAGNYHLVDENFDPLPDYWLSLLFK.K MS

3.-OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SOLUBILIDAD Y
ESTABILIDAD PARA LOS ESTUDIOS DE RMN

Antes de abordar los estudios de asignacion e interaccion por RMN de
heparanasa fue necesario optimizar algunos parametros como la solubilidad,
concentracién y estabilidad de la muestra. Con este fin, se probaron diferentes
tampones con un rango de pH de 5 a 8, concentraciones de NaCl (50-200 mM) y
diferentes temperaturas (25-45 °C).

En primer lugar, todas las construcciones fueron dializadas frente a distintos
tampones: 25 mM acetato sédico pH 5,5, 25 mM fosfato sodico pH 6 y 25 mM
Tris-HCI pH 7,4 y 8, todos ellos incluyendo 50 mM NaCl y 0,125% N-Lauroyl
sarcosine. A continuacion y con el objetivo de poder evaluar si la proteina estaba
bien plegada se realizaron experimentos 1D *H para cada una de las condiciones
anteriores. Debido a la presencia de detergente N-lauroyl-sarcosine en la muestra
este espectro no dio mucha informacién ya que las sefiales correspondientes al
detergente resuenan en la misma zona del espectro que la parte alifatica de la
proteina. En la Fig. 7 se muestra un ejemplo de este experimento para la

construccion Hepasz.417. La dispersion de las sefiales en la region aromatica y de
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los -NH va de 6.8 a 8.9 ppm, lo que nos hace pensar en una estructura

mayoritariamente en hélice a.
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Figura 7. Espectro 1D H de Hepazs.417 adquirido en un espectrometro Bruker 600 MHz

con criosonda TCI. La temperatura de la muestra era de 45 °C y el pH 6.

Finalmente cada una de las condiciones experimentales mencionadas
anteriormente fueron evaluadas mediante el experimento de RMN 2D [*H,"N]-
HSQC que proporciona importante informacion cualitativa sobre el plegamiento
de una proteina. Globalmente, los peores resultados en términos de estabilidad se
observaron en 25 mM acetato sédico, pH 5,5 debido en primer lugar a que la
muestra se degradaba a las 12-24 horas, lo que hacia imposible utilizar este
tampdn para experimentos tridimensionales largos de RMN que duraban entre 2-
4 dias y en segundo lugar la calidad del espectro no es buena ya que muestra
aproximadamente la mitad de las sefiales esperadas, probablemente como
resultado de la agregacién de la proteina. EI tampon que dio mejores resultados
para todas las construcciones de heparanasa fue 25 mM fosfato sodico, pH 6
donde el nimero de picos coincide con el numero de residuos que tiene la
proteina en su secuencia. La diferencia en la calidad del espectro a pH 5,5y pH
6 se puede observar en el espectro [*H, **N]-HSQC de HEP;ss.417 (Fig. 8).
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El espectro correspondiente a la muestra preparada con tampén a pH 8
también mostraba menos sefiales de las que correspondian al ndmero de
aminodacidos de la proteina. Esto puede explicarse porque el intercambio NH-
H,O aumentaba por encima de pH 7,5 lo que da lugar a la reduccion o
desaparicion de sefiales en el espectro [*H, *°N]-HSQC (245) (Fig. 8).

En todos los experimentos adquiridos, la concentracién de NaCl no parecia
afectar significativamente a la estabilidad de la proteina ni a la calidad de los
espectros, por lo tanto se us6 la menor concentracién de NaCl posible (50 mM).
Esta concentracion era suficiente para que la proteina fuera estable y para evitar
una reduccién de la relacion sefial/ruido en el espectro debido a la mayor
conductividad de la muestra provocada por una alta concentracién de NaCl en la
misma (246).

Por otro lado, los experimentos adquiridos a 45 °C dieron los mejores
resultados en todos los casos. En la figura 9 se muestra un ejemplo con la
construccion HEPisg437 @ 37 °C y 45 °C. Se observo que los experimentos
adquiridos a menor temperatura mostraban sefiales muy anchas en el espectro de

RMN, quizas debido a la viscosidad de la muestra por la presencia de detergente.
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Figura 8. Espectro [*H,"*N]-HSQC adquirido a 600 MHz con criosonda TCI. 300 uM

HEP1s5.417, 45 °C. Los tampones utilizados, fueron: (A) fosfato sodico pH 6 (B) acetato
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sodico pH 5,5, (C) Tris-HCI pH 8. En todos los casos con 50 mM NaCl y 0,125% N-

Lauroyl sarcosine.
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Figura 9. Espectro [*H,”°N]-HSQC de HEP;sg.417 300 UM, en fosfato sédico pH 6, 50
mM NaCl y 0,125% N-Lauroyl sarcosine adquiridos en un espectrométro Bruker 600
MHz con criosonda TCI dos temperaturas (A) 37 °C (B) 45 °C.
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Al optimizar las condiciones se llevaron a cabo experimentos con todas las
construcciones de heparanasa y los resultados revelaban que habia cambios
significativos entre las construcciones de mayor y menor tamafio. Los mejores
espectros de RMN (numero de picos, calidad y forma de las sefiales) se
observaron para las construcciones HEP1sg.417, HEP233.417 Y HEP36 109 de 29, 21y
8 kDa respectivamente, en comparacion con los espectros realizados para las
construcciones con peso molecular mayor de 30 kDa, HEP3g.417, HEP1s5g543 ¥
HEP3s543 de 37, 45 y 52 kDa respectivamente. Los espectros de las proteinas
méas grandes muestran sefiales mas anchas e incluso muchas llegan a
desaparecer, producido por un decrecimiento de la relacion sefial/ruido del
espectro. Esto se debe a que las proteinas mas grandes tienen una velocidad de
relajacion transversal muy réapida especialmente debido a los heterontcleos **C*
que relajan eficientemente por interacciones dipolo-dipolo con 'H* y a la
relajacion transversal de °N durante los pasos de transferencia de la coherencia
(247). A ello se une el problema de la falta de resolucion espectral debido al

gran nimero de sefiales de RMN que las proteinas grandes presentan.

La Fig. 10 muestra los espectros [*H,"°N]-HSQC para cuatro de estas
construcciones. La Fig. 10A corresponde al espectro de HEP3ss43 de 52 kDa
donde se puede apreciar el ensanchamiento de las sefiales al que se ha hecho
mencion anteriormente. Aunque el ensanchamiento de los picos no es tan
pronunciado en el espectro de HEPz5.417 (37 kDa) (Fig. 10 B), el solapamiento de
sefiales es muy grande, sobre todo en la zona entre 8 y 8,5 ppm. Es muy posible
que el tamarfio aparente de estas proteinas sea mayor de lo que realmente indica
su peso molecular debido a la presencia del detergente en la muestra. Se puede
observar como la calidad de los espectros es mayor en las construcciones de
menor peso molecular, HEP15.417 Y HEP36.199 de 29 y 8 kDa respectivamente
(Fig. 10C y 10D).
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Figura 10. Espectros [*H,"®N]-HSQC adquiridos en un espectrémetro Bruker 600 MHz
con criosonda TCl a 45 °C de (A) HEP37.543, (B) HEP37.417, (C) HEP58.417 ¥ (D) HEP3,.

109-

La dispersion de las sefiales de *H en estos espectros se ve reducida a un rango

de desplazamientos quimicos entre 6,5 y 8,8 ppm, que es caracteristico de las

proteinas con estructura mayoritaria de hélice-a. En los espectros [*H,”°N]-

HSQC de las construcciones de 29, 21 y 8 kDa se contabilizaron casi tantos

picos como aminoacidos tenia la proteina lo que sugeria que los espectros de

RMN eran de buena calidad calidad para empezar la asignacion. Para comprobar

si la proteina estaba plegada se adquirid el espectro [*H,”°N]-HSQC de cada una

de las construcciones disueltas en 25mM fosfato sodico, 50 mM NaCl y 6 M de

GndCl. El resultado se muestra en la Fig. 11 para la construccion HEPsg 417 €N

donde se puede observar que el rango de desplazamientos quimicos es mas
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reducido, caracteristica tipica de proteinas desplegadas. Al poner la proteina en
diélisis frente al mismo tampon sin GndCl la proteina vuelve a recuperar su
estructura siempre y cuando se afiada 0,125 mM N-Lauroyl sarcosine al tampon
de dialisis. Por lo tanto se demostrd con este experimento que la proteina estaba

plegada aunque el rango de desplazamientos quimicos no fuera demasiado

extenso.
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Figura 11. Espectro [*H,**N]-HSQC de una muestra de HEP;sg.417 preparada en
un tampdn 25 mM fosfato sodico, 50 mM NaCl y 6 M GndCl. Este experimento

fue adquirido en un espectrémetro Bruker 600 MHz con criosonda TCl a 45 °C.

4.-ASIGNACION DE HEPARANASA POR RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

Se eligieron las tres construcciones de heparanasa mas pequefias, HEP1sg 417
(29 kDa), HEP,33.417 (21 kDa) y HEP37.100 (8 kDa) debido a que son las que
presentan condiciones mas favorables en RMN como se ha demostrado con los
espectros de [*H,"*N]-HSQC.
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Para el inicio de la asignacion, los primeros experimentos que se adquirieron
fueron los espectros bidimensionales [*H, *N]J-HSQC y ['*H, **C]-HSQC, en
H,O:D,0 (90:10) y 100% D,O respectivamente. En la Fig. 12, se pueden
observar ambos espectros para HEP,33.417. Las sefiales que aparecen dentro de un
circulo en el [*H, ®N]-HSQC (Fig. 12A) a aproximadamente 10,5 ppm
corresponden al NH del anillo indélico del triptéfano (He-Ng). En este caso se
pueden observar 4 picos que corresponden al total de los Trp de la proteina. Lo
mismo ocurre con HEP;sg.417 €n donde se pudieron observar las 6 sefiales de Trp.
En el caso de HEP3s7.1090 NO se observd ninguna sefial en esta zona ya que esta
construccion no contenia Trp en su secuencia. EI nimero de resonancias en la
region de este mismo experimento indicada con un rectangulo es coherente con
el nimero de glicinas presentes en la secuencia de cada una de las
construcciones 22, 21 y 4 para HEPisg417, HEP233.417 Y HEP37.000
respectivamente. Por otro lado, el nimero de sefiales en la region del espectro
sefialado con un recuadro de lineas punteadas concuerda con el nimero de
cadenas laterales de Asn y GIn en estas construcciones. Por ultimo, los NH de la
cadena lateral de arginina y lisina aparecen normalmente a desplazamientos
quimicos de *°N alrededor de 73 ppm y de *H alrededor de 6,8 ppm en el caso de
arginina y de 54 ppm y 7,5 ppm respectivamente en el caso de lisina. Estos
desplazamientos quimicos estdn fuera del rango de desplazamientos que se
utiliza normalmente para el [*H, N]J-HSQC. Algunos de ellos se pueden
observar en el espectro a 123/7.5 ppm debido al reflejo de la sefial sobre el rango
de frecuencias aplicado en el experimento.

En la Fig. 12B se muestra el espectro [*H, *C]-HSQC de HEP,s3.4:7 donde se
observan las correlaciones *Jcy para todos los carbonos no cuaternarios de una
proteina. En esta figura estdn indicadas las regiones del espectro
correspondientes a las correlaciones entre *H*-*3C® *HP-3CP y entre los *H y los
3C de las cadenas laterales (aqui estan incluidas las correlaciones *H'-*C?, *H;’-
B3¢ y 1H-13C*). También se ha indicado la region correspondiente a los C° de las

prolinas.
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Figura 12. Experimentos (A) [*H, **N]-HSQC y (B) [*H, *C]-HSQC de
HEP2347 en H,O/D,O y D,O respectivamente adquiridos en un
espectrometro AV600 Bruker 600 MHz con criosonda TCl a 45 °C. La

concentracion de la muestra fue de 1 mM.
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Como se puede observar en la Fig. 10 y 12, en espectros de proteinas como
estas construcciones de heparanasa, donde las predicciones dan un resultado
mayoritario de estructura secundaria de a-hélice y ademas tienen un peso
molecular elevado (principalmente las construcciones HEPsg.417 Y HEP233.417 de
29 kDa y 21 kDa respectivamente), el solapamiento de las sefiales es muy
elevado y resulta esencial el uso de experimentos tridimensionales para realizar
la asignacion. Aunque el solapamiento es menor para la construccion HEP37.149
de 8 kDa, también fue necesaria la adquisicion de experimentos
tridimensionales. Esto requirié como se ha descrito en apartados anteriores el
marcaje isotépico de la proteina en N y *C (248). No se contempl6 la
posibilidad de utilizar experimentos bidimensionales como la secuencia 2D
NOESY/TOCSY con los que ademas no se necesita marcaje isotépico de la
proteina, debido a que las sefiales correspondientes al detergente solaparian con
las sefiales de la parte alifatica de la proteina.

Posteriormente, se adquirieron los experimentos de triple resonancia: HNCO,
HNCA, HN(CA)CO, HNCACB, CBCA(CO)NH, HNHA, HNHB,
HBHA(CO)NH, [*H-"*N]-HSQC-TOCSY, H(C)CH-TOCSY, (H)CCH-TOCSY,
[*H-"*N]J-HSQC-NOESY, [*H-*C]-HSQC-NOESY. A modo de ejemplo en la
Fig. 13 se puede observar el espectro 3D HNCO de HEP;sg.417, donde puede
apreciarse como al incluir la tercera dimension de **C se produce una dispersion
de las sefiales con respecto al [*H, *N]-HSQC en el que se basa el experimento
3D. La tercera dimensién del espectro HNCO muestra los desplazamientos
quimicos de ®*C; de carbonilo (CO) para un determinado NH;.,. Este
experimento nos permitid determinar con precision el nimero de resonancias
presentes en el espectro que coincidia con el nidmero de aminoéacidos en la

secuencia de la proteina.
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Figura 13. Espectro HNCO de la construcciéon HEPisg4; de heparanasa. El
experimento fue adquirido a 45 °C en un espectrémetro Bruker 900 MHz. La

concentracion de la proteina fue de 800 pM.

Posteriormente se realizé la identificacion de las sefiales a través de tiras de
espectros como se especifica en el apartado 2.3 de materiales y métodos. En la
Fig. 14 se muestra como se llevd a cabo la identificacion de las sefiales que
aparecen en el HNCACB para el aminoécido Vals4. Una vez identificada la
sefial en el espectro [*H, **N]J-HSQC (Fig. 10C) y fijadas las dimensiones de ‘H
y N, se estudié todo el ancho de ventana para la tercera dimensién de *C. En la
Fig. 14A se muestra la tira del espectro del HNCACB para el desplazamiento
quimico de Vals en el [*H, °N]-HSQC. Pueden distinguirse 4 picos en esta tira
del HNCACB. Como consecuencia del disefio de la secuencia, las sefiales de los
C* y los CP aparecen de distinto signo para poder ser identificadas més

facilmente. Puesto que las sefiales propias del sistema (i) aparecen normalmente
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a una intensidad mayor que las pertenecientes al sistema (i-1), las sefiales de C*
y C" que aparecen a desplazamientos de 59 y 28,5 ppm respectivamente,
corresponden al sistema (i, Vals14). Por el contrario, las que aparecen a 53,6 y
39,5 ppm de menor intensidad corresponden al sistema (i-1, Leugs). La
naturaleza de la Val no result6 dificil de determinar ya que estos aminoacidos
tienen una combinacion de desplazamientos quimicos de C*y CP diferente al
resto de aminoécidos. Esta combinacién de desplazamientos es 62,46 + 2,95
ppm para C*y 32,65 + 1,82 ppm para C" (249). Como existia mas de una
combinacién Leu-Val en la secuencia de la proteina, fue necesario utilizar otros
experimentos tridimensionales como el [*H, **NJ-HSQC-NOESY descrito en la

Fig. 16.
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En la Fig. 15 se muestra un ejemplo de como las tiras del HNCA fueron
esenciales para poder unir de forma secuencial los residuos Valy4-Glysis-Thryse-
Lyss7 en la construccion HEP1s5417. En esta figura, las tiras del HNCA que
corresponden al plano 'H-1C muestran las sefiales del C% y C%. para sus NH;.
Como en el caso anterior, las sefiales que muestran mayor intensidad son las
correspondientes al sistema (i) mientras que las que tienen una intensidad menor
pertenecen al sistema (i-1), ya que la constante de acoplamiento escalar entre el
Hi-N; y el C% es mayor que entre H; -N; y el C%.. Esto permitié identificar
facilmente las sefiales de C% y C%.; para los residuos Vals, Glyss, Thrass,
Lysa17. Para poder unir estos sistemas de forma secuencial, fue necesario buscar
coincidencias entre la sefial C*del residuo (i) y la sefial de C%_; del residuo (i+1).
Por lo tanto, la asignacion secuencial de estos residuos se realizd identificando
aquellas sefiales que presentan las coincidencias esperadas en los
desplazamientos quimicos de **N y **C. En el caso del fragmento Valy14-Glyas-
Thrye-LyS417, SU asignacion se vio facilitada por los particulares desplazamientos
quimicos de C* que presentan los aminoacidos Val, Gly y Thr (62,46 + 2,95,
45,33 + 1,33y 62,17 £+ 2,71 ppm respectivamente (249)), asi como la ausencia
de un fragmento similar en la secuencia de la proteina.

Para resolver las ambigiedades producidas por segmentos secuenciales
idénticos dentro de la proteina, se utilizé la informacion proporcionada por el
experimento [*H, '*N]-HSQC-NOESY donde ademés de otras muchas
correlaciones se pueden observar correlaciones Nui-Ny+). En este espectro,
también se pueden observar las correlaciones, H%-NH;.; y H%-NH;.3 para las
zonas de la proteina con estructura secundaria en hélice-alfa, lo que ayuda a unir
secuencialmente los aminodcidos. En la Fig.16 estan representadas las tiras de
espectros de [*H, *®N]-HSQC-NOESY para la construccion HEP37.100. Con este
experimento fue posible unir el fragmento Aspgs-llegs-Pheg-1legg-Sergg
basdndose en las correlaciones NH;-NH;,;. En este experimento hay dos
dimensiones de *H y una de N. Para poder ver la tira correspondiente a la
tercera dimension se fijan las dimensiones de N y la primera de *H. Como hay

dos dimensiones de *H, el espectro presenta una diagonal que permite ver el pico
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de cruce del *Hy consigo mismo y por tanto se puede ver en la tira, la sefial del
'H;-N;. Como las correlaciones existentes en el NOESY estan basadas en
distancias pueden observarse correlaciones no solo secuenciales sino también
con otros aminoacidos lejanos en secuencia. En la Fig. 16 las coincidencias de

desplazamientos quimicos estan representadas con lineas de color rojo.
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Figura 15. Union secuencial de los residuos Valys-Glyss-Thrae-Lyss; de la
construccion HEP1sg 417 utilizando las tiras del espectro HNCA. Las coincidencias en los
desplazamientos quimicos de las sefiales C* y C%.; se han representado en la figura con

una linea roja.
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Figura 16. Unién secuencial de los residuos Aspgs-llegs-Phegs-llegs-Sergg en la
construccion HEP5;.10¢ Utilizando los desplazamientos quimicos de 'Hy-Ny que
aparecen en el espectro de [*H, *®N]-HSQC-NOESY. Las correlaciones entre las sefiales
de (H-N);-( H-N);+1 se han marcado con una linea roja y las correlaciones ( H-N);-( H-

N)i.. se han marcado con una linea naranja punteada.

En los casos de las construcciones HEP233.417 (21 kDa) y HEP37.100 (8 kDa) se
asigné el 100 % de la proteina siguiendo este procedimiento. Sin embargo, en el
caso de una construccion mas grande como HEP;sg 417 de 29 kDa se encontraron
problemas de ensanchamiento de sefiales debido a la relajacion transversal de los
heterodtomos *C y **N y ademés problemas debidos al solapamiento de sefiales

que era bastante mas acusado que en los dos casos anteriores. En este caso se
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hicieron varias modificaciones en la preparacion de la muestra, espectrometro
usado para la adquisicién de los experimentos y por Gltimo en la secuencia de
pulsos de los espectros tridimensionales para evitar en la medida de lo posible
estos problemas. La primera de estas modificaciones fue marcar la proteina con
°H, para ello se creci6 la proteina en medio de cultivo preparado en D,O,
consiguiendo asi marcar la proteina en aproximadamente un 70%. De esta forma
se mejord el problema de la rapida relajacion transversal del heteronicleo de
B¢, principalmente *C* que es eficientemente relajado por las interacciones
dipolo-dipolo con *H® de la proteina (250, 251). Por otro lado, los experimentos
de HEPis5.417 S€ adquirieron en un espectrometro que operaba a 900 MHz en
lugar del 600 MHz utilizado para las otras dos construcciones, lo que mejoré la
resolucion y sensibilidad de los espectros, y por ultimo se utilizaron las
versiones TROSY de todos los experimentos tridimensionales, lo que producia
un decrecimiento de la velocidad de la relajacion transversal de todos los
sistemas *°N-'H mediante la interferencia que provoca la secuencia de este
experimento en la interacciones dipolo-dipolo y de anisotropia de
desplazamientos quimicos (224, 227, 247, 252, 253). Al utilizar las versiones
TROSY se mejora méas de tres veces la sensibilidad de los espectros. En la Fig.
17 se muestra la diferencia entre dos planos 'H-*C del experimento
tridimensional HNCACB para la construccion HEPis5.417 cuando se aplican
todos los parametros anteriormente citados. Se puede observar un aumento del
nimero de sefiales provocada en parte por la mayor resolucion y sensibilidad
gue conlleva el uso de un espectrémetro de mayor campo y por otro lado debido
a la disminucion del ensanchamiento de las sefiales.

Incluso adoptando esta serie de medidas para mejorar la calidad de los
espectros solo se consiguio asignar el 80% de los desplazamientos quimicos de

'H y el 70% de *3C debido principalmente al solapamiento de sefiales.
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Figura 17. (A) Experimento HNCACB de una muestra marcada en *C y N de la
construccion HEP;sg 417 adquirido en un espectrémetro Bruker 600 MHz con criosonda
TCl a 45 °C. (B) Experimento TROSY-HNCACB de una muestra marcada en *C, *N y
H adquirido en un espectrémetro Bruker 900 MHz con criosonda TCl a 45 °C. La

concentracion de la proteina en ambos casos fue de 800 uM.

Por esta razén y con el objetivo de completar la asignacion de HEPisg.417 S
marcé la proteina selectivamente con distintos aminoacidos enriquecidos
isotopicamente en >N. Los aminoacidos que se utilizaron fueron aquellos que
interesaban para completar la asignacion: Lys, Gly, Glu, Phe, Val, Met, lle, Arg.
En muchos de los espectros con la proteina marcada solo con este tipo de
aminodacidos se observd que se habia producido el fenémeno que se denomina
“scrambling” que se produce cuando algunos aminoacidos quedan marcados
inespecificamente, debido al metabolismo de las bacterias donde se expresa la

proteina. Sin embargo en todos los casos, las sefiales correspondientes a estos
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aminoacidos marcados inespecificamente eran menos intensas y podian
distinguirse facilmente. En la Fig. 18 se muestran los marcajes selectivos de Leu,
Lys y Val superpuestos en distintas regiones del [*H, **N]-HSQC. Las sefiales de
color rojo son aquellas que aparecen en el [*H, ®N]-HSQC de la muestra
marcada selectivamente, mientras que las que aparecen en el espectro
uniformemente marcado aparecen en azul. Al superponer los espectros HSQC de
las muestras marcadas uniformemente en N y las muestras marcadas
selectivamente, se puede identificar facilmente la naturaleza de los residuos,
principalmente cuando estaban superpuestos con otros que ya habian sido
identificados. De esta forma se consiguio asignar el 98% del esqueleto y cadena
lateral de protén de la proteina. Sin embargo, el porcentaje de cadena lateral de
carbono no se pudo mejorar quedando finalmente en un 70%. La asignacién de

esta construccion se encuentra en la base de datos BMRB

http://www.bmrb.wisc.edu/ y cuya referencia es 17126
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Figura 18. Superposicion del marcaje selectivo de Leu, Lys y Val sobre distintas

regiones del espectro [*H, ®N]-HSQC para la construccién HEPsg.417. Las sefiales de
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los aminoécidos marcados en °N se muestran en rojo mientras que las de la proteina

marcada uniformemente en >N se muestran en azul.

5.- CALCULO DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE HEP;58.417 Y HEP37.109
5.1.-Estructura secundaria de HEP55.417

En primer lugar se determinaron las zonas de la secuencia donde la proteina
tenia restricciones de NOE caracteristicas de hélice-alfa (254). Estos datos se
obtuvieron del espectro 3D de RMN *N-HSQC-NOESY. Estas restricciones

eran las siguientes:

e NOE entre Hy; y Haiy (d: 3,5 A)
e NOE entre Hy; y Hyis1 (d: 2,8 A)
e NOE entre Hy; y Hois (d: 3,4 A)

Los resultados estan reflejados en la Fig. 19 donde se puede observar que las
zonas con restricciones de NOE para hélice-alfa, representadas en forma de
espiral azul, no son muchas y ademas no implican un nimero elevado de
aminoacidos. Adicionalmente, en la Fig. 19A se pueden comparar estos
resultados con los que se obtienen del modelo estructural por homologia de
heparanasa. Los aminoacidos de la secuencia representados en azul tienen
estructura hélice-alfa en el modelo; los aminoacidos representados en verde
tienen estructura de hoja plegada B y los representados en rojo no tienen
estructura. La mayoria de las zonas de la proteina que tienen restricciones de

hélice-alfa también aparecen como hélice-alfa en el modelo. Estas zonas son:

Val*"-Ser'®
Ala?5-Ala2%
Thr%_val*®
Phe®-Met*™

Tyr'%. | eyt
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Sin embargo, también se pueden apreciar diferencias entre el resultado
experimental y la prediccion del modelo, ya que por ejemplo hay zonas que el
modelo predice como estructura de hoja plegada B y experimentalmente aparece
como estructura hélice-alfa como son las zonas Lys®*-Tyr®®, Met®!-val®* y
His®"-Tyr**. Ademés también hay zonas predichas como “random coil” que
presentan estructura secundaria de hélice alfa en RMN principalmente Lys"®*-

Ser®® y Gly?®-Phe?,
A
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Figura 19. (A) Diferencia entre las zonas con estructura en hélice-alfa determinadas a
partir de las restricciones de NOE experimentales del 3D **N-HSQC-NOESY de HEP;sg.
417 Y la estructura secundaria predicha por el modelo por homologia de heparanasa. En

forma de espirales estan representadas las zonas con restricciones de NOE en hélice-
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alfa. Las zonas del modelo con estructura secundaria en hélice-alfa estan representadas
en azul, las zonas con estructura en hoja plegada f estdn representadas en verde y las
zonas sin estructura estan representadas en rojo. (B) Diferencia entre las zonas con
estructura en hélice-alfa determinadas a partir de las restricciones de NOE
experimentales del 3D ®N-HSQC-NOESY (espirales en azul) de HEP:sg.417 ¥ las zonas
que podrian tener estructura secundaria estructura secundaria calculada a partir de los

angulos Phi y Psi utilizando el programa TALOS (en rojo).

En la Fig. 19B estan representadas las zonas con estructura secundaria
calculada a partir de los angulos Phi y Psi utilizando el programa TALOS. Este
programa calcula restricciones de angulos de torsion de proteinas (angulos Phi y
Psi) a partir de los desplazamientos quimicos de los &tomos que forman el
esqueleto de la proteina (Ha, Ca, CB, CO y N) junto con informacion disponible
en bases de datos como BMRB y PDB. En esta figura se puede observar que las
zonas con estructura secundaria calculadas con TALOS se corresponden en su
mayoria con las que se obtienen a partir del experimento 3D *N-HSQC-
NOESY.

Por otro lado, se calculé la diferencia entre los desplazamientos quimicos de
los Cay Ha de HEP1s5.417 Y €stos desplazamientos para una proteina desplegada
o en “random coil” (255, 256). Los resultados se muestran en la Fig. 20 donde se
puede observar que las zonas de mayores cambios en los desplazamientos son
comunes para Ca y Ha.

Adicionalmente, en esta figura se puede apreciar que las zonas con mayor
diferencia de desplazamientos quimicos de Co y Ha coinciden en gran medida
con las zonas anteriormente definidas con estructura de hélice-alfa. En azul se
muestran las zonas con estructura de hélice-alfa calculada a partir de las
restricciones de NOEs del experimento de RMN 3D ®N-HSQC-NOESY vy a la
vez que coinciden con las predichas por el modelo. Estas zonas son de izquierda
a derecha Val'®-Ser'®, Ala?"®-Ala®®, Thr*®-Val®®, Phe®*-Met®’®, Tyr*®-Leu*,
En naranja estd representada una zona de la proteina (Gly**-Phe”®) con

estructura de hélice-alfa predicha por el modelo y el fragmento de secuencia
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representado en verde (Arg'*-Leu®®) corresponde con una secuencia que segin
las restricciones de NOE tiene estructura secundaria de hélice-alfa.

Estos resultados indican que la mayor parte de las zonas de la proteina que
muestran mayor diferencia de desplazamientos quimicos Ca y Ha con respecto a
una proteina desplegada tendrian estructura secundaria en hélice-alfa.

Por otro lado, los resultados obtenidos con los tres métodos muestran que al

menos un 46% de la proteina presenta una estructura secundaria de hélice-alfa.
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Figura 20. Desviaciones de desplazamientos quimicos con respecto a “random coil”
para (arriba) los Ha y (abajo) los Ca de Hepisg417. Las desviaciones se muestran para
cada residuo de la secuencia. En azul se muestran las zonas con estructura de hélice-
alfa calculada a partir de las restricciones de NOEs del experimento de RMN 3D *°N-
HSQC-NOESY vy a la vez que coinciden con las predichas por el modelo. Estas zonas
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son de izquierda a derecha Val'®-Ser'®, Ala*®-Ala®®, Thr¥®-val*®, Phe**-Met®”,
Tyr‘*“-Leu*®, En naranja se muestra una zona de la proteina (Gly?*-Phe?®) con
estructura de hélice-alfa predicha por el modelo y el trozo de secuencia representado en
verde (Arg™*-Leu®®) corresponde con una secuencia de la proteina que segin las

restricciones de NOE tiene estructura secundaria de hélice-alfa.

5.2.-Estructura secundaria de HEP37.19

La estructura secundaria de HEP37.109 Se determind utilizando el mismo método
que para HEPisg4:7. Se compararon los resultados obtenidos de TALQOS, las
diferencias de desplazamientos quimicos para Ca y Ha y aquellos obtenidos a
partir de las restricciones de NOEs para hélice-alfa del experimento 3D *°N-
HSQC-NOESY. Los resultados se muestran en las Fig. 21y 22.
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Figura 21. (A) Comparacion entre las zonas con estructura en hélice-alfa determinadas
a partir de las restricciones de NOE experimentales del 3D *N-HSQC-NOESY de
HEPs7.109 Yy la estructura secundaria predicha por el modelo por homologia de
heparanasa. En forma de espirales estan representadas las zonas con restricciones de
NOE en hélice-alfa. Las zonas del modelo con estructura secundaria en hélice-alfa estan
representadas en azul, las zonas con estructura en hoja plegada f§ estin representadas
en verde y las zonas sin estructura estan representadas en rojo. (B) Comparacion entre
las zonas con estructura en hélice-alfa determinadas a partir de las restricciones de
NOE experimentales del 3D *N-HSQC-NOESY de HEP37.109 y las zonas con estructura
secundaria calculada con el programa TALOS. En forma de espirales estan
representadas las zonas con restricciones de NOE en hélice-alfa. Las zonas de HEP37.109
con estructura secundaria calculada a partir de los angulos Phi y Psi utilizando el

programa TALOS en rojo.
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Figura 22. Desviaciones de desplazamientos quimicos con respecto a “random coil”
para (arriba) los Ha y (abajo) los Ca de HEP34 109. Las desviaciones se muestran para
cada residuo de la secuencia.

Experimentalmente, hay tres zonas diferenciadas con estructura secundaria,
Asn®-Leu®, Ala®-Gly*! y Tyr*>-Gly® (Fig. 21A) que se obtienen a partir de las
restricciones de NOE para estructura hélice-alfa. Estas tres zonas coinciden con
las mayores desviaciones de desplazamientos quimicos Co y Ha de la proteina
frente a los valores de desplazamientos quimicos “random coil” segln se puede
observar en la Fig. 22 y las zonas con estructura secundaria obtenidas con el
programa TALOS (Fig. 21B). Sin embargo, no hay ninguna similitud con la
estructura secundaria predicha por el modelo para esta zona de la proteina. Por
lo tanto se puede concluir que el modelo estructural para esta zona de la
heparanasa (HEPs7.199) NO predice los resultados experimentales de estructura

secundaria. Esto podria deberse a la falta de homologia entre esta zona de la
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heparanasa con la proteina usada para el célculo del modelo. El uso de la
estructura de una proteina de mayor homologia de secuencia con la heparanasa
permitiria la obtencion de un modelo con el que se obtendrian resultados mas
préximos a los resultados experimentales. Sin embargo, no existe hasta el
momento, una estructura de proteina que presente un mayor grado de homologia

a la heparanasa.

5.3.-Asignacion de NOEs y determinacion de estructura tridimensional de
HEP158-417

Los espectros de RMN que se utilizaron para poder calcular la estructura de la
proteina, en este caso de la construccion de heparanasa HEP;sg.417, fueron el
experimento 3D N-HSQC-NOESY que da informacion principalmente sobre la
estructura secundaria de la proteina aunque puede haber algunos NOEs de larga
distancia y el experimento 3D *C-HSQC-NOESY que da informacion tanto de
la estructura secundaria como tridimensional de la proteina. Para poder calcular
la estructura lo primero que se hizo fue intentar asignar los NOEs de cada uno de
estos experimentos. En primer lugar se llevé a cabo la asignacion de los NOEs
de forma automética utilizando el programa Cyana 2.1 (http://www.cyana.org.).
Para poder llevar a cabo esta asignacion automatica, se marcaron cada una de las
sefiales de ambos espectros utilizando como soporte informatico el programa de
asignacion de espectros de RMN, CARA (Computer-Aided Resonance
Assignment) (www.nmr.ch) y con este mismo programa se generaron los
ficheros que contenian el listado de desplazamientos quimicos para cada una de
estas seflales marcadas en ambos espectros. También se generaron los ficheros
gue contenian informacion de la asignacion tanto del esqueleto como de las
cadenas laterales de la proteina. Aunque esta informacién debe ser la misma para
ambos espectros, se generaron dos ficheros diferentes por las pequefias
diferencias de desplazamientos quimicos que se pueden encontrar en cada uno
de los espectros debido principalmente a la utilizacion de muestras diferentes o
pequefias variaciones de temperatura. Con toda esta informacion junto con el

fichero generado por el programa TALOS con los angulos entre los diferentes
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aminoacidos de la proteina, se intentd hacer la asignacion automaética de los
NOEs y a su vez el calculo de la estructura. Los problemas que surgieron fueron

los siguientes:

- La calidad del espectro 3D *C-HSQC-NOESY era insuficiente para la
asignacion de los NOEs debido a que la presencia de detergente en la
muestra (N-lauroyl-sarcosine) daba lugar a la presencia de sefiales en el
espectro que solapaban con muchos de los NOEs entre aminoécidos de
la proteina y ademas los -CH de las moléculas del detergente daban a su
vez NOEs con los aminoédcidos de la proteina que estaban
interaccionando con dicho detergente.

- El espectro 3D “N-HSQC-NOESY contenia mayoritariamente NOEs
entre aminoacidos préximos en la secuencia y muy pocos NOEs de larga
distancia por lo que s6lo con este espectro no era posible calcular la
estructura tridimensional.

- Al tratarse de una proteina de 29 kDa, habia un gran solapamiento de
sefiales en el espectro 3D *C-HSQC-NOESY, por lo que al problema
anterior se sumaba el hecho de que muchos de las sefales
correspondientes a la cadena lateral de aminoacidos del mismo tipo (no
solapados por las sefiales del detergente) tenian el mismo
desplazamiento quimico y por lo tanto no habia una asignacion Unica y

segura para la mayoria de los NOEs de este espectro.

Estos problemas se traducian a que el calculo de estructura daba un RMSD
muy alto, del orden de 10 A.

Se intentd hacer la asignacion manual pero se tuvo el mismo problema que con
la asignacion automatica. La mayoria de los NOEs asignados pertenecian al
espectro 3D °N-HSQC-NOESY que como ya hemos dicho anteriormente daba
mayoritariamente informacion de la estructura secundaria.

Este solapamiento se debia no solo al tamafio de la proteina sino también a que

como hemos visto en apartados anteriores de este trabajo un 60% de la proteina
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era “random coil” y un 40% aproximadamente tenia estructura en hélice-alfa,
por lo que el rango de desplazamientos quimicos de los aminoacidos de la
proteina era mucho mas reducido que para proteinas que tienen un tanto por
ciento mayor de estructura secundaria, principalmente aquellas proteinas que

tienen mayoritariamente estructura de hoja f.

6.-OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE SOLUBILIDAD Y
ESTABILIDAD PARA LOS ESTUDIOS DE SPR

Al igual que para los estudios de RMN, hubo que optimizar las condiciones de
la muestra (concentracién de proteina, tampon, temperatura, presencia de
detergente) para abordar los experimentos mediante SPR. Para ello, la
construccion que se utilizé como referencia fue HEP1sg.417 que €s la misma que
se eligié para llevar a cabo los estudios de interaccion por RMN. Se usé esta
construccion porque como ya se ha comprobado en apartados anteriores es la
construccion de mayor peso molecular que contiene el sitio catalitico de la
enzima y los dos sitios de union a heparan sulfato con la que se obtienen
espectros de RMN de calidad suficiente para poder llevar a cabo este tipo de
experimentos.

Inicialmente se utilizo un chip NTA que es un chip con una matriz de dextrano
carboximetilado pre-inmovilizado con &cido nitrilotriacético. Al utilizar este
chip, la proteina era capturada sobre una superficie activada con NiCl, debido la
afinidad existente entre la cola de histidinas que tenia fusionada la proteina y los
cationes Ni** (257, 258). Sin embargo, la afinidad de una Gnica cola de histidinas
por el Ni** inmovilizado en este chip es relativamente débil (Kp~0,5-3 pM) y
después de la inyeccion la linea base no se mantenia estable probablemente
debido a la disociacién de la cola de histidinas de la superficie del chip (257).
Ademas, a este problema se une el hecho de que la presencia de detergente en la
muestra tampoco favorecia esta interaccion. Por tanto, en este caso, el chip NTA

no era Optimo para medir y cuantificar interacciones con heparanasa.
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Posteriormente se intentd inmovilizar la proteina covalentemente en un chip
CMB5, que contiene una matriz de dextrano carboximetilada; el 5 hace referencia
al nivel de carboximetilacién y la longitud de sus cadenas de dextranos (259). Lo
primero que se optimiz6 fue el tampon de la proteina para que ésta pudiera ser
correctamente inmovilizada. Se tenia que usar un tampén en el que la proteina
guedara cargada positivamente, por lo tanto se debia mantener el pH por debajo
del punto isoeléctrico de la proteina. En este caso el pl de la proteina era 9, por
lo que se podia usar cualquier tampdén con pH por debajo de este valor. En
primer lugar se utilizé 25 mM acetato sédico pH 5,5, 50 mM NacCl, pero al igual
gue se ha comentado en el apartado 3 de este capitulo, la proteina en estas
condiciones no era estable durante mas de 12 horas por lo que se probé el mismo
tampén utilizado para RMN, 25 mM fosfato sédico pH 6 50 mM NacCl, con
buenos resultados. Para inmovilizar la proteina lo primero que se usé fue una
mezcla de NHS/EDC (N-hidroxisuccinimida/hidrocloruro de carbodiimida) para
la activacion de la superficie del chip. Posteriormente se llevd a cabo la
inyeccion de la muestra y los resultados fueron que para una concentracion de
proteina de 50 pg/mL y un flujo de 420 pL/min a 25 °C se obtenian niveles de
inmovilizacion de entre 2000-3000 RU (Fig. 23). Si se queria obtener un nivel
de inmovilizacion méas alto, la proteina podia ser inyectada varias veces.
Finalmente la superficie del chip fue blogueada utilizando etanolamina pH 8,5.
Esta proteina era estable a 25 °C durante varias semanas por lo que no fue
necesario bajar la temperatura para inmovilizarla a la superficie del chip.
Normalmente, cuando las proteinas no son estables a 25 °C, la inmovilizacion se
hace a baja temperatura que tiene el inconveniente de que la inmovilizacion de la
proteina es mas lenta, requiere mayor tiempo de contacto con la superficie de
chip y por lo tanto mayor cantidad de muestra (Biacore Sensor Surface

Handbook). Por lo tanto en nuestro caso fue una ventaja poder trabajar a 25 °C.
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Figura 23. Inmovilizacién de Hepisg417 €n un chip CM5 utilizando un instrumento
Biacore T100 a 25 °C. Cada etapa esta sefialada en recuadros: activacion del chip con
EDC/NHS durante 700 s seguido de tres inyecciones de Hepisg417 @ Una concentracion
de 50 pg/mL en 25 mM fosfato sddico, 50 mM NaCl y 0,025% (p/v) de N-lauroyl-
sarcosine durante 420 s cada una y finalmente bloqueo de la superficie del chip con

etanolamina pH 8,5 durante 420 s.

A continuacion, se optimizaron las condiciones del experimento de interaccion
con inhibidores conocidos de heparanasa como la suramina y el fondaparinux
(151, 260). Lo primero que se comprobé fue si la proteina unida covalentemente
al chip necesitaba la presencia de detergente para ser estable. Para ello se
realizaron tres experimentos a la misma temperatura y concentracion de ligando
pero utilizando 0,25%, 0,05% y 0% de N-lauroyl sarcosine, en el tampon
utilizado durante el experimento. Los resultados fueron que en el primer caso no
habia interaccion y los dos siguientes, la constante de disociacién era la misma.

Por lo tanto se elimind el detergente del tampdn en experimentos posteriores.
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Ademas se tuvo también que optimizar el rango de concentracion del ligando
para llevar a cabo este experimento de interaccion en el Biacore. Normalmente,
este rango oscila alrededor del valor de la constante de disociacion del complejo.

El experimento de interaccion también se llevo a cabo a dos temperaturas, 25
y 37 °C ya que esta Ultima se asemejaba mas a la temperatura empleada para los
experimentos de RMN. Como se puede observar en la Fig. 24, la cinética es
mas lenta a la temperatura mas baja y la actividad de interaccion de la proteina
es superior en el experimento realizado a 25 °C. La actividad de la proteina se

pudo calcular por la siguiente férmula:

Rimax= T X (PMIigando/PMproteina)X Rreal

donde R €S la respuesta maxima que el ligando puede dar y corresponde con
el 100% de actividad de interaccion de la proteina en la superficie del chip, r es
el ratio estequiométrico de la interaccion, PMigango €S €l peso molecular del
ligando, PMproeina €S €l peso molecular de la proteina y Rea €s el nivel de
inmovilizacion de la proteina en la superficie del chip.

En el caso de la interaccion con suramina r= 1, PMgjramima= 1429 Da, PMoteina=
31000 Da (PMproteina=29000 Da + cola de histidinas) y Rea= 5020 RU. Por lo
tanto, el 100% de actividad se lograria cuando el ligando diera una respuesta de
231,4 RU para la concentracion de ligando a la que se llegue a la saturacion.

En este experimento (Fig. 24) se consigui6 una respuesta de 215 RU a 25 °C a
una concentracion de 1 uM de suramina (como se puede observar en la figura a
2 UM de suramina se ha llegado a la saturacion), mientras que a 37 °C se obtenia
una respuesta de 108 RU para la misma concentracion de suramina. Esto
significaba que la proteina inmovilizada a la superficie del chip tenia una
actividad del 92,9% a 25 °C y del 46,7% a 37 °C, lo que demostraba que la
proteina a 25 °C y con las condiciones descritas para este experimento estaba
bien plegada y con sus dos sitios de union accesibles al ligando. EI modelo

utilizado para el ajuste de las curvas se hizo teniendo en cuenta una interaccion
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1:1. En la Fig. 24 se puede observar como la cinética se ajustaba perfectamente a

este modelo.
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Figura 24. Sensogramas que muestran la cinética de la interaccion entre HEPsg.417 Y la
suramina a 25 °C (derecha) y 37 °C (izquierda). En este caso se utilizé un chip CM5
donde se habia inmovilizado covalentemente HEP;sg417. Cada curva representa la
interaccién con suramina a una concentracion diferente. Las concentraciones que se
usaron, indicadas desde abajo hacia arriba, fueron 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1y
2 UM. La concentracion de 0,1 uM se hizo por duplicado. Estos experimentos fueron

realizados con un Biacore T100.

7.-VALIDACION DE LA CONSTRUCCION HEP55.4;7 COMO DIANA DE
CRIBADO POR RMN Y SPR

Con el objetivo de saber si HEPisg4:7 podia ser utilizada para identificar
nuevos inhibidores de heparanasa sustituyendo a la enzima completa HEP37.543,
hubo que validar esta construccidn para estos fines. En este sentido se utilizaron
dos técnicas biofisicas, la Resonancia Magnética Nuclear y la Resonancia de

Plasma Superficial para comprobar en primer lugar si existia interaccion de esta
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construccion de heparanasa con inhibidores conocidos de la enzima y en
segundo lugar para saber si esta interaccion era especifica y con una afinidad
similar a la encontrada en la bibliografia para la enzima completa.

Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear fueron adquiridos en
presencia de suramina y heparina. La suramina es un polisulfonato naftilurea
conocido como agente antiproliferativo que inhibe la actividad de heparanasa in
vitro (ICsp = 46 uM) (260). La heparina es un glicosaminoglicano altamente
sulfatado utilizado comdnmente como un agente anticoagulante y que ademas se
ha demostrado que inhibe la actividad de heparanasa (260). La validacién por
RMN se basé en experimentos de tipo STD (203). Estos experimentos permiten
medir la interaccién proteina-ligando debido a la transferencia de magnetizacion
desde la proteina al ligando unido a través de un pulso de radiofrecuencias. Se
detectan las resonancias correspondientes al ligando libre que esta en equilibrio
con el ligando unido a la proteina. La figura 25 muestra el experimento STD
adquirido para una mezcla HEPsg.417-suramina en relacion 1:100. El resultado
positivo de este experimento demostrd la interaccion entre suramina y esta
construccion. Resultados similares se obtuvieron para la interaccion entre esta
construccion y la heparina. Aunque los experimentos de STD presentan algunas
ventajas sobre otros experimentos de interaccién tales como la baja
concentracién de proteina requerida (1-5 uM) y el uso de proteina no marcada,
no informan acerca del sitio de union a la proteina donde se produce la
interaccién con la consecuencia de que pueden aparecer uniones inespecificas
como falsos positivos.

Con el objetivo de determinar si esta interaccion se estaba produciendo en el
sitio catalitico de la enzima y por lo tanto demostrar que esta interaccion era
especifica y selectiva se utilizo el espectro 2D [*H-°N]-HSQC para el
experimento de mapeo de desplazamientos quimicos. Para este tipo de
experimentos se necesitaba que la proteina estuviera previamente asignada (ver
apartado 4). Se realiz6 una titulacion mediante RMN incrementando la
concentracién de ligando (suramina o heparina) y dejando la proteina con la

misma concentracion inicial. La relacion proteina/ligando fue 1:1, 1:2, 1:5, 1:10,
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1:25 y 1:50. Esta metodologia permitio la monitorizacion de los cambios en
algunas de las sefales del esqueleto de la proteina debido a la interaccion con la
suramina o heparina. En este caso fue necesaria una relacion proteina:ligando de
1:50 probablemente debido al efecto del N-Lauroyl-sarcosine utilizado para
solubilizar la proteina que posiblemente bloqueaba el acceso del ligando a la

superficie de la misma.
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Figura 25. Validacion de HEP;sg 417 por RMN. En rojo se muestra el espectro 1D de H
donde se pueden observar las sefiales aromaticas de suramina; en negro se muestra la
misma regién para el experimento de STD de la mezcla HEPsg.417-sUuramina en relacion
1:100. Este experimento fue adquirido en un espectrometro Bruker 600 MHz con

criosonda TCI con un total de 1K acumulaciones.

Tanto la suramina como la heparina provocaron cambios de desplazamientos
guimicos en los &cidos glutamicos que forman el sitio catalitico de la enzima
(Glu*® y el Glu*®), asi como los aminoacidos implicados en la unién con el
sustrato natural de la enzima, el heparén sulfato (Lys'*®-Asp'™* y GIn*"-Lys*).
En la Fig. 26A se pueden observar los cambios producidos por la suramina. En
esta figura se muestra ampliado el cambio de desplazamiento quimico de los dos
acidos glutdmicos activos asi como de algunos de los aminoacidos implicados en
la unién a heparan sulfato, Lys™® and Lys*® localizados en el primer sitio de

unién y Arg?’? and Thr?” en el segundo sitio de unién.
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Figura 26. Mapeo de desplazamientos quimicos. (A) Espectro 2D [*H-"*N]-HSQC
(600 MHz, criosonda TCI). El espectro de HEP55417 €n ausencia de suramina se
muestra en negro y la mezcla HEPsg 417-suramina (1:50) en rojo. La region del espectro

ampliada muestra los cambios de desplazamientos quimicos observados para el sitio

225 343
, Glu

catalitico Glu y algunos de los residuos implicados en el sitio de union a

heparan sulfato: Lys'™® Lys'™, Arg?”? y Thr?™. (B) Mapeo de las principales
perturbaciones de desplazamientos quimicos causadas por la suramina sobre el modelo

estructural por homologia de heparanasa.

En la Fig. 26B se pueden observar donde estan localizados estos aminoacidos
en el modelo estructural de heparanasa. Tanto estos resultados como los del STD
demuestran la especificidad y selectividad de la interaccién entre suramina con
la construccion de HEPisg47 Yy por tanto confirman la validez de esta
construccion para la basqueda de nuevos inhibidores de la enzima.

Por otro lado, se aplicO una metodologia complementaria para medir
cuantitativamente la afinidad de la interaccion. Para ello, se utilizé la Resonancia
de Plasma Superficial (SPR) en la que la proteina fue inmovilizada a la
superficie de un chip mientras que el ligando en solucién pasaba a través del
chip donde la proteina habia sido inmovilizada. De esta forma se pudo medir la
constante de disociacion entre HEP1sg.417 Y la suramina.

Como se menciond en el apartado 6 de este capitulo se utiliz6 el mismo
tampédn utilizado para RMN (25 mM fosfato sédico pH 6, 50 mM NaCl) para
inmovilizar la proteina, sin embargo para medir la interaccion se utilizd el
tampdn recomendado por Biacore para llevar a cabo estos experimentos: 10 mM
HEPES pH 7,4, 150 mM NacCl, 50 uM EDTA y 0,005% P20. Contrariamente a
lo que ocurre en RMN, fue posible llevar a cabo los experimentos de SPR en
ausencia de N-Lauroyl-sarcosine ya que la construccion HEPisg4;; fue

covalentemente unida a la superficie del chip y era estable en esas condiciones.
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Figura 27. Medida de afinidad de la interaccion HEP;sg 417:Suramina mediante SPR. Se
muestra en la parte de abajo el sensograma utilizado para las constantes cinéticas y en
la parte superior el ajuste para el calculo de la constante de disociacion. Las
concentraciones de suramina que se usaron indicadas desde abajo hacia arriba fueron
0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, y 5 uM. La concentracion de 0,1 uM se hizo por

duplicado. Estos experimentos fueron realizados con un instrumento Biacore T100.

La proteina fue inmovilizada en un chip sensor carboximetilado CM5 con un
nivel de 5020 RU. Para llevar a cabo el experimento de interaccion con suramina
se usé un rango de concentraciones de 0,01-5 pM. La constante de disociacion
que se midi6 para la interaccion HEP;sg4i7-suramina fue 0,5 puM que es
comparable a la ICsy publicada en la bibliografia para la heparanasa humana
completa recombinante (260, 261) (Fig. 27). Estos resultados confirman que
HEP1se.417 €5 una construccion valida como diana para encontrar nuevos

inhibidores de la enzima.
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Con el objetivo de comprobar si la presencia de los dos sitios de unién a
heparan sulfato es necesaria para buscar nuevos inhibidores, se midi6 la
interaccién entre la suramina y la construccion HEP,33.417 que como se ha dicho

en apartados anteriores solo contenia un sitio de unién a heparéan sulfato (GIn?"°-

280y y un solo &cido glutamico activo de la enzima Glu®. Esta interaccion se

Lys
midié tanto por RMN como por SPR en las mismas condiciones de

concentracién y temperatura que para HEP1sg 417.

Figura 28. Validacion de HEP,35.417 por RMN. En rojo se muestra el espectro 1D de *H
donde se pueden observar las sefiales aromaticas de suramina; en negro se muestra la

misma region para el experimento de STD de la mezcla HEP,33.417-SUramina.

En la Fig. 28 se muestra el experimento STD y en la Fig. 29 se puede observar
el experimento 2D [*H,”N]-HSQC que dan informacién de la interaccion entre
esta construccion y la suramina. La interaccion como se puede ver en el STD es
positiva y ademas es selectiva como puede observarse en el [*H,">N]-HSQC ya
que todos los residuos implicados en el segundo sitio de interaccion de

210_| ys?0 cambian sus desplazamientos quimicos en presencia

heparanasa, Gln
de suramina. En la Fig. 29 estan representados los cambios en los residuos
Arg®?, Arg?®, Lys? Thr?” y Ala*®. Estos cambios en desplazamientos
quimicos son de la misma proporcién o incluso mayor que en el caso de la
construccion que contenia los dos sitios cataliticos. Para completar estos
resultados se midio la constante de disociacion de HEP233.417 CON suramina por

SPR.
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Figura 29. Mapeo de desplazamientos quimicos para la construccion HEP33.417.
Espectro 2D [*H,*®N]-HSQC (600 MHz, criosonda TCI). El espectro de HEP,33.417 €n
ausencia de suramina se muestra en azul y la mezcla HEP,33.417-Suramina (1:50) en
rojo. La regién del espectro ampliada muestra los cambios de desplazamientos quimicos
observados para algunos de los residuos implicados en el sitio de union a heparan

sulfato: Arg®”?, Arg?®, Lys?™, Thr¥® y Ala?"®. EI Glu* del sitio catalitico de la enzima y

342

el residuo que le precede en la secuencia Gly*** aparecen representados dentro de un

circulo verde.

La constante de disociacion de la interaccion HEP,33.417-suramina medida por
SPR dio un valor de Kp: 0,5 uM (Fig. 30) que es el mismo que el obtenido para
la interaccién HEPisg417-suramina. Para poder entender estos resultados se
midieron las constantes cinéticas de las dos construcciones (HEP15g.417 Y HEP233.
417) COn suramina que se obtenia del experimento realizado por SPR. Las
constantes cinéticas resultaron ser diferentes a pesar de que la constante de
disociacion era la misma en los dos casos (Tabla 3), siendo la ko, y l1a Kegs mas

pequefias en el caso de la construccion con solo un sitio de unién a heparan
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sulfato. El hecho de que la interaccion de HEP,33 417 CON suramina tenga una Ko
maés pequefia implica que el tiempo en el que la suramina estd unida a la proteina
es mas largo en este caso que en el caso de la interaccion entre HEP1s5 417 ¥
suramina, lo que podria explicar que los cambios de desplazamientos quimicos
del HSQC sean mayores en el caso de la interaccion entre HEP,33.417 Y SUramina.
Esto también podria explicar el hecho de que las sefiales del STD para la
interaccion HEP,33. 417-suramina sea mas débil que para la interaccion HEP5g.417-
suramina ya que en el STD lo que se detecta es la magnetizacién del ligando
libre. A esto se une el hecho de que HEP,33.417 €5 una proteina de 21 kDa en
comparacién con los 29 kDa de HEPsg.417, que da problemas en la saturacion de

la proteina por difusién de espin (262).
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Figura 30. Medida de afinidad de la interaccién HEP,33.417:Suramina mediante SPR. Se
muestra en la parte de abajo el sensograma utilizado para las constantes cinéticas y en

la parte superior el ajuste para el calculo de la constante de disociacién. Las
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concentraciones que se usaron indicadas desde abajo hacia arriba fueron 0,01, 0,025,
0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2 y 5 pM. La concentracion de 0,1 uM se hizo por duplicado.
Estos experimentos fueron realizados con un instrumento Biacore T100.

Todos los resultados apuntaban a que no era necesario tener los dos sitios de
unién a heparan sulfato; sin embargo el hecho de que el &cido glutamico activo
GIu*® y el residuo que le precede Gly*** de HEP,s.41; No cambien su
desplazamiento quimico en presencia de suramina (Fig. 29B indicados con un
circulo verde) podria llevarnos a la hipotesis de que esta construccion mantenia
la afinidad por el ligando, pero podria no conservar la buena orientacion del
mismo. El hecho de que existiera esta posibilidad, justificaba el hecho de que se
utilizara para los estudios de interaccion la construccion con los dos sitios de

unién a heparan sulfato y los dos &cidos glutdmicos del sitio catalitico.

Tabla 3. Resumen de las constantes cinéticas para las construcciones HEPsg.
417 Y HEP233.417

Construccion de Kon (1/M-s) Kore (1/s) Ko (M)

heparanasa
HEP:58.417 36339,37 0,01893 0,52
HEP33.417 27585,15 0,015095 0,54

8.-CRIBADO DE FRAGMENTOS POR COMBINACION DE QUIMICA
COMPUTACIONAL Y DIFERENTES TECNICAS BIOFISICAS

8.1.-Generacién de un modelo farmacoférico para heparanasa
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En esta parte del trabajo, el objetivo era desarrollar un modelo farmacoférico
para heparanasa que se pudiera aplicar a una quimioteca de fragmentos. Al
tratarse de fragmentos se escogié un modelo en el que las distancias entre los
diferentes puntos farmacoforicos fueran relativamente cortas. Con este
propdsito, se desarrollaron diferentes hip6tesis farmacoféricas utilizando una
coleccion de los 27 inhibidores de heparanasa mas pequefios que se conocen
(190) que estan representados en la Tabla 4 de Materiales y Métodos.
Finalmente, se seleccion6 el modelo que esta representado en la Fig. 31 que
resultdo del alineamiento de los tres inhibidores mas activos de los 27
mencionados anteriormente (INH-1, INH-2 y INH-3). Estos tres inhibidores
estan representados en la Fig. 32. Este modelo se considerd el mas robusto y
predictivo al dejar mejor clasificados a los 27 inhibidores conocidos de
heparanasa cuando se aplico a un conjunto de compuestos formados por estos 27
inhibidores y la quimioteca Prestwick (formada por 1120 compuestos). El
modelo seleccionado estaba formado por dos posiciones
hidrofdébicas/aromaticas, un donador de hidrégenos y un aceptor de hidrégenos
como se puede observar en la Fig. 31. La funcién que se us6 para evaluar la
habilidad que tenian los diferentes modelos en proponer como mejores
candidatos a los inhibidores conocidos de heparanasa fue el “root of the mean
square deviation” o “la raiz cuadrada de la desviacion del promedio al cuadrado”
(rmsd) entre las distancias de los puntos farmacoforicos en el modelo y las
distancias calculadas en cada ligando tal como se define en las herramientas
MOE de busqueda de farmacoforos.

Finalmente, el modelo farmacoférico seleccionado fue aplicado a una
guimioteca comercial (CEREP, www.cerep.fr) compuesta por 686 fragmentos,
encontrando que 114 compuestos (16% de la quimioteca) satisfacian los cuatro
puntos farmacoforicos. La llamada “regla del 3” (peso molecular < 300 Da,
cLoP < 3, nicleos donadores de puentes de H < 3, nimero de enlaces que
pueden ser rotados < 3y superficie total polar < 60A?) (193) que tienen que
cumplir los compuestos para ser fragmentos fue evaluada para toda la

qguimioteca, y se pudo comprobar que los compuestos que pasaban los cuatro


http://www.cerep.fr/
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puntos farmacoforicos eran a su vez los mas complejos, con un mayor peso
molecular y mayor nimero de donadores y aceptores de hidrégeno como se
puede comprobar en la Fig. 33. Esto era un resultado esperado, especialmente
considerando que la distancia mas larga entre dos puntos farmacofdricos del
modelo estaba cerca de los 10 A (Fig. 31), por lo que resultaba imposible que los

fragmentos mas pequefios cumplieran este requisito.
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Figura 31. Modelo farmacoférico obtenido del alineamiento de los tres inhibidores
conocidos de heparanasa mas activos (INH-1, INH-2, INH-3). Este modelo incluye un
donador de hidrogeno (esfera morada), un aceptor de hidrégenos (esfera azul) y dos

regiones hidrofobicas/aromaticas (esferas amarillas).
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Figura 32. Tres inhibidores méas activos de heparanasa de los 27 inhibidores mas

pequefios conocidos de la proteina.
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Figura 33. Porcentaje de compuestos en funcion del peso molecular (PM), rango de log
P, nimero de aceptores de hidrégeno y nimero de donadores de hidrégeno. Gris,

blanco y negro representan la quimioteca entera de fragmentos, compuestos que
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satisfacen los cuatro puntos farmacoféricos y aquellos que no satisfacen el modelo

farmacofdrico respectivamente.

8.2.-Fiabilidad del modelo farmacoférico

Como se muestra en la Tabla 4, 23 de los 27 inhibidores escogidos de
heparanasa satisfacian las hipétesis del modelo farmacoférico, estando entre los
cuatro compuestos que no la cumplian los dos que mostraban menor actividad
inhibitoria de heparanasa (190). Ademas se encontré una clara tendencia de
actividad con los compuestos mejor clasificados por el modelo, siendo los
mejores compuestos predichos aquellos inhibidores mas activos.

Por otro lado se analizaron los resultados obtenidos cuando el modelo se
aplicaba a estos 27 inhibidores de heparanasa junto con los 1120 compuestos de
la quimioteca Prestwick para evaluar la fiabilidad del modelo. Se encontré que
13 de los 23 inhibidores de heparanasa que cumplian el modelo estaban entre el
10% de los compuestos mejor clasificados y que entre los ocho inhibidores que
tenian actividad inhibitoria en el rango de submicromolar, cuatro de ellos
estaban entre el 2% mejor clasificado (incluyendo tres compuestos que no se
usaron para la generacion del modelo farmacoférico) (Tabla 4). Por lo tanto,
parecia que escogiendo los compuestos mejor clasificados en este cribado in
silico, se encontraria un alto porcentaje de “hits”. Por otro lado, un resultado
interesante fue el obtenido de la aplicacidn del modelo farmacoférico al sustrato
natural de heparanasa, el heparan sulfato (Fig. 34). Para ello y debido a que el
heparan sulfato es un glicosaminoglicano de cadena muy larga, se utiliz6 el
minimo fragmento del heparan sulfato capaz de ser reconocido por heparanasa,
resultando que esta secuencia de heparan sulfato satisfacia todas las hipétesis

farmacoféricas del modelo.
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Tabla 4. Clasificacion de los inhibidores conocidos de heparanasa

Inhibidor de heparanasa 1Cgo (UM) Clasificacion?
INH-1 0,075 2**
INH-2 0,20 6*
INH-3 0,20 17
INH-4 0,23 4**
INH-5 0,27 1**
INH-6 0,29 3**
INH-7 0,40 11*
INH-8 0,50 5*
INH-9 0,13-19,00 22
INH-10 1,00 18
INH-11 1,00-10,00 *
INH-12 1,50-36,00 23
INH-13 2,50 12*
INH-14 3,00 8*
INH-15 5,00-45,00 21
INH-16 8,00 20
INH-17 8,00-25,00 16

Una INH-18 10,00 15
INH-19 10,00 14
INH-20 10,00-26,00 N.S
INH-21 12,00 19
INH-22 17,00 N.S
INH-23 24,00-32,00 10*
INH-24 25,00 13*
INH-25 26,00-36,00 9*
INH-26 >100,00 N.S
INH-27 >100,00 N.S

descripcion detallada de estos inhibidores se recoge en la revision bibliografica
Hammond et al. (190). “N.S” no satisfacen el modelo. * Un conjunto de 27 inhibidores

conocidos de heparanasa mas 1120 estructuras de la quimioteca Prestwick se usaron
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para validar el modelo. EI nimero en la columna indica el orden en el que los
inhibidores fueron clasificados con respecto a otros inhibidores cuando se usaron los
1147 compuestos. * Compuestos que se encuentran entre el 10% mejor clasificado por

el modelo farmacoférico; ** aquellos que se encuentran entre el 2% mejor clasificado.

Figura 34. Minimo fragmento de heparan sulfato que es reconocido por la enzima
heparanasa. Los grupos cargados esenciales para que la enzima reconozca al sustrato
estan representados en rojo. En azul estan representados otros grupos cargados que

mejoran la afinidad con heparanasa.

8.3.-Andlisis de la diversidad quimica de los compuestos que cumplian las
hipotesis farmacoféricas

Un aspecto interesante de esta técnica es la posibilidad de identificar
estructuras que, aun cumpliendo las hip6tesis farmacoféricas, son diferentes
guimicamente (263) lo que ocurri6é también en este caso. Como se muestra en la
Fig. 35, existian compuestos (INH-1, INH-9 y INH-10) de distinta naturaleza
guimica que satisfacian este modelo a pesar de que fue generado a partir de 3
compuestos con caracteristicas quimicas muy similares entre si. La Fig. 36
muestra las estructuras de los tres fragmentos mejor clasificados FRAG-8,
FRAG-28 y FRAG-3 (representados en Tabla 5 de Materiales y Métodos) asi
como su superposicion con el modelo farmacofoérico demostrando que la misma
observacion (diferentes estructuras quimicas son compatibles con el mismo

modelo farmacoforico) puede ser extrapolada a una quimioteca de fragmentos.
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Figura 35. En la parte de arriba se muestran las estructuras de tres inhibidores de
heparanasa, de diferente familia quimica, de izquierda a derecha INH-1, INH-9, INH-
10, y en la parte de abajo se muestra la superposicion de estos compuestos con el

modelo farmacoférico.

Por otro lado, se llevd a cabo un andlisis adicional de los inhibidores
conocidos de heparanasa basado en su naturaleza quimica. Entre estos
compuestos se incluyen algunos que a primera vista podrian tener un
comportamiento similar frente a heparanasa teniendo en cuenta que todos
contienen una larga cadena alifatica. EI modelo farmacoférico fue capaz de
predecir que INH-9, INH-18 y INH-19 (Tabla 4 de Materiales y Métodos) eran
efectivos inhibidores de heparanasa ya que estos compuestos satisfacian los
cuatro puntos farmacoféricos y que INH-26 y INH-27 eran de hecho compuestos
menos activos con una ICs, mas alta de 100 puM. Sin embargo, este analisis
también mostré las limitaciones de esta técnica ya que el compuesto INH-22 no

cumplia el modelo y sin embargo tenia una estructura quimica similar a INH-26
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y INH-27, a pesar de tener una ICs, de un orden de magnitud menor que estos
dos inhibidores. Parece evidente que el modelo no era capaz de apreciar leves

diferencias quimicas entre los compuestos.

Figura 36. Estructuras de los fragmentos mejor clasificados por el modelo, en la parte
superior de la figura de izquierda a derecha FRAG-8, FRAG-28 y FRAG-3. En la parte
inferior estd representada la superposicion de estos tres fragmentos con el modelo

farmacoférico

8.4.- Identificacion de “hits” por Resonancia Magnética Nuclear y

validacion del modelo farmacoférico por RMN

Con el objetivo de validar el modelo, se llevo a cabo un cribado de fragmentos
mediante Resonancia Magnética Nuclear. Para ello, se eligié una coleccién de
100 fragmentos (Tabla 5 de Materiales y Métodos) que contenia 50 compuestos
de los 114 fragmentos que cumplian los cuatro puntos del modelo farmacoférico
(44% de este grupo), 25 compuestos que cumplian tres puntos y 25 que

cumplian dos. Los compuestos pertenecientes a los dos Gltimos grupos fueron
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seleccionados por diversidad quimica y el grupo de los 50 fragmentos contenia
los 18 compuestos mejor clasificados por el modelo y los 32 restantes fueron
escogidos igualmente por diversidad quimica. Esto se hizo utilizando la
herramienta MACCS de MOE vy el algoritmo de Tanimoto (264) como se
describe en Materiales y Métodos.

Inicialmente se realiz6 un cribado de estos 100 fragmentos utilizando el
experimento WaterLOGSY por RMN (204, 210, 265) que identifica las
interacciones proteina-ligando detectando la magnetizacion que se transfiere a
través de las moléculas de agua desde la proteina al ligando. Este experimento
permitia la identificacion de interacciones en el rango de mM-uM, con la ventaja
de que no requeria gran concentracion de la muestra y no era necesaria la
utilizaciéon de proteina marcada. El resultado de estos estudios mostrd que el
mayor porcentaje de “hits” se identificaron entre los 50 fragmentos que
cumplian los cuatro puntos farmacoféricos. De esta forma, se comprob6 que el
66% de los compuestos que cumplian todas las hipotesis farmacoforicas daban
resultado positivo en el WaterLOGSY, representando un 6 y un 30% de
enriquecimiento frente a los compuestos que cumplian 3 o 2 puntos del modelo
farmacoforico respectivamente.

Estos resultados mostraban el potencial de la combinacion de estas dos
técnicas para la generacidon de “hits” en cribado de fragmentos ya que se realiza
un filtro previo con herramientas de quimica computacional reduciendo el
namero inicial de compuestos para hacer el cribado por técnicas experimentales
con la RMN. Esto es una ventaja adicional para aquellos investigadores que
trabajan en academia donde la posibilidad de manejar grandes colecciones de
fragmentos estd mas limitada.

Aunque el experimento WaterLOGSY es extremadamente Util para hacer
cribado de fragmentos y para encontrar compuestos que interaccionan con una
proteina diana, tiene el inconveniente de que no proporciona informacién directa
sobre el sitio de la proteina que une al ligando. Ademas la intensidad de la sefial

en el experimento WaterLOGSY depende enormemente de la orientacion de la
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moléculas de agua (266), por lo que es muy dificil obtener informacion sobre la
afinidad de la interaccion en este tipo de experimento.

Con el objetivo de encontrar nuevos inhibidores de heparanasa se realizo el
cribado para este mismo conjunto de 100 fragmentos utilizando experimentos de
interacciéon STD y experimentos de competicion también utilizando el STD por
Resonancia Magnética Nuclear. El prop6sito de este tipo de experimentos fue en
primer lugar, reducir el nimero de falsos positivos que puede producir el
WaterLOGSY y el STD, debido a los cambios de pH, agregacion o a
interacciones no especificas (267), al medir la interaccion por dos métodos
diferentes (268). En segundo lugar, este tipo de experimentos permitian obtener
informacion sobre si los compuestos se unian al sitio catalitico de heparanasa
utilizando experimentos de competicién (200) con ligandos conocidos de la
enzima. El ligando que se utilizé para hacer los experimentos de competicién fue
la suramina, Kp medida mediante SPR: 0,5 uM (269). Como era de esperar,
cuando se hizo el cribado de fragmentos utilizando dos tipos de experimentos
diferentes (WaterLOGSY y STD), hubo un descenso en la cantidad de “hits”
encontrados. Sin embargo, cuando se comparaban fragmentos de tamafio similar
(peso molecular y distancia topolégica (270)), se encontrd que todavia habia una
fuerte correlacion entre el cumplimiento del modelo farmacoférico y el nimero
de “hits” encontrados, de forma que el 30% de los fragmentos que satisfacian las
4 hipotesis farmacoforicas del modelo daban resultado positivo en los
experimentos STD de competicion por RMN. Estos resultados representaban un
9% y 20% de enriquecimiento cuando se compara con los compuestos que eran
positivos experimentalmente y que solo cumplian tres y dos puntos del modelo,
respectivamente.

De los 100 fragmentos que se probaron por RMN, se encontraron 37
compuestos que mostraban interaccion con heparanasa y ademas competian con
la suramina por el sitio catalitico de la enzima. Estos fragmentos son FRAG-1, 3,
5,7,8,10, 11, 13, 14, 16, 19, 22, 24, 32, 33, 35, 37, 41, 44, 47, 52, 55, 57, 58,
61, 66, 67, 70, 73, 77, 79, 82, 83, 86, 92, 95 y 97 cuyas estructuras estan

representadas en la Tabla 5 de Materiales y Métodos. En la Fig. 37 se muestran
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los experimentos monodimensionales de *H (negro), WaterLOGSY (rojo) y STD

normal y de competicion (azul) para uno de estos fragmentos, FRAG-47.
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Figura 37. Ejemplo de experimentos de interaccion proteina-ligando por RMN
llevados a cabo para cada fragmento, mostrandose con detalle la region aromética del
espectro. (a) Espectro de *H de una mezcla de suramina y FRAG-47 (cada uno a una
concentracion de 500 uM); (b) Espectro water-LOGSY del FRAG-47 (5 uM de HEPs5.
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417, 300 UM del fragmento) mostrando interaccidn positiva; (c) experimento STD del
FRAG-47 (5 UM de HEP;5g.417, 500 uM del fragmento), mostrando su interaccién con
HEP158 417, (d) experimento STD de la suramina (5 pM de HEPjsg457, 500 pM de
suramina), mostrando su interaccion con HEPsg.417 (€) experimento de competicién por
STD (5 UM de HEP5g.417, 500 uM del fragmento y 500 uM de suramina) mostrando la
competicion del FRAG-47 y la suramina por el sitio catalitico de la enzima. En la parte

superior de la figura estan representadas la estructura del FRAG-47 y la suramina.

Se puede comprobar que el experimento WaterLOGSY (Fig. 37b) muestra
interaccién positiva. Un compuesto que no interaccionara con la proteina daria
como resultado las mismas sefiales pero invertidas, mientras que compuestos que
interaccionan con la proteina dan sefiales positivas o resonancias menos
negativas que el WaterLOGSY realizado en ausencia de la proteina. La Fig. 37c
muestra el experimento STD para el FRAG-47 mostrando su interaccién con
HEP1s.417. El experimento de competicion por STD se muestra en la Fig. 37e; el
decrecimiento de la intensidad de las sefiales de resonancia del fragmento y la
suramina comparada con la intensidad de las sefiales del STD del fragmento
(Fig. 37¢) y de la suramina (Fig. 37d) indica que FRAG-47 y suramina estan

compitiendo por el sitio catalitico de heparanasa.

8.5.-1dentificacion de “hits” por Resonancia de Plasma Superficial

Finalmente se midié la constante de disociacién para este grupo de 37
compuestos que resultaron ser positivos por RMN, pudiéndose comprobar que el
método de SPR anteriormente optimizado para ligandos conocidos de
heparanasa también era valido para medir interacciones con moléculas de bajo
peso molecular obteniéndose respuestas de mas de 100 RU. En la Fig. 38 se
puede apreciar el sensograma para el compuesto FRAG-86 cuya estructura viene
representada en esta figura. Para este fragmento se obtiene una respuesta de
aproximadamente 120 RU para una concentracion de 500 UM de compuesto y

30 RU para una concentracion de 100 uM que es la concentracion que se suele
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usar para hacer cribado de fragmentos por SPR. Esta respuesta es considerada
como suficiente para poder detectar compuestos de bajo peso molecular (< 350
Da) como es este caso donde el compuesto tiene un peso molecular de 263,71
Da. Ademas también se demostro que la enzima inmovilizada en el chip era
estable durante 48 horas que es otro de los requisitos indispensables para poder
hacer el cribado de una libreria de compuestos. Esto condujo a la conclusién de
gue se ha optimizado el método para poder hacer cribado de fragmentos por SPR
con la enzima heparanasa.

Los resultados que se obtuvieron para este grupo de 37 compuestos detectados
como positivos por RMN, mostraban Kp en el rango de 0,2-5 mM vy eficiencia
de union equivalentes a las encontradas en la bibliografia para fragmentos del
mismo tamafio (271).

Por lo tanto usando este conjunto de técnicas in silico y biofisicas se han
identificado varios fragmentos que podrian ser potencialmente un buen punto de
partida para la optimizacion de estos “hits” hasta ser “leads” de esta enzima. Los

mejores resultados se obtuvieron para el FRAG-86 cuya Kp, fue 236 puM.
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Figura 38. Sensograma para el fragmento FRAG-86. Las concentraciones de este
compuesto que se usaron indicadas desde abajo hacia arriba fueron 25, 50, 100, 300,

500uM. Este experimento fue realizado a 25 °C en un instrumento Biacore T100.

9.-CRIBADO DE COMPUESTOS CON CARACTERISTICAS DE
FARMACOS POR COMBINACION DE QUIMICA COMPUTACIONAL Y
DIFERENTES TECNICAS BIOFIiSICAS

En esta parte del trabajo se utilizaron compuestos de mayor peso molecular
(Peso molecular > 350 Da) y en su mayoria con caracteristicas de farmacos con
el objetivo de encontrar compuestos de mayor afinidad por la proteina. Estos
compuestos pertenecian a la quimioteca Prestwick (1120 compuestos).

Se hizo un primer cribado utilizando técnicas in silico. Para ello se aplico el
modelo farmacoférico ya descrito en el apartado 8 de Discusion y Resultados a
esta quimioteca Prestwick y posteriormente los compuestos se clasificaron en
funcion del nimero de puntos farmacoféricos que cumplian.

Posteriormente se queria hacer una nueva clasificacion de estos compuestos
utilizando el “docking” a partir del modelo estructural de heparanasa (descrito en
el apartado 1 de Discusion y Resultados). Para ello, esta técnica se valido
utilizando inhibidores conocidos de heparanasa para comprobar que el modelo
estructural de heparanasa se podia utilizar para este propdsito. En la Fig. 39 se
puede observar el docking realizado con el inhibidor de heparanasa utilizado
para llevar a cabo el modelo farmacoférico INH-1 (Tabla 4 de Materiales y
Métodos) y el modelo de homologia por heparanasa. En azul estan representados

158

los dos sitios de unién a heparan sulfato (Lys™-Asp'™ y GIn*’-Lys*) y en rojo
los dos 4cidos glutdmicos del sitio catalitico de la enzima (GIu*®, GIu*?). Se
puede observar como el inhibidor de heparanasa bloquea el sitio catalitico de la
enzima e interacciona con parte de los aminoacidos que pertenecen al sitio de
unién a heparan sulfato. Por lo tanto, se concluyd que el modelo estructural de
heparanasa se puede utilizar para llevar a cabo el docking de la enzima con

nuevos ligandos.
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INH-1 Ny

Figura 39. Docking entre el modelo estructural de heparanasa por homologia y un
inhibidor conocido de heparanasa INH-1. En azul estan representados los dos sitios de

B8 Aspt™ y GIn?-Lys®™) y en rojo los dos &cidos

union a heparan sulfato (Lys
glutamicos del sitio catalitico de la enzima (Glu*®, Glu®**®). El docking se llevé a cabo
con el conjunto de herramientas de modelizacion de OpenEye (v. 2.1)

(http://www.eyesopen.com).

A continuacion, se realiz6 el docking con el modelo estructural de heparanasa
y los 1120 compuestos de la quimioteca Prestwick y estos compuestos fueron

clasificados en funcién de la energia de interaccion calculada.


http://www.eyesopen.com/
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La combinacion de estos dos métodos de quimica computacional, uno basado
en la estructura del receptor (“docking”) y el otro basado en la estructura del
ligando (modelo farmacofdrico) nos permitio realizar una nueva clasificacion de
los compuestos de la quimioteca Prestwick teniendo en cuenta los mejores

resultados de las dos técnicas (Tabla 5).

Tabla 5. Compuestos Prestwick mejor clasificados in silico. Resultados

experimentales por RMN y SPR.

Compussocaknin Cllienion Clgifcactn e 1o i, o)
Astemizol 1 6 4 + + > 1mM
Amodiaquina 2 1 33 + + 52,6 uM
Hesperidina 3 36 11 + + > 1mM
Cisapride 4 25 30 + + > 1mM
Naringina 5 34 29 + + > 1mM
Metergoline 6 72 6 + + > 1mM
Labetol 7 4 76 + + 1mM

Posteriormente se escogieron los 7 compuestos mejor clasificados para
evaluarlos experimentalmente por RMN y SPR. En la Tabla 5 aparecen los
resultados de estos experimentos y como se puede observar todos eran positivos
en WaterLOGSY y STD pero la mayoria tenian constantes de disociacion muy
débiles (>1 mM) excepto la amodiaquina y labetol con Kp de 52,6 uM y 1 mM,
respectivamente. A continuacion se muestran los experimentos de RMN (Fig.
40) y SPR (Fig. 41) para la amodiaquina.

Se intentd conseguir el epitopo de la amodiaquina que interaccionaba con la
proteina utilizando el experimento STD. Para ello, en primer lugar se asignaron
todas las sefiales del experimento 1D de *H de la amodiaquina. A continuacion

se integraron todas las sefiales en el experimento *H y en el de interaccion STD.
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Se midi6 la relacion integral de las sefiales STD/integrales de las sefiales *H para
identificar el epitopo de la amodiaquina que interaccionaba con HEP;sg.417. Sin
embargo no se obtuvieron resultados coherentes debido al tamarfio de la molécula
de amodiaquina o a la posibilidad de que tenga distintas orientaciones al unirse a

la proteina y por tanto tenga distintos epitopos de afinidades diferentes.
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Figura 40. Interaccion de la amodiaquina con HEPysg.417. EStructura de amodiaquina
y experimento STD; en negro espectro de *H de la amodiaquina a una concentracion de
500 UM y en rojo experimento STD de la amodiaquina (5 UM de HEP1sg.417, 500 uM de
la amodiaquina), mostrando su interaccion con HEP;sg.417. EStos experimentos fueron

realizados con un espectrometro Bruker 600 MHz con criosonda TCI.
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Figura 41. Interaccion de amodiaquina con HEP;sg.4:7. Medida de afinidad de la

interaccion HEP,sg.417:amodiaquina mediante SPR. Se muestra en la parte de abajo el
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sensograma utilizado para las constantes cinéticas y en la parte superior el ajuste para
el calculo de la constante de disociacion, la barra vertical indica el valor de la Kp. Las
concentraciones que se usaron indicadas desde abajo hacia arriba fueron 6,25, 12,5, 25,
50, 100 y 300 pM. La concentracion de 100 puM se hizo por duplicado. Estos

experimentos fueron realizados con un instrumento Biacore T100.

10.-OPTIMIZACION DE “HITS”
10.1.-Optimizacion de “hits” que provienen del cribado de fragmentos

El objetivo de esta parte del trabajo fue encontrar compuestos que tuvieran
mayor afinidad por heparanasa a partir de uno de los hits que se obtuvieron del
cribado de fragmentos por RMN. El mejor de los fragmentos que se obtuvo a
partir de este cribado (apartado 8 de Discusion y Resultados) fue el FRAG-86,
Este compuesto fue positivo en el experimento WaterLOGSY y el STD y
utilizando el STD de competicion con suramina se demostré que este fragmento
competia con la suramina por el sitio catalitico de la enzima. Ademas la Kp que
se midi6 por SPR entre este fragmento y la construccion HEP1sg.417 fue 236 uM
como se menciond en el apartado 8.5 (Fig. 38) demostrandose asi que la
interaccién entre esta construccion de heparanasa y el FRAG-86 era mayor que
cualquier otro fragmento de los 100 que se eligieron inicialmente. Por otro lado,
era un compuesto facil de modificar desde el punto de vista de la sintesis
quimica y por lo tanto facil de optimizar.

Con el objetivo de mejorar la constante de disociacién de este fragmento con
heparanasa se llevaron a cabo dos estrategias. La primera de ellas fue la
basqueda de analogos comerciales en los que se afiadian o eliminaban distintos
grupos en diferentes partes de la molécula y la segunda fue unir dos fragmentos
mediante sintesis quimica que tuvieran afinidad con la proteina o lo que se
conoce con el nombre de “linking”. En este caso se sintetizd un compuesto
simétrico formado por dos moléculas del FRAG-86 ya que como se demostrara

posteriormente podria tener mayor afinidad por heparanasa.
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10.1.1.-Busqueda de analogos comerciales

En la Fig. 42 estan representadas las estructuras de estos analogos comerciales
que tienen como base la estructura del FRAG-86 al que se le han afiadido,
sustituido o eliminado diferentes grupos quimicos de mayor o menor tamafio y
complejidad con el objetivo al menos de determinar qué parte del fragmento es
importante en la interaccion. La basqueda de estos analogos comerciales (casa
comercial ChemBridge) se realiz0 a traves de la pagina web

http://www.emolecules.com, usando la estructura de FRAG-86 como referencia.
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Figura. 42. Estructura de los analogos comerciales del FRAG-86.

Estos anélogos fueron evaluados experimentalmente mediante RMN y SPR y

los resultados se recogen en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de interaccion de los analogos comerciales del FRAG-86.

Compuesto STD STD competicién Kb (SPR)
ANALOGO-1 + compite > 1mM
ANALOGO-2 + no compite > 1mM
ANALOGO-3 + compite 470 uM
ANALOGO-4 + compite 176 uM
ANALOGO-5 + compite 79 UM
ANALOGO-6 + compite > 1mM
ANALOGO-7 + compite > 1mM
ANALOGO-8 + no compite > 1mM
ANALOGO-9 + compite > 1mM
ANALOGO-10 + compite > 1mM
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En la Fig. 43 se comparan algunas de estas estructuras para determinar qué
cambios son aquellos que afectan a la interaccion del compuesto con heparanasa.
Si comparamos el FRAG-86 con el andlogo 1 podemos observar que la
sustitucion de un grupo amino por un grupo amida disminuye la potencia de la
interaccién al menos 4 veces. Al comparar el andlogo 4 con el andlogo 1 donde
ademas de la introduccién del grupo amida se ha sustituido un anillo furano por
un oxolano, la potencia aumenta al menos cinco veces, por lo que se observa que
esta sustitucion del anillo de furano por un oxolano mejora la interaccién a pesar
de tener la presencia negativa del grupo amida. Por lo tanto una de las
propuestas a sintetizar seria una molécula similar a este mismo FRAG-86 donde
se sustituya el anillo de furano por un oxolano. Si se compara el analogo 4y 5 se
podria esperar que mejoraria como minimo cuatro veces la potencia de
interaccién del andlogo 5 ya que le falta el grupo amida, sin embargo como la
Kp del andlogo 5 con respecto al analogo 4 es dos veces menor se podria deducir
que la adicion del enlace entre los anillos de benceno y furano no favorece la

interaccion o la disminuye dos veces.
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Figura 43. Comparacién de estructuras de los analogos del FRAG-86.
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Si seguimos comparando el analogo 3 y 5 podemos observar que el anillo de
benceno sustituido con grupos voluminosos como el Cl y un grupo metoxi,
disminuyen la interaccion del orden de seis veces. Por lo tanto podemos deducir
que la adicion de grupos voluminosos en el benzofurano del fragmento original
disminuiria la interaccién. En consecuencia se propone en primer lugar la
sustitucion del anillo furano del FRAG-86 por un anillo oxolano y en segundo
lugar el aumento del nimero de oxigenos en anillo de cinco y seis enlaces para
favorecer los puentes de hidrdgeno con la proteina manteniendo el benzofurano
en la estructura del compuesto.

Ademas se calculd la eficiencia de unién (272) para el compuesto original y los
analogos con mejores constantes de disociacién. La formula utilizada fue

LE = AG/HAC
donde LE es la eficiencia de unién del ligando a la proteina en Kcal-mol™ de
cada &tomo pesado, HAC es el nimero de &tomos pesados y AG = -RT InKp, T
es la temperatura en K, R es la constante de gases perfectos cuyo valor es 2,38 x
10" (kcal-K™-mol™) y Kp, es la constante de disociacion en M.
La eficiencia de union para los mejores andlogos del FRAG-86 se puede

observar en la Tabla 7.

Tabla 7. Eficiencia de union para FRAG-86 y sus mejores analogos.

Compuesto Kp LE
FRAG-86 236 uM 0,26
ANALOGO-3 470 uM 0,20
ANALOGO-4 176 uM 0,28
ANALOGO-5 79 uM 0,29

En el proceso de optimizacion de “hits” a “leads”, se recomienda que por cada
atomo que se aflada al compuesto, la eficiencia de unién no debe bajar de 0,3
aproximadamente (272). Por tanto, el andlogo 5 del FRAG-86 seria un buen
punto de partida para obtener un compuesto mas potente por dos razones; en

primer lugar porque es un compuesto sencillo, facil de modificar sintéticamente
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y en segundo lugar porque ya parte con una eficiencia de union de 0,29, y por

tanto es mas facil mantenerla que si se parte de una eficiencia mas baja.

10.1.2.-Busqueda de analogos mediante sintesis organica. Sintesis de una
molécula simétrica.

Paralelamente al analisis anterior y puesto que se sabe que una sola molécula
de FRAG-86 es demasiado pequefia para unirse a los dos sitios de union a
heparan sulfato que distan entre ellos segun el modelo por homologia un minimo
de 16 A, se propuso la sintesis de compuestos que contenian este fragmento por
duplicado con las siguientes combinaciones: cabeza-cabeza (COMP-1), cabeza-
cola (COMP-2) y cola-cola (COMP-3) unidos mediante “linkers” de distintos
tamafios. En la Fig. 44 estan representadas las tres combinaciones posibles con
uno de los “linkers” propuestos. Se ha considerado que la cabeza del compuesto

es el anillo benzofurano y la cola del compuesto, el anillo de furano

% _ s
Q—NH Q
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Figura 44. Estructura de los compuestos sintéticos propuestos, analogos del FRAG-86.

Estos compuestos estan siendo sintetizados en el laboratorio de Sintesis
Organica dirigido por el Dr. Santos Fustero del Centro de Investigacion Principe
Felipe.

Hasta la fecha se ha sintetizado solo uno de ellos (COMP-1) y los resultados
experimentales mostraban que este compuesto daba positivo por STD y
competia con la suramina por la interaccion con el sitio catalitico de heparanasa
en el STD de competicion (Fig. 45). La Kp medida mediante SPR fue de 92,7
UM (Fig. 46).
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Figura 45. Interaccion de COMP-1 con HEPis54:7. En negro esta representado el

espectro de *H del compuesto COMP-1 (a una concentracion de 500 pM). En rojo esta
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representado el experimento STD del COMP-1 (5 pM de HEPjsg457, 500 pM del
fragmento), mostrando su interacciéon con HEPisg417 ¥ €n azul se puede observar el
experimento de competicion por STD (5 UM de HEP1sg.417, 500 uM de COMP-1 y 500
UM de suramina) mostrandose la competicion de COMP-1 y la suramina por el sitio
catalitico de la enzima. Estos experimentos fueron realizados con un espectrémetro
Bruker 600 MHz con criosonda TCI.
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Figura 46. Interaccion de COMP-1 con HEPsg.417 por SPR. Se muestra en la parte de
abajo el sensograma utilizado para las constantes cinéticas y en la parte superior el
ajuste para el calculo de la constante de disociacion, la barra vertical indica el valor de
la Kp. Las concentraciones que se usaron, indicadas desde abajo hacia arriba, fueron
9,3, 18,7, 37,5, 75, 125, 250 y 500 puM. Estos experimentos fueron realizados con un

instrumento Biacore T100.

10.2.-Optimizacion de “hits” que provienen del cribado de compuestos con
caracteristicas de farmacos.
Se utilizé la amodiaquina como compuesto de partida para buscar analogos con

mayor afinidad por la proteina y para saber qué parte de la molécula estaba
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implicada en esta interaccion con heparanasa. Para ello, se utilizaron analogos
sintetizados en el laboratorio de la Dra. Patricia Melnyk del Institute Pasteur

(CNRS) de Lille (Francia). Estos andlogos estan representados en la Fig.47.
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Figura 47. Compuestos analogos de la amodiaquina.

Se realizaron experimentos de interaccion por RMN (STD) y se midieron las

constantes de disociacion por SPR. Los resultados estan recogidos en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de interaccion de los analogos sintéticos de la
amodiaquina.

Compuesto STD Kp (SPR)
ANALOGO-1 + > 1 mM
ANALOGO-2 + 239 uM
ANALOGO-3 + 169 uM
ANALOGO-4 + > 1 mM
ANALOGO-5 - -
ANALOGO-6 + precipita
ANALOGO-7 + > 1 mM
ANALOGO-8 + >1mM
ANALOGO-9 - -
ANALOGO-10 + 75 UM
ANALOGO-11 - -
ANALOGO-12 + 79 UM
ANALOGO-13 + 639 UM

ANALOGO-14 + 1 mM
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Los resultados recogidos en la Tabla 8 muestran que ninguno de estos
compuestos mejora los obtenidos para la amodiaquina cuya Kp era de 52,6 uM
(apartado 9 de Discusion y Resultados). Sin embargo se puede llegar a algunas
conclusiones sobre qué parte de la molécula es importante para la interaccion.
En este analisis no se ha tenido en cuenta los resultados obtenidos para el
analogo A6 ya que al precipitar a las concentraciones necesarias para RMN y
SPR no se puede tener seguridad de que los resultados sean correctos. Al
comparar los 5 primeros analogos (Fig. 48) podemos deducir que es importante
gue la molécula tenga un heterodtomo en la posicion para de la benzamina ya
que al eliminarlo como ocurre en el anadlogo-A4 se pierde la interaccion. Ocurre
lo mismo cuando se sustituye este heterodtomo por un bromo (analogo-Al).
Ademas se puede observar que es necesaria la presencia del grupo que hay en la
posicion meta del anillo posiblemente porque ayude a orientar la molécula en la
interaccion. Cuando se elimina este grupo se puede también observar que se

pierde la interaccion.
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Figura 48. Comparacion de estructuras de analogos sintéticos de laamodiaquina (Al-
A5).



Discusion y Resultados 210

En los anédlogos 10 y 11 (Fig. 49), el heteroatomo que se encuentra en la
posicion para de la benzamina podria verse compensado con el oxigeno del
grupo amida de la posicion meta o/y el CH,OH de la segunda posicion meta. Sin
embargo, la sustitucion del oxigeno del morfolino por un 4-hidroxipiperidina
(grupos sefialados con un anillo de color rojo en la figura 49) hace que la

molécula pierda su actividad.
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Figura 49. Comparacion de estructuras de analogos sintéticos de amodiaquin A10 Y
All

Por Gltimo como se puede ver en la Fig. 50, se puede concluir que la adicién de
grupos demasiado voluminosos que dan rigidez a la molécula hacen que
disminuya o se pierda la interaccion con la proteina. Sin embargo si observamos
el andlogo-A12 que contiene de nuevo un grupo amida en la posicién meta cuya
orientacién es igual que el analogo-Al10 y un CH2-O- (grupo éster) en la
segunda posicion meta se recupera la actividad. Esta configuracién sélo existe
en los compuestos 10, 11 y 12, lo que nos lleva de nuevo a concluir que la
ausencia del heteroatomo en la posicién para de la benzamina se compensa con
estos dos grupos en las dos posiciones meta de la benzamina. Sin embargo, seria

necesario realizar estos experimentos con un mayor nimero de compuestos con
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diferente diversidad quimica para completar este andlisis de la relacién entre la

estructura y la afinidad de estos compuestos por la proteina.
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Figura 50. Comparacidn de estructuras de anélogos sintéticos de amodiaquin A7, A8,

A9, Al12, Al13, Al4
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- Se han disefiado y clonado diferentes construcciones de heparanasa: HEP3g 543
(52 kDa), HEP15g.543 (45 kDa), HEPisg.417 (37 kDa), HEP355417 (29 kDa),
HEP,33.417 (21 kDa), HEPz6.109 (8 kDa), y se ha optimizado el método de
expresion y purificacion de estas contrucciones. Con este procedimiento se
ha obtenido la proteina soluble, estable y en concentracion adecuada para
poder llevar a cabo experimentos mediante diferentes técnicas biofisicas
como RMN, SPR, X-ray, calorimetria, etc.

- Se ha realizado un estudio estructural por RMN de varias de estas
construcciones: HEPsg417 (37 kDa), HEPis.417 (29 kDa), HEP33.417 (21
kDa) y se ha conseguido asignar el esqueleto y las cadenas laterales de las
mismas, lo que ha permitido obtener informacion de la estructura secundaria
de la heparanasa.

- Se ha validado la construccion HEP;sg4; para utilizarla en campafias de
cribado y buscar nuevos inhibidores de la enzima. Ademas se han optimizado
las condiciones para realizar este cribado de compuestos mediante RMN y
SPR.

- Se han identificado varios “hits” con afinidad por debajo de 1 mM, entre
ellos un fragmento con una K, de 236 uM y LE de 0,26 Kcal-mol™ y un
analogo del anterior con una Kp de 79 pM y LE de 0,29 Kcal-mol™ . Estas dos

moléculas representan un buen punto de partida para la sintesis de nuevos inhibidores
de la enzima.

- La amodiaquina, un farmaco conocido para el tratamiento de la malaria,
mostré una Kp de 52,6 uM frente a la heparanasa lo que podria significar la
busqueda futura de una nueva indicacién para la amodiaquina y compuestos
de su familia. Un andlisis preliminar de diferentes analogos de amodiquina,
nos ha permitido establecer relaciones entre la estructura de estos compuestos
y afinidad por la heparanasa, clave para el desarrollo de inhibidores méas

potentes.
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