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RESUMEN

La enzima RNasa L es una endoribonucleasa en estado latente que esta presente en
una gran variedad de tipos celulares de mamiferos, y cuya funcién principal es su
actividad antiviral como respuesta a la presencia de interferones (IFN) al detectar la
presencia de un patégeno. En el genoma humano esta codificada por el gen RNASEL y
su activacion desencadena la degradacion de todo tipo de ARN tanto celular como viral.
La enzima presenta un tamafio aproximado de 83 kDa pero evidencias recientes
obtenidas por el grupo de la Dra. Elisa Oltra indican la posibilidad de que exista una
nueva isoforma de 70 kDa en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de

pacientes de encefalomielitis mialgica/sindrome de fatiga crénica (EM/SFC).

Para confirmar esta hip6tesis se llevé a cabo la produccion de distintos constructos de
expresion conteniendo ambas isoformas, a utilizar en transfecciones de células
humanas HEK-293T para su producciéon in vitro, y de esta forma, conocer el
funcionamiento de un anticuerpo “custom” (POLY 33) obtenido en conejos con un
péptido sintético de 17 aminoacidos exclusivo de la nueva isoforma de 70 kDa mediante

ensayos western blot.

Esta investigacion pretende confirmar el funcionamiento de este anticuerpo especifico
“‘custom” en relaciébn con otros comerciales no especificos de isoforma, asi como
confirmar la existencia de esta nueva isoforma en muestras de pacientes. La importancia
reside en que la nueva isoforma podria constituir un biomarcador de la EM/SFC y el

anticuerpo “custom” proporcionar una herramienta de ensayo.

Palabras clave: RNasa L | interferones | isoformas | 70 kDa | PBMCs | western blot

| sindrome de fatiga crénica



ABSTRACT

The RNase L enzyme is a latent endoribonuclease that is present in a wide variety of
mammalian cell types, and whose main function is its antiviral activity in response to the
presence of interferons (IFN) when there is presence of a pathogen. In the human
genome it is encoded by the RNASEL gene and its activation triggers the degradation of
all types of RNA, both cellular and viral. The enzyme is approximately 83 kDa in size but
recent evidence obtained by Dr. Elisa Oltra's group indicates the possibility of the
existence of a new 70 kDa isoform in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from

patients with myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome (ME/CFS).

To confirm this hypothesis, different expression constructs containing both isoforms were
produced to be used in transfection of human HEK-293T cells for in vitro production, and
in this way, get to know the performance of a "custom" antibody (POLY 33) obtained in
rabbits with a synthetic peptide composed of 17 amino acids exclusive of the new 70

kDa isoform by western blot assays.

This research aims to confirm the performance of this "custom" specific antibody relative
to other commercial non-isoform specific antibodies, as well as to confirm the existence
of this new isoform in patient samples. The importance lies in the fact that the new
isoform could constitute a biomarker for MS/CFS and the custom antibody could provide

an assay tool.

Key words: RNase L | interferons | isoforms | 70 kDa | PBMCs | western blot | chronic

fatigue syndrome
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1 INTRODUCCION

La enzima RNasa L o endoribonucleasa L es una proteina encargada de degradar el
ARN viral y celular cuando se lleva a cabo su activacion tras producirse infeccion virica
(Manivannan et al., 2020). Se halla en practicamente todos los tipos de células de
mamifero, y su activacion esta mediada por la unién del oligonucleétido 2-5A (Silverman
et al., 2007).

1.1 VIA OAS/RNASA L

En primer lugar, esta enzima es el efector del sistema 2-5A (2-5 oligoadenilato), siendo
este una ruta metabdlica involucrada principalmente en el mecanismo molecular de los
interferones (IFNs). Este sistema es el encargado de llevar a cabo un proceso apoptético
como respuesta a determinadas infecciones viricas y distintos estimulos externos
(Silverman et al.,, 2007). Como ya se ha demostrado con el tiempo, el organismo
huésped es capaz de causar la apoptosis de determinadas células mediante este
sistema, con la finalidad de defenderse del virus, al igual que la apoptosis puede
originarse por diferentes métodos como la homeostasis de los tejidos, morfogénesis
embrionaria, o tratamientos de quimioterapia o radioterapia (Castelli et al., 1997). En
células humanas el 2-5A estd sintetizado por 3 isoenzimas: OAS1 (del inglés
oligoadenylate synthetase), OAS2 y OAS3 (Donovan et al., 2015); aungue existe un
cuarto gen OAS, solo los mencionados anteriormente codifican proteinas cataliticas (Li
etal., 2016).

La via OAS/RNasa L y su union a ARN de doble cadena (ARNdc) tanto celular como
virico bloquea las infecciones de determinados virus y por ello es un mecanismo crucial
utilizado por las células para defenderse de los patdgenos (Karasik et al., 2021). Estos
virus inducen la produccion de interferones de tipo | que desencadenan la sefial inicial
inductora de los genes OAS al ser las proteinas OAS receptores de reconocimiento de
patégenos o Pattern Recognition Receptors en inglés (PRRs). Por lo tanto, al inducirse
la activacion de la enzima, pasa de ser un mondémero inactivo a una endoribonucleasa

dimérica activa de ARNdc (Drappier et al., 2015).



Existen 2 vias antivirales principales inducidas por IFN, siendo la primera de ellas el ya
mencionado sistema 2-5A activado por ARNdc, y otra via mediada por la proteina kinasa
(PKR) dependiente de ARNdc. Como ya establecido anteriormente, la activacion de la
endonucleasa depende de su unién al oligonucleétido 2-5A, formado por una serie de
5’-olidodenilatos trifosforilados con enlaces 2’-5 fosfodiéster en contraste con las
uniones 3’-5’ observadas en ARN y ADN (Bisbal C et al., 2007). Los IFN inducen la
transcripciébn de genes, como los OAS mencionados anteriormente, encargados de
sintetizar 2-5A cuyos productos proteicos son activados por ADNdc provocando que
esta molécula de pequefo tamario lleve a cabo la inhibicion de la traduccién a partir de
ATP (Donovan et al., 2017) (Figura 1). La unién y activacién de la enzima RNasa L es

la Unica funcidn que se ha obtenido hasta ahora del 2-5A (Bisbal C et al., 2007).
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Figura 1: Ruta de activacion de la 2-5 A/RNasa L (Fuente: Silverman et al., 2007)

1.2 PAPEL DE LA RNASA L

En segundo lugar, la enzima RNasa L ejerce un papel fundamental en el metabolismo
celular y en la inmunidad innata de muchas maneras diferentes (Silverman et al., 2007).
Por ejemplo, existen pequefios productos de escision de ARN producidos por la enzima

cuando ocurre algun tipo de infeccion viral que pueden constituir una sefial de los



receptores similares al &cido retinoico inducible-I con el fin de amplificar la sefial del gen
IFN-B (Chakrabarti et al., 2011).

Por lo tanto, en este caso, la enzima podra tener diferentes papeles, entre ellos, la
proteccion del sistema nervioso central de la desmielinizacion inducida por cualquier
virus (Chakrabarti et al., 2011), como posteriormente se demostré en un estudio en el
cual un virus de hepatitis desmielinizante resulto ser letal 12 dias post infeccion en la
mayoria de los ratones que presentaban la ausencia de la enzima RNasa L (Ireland et
al., 2009).

La presencia de otro rol de gran importancia de esta enzima en la inmunidad innata se
observa por su funcién en la induccién de citoquinas y vias endosomales responsables
de suprimir infecciones virales. Este descubrimiento de las funciones de la RNasa L le
atribuye poder ser utilizada como diana para el desarrollo de farmacos antimicrobianos
(Chakrabarti et al., 2011).

Del mismo modo, estudios posteriores han sugerido que la endonucleasa RNasa L esta
relacionada con el cancer, especificamente con una funcién supresora de determinados
tumores producidos por el cancer de prostata, como se ha podido observar al realizar
diversos estudios de la genética hereditaria de este tipo de cancer. Estos estudios
genéticos, realizados en laboratorios de Finlandia (Rokman et al., 2002), Estados
Unidos (Casey et al., 2002) e Israel (Rennert et al., 2002), demostraron que existia una
predisposicion a padecer cancer de préstata en el caso de presentar mutaciones de la
enzima RNasa L (Silverman et al., 2003). Un papel en la supresion tumoral se establecio
gracias al mapeo del gen de la RNasa L al gen hereditario del cancer de préstata
(HPC1), que llevd a la propuesta del virus xenotrépico relacionado con la leucemia
murina como agente causante de la enfermedad (Silverman et al., 2011), trabajo que

posteriormente seria retractado.

1.3 RECEPTORES

En tercer lugar, la invasion viral y el proceso de replicacion asociado se detecta en
células del huésped mediante la existencia de receptores de reconocimiento de
patégenos (PRRs), que provocan la sefializacion de determinadas respuestas

antivirales, incluyendo la produccion de determinadas citoquinas y a su vez promoviendo



la aparicion de la respuesta inmune adaptativa. Las citoquinas clave en este proceso
son los interferones de tipo | (IFN ) (Akira et al., 2006) aunque los interferones de tipo
Il (IFN 1II) también presentan gran importancia tras la exposicion de la célula ante los
patdgenos (Chitrakar et al., 2018). Los interferones producidos por las células
infectadas por virus actian uniéndose a los receptores de la superficie celular IFNAR
(IFN-a/B receptor) para inducir la expresion de los genes estimuladores de interferones
antivirales (ISGs), como por ejemplo la 2’-5’-oligoadenilato sintetasa (OAS). Otros PRRs
como los receptores similares a RIG-I citosolicos y MDAS (RLRs, del inglés RIG-I like
receptors) detectan el ARN viral citoplasmatico y discriminan el ARN viral del propio
mediante el reconocimiento de estructuras de doble hebra y grupos 5’-trifosfato, que no

existen en el ARN enddgeno (Malathi et al., 2020).

Los receptores RIG-I son sensores de gran importancia en la deteccién de la infeccion
viral, ya que median no solo la induccion transcripcional de los interferones de tipo I, si
no también otros genes relacionados con la respuesta antiviral del huésped. Los RLRs
estan localizados en el citosol. Esta familia de proteinas esta constituida por 3 grupos
diferentes: RIG-I, proteina 5 asociada a la diferenciacion del melanoma (MDA5), y LGP2,
también conocida como DExH-box helicasa 58 o DHX58. Todos los RLRs tienen un
dominio central helicasa y un dominio conocido como dominio carboxi-terminal (CTD).
La deteccion de ARNs inmunoestimuladores se lleva a cabo gracias a estos dos
dominios ya que funcionan de manera conjunta. Tanto MDA5 como RIG-I poseen dos
dominios amino-terminales de activacion y reclutamiento de caspasas (CARDs) que
median en la transduccién de sefiales corriente abajo. LGP2 destaca por su falta de
CARDs y se considera que es la encargada de regular RIG-1 y MDA5. Después de su
experimentacion en células de ratones se concluyd que RIG-1 y MDAS son claves en la
defensa antiviral y la induccion de los interferones de tipo | y las infecciones llevadas a
cabo por la mayoria de las familias principales de virus son reconocidas por los RLRs
(Rehwinkel et al., 2020).

1.4 GRANULOS DE ESTRES

En cuarto lugar, los granulos de estrés (SGs) son complejos ARN-proteina no
membranosos que se forman en el citoplasma como respuesta ante situaciones de
estrés, como por ejemplo la sefial producida al ocurrir una infeccién viral. Interacciones
complejas de ARN-proteina en los SGs establecen una fase de separacion liquido-
liquido del resto del citoplasma, lo que facilita el reclutamiento de determinadas

proteinas en un compartimento dinamico (Eiermann et al., 2020).



Dependiendo de la sefal de estrés producida y su origen, las proteinas kinasas como
PKR, GCN2 (general control nonderepressible 2), HRI (heme-regulated inhibitor), o
PERK (PKR-like ER kinase), fosforilan un factor de iniciacion de la traduccién, elF2a,
con el objetivo de inhibir ésta, lo que lleva a la sintesis de los granulos de estrés. Los
SGs producidos y la composicién de las proteinas reclutadas dependen del tipo de
estimulo y el tipo celular, pero G3BP1 (Ras-GAP SH3 domain binding protein) se
requiere en cualquier contexto para producirse la nucleacion. Estudios recientes han
establecido que la exclusion selectiva de algunos transcritos por parte los SGs necesitan
superar el estrés. Granulos de estrés antivirales (avSGs) son formados durante la
infeccion viral y se ha considerado que tienen un papel fundamental en la sefializacion
antiviral ya que llevan a cabo el reclutamiento de determinadas proteinas como PKR,
OAS o0 RNasa L. La formacion de los avSGs es necesaria para la sefalizacion y
produccién de los IFN en enfermedades como el virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV), virus de la Influenza A (IAV) e infecciones del virus Sindbis (SINV). Como ya
mencionado anteriormente, determinadas proteinas como OAS o RNasa L se unen en

avSGs durante la infeccién viral (Manivannan et al., 2020).

1.5 ESTRUCTURA DE LA RNASA L

La endonucleasa RNasa L comenz6 describiéndose como una estructura de 185 kDa
tras realizar experimentos de filtracion por gel en 1979 (Slattery et al., 1979). Sin
embargo, al ser un tamafio inusual para una endonucleasa, se continu6 con su
investigacion para posteriormente describirse como una enzima de aproximadamente
78-80 kDa en geles de condiciones desnaturalizantes (Silverman et al., 2007). Esta
enzima, en su configuracion dimérica es esencial para desplegar su funcion catalitica y

antiviral (Huang et al., 2014).
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Figura 2: Estructura de la enzima RNasa L (Fuente: Silverman et al., 2007)

Ambas formas coexisten en las células, dependiendo su ratio del tipo de célula y los
procedimientos experimentales empleados para detectarla. Del mismo modo, ambas
formas se unen a 2-5A y tienen una actividad nucleasa dependiente de este activador.
Tanto en el bazo como en el higado de los ratones y en las células EAT (Ehrlich ascites
tumor) se ha observado otra pequefia proteina de un tamafio de 40-46 kDa que también
se une a 2-5A y escinde Poly(U). Este peso molecular mas bajo que el de la estructura
observada inicialmente puede deberse a una escision proteolitica de la enzima RNasa
L (Bisbal et al., 2007).

El mondmero de la RNasa humana posee un peso molecular de 83,539 kDa y esta
compuesta de 741 aminoacidos como se ha podido demostrar al realizar su clonaciéon
(Figura 2). Se expresa abundantemente en diferentes células de mamiferos.
Recientemente, en leucocitos periféricos de la sangre se ha mostrado la expresion de
una variante de RNasa empalmada que presenta la ausencia del tercer exén. La enzima
contiene 3 dominios principales: un dominio de repeticion de anquirina N-terminal (ARD),
gue se considera como el dominio regulador de la RNasa L, un dominio homélogo de la
proteina quinasa (PK), y un dominio ribonucleasa C-terminal (RNASE) (Chakrabarti et
al., 2011).

Los dominios PK y RNASE presentan homologia con Irel, siendo tanto quinasa y
endoribonucleasa que actian en la respuesta a proteinas desplegadas (UPR, del inglés
unfolded protein response) de levaduras a humanos. Entre el dominio ARD y el dominio
PK, podemos encontrar un enlace de aproximadamente 30 amino&cidos (Figura 3).
Dentro del dominio RNASE esta presente un dominio PUG o PUB cuya funcion es

eliminar los glucanos de las glucoproteinas que se encuentran mal plegadas. Aunque
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las proteinas Irel presentan dominios tanto PK como RNASE, la enzima RNasa L es la
Unica proteina que tiene presente los 3 dominios diferentes (Chakrabarti et al., 2011).
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Figura 3: Estructura de la RNasa L con sus respectivos dominios (Fuente: Chakrabarti et al.,
2011)

Las secuencias de RNasa L se conocen tanto en una gran porcion de especies de
mamiferos, como en una de especies avicolas (gallina, Gallus gallus) lo que permite

hacer una serie de comparaciones presentes en la siguiente tabla (Tabla 1):



Tabla 1: Homologia de la RNasa L entre las diferentes especies de mamiferos y aves (Fuente:
Chakrabarti et al., 2011)

Identity in domains of RNase L from different species compared with human RNase L (%)
Species Full length (aa 1-741)° ARD (aa 1-3358° KEN f(aa 336-741)
Homo sapiens 100 100 100
Pan troglodytes 97 95 98
Pongo abelit 95 94 96
Macaca mulatta 92 91 93
Equus caballus 77 78 77
Canis lupus familiaris 71 72 70
Bos taurus 71 73 70
Sus scrofa 70 69 71
Loxodonta africana 67 68 66
Cavia porcellus 65 64 66
Mus musculus 64 63 65
Rattus norvegicus 62 64 62
Gallus gallus 39 47 32

El dominio ARD esta mas conservado que el dominio KEN. Como se observa en la tabla
1 la RNasa de Gallus presenta una homologia de 47% y 32% de los dominios ARD y

KEN en comparacion con la RNasa L de Homo sapiens (Chakrabarti et al., 2011).

El dominio N-terminal esta compuesto de ocho motivos completos de anquirina y uno
parcial que resulta ser un segmento desorganizado en la estructura cristalina del N-
terminal de la RNasa L humana (Tanaka et al., 2004). Las funciones principales de los
motivos de anquirina es mediar las interacciones de las proteinas, en el caso de la
enzima RNasa L, con el oligonucleétido 2-5A que provocara su activacion. R1, R7, R8,
R9 son esenciales para la union de 2-5A, interaccionando de manera directa con R2-
R4, y siendo R7-R9 necesarios para la integridad estructural pero no para la unién de
2-5A (Bisbal et al., 2007,). Al producirse la unidon con 2-5A ocurre un cambio
conformacional en el dominio de anquirina, y esto provoca que se muestre la
ribonucleasa C-terminal provocando la homodimerizacién de la RNasa L y por lo tanto
la activacion de la actividad nucleasa de la enzima. Se requiere un ratio molar de 1:1
entre 2-5A y RNasa L para que ocurra la dimerizacion y activacion de la endonucleasa
(Dong et al. 1995)

La mitad C-terminal de la enzima es homologa a la IRE1p quinasa/endoribonucleasa del
reticulo endoplasmico, que funciona en la respuesta de las proteinas no plegadas en
Sacharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y Homo sapiens. Las proteinas

IRE1lp y RNasa L muestran muchas similitudes, entre las cuales destacan la homologia



tanto en sus dominios nucleasa como los dominios kinasa y similares. Sin embargo,
aungue la actividad quinasa de IRE1p si se conoce, la enzima RNasa L no presenta
ninguna actividad quinasa aparentemente. Sin embargo, la enzima presenta una
reduccion en su actividad cuando existe una mutacion en la lisina 392 del dominio
proteina quinasa Il debido a la dificultad de la RNasa L a dimerizar tras ocurrir esta
mutacién. Se necesitan diversos aminoacidos en el dominio C-terminal para que ocurra
la catdlisis, siendo estos, R667 y H672. Otros diferentes como Tyr712 y Phe716 son
importantes para la unién del ARN. Las primeras dianas de ARN identificadas fueron
ARNm viral y ARNr, aunque mas recientemente se han identificado otros ARNms
regulados por la enzima, y, por lo tanto, puede ser una indicacién de que tanto la enzima
como la via 2-5A pueden tener un rol bioldgico en la fisiologia de la célula (Bisbal et al.,
2007).

1.6 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA RNASA L

1.6.1 Actividad antiviral

La respuesta de los IFN tipo | es la primera barrera que posee el huésped para
defenderse de las infecciones virales y ocurre momentos antes de producirse la
respuesta inmune adaptativa. También, la actividad de estos IFN es crucial para evitar
la propagacion del virus antes de que se haya desarrollado por completo la respuesta
inmune. La replicacién viral se bloquea o inhibe gracias a la regulacion de la
transcripcion de un nimero determinado de genes a traves de diferentes mecanismos
regulados por los IFN de tipo I, siendo uno de estos mecanismos, la aparicién de la via
2-5 A/RNasa L, que presentara un rol muy importante en la actividad antiviral de los IFN.
Los virus producen estructuras ARN de doble hebra al ocurrir la infeccién viral que
activaran las sintetasas 2-5 A (Bisbal et al., 2007). La presencia de 2-5 A se ha
demostrado en células que han estado expuestas a virus como el virus de la encéfalo
miocarditis (EMCV) (Williams et al., 1979), virus vaccinia (Rice et al., 1984) o reovirus
(Nilsen et al., 1982).

La demostracién de la actividad antiviral de la enzima RNasa L se llevo a cabo mediante
la clonacién de la 2-5 A sintetasa y la RNasa L. La resistencia al virus de la encéfalo
miocarditis (EMCV) y mengovirus se observa gracias a la expresion de la 2-5 A sintetasa
de 40 kDa, mientras que la inhibiciébn de la replicaciéon del EMCV ocurre por la
sobreexpresion de la proteina 2-5 A sintetasa de 69 kDa en células humanas. De forma

similar, la actividad antiviral de los IFNs contra los EMCV se inhibi6 por la expresion de
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una mutante dominante negativa de la enzima o su tratamiento con un antagonista de
2-5 A (Bisbal et al., 2007).

1.6.2 Mecanismo de accién

Un modelo de activacion de la enzima RNasa L puede llevar a la degradacion
preferencial del ARN viral vs celular. EI ARNm viral que posee estructura de doble hélice
puede activar la sintetasa 2-5 A, lo que lleva a la produccion de 2-5 A y la posterior
activacion de la enzima, para la liquidacion de virus o apoptosis (Karasik et al., 2020). A
los intermediarios replicativos de los virus de ARN se les puede unir la 2-5 A sintetasa y
por lo tanto ser activada. Ademas, se han aislado complejos entre el ARNdc del EMCV
y la 2-5 A sintetasa que producen 2-5 A a partir de ATP de las células infectadas por
virus (Bisbal et al., 2007).

De forma concreta, la RNasa L lleva a cabo la restriccién de la propagacion viral, con

una serie de mecanismos diferentes que incluyen:

® Degradacion del genoma viral: es el caso del virus EMCV y otros virus de
sSRNA (Drapper et al., 2015).

(ii) Degradacion del mRNA viral: afecta tanto a virus de ADN como de ARN. La
activacion de OAS y la posterior produccion de 2-5 A ocurre en sitios donde
existe produccion de ARNdc lo que puede dotar de especificidad al ARNm
viral (Drappier et al., 2015).

(iii) Degradacion de ARNm y ARNr celular: el dafio producido al ARNr deberia
limitar la traduccién, incluyendo la del ARNm. La propagacion del virus se ve
reducida por apoptosis celular, producida por la degradacion sostenida del

ARN celular, incluido el mitocondrial (Drappier et al., 2015).

(iv) Amplificacion de la sefal de IFN: se puede producir la activacion de helicasas
citoplasméticas debido a la liberacién de pequefios fragmentos de ARN al
citoplasma por parte de la RNasa L. Estas helicasas activan las sintesis de
los TFN de tipo I, creando una respuesta positiva en la defensa antiviral
(Drappier et al., 2015).
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1.6.3 Inhibicion de la actividad de la RNasa L por virus

Los virus han desarrollado diferentes estrategias para escapar y contrarrestar los
efectos antivirales. Existen diversas proteinas tales como la NS1 del virus Influenza A
que actua corriente arriba de la via OAS/RNasa L, mientras que otras proteinas como
la proteina L del virus de Theiler actia corriente abajo (Drappier et Al., 2015). En
algunas células infectadas por virus, de hecho, a pesar de existir estructuras de ARNdc
viral capaces de activar la sintetasa 2-5 A y las concentraciones elevadas de 2-5 A, no

se puede observar ninguna actividad de la RNasa L (Silverman et Al., 2007).

Algunos virus pueden contrarrestar la actividad antiviral de la OAS/RNasa L, actuando
algunos en puntos iniciales de la via enmascarando el ARNdc, o actuando en las
enzimas OAS. Por otra parte, también pueden actuar mas tardiamente en la ruta
mediante la degradacion de 2-5 A o la inhibicién de la enzima RNasa L (Gusho et al.,
2020).

Produccién de 2-5 A inactivos o inhibidores

En infecciones por el virus del herpes simple tipo 1y 2, se sintetizan analogos de 2-5 A
junto con 2-5 A auténticos. Esto provoca que los analogos sean activadores débiles de
la RNasa L y asi poder inhibir la activacion de la RNasa L por parte de los 2-5 A
auténticos (Drappier et al., 2015).

Secuestro de ARNdc por parte de las proteinas virales

Los virus que llevan a cabo el secuestro del ARNdc previenen la activacion de OAS.
Virus como el Influenza A NS1, virus vaccinia (VV) E3L y la proteina 03 de la capside
exterior del reo virus son algunos ejemplos de proteinas que llevan a cabo esta accion.
Esta ultima proteina no solo se emplea en la formacion de la estructura de la capside,
sino que también contrarresta respuestas antivirales. La proteina Tat del virus del VIH
se une a la estructura tar de ARNdc en el mRNA del VIH, y de este modo evitar la
activacion de OAS. (Drappier et Al., 2015)
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Expresion de las enzimas decapadas de mRNA viral

En células infectadas por virus de ADN, puede ocurrir una transcripcion convergente de
hebras opuestas de ADN que lleven a la formacion de ARNdc. En el caso de virus
vaccinia, se prevé que hasta el 15% del ARN poliA sintetizado al final de la de la
replicacion forme duplex. El virus vaccinia posee las enzimas D9 y D10, que tienen la
funcion y capacidad de degradar estructuras metiladas de ARNm haciéndolas

susceptibles a la exonucleasa Xrnl. (Burgess et al., 2015, Liu et al., 2015)

Degradacion de 2-5 A por una fosfodiesterasa viral

Se ha descubierto que la expresiéon fosfodiesterasas 2-5A inhibe la activacion de la
enzima RNasa L. Estas fosfodiesterasas degradan 2-5A en ATP y AMP. Esta actividad
de las fosfodiesterasas se mostrd por primera vez en la proteina ns2 del virus de la

hepatitis de ratdn, es decir, un coronavirus (Zhao et al., 2012).

Expresion incrementada de RLI/ABCE

La infeccion producida por EMCV induce la expresibn de RLI/ABCE que esta
correlacionada con la inhibicion de la RNasa L, ya que su sobreexpresion suprime la
accion de los interferones ante EMCV, y posiblemente también ante HIV-1 al realizar

observaciones similares (Bisbal et al., 1995, Martinand et al.,1999).

Inhibicion de RNasa L por la interaccién directa con la enzima

Se ha demostrado que la existencia de la proteina L*, codificada por el virus Theiler de
encefalomielitis murina (TMEV en inglés) se une de manera directa con la enzima 'y por
lo tanto inhibe la funcidbn de la RNasa L mediante la interaccién proteina-proteina
(Sorgeloos et al., 2013).

Inhibicion competitiva de la actividad ribonucleasa

Los poliovirus contienen una estructura en forma de arpon en su ARN genoémico que
antagoniza la RNasa L. Esta horquilla en la region de codificacion de la proteina 3C

actla como un sustrato resistente a la ruptura de la RNasa L (Drappier et al., 2015).

Escape de la escision de la RNasa L mediante la adaptacion del genoma viral
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El virus de la hepatitis C (HVC) genotipo 1 ha evolucionado hasta reducir el nimero de
sitios de escision reconocidos por la enzima RNasa L, es por ello por lo que es mas
resistente a los IFN que HVC2 y HCV3 y por lo que los pacientes infectados con el

genotipo 1 son méas dificiles de curar (Han et al., 2002).

1.7 PATOLOGIAS ASOCIADAS A LA ENZIMA RNASA L

Como ya se ha mencionado previamente, la enzima RNasa L presenta un papel
fundamental en la defensa celular contra virus patdégenos. Sin embargo, se ha
demostrado que la enzima juega otros roles diferentes a las funciones antivirales, como
la diferenciacion celular, senescencia, desarrollo de diabetes, desmielinizacion de los
axones o0 almacenamiento de lipidos, asi como la regulacién de las funciones de la
barrera (Dayal et al., 2017). En base a esta Ultima, se ha demostrado que la enzima, en
su forma inactiva, interactda con la proteina de unién a la actina, Filamina A para
modular el citoesqueleto de actina e inhibir la entrada del virus. La ausencia tanto de la
enzima como de la Filamina A propici6 la entrada del virus en las células (Malathi et al.,
2014).

1.7.1 Cancer de prostata

La asociacion genética del Cancer Hereditario de Prostata (HPC1) a la RNasa L amplia
la funcion de la enzima a la supresion tumoral del cancer hereditario de préstata y otros
tipos de canceres (Dayal et al., 2017, Karasik et al., 2020). Se han detectado cuatro
mutaciones en HPC1/RNasa L en casos hereditarios de cancer de préstata siendo
estos: M1l (sustitucion del codén de inicio), E265X (coddn de parada en 265), 47AAAAG
(delecion que causa un desplazamiento de cuadro y un codén de parada) y R462Q
(mutacién errénea en 462) (Dayal et al., 2017). A su vez se ha determinado que existe
una variante denominada Arg462GIn que tiene una actividad enzimética hasta tres
veces menor en relacion con la wild type y esta asociada al riesgo de padecer esta
enfermedad (Casey et al., 2002). La dificultad para dimerizar a una forma catalitica por
parte de la RNasa L (R642Q) explicé su deficiencia por causar apoptosis de las células
cancerigenas en respuesta a la 2-5A demostrando un posible rol en el cancer de
préstata (Xiang et al., 2003) y se observo en el 43% de los casos hereditarios del cancer.

Sin embargo, existen otros estudios en los que no se observa una relacion clara entre
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la RNasa L R462Q y el cancer de préstata indicando que la enfermedad puede estar

relacionada con otros genes y factores (Dayal et al., 2017).

1.7.2 Sindrome de Fatiga Crénica (SFC) y fibromialgia

En primer lugar, el sindrome de fatiga cronica es un desorden caracterizado por una
fatiga incapacitante que dura al menos 6 meses, y va acompafada de otro tipo de
sintomas (Afari et Al., 2003), es decir, la fatiga tiene que ser lo suficientemente severa
para perder de forma parcial o completa la funcién fisica o social y sintomas como la
perturbacion del suefio, deterioro de la concentracion, dolor muscular, dolor
multiarticular, dolores de cabeza, dolor de garganta, exacerbacion post-exercional de la
fatiga y ganglios linfaticos sensibles (Cleare et al., 2003). Del mismo modo, la
fibromialgia se encuentra asociada y es comérbida al SFC, por lo tanto, los pacientes
afectados con la enfermedad muestran sintomas que se superponen con los de SFC
(Oltra et al., 2020).

Existen varios informes que establecen la regulacion al alza de determinados
componentes de la via 2-5 A/RNase L en extractos de células mononucleares de sangre
periférica pertenecientes a pacientes con el Sindrome de Fatiga Croénica. De la misma
forma, se ha indicado la presencia de la proteina de union 2-5 A conteniendo el peso
molecular de 37 kDa, lo que podria determinar y ser un marcador bioquimico potencial
del Sindrome de Fatiga Crénica. El polipéptido de 37 kDa pudiera ser un producto de
degradacion de la enzima RNasa L. Este producto de degradaciéon presente en los
extractos de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) con SFC,
posiblemente por una mayor presencia de elastasa en sangre, provocando la
acumulaciéon del polipéptido de 37 kDa (Silverman et al., 2007). Aspecto que no ha

llegado a confirmarse en otras cohortes de pacientes.

1.8 HIPOTESIS DE LA APARICION DE LA FORMA DE 70 kDa

Posteriormente el grupo de la Dra. Oltra detectd, mediante analisis de western blot de
muestras de PBMCs de pacientes afectados por el sindrome de fatiga crénica y por

fibromialgia, establecia la posibilidad de una forma no descrita de la enzima RNasa L
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con un peso molecular aproximado de 70 kDa, que parecia estar sobreexpresada en

pacientes (datos no publicados).

Una de las posibilidades que explicaria la aparicion de la nueva isoforma de 70 kDa
podria ser producto de splicing alternativo de un sitio criptico del gen la RNasa L. Esta
nueva hipotética isoforma compartiria los exones 1-5, un sitio de empalme criptico, en
el intron més largo (Intrén 5), produciendo una forma acortada de la RNasa L de solo
652 aminoé&cidos, en vez de 741. Este nuevo Exén 6 altera el marco de lectura truncando

la secuencia C-terminal (que carece de 106 aminoacidos en el extremo C-terminal).
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Figura 4: Estructura del gen de la RNasa L humana: propuesta de corte y empalme alternativo.
Cajas azules indican los 5 primeros exones, caja blanca indica sitio de empalme criptico, cajas
amarillas indican exones 6 y 7 (Fuente: Elisa Oltra)

Es por ello por lo que se ha establecido la posibilidad de qué los sintomas
observados en pacientes con sindrome de fatiga crénica estén relacionados con la
enzima RNasa L de 70 kDa y sus caracteristicas funcionales diferentes a la enzima
nativa de 83 kDa.
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2 OBJETIVOS

A lo largo de los afios, se ha conocido que la enzima RNasa L, activada cuando se
produce infeccién virica (Mannivanan et Al.,2020) tiene un peso molecular de 83 kDa.
Sin embargo, en investigaciones anteriores realizadas por la Dra. Elisa Oltra se ha
descubierto otra aparente forma de 70 kDa (datos no publicados). Previo inicio de este
proyecto se confirmé la presencia del posible transcrito descrito (Figura 6, datos no
publicados) y se utiliz6 un péptido sintético correspondiente a los 17 aminoacidos
exclusivos del C-terminal en la isoforma hipotética de 70 kDa para inmunizar conejos,
generando asi un anticuerpo “custom” para su deteccién de forma especifica (Abgent

Technologies).

Con ello, los objetivos de esta investigacion fueron los siguientes:
Objetivo general:

El objetivo general de este TFG fue ensayar la utilidad de un anticuerpo “custom” para
detectar la isoforma de RNase L de 70 kDa, como posible herramienta para estudios de

esta nueva isoforma.

Objetivos especificos:

1. Producir preparaciones stock de constructos de expresién de las isoformas de

RNase L en estudio libres de endotoxinas bacterianas.

2. Transfectar células humanas en cultivo con constructos de expresion de la nueva
isoforma de RNase L 70 kDa y de la “wild type” de 83 kDa para su sobreexpresion

y analisis por western blot.

3. Confirmar la utilidad y funcionamiento del anticuerpo “custom”, denominado
POLY 33, para la deteccion especifica de la nueva isoforma de 70 kDa en
comparacion a otros anticuerpos comerciales para la deteccion de ambas

isoformas.

16



4. Evidenciar la existencia de la forma de 70 kDa, ademas de la ya descrita de 83
kDa, en células mononucleares de sangre periférica y su posible relacién con el

sindrome de fatiga crénica y/o fibromialgia.
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3 MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se describen los materiales y métodos que se utilizaron para alcanzar

los objetivos descritos ordenados segun cronologia de ejecucion del proyecto.

3.1 MATERIALES

3.1.1 Lineas celulares

En primer lugar, cabe destacar que en esta investigacion se utilizé el tipo celular HEK
293T (ATCC CRL-11268), a pesar de haber realizado la transfeccibn de manera no
satisfactoria con otros tipos celulares como: células MEF (ATCC CRL-2907), MEF (KO)
(ATCC CRL-2911) y SH (ATCC HTB-11).

Las HEK 293T consisten en células embrionarias de rifion humano y debido a que son
unas células muy apropiadas para realizar la transfeccion al transfectarse facilmente,
han sido ampliamente utilizadas para todo tipo de investigaciones relacionadas con la
biologia celular. Con el fin de realizar la transfeccion se utilizaron tres clones de pCDNA
3.1 conteniendo RNasa L wild type de 83 kDa y RNasa L mutante de 70 kDa cada uno

realizando la transfeccion en una placa de 6 pocillos.

3.1.2 Medios de cultivo

En segundo lugar, para llevar a cabo el cultivo de las células, como medio base se utilizd
medio DMEM (Thermo Fisher Scientific, cat #11965118) Este medio de cultivo esta
compuesto de glucosa y piruvato sédico y no contiene proteinas, lipidos u otros factores

de crecimiento.

Al realizar el cultivo de células HEK 293T y antes de depositarlas en la placa de 6 pocillos
las células estuvieron cultivadas en frascos de 25 ml y por lo tanto para levantar las
células de los frascos se utilizé tripsina 1X (Thermo Fisher Scientific, cat #R001100),
RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific, cat #11875101) y PBS (Thermo Fisher Scientific,
cat #10010023).
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3.1.3 Agentes de transfeccion

Para realizar la transfeccién se utilizaron varios tipos de protocolos y agentes de
transfeccion entre los que se incluye el X-tremeGene HP (Sigma Aldrich, cat
#6366236001, Genejuice (Sigma Aldrich, cat #70967), y Lipofectamina 3000 (Thermo
Fisher Scientific, cat #L.3000001), aunque posteriormente solo se empled el protocolo
de Lipofectamina 3000, ya que tras realizar una prueba con GFP, la mayor cantidad de

fluorescencia y por lo tanto el mayor éxito de transfeccion se observd con ese agente.

3.1.4 Extractos para el analisis por western blot

Se contaba ya con una coleccion de muestras control y muestras de pacientes extraidas

de PBMCs congeladas en solucién de carga y almacenadas a -20°C.

3.1.5 Marcadores

Los marcadores utilizados en todos los casos fueron: Page Ruler Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, #26620, 10 a 250 kDa), Page Ruler Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, #26616, 10 a 180 kDa) y Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, con nUmero de #26623, 10 a
260 kDa).

3.2 PRODUCCION Y AISLAMIENTO DE PLASMIDOS DE
EXPRESION DE LA ENZIMA RNasa L

3.2.1 Transformacién bacteriana

Al realizar la transformacion bacteriana se realizé el protocolo por Heat Shock. Para
realizar la transformacion se tomoé un vial de bacterias competentes (almacenadas a -
80°C). A continuacion, se descongelaron lentamente en hielo y se afiadié 1-5ul de la
reaccion de ligacion y del plasmido correspondiente, que previamente se habia
centrifugado a 800 rpm durante 1 minuto y se mezclé suavemente. Posteriormente se
deposit6 en hielo durante al menos 30 minutos para a continuacién aplicarle un choque
térmico a 42°C en un tiempo entre 60 y 90 segundos. Inmediatamente, se deposité en
hielo durante 1-2 minutos. El siguiente paso consistido en afiadir medio SOC en una
cantidad de 500 a 1000 pl, en nuestro caso, especificamente 750 pl y se puso en

agitacion con aireacion a 250 rpm durante aproximadamente 1 hora. Se centrifugd 3
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minutos a 500 rpm, y una vez finalizada la centrifugacion, el sobrenadante obtenido se
volcé para eliminarlo y con el liquido sobrante se resuspendié y se plate6 con bolas de
cristal estériles. Las placas utilizadas tuvieron que ser de ampicilina (concentracién final
de 75ug/ml). La transformacion se concluy6 con una incubacion a 37°C durante toda la
noche, y debido a que la transformacion se realizé de forma efectiva, se observaron

colonias de color blanco en la placa.

Una vez se obtuvieron las colonias en las 3 placas correspondientes, se extrajeron 2
colonias por placa y se depositaron en 6 tubos diferentes, es decir, 2 tubos por cada
placa, y en cada tubo una colonia. Los tubos contenian 5 ml de medio LB, suplementado
con ampicilina y se incub6 a 37°C 10-12h, en agitacion a 225rpm. Se continud el
protocolo realizando un cultivo en frascos Erlen Meyer con 50-250 ml/frasco de LB
suplementado con ampicilina y se incubé a 37°C 16-18h (overnight), en agitacion a 225
rpm para la obtencién de suficientes bacterias para realizar una Maxi Prep de cada

plasmido.

3.2.2 MAXI PREP

El cultivo de bacterias obtenido overnight se expuso a una centrifugacion de 6000 RCF
durante 15 minutos a 4°C, obteniéndose un peso de 280.36 gr para el tubo 1, y 261.66
para el tubo 2, por lo tanto, se afiadié 20 ml de LB al tubo 2 para que los tubos tuviesen

aproximadamente el mismo peso.

El pellet se resuspendié en 10 ml de Buffer P1, asegurandose previamente de que la
RNasa A se afiadi6 al Buffer P1. Se continu6 afiadiendo 10 ml de Buffer P2 y se mezcl6
invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos.
El siguiente paso consistié en afiadir 10 ml de Buffer P3 y repetir la inversién también
de 4 a 6 veces y se puso en hielo durante 20 minutos. Después se centrifugd a minimo
20,000 RCF durante 30 minutos a 4°C y se trasladé el sobrenadante, el cual contenia el
plasmido a otro tubo, obteniéndose un peso de 54,71 gr en el tubo 1y 53, 97 gr en el
tubo 2, y, por consiguiente, se afiadio la cantidad necesaria de agua al tubo 2 para que

ambos tuviesen un peso estimado de 54,71 gr.
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Se volvid a centrifugar a minimo 20,000 RCF durante 15 minutos a 4°C y se volvio a
extraer el sobrenadante conteniendo el pldsmido a un nuevo tubo, esta vez

obteniéndose un peso de 51,19 gr en el tubo 1y 52,44 gr en el tubo 2.

A continuacién, se equilibré a QIAGEN-tip 500 aplicando 10 ml de Buffer QBT y dejamos
que la columna se vaciase por gravedad. Después se aplic6 a las columnas el
sobrenadante obtenido con anterioridad y se permitié que entrase en la resina mediante
“flow por gravedad”. Se lavé el QIAGEN tip 500 con 2 x 30 ml de Buffer QC, con un
segundo lavado opcional justo después, y se eluyo el ADN con 15 ml de Buffer QF.

El protocolo continu6 al dia siguiente llevando a cabo la precipitacion del ADN afiadiendo
10,5 ml de isopropanol al ADN eluido el dia anterior. Se mezclé y se centrifugd a minimo
15,000 RCF durante 30 minutos a 4°C y se decant6 el sobrenadante, obteniéndose un
peso de 44,59 gr para el tubo 1y 44,78 para el tubo 2, y por ello se extrajo la cantidad
necesaria de isopropanol para obtener aproximadamente un peso de 44,78 gr en los 2
tubos. Se volvi6 a realizar una centrifugacién opcional obteniéndose para los 2 tubos un

peso aproximado de 31 gr.

Posteriormente, se lavé el pellet de ADN con 5 ml de etanol al 70% y se centrifugd a
15,000 RCF durante 10 minutos y se decanto el sobrenadante cuidadosamente. Si los
tubos fuesen cénicos la centrifugacion deberia ser a 5000 RCF durante 60 minutos a
4°C. Se sec6 al aire durante 5-10 minutos y se volvié a disolver el ADN en un volumen
apropiado de buffer. Finalmente observamos en el NanoDrop para medir la observancia
de nuestras muestras y conocer la cantidad de ADN presente y si existié contaminacién

en las muestras.

3.2.3 Cuantificacion y calidad del plasmido observado

Tras realizar la Maxiprep obtuvimos como resultado 2 tubos diferentes consistiendo en:

1. pCDNA 3.1 conteniendo la RNasa L de 83 kDa wild type

2. pCDNA 3.1 conteniendo la RNasa L de 70 kDa mutante
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A continuacion, se prosiguio con el NanoDrop. Este instrumento permite medir con gran
precision y reproducibilidad medidas de espectrofotometria con diferentes longitudes de
onda que van desde 220 a 750nm. Por lo tanto, se comenz6 levantando el pedestal
superior. Mediante el uso de una micropipeta, se deposité 1 ul de muestra en el pedestal
inferior. Justo después, se cerré el pedestal superior y se inici6 el software
correspondiente. Entre muestra y muestra fue necesaria la limpieza de ambos
pedestales con papel de laboratorio para evitar cualquier tipo de contaminacion.
Finalmente, se obtuvo la cantidad de ADN presente en cada muestra y las absorbancias
a 260/280 y 260/230.

3.3 CULTIVOS CELULARES

3.3.1 Mantenimiento de células

Para llevar a cabo la transfeccion de las células primero se realizé la siembra de células,
que en este caso fueron células HEK, MEFs, SH, y MEFs -/-. Las células se encontraban
incubandose en frascos y, por lo tanto, se eliminé el sobrenadante, y se afiadio 3 ml de
tripsina para lavar las paredes de este. Se continu6 afiadiendo otros 2 ml de tripsinay 5
ml de medio completo o medio DMEM. Finalmente se afiadié 200 pl por pocillo en una

placa de 6 pocillos.

3.3.2 Pase de células

Para realizar el pase primero se desechd el medio del frasco de células. Después se
realizé un lavado con PBS, RPMI-1640 o tripsina 1X. En el caso del PBS se afiadié 5 o
10 ml y después 3 ml de tripsina. En el caso de utilizar solamente tripsina primero se
afiadié 2 mly después 3 ml para lavar la pared. A continuacion, se incub6 a 37°C durante
2 minutos en el caso de las células MEF y HEK, y 3 minutos en el caso de las MEF KO.
Una vez acabada la incubacion se golpeo el frasco de células para observar si las
células estaban despegadas de la superficie. El proceso continué afiadiendo 5 ml de
medio completo o DMEM dejandolo caer por la pared. Las células se pasaron a un tubo
de 15 ml y se centrifugd a 300 RCF durante 5 minutos. Finalmente se descart6 el

sobrenadante y se resuspendio las células en 3 ml.
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3.4 TRANSFECCION

Al llevar a cabo la transfeccion, en un principio, se utilizaron diferentes agentes de
transfeccion tales como la lipofectamina 3000 y el EXTREME GENE HP siendo el
protocolo de la lipofectamina el que mayor eficiencia mostro al realizar la transfeccion,

Yy, por lo tanto, con el que se continué la investigacion.

El vector introducido en el plasmido bacteriano fue pCDNA 3.1 siendo Kpnl y Xhol los
sitios en los que se introdujo los ORFs. Este ADN plasmidico fue el que posteriormente

se introdujo en las células HEK 293T mediante diversas transfecciones.
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Figura 5: Mapa del vector pCDNA 3.1
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3.4.1 Lipofectamine 3000

Para este protocolo se prepararon 4 tubos de 2ml (dos tubos “A” y dos tubos “B”), ya
que dos de los tubos fueron destinados a los 3 primeros pocillos que contendran la
PCDNA 3.1 con la RNasa L de 83 kDa, y los otros dos tubos para los 3 siguientes pocillos
el pCDNA 3.1 con la RNasa L de 70 Kda.

A los tubos “A” tanto de los pocillos 1 al 3, como el de los pocillos 4 al 6, se les afiadié
375 pl de Optimem y 15 pl de Lipofectamina. Una vez afiadido, hubo que realizar un
vortex de forma suave durante unos segundos. A los tubos “B” se les anadié 375 ul de
Optimem, 30 pl de P3000 y 7 pl de GFP para poder ver si la transfeccion se realiz6 de
forma correcta. Sin embargo, la cantidad de ADN para el tubo “B de los pocillos que
contenian la RNasa L de 83 kDa (pocillos 1-3) fue de 12,29 ul, mientras que la de los
pocillos que contenian la enzima de 70 kDa (pocillos 4-6) fue de 10,52 pl.

El siguiente paso consistié en afiadir el contenido del tubo B al tubo A, obteniendo
entonces 2 tubos, los cuales se repartiran equitativamente en sus respectivos tres
pocillos. Tras realizar la transfeccion las placas se incubaron durante unas 48 a 72h y

finalmente se observaron bajo el microscopio.

3.4.2 X-tremeGENE HP

Para realizar el protocolo de transfeccion con el EXTREME GENE HP primero se dejo
equilibrar el X-tremeGENE HP, el ADN y el diluent (medio sin suero u Optimem) a 15-
25°C y se vortexed el vial conteniendo el X-tremeGENE HP. Posteriormente se

prepararon cuatro tubos conteniendo las siguientes cantidades:

- Tubo 1: 100ul OPTIMEM, 1pg de ADN y 1ul de X-TREME GENE HP
- Tubo 2: 100ul OPTIMEM, 1pg de ADN y 2ul de X-TREME GENE HP
- Tubo 3: 100ul OPTIMEM, 1ug de ADN y 3ul de X-TREME GENE HP
- Tubo 4: 100ul OPTIMEM, 1pg de ADN y 4ul de X-TREME GENE HP

A continuacion, se mezcl6 suavemente y se realizé una incubacion durante 30 minutos.
Finalmente se deposité en gotas sobre los diferentes pocillos, en este caso, una placa

de 12 y se removi6 cuidadosamente y se puso a incubar durante 18 a 72h. A su vez a
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los dos primeros pocillos de cada fila se les afiadié 2,4 ul de GFP y a los dos ultimos
pocillos 4,2 pl de RFP.

Debido a que hubo que realizar varias transfecciones para asegurar la eficacia del
proceso, fue necesario realizar varios pases de células con el fin de seguir incubando

las células y eliminar el gran porcentaje de células muertas.

3.5 PREPARACION DE EXTRACTOS DE PROTEINA TOTAL

Al llevar a cabo la extraccion de las proteinas, solo fue necesario realizarlas de las
muestras celulares transfectadas, ya que las muestras de sangre periferica de los
pacientes habian sido extraidas varios afios antes y estaban almacenadas en el
congelador. El protocolo de extraccién se realizé con el reactivo de extraccién de
proteina de mamifero M-PER, y para células HEK 293T que se habian transfectado con

anterioridad y células MEF, MEF -/- y SH que estaban incubadas sin transfectar.

3.5.1 Protocolo de extraccion con M-PER

Primero de todo, se desechdé el medio de cultivo de las células adheridas.
Consecuentemente, se afiadi6 el reactivo M-PER a los pocillos. En el caso de las células
HEK 293T transfectadas, al estar depositadas en una placa de 6 pocillos se afiadié 250
ul de M-PER, mientras que para el resto de las células que estaban incubadas en

frascos se afadi6é 500 pl.

El siguiente pasoé consistio en rascar los pocillos y los frascos con un raspador de células
durante aproximadamente 5 minutos. Posteriormente se recogi6 el lisado y se transfirié
a tubos de microcentrifuga. Se centrifugd a aproximadamente 14,000 RCF durante 5
minutos hasta obtener un pellet. Finalmente se transfirié el sobrenadante, que es donde

se encontrara nuestras muestras de proteina a tubos de 1,5 ml.
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3.6 PROTOCOLO DE WESTERN BLOT

Una vez extraidas las proteinas y almacenadas en el congelador hasta ser utilizadas se
comenz0 a preparar el protocolo de western blot. Por lo tanto, primero de todo, se tuvo

que preparar los geles de poliacrilamida.

3.6.1 FABRICACION DE GELES 10% DE POLIACRILAMIDA

Para realizar el protocolo de western blot, primero se tuvieron que fabricar los geles de
poliacrilamida, tanto el stacking gel, como el resolving gel. Se cogi6 un cristal grueso de
0,5 mm y otro delgado de 0,25 mm y se unieron con sus respectivas pinzas quedando
entre ellos un hueco de unos 0,25mm, representando el grosor del gel, donde se
deposit6 la mezcla tanto del resolving como del stacking gel. Para la fabricaciéon de los

geles se utilizaron las siguientes medidas:

Tabla 2: Cantidades para la fabricacién del stacking gel

1 GEL Stacking

Concentracion final de poliacrilamida 4%
H20 2192 ul
10% SDS (0,1% final) 40 pl
0,375 Tris pH 6,8 (0,126M final) 1344 ul
Acrilamida 40% (1:29) 400 pl
APS 10% (0,05% final) 20 pl
TEMED (0,1% S 0,5% R Final) 4 ul
Volumen TOTAL 4000 pl
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Tabla 3: Cantidades para la fabricacion del resolving gel

1 GEL Resolving

Concentracion final de poliacrilamida 10%
H20 3876 pl
10% SDS (0,1% final) 80 ul
1,5 M Tris-HCL pH 8,8 (0,375 final) 2000 pl
Acrilamida 40% (1:29) 2400 pl
APS 10% (0,05% final) 40 ul
TEMED (0,1% S 0,5% R Final) 4 ul
Volumen TOTAL 8000 ul

Al empezar, primero se preparé el resolving gel con las medidas y cantidades
representadas anteriormente y se pipete6 en el hueco entre los dos cristales hasta llegar
al limite, y se afladié una pequefia cantidad de isopropanol para que polimerizase de
forma correcta antes de afiadir el stacking gel. Una vez polimerizado se afiadio el
stacking gel y se deposité el peine en el borde para crear los pocillos donde se

depositaron las muestras.

3.6.2 Andlisis de Western Blot

3.6.2.1 Cargay corrida del Gel

Una vez preparados varios geles para poder emplear diferentes muestras, se colocaron
los geles en la cubeta de electroforesis junto con el running buffer y se pipetearon las
muestras en el gel junto con el marcador. De marcador se pipetedé 12 ul y de las
muestras, consistiendo en muestras de las células, muestras de pacientes o de sangre
periféricas, y muestras control se pipete6 entre 17,5 y 25 pl, dependiendo del gel,
utilizando generalmente la cantidad de 19 pl. La cubeta de electroforesis se conecté a

la corriente a un voltaje constante de 150 V y se dejé correr durante 1h.
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3.6.2.2 Transferencia del Gel

El siguiente pasé consistioé en preparar la transferencia. Primero de todo sacamos el gel
de la cubeta de electroforesis y separamos del soporte quitando las pinzas laterales.
Posteriormente se pusieron los geles del revés, y con la ayuda de una pequefia espatula
levantamos el cristal de menos tamafio. Debido a que el gel queda adherido en uno de
los dos cristales al llevar a cabo la separacion, se elimind el stacking gel

cuidadosamente.

Antes de comenzar este proceso, cabe recordar que se necesitan dos pequefas
bandejas, una conteniendo transfer buffer, para mojar los papeles de filtro, y otra
conteniendo metanol para mojar la membrana utilizada. Una vez mojados los papeles
de filtro, uno de ellos se depositd sobre el gel y se dio la vuelta, para que el papel de
filtro, junto con el gel, quedase depositado en la mesa. Con la ayuda de la espatula de
nuevo, separamos el gel del cristal. A continuacion, cogimos la membrana, situada en
la bandeja conteniendo metanol, y la dejamos caer, de forma centrada, sobre el gel,
para finalizar depositando encima, otro papel de filtro, con el fin de mantener la humedad
para que la membrana no se secase. Después continuamos eliminando las burbujas del
“sandwich” formado, con la ayuda de una pipeta de 5 ml y una vez completado
depositamos el “sandwich” en su soporte y dentro de la cubeta de electroforesis

conectada a la corriente con un voltaje de 100 V.

El transfer buffer preparado con anterioridad se guardé en la nevera para enfriarlo antes
de depositarlo en la cubeta, al igual que la cubeta de electroforesis se deposité en una

caja rodeada con hielo ya que la transferencia fue necesaria hacerla en frio.

Al finalizar la transferencia, el soporte con el “sandwich” se extrajo de la cubeta y se
desmont6 separando con cuidado y mediante el uso de pinzas la membrana, la cual se
pos6 durante 1 hora en otra bandeja conteniendo leche con PBS-T que se habia
preparado anteriormente con el objetivo de bloquear la membrana. Para preparar la
leche se peso 5 gr de leche en polvo y se mezclaron con 100 ml de PBS o PBS-T. Se
puso a hervir y se dej6 enfriar. Posteriormente, tras realizarse el bloqueo, la membrana

se extrajo, y se preparo para afiadir los anticuerpos.
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3.6.2.3 Adicion de los anticuerpos

Los anticuerpos para las diferentes membranas realizadas a lo largo de los dias se listan

a continuacion (tabla 4 y 5):

Tabla 4: Lista de anticuerpos primarios empleados

Anticuerpo | Proveedor y | Antigeno Tipo de | Peso
#Catalogo Anticuerpo | Molecular

Primario

RNase L (C- | Santa Cruz Against a peptide mapping near the C- | Goat 83 kDa,

17) Biotechnologies | terminus of RNase L of human origin polyclonal 37kDa
sc-22870

RNase L (E-| Santa Cruz against amino acids 442-741 mapping | Mouse 83 kDa,

9) Biotechnologies | at the C-terminus of RNase L of human | monoclonal | 37kDa
sc-74405 origin

RNase L | Santa Cruz | Against human RNase L Mouse 83 kDa, 37

(2E9.2G5) Biotechnologies monoclonal kDa
SC-23955

RNase L | Abgent Péptido sintético | Rabbit 70 kDa

custom Technologies MSKLRHRQIIFPTTQNQ  (ABGENT | polyclonal

(POLY 33) Technologies, Ab custom service)

B-Actin Santa Cruz | Against a peptide mapping near the C- | Rabbit 43 kDa, 15
Biotechnologies | terminus of B-Actin of rat origin polyclonal kDa
sc- 130657

Filamin 1 Santa Cruz | Specific for an epitope mapping | Mouse 280 kDa
Biotechnologies | between amino acids 5-40 near the N- | monoclonal
sc-17749 terminus of Filamin 1 of human origin

SIGMA Sigma  Aldrich | Synthetic peptide directed towards the | Rabbit 84 kDa
av-09034 C terminal regiéon oh human RNase L. | polyclonal

Region:
MKLKIGDPSLYFQKTFPDLVIYVY-
TKLQNTEYRKHFPQTHSPNKQCDGA
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Tabla 5: Tabla de anticuerpos secundarios empleados

Anticuerpo #Catalogo Fuente

Secundario

Goat anti-rabbit Santa Cruz Biotechnologies sc- | Goat against mouse
2004

Goat anti-mouse Santa Cruz Biotechnologies sc- | Goat against mouse
2005

Mouse anti-rabbit Santa Cruz Biotechnologies sc- | Mouse against rabbit
2357

Cabe destacar que los anticuerpos primarios C-17 y E9 no se emplearon finalmente al
realizar el resto de la investigacion. En primer lugar, cada membrana se deposité en una
bolsa sellada junto con 10 pl anticuerpo primario y 2 ml de PBS-T sumplementada con
leche desnatada al 3-5% preparada anteriormente. Se emplearon diferentes anticuerpos
primarios sefialados en la tabla 4 para los diferentes western blots realizados. Las
membranas con los anticuerpos primarios se dejaron reposar “overnight” con un
balanceo de 25 oscilaciones/minuto. Al dia siguiente, las membranas con los
anticuerpos primarios se lavaron 3 veces durante 5 minutos por lavado con PBS-T o
PBS, en una pequefia bandeja. Tras lavarse los anticuerpos primarios, se pusieron los

anticuerpos secundarios en una cantidad de 2 pl de anticuerpo por 5 ml de leche.

3.6.2.4 Visualizacion y revelado de las membranas

El siguiente paso consistio en revelar las fotos con el programa IMAGEQUANT 2000.

Para revelar las muestras primero de todo se utilizaron fundas de pléstico en las cuales
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se deposit6 0,5 ml de sustrato Pierce ECL Western Blotting substrate y posteriormente

las membranas, con el objetivo de observar quimioluminiscencia a través del ordenador.

3.6.2.5 Reblotting

Al no visualizar ninguna sefal se llevé a cabo la técnica de re-blot, que consistio en la
adicién de un segundo anticuerpo primario sin eliminar (“strip”) el anticuerpo primario
usado en primera instancia. Es una practica habitual cuando no hay registro de sefial o
el registro que se espera del re-blot corresponde a pesos moleculares claramente
distintivos. Para ello se lavé la membrana 3 veces con PBST durante aproximadamente
20 minutos, y se volvié a afadir otro anticuerpo primario junto con el anticuerpo

secundario. Tanto el anticuerpo primario como el secundario se incubaron durante 1h.

3.7 TINCION CON ROJO PONCEAU

Al terminar de visualizar las membranas con el software IMAGE QUANT 2000, se llevé
a cabo la tincion con rojo Ponceau, preparado anteriormente disolviendo 0,5 g de

Ponceau S en 1 ml de &cido acético y afiadiendo hasta 100 ml con agua.

En primer lugar, la membrana se separ6 de la funda de plastico en la que se habia
depositado junto con el sustrato. Para continuar, se cogio una pequefia bandeja donde
se afiadio el rojo Ponceau y se sumergié la membrana en su interior. Justo después se
puso en el see-saw rocker a un balanceo de 25 oscilaciones/min durante
aproximadamente 5 minutos. Finalmente se lavé con agua bidestilada para quitar el
exceso de colorante y se pudieron observar las diferentes bandas de color rojo gracias

a la tincion.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PURIFICACION DE PLASMIDO RECOMBINANTE DE
EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DE RNASE L

La técnica de la Maxiprep es una técnica utilizada para aislar grandes cantidades de
ADN plasmidico de una alta calidad, en este caso, conteniendo especificamente, el

vector mencionado con anterioridad pCDNA 3.1 con la RNasa L de 83 kDa wild type y
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RNasa L de 70 kDa mutante. Tras realizar la Maxiprep se determiné la cantidad de DNA
obtenido y sus respectivas absorbancias con el NanoDrop obteniendo los siguientes

resultados (tabla 6):

Tabla 6: Resultados del Nanodrop

DNA

Constructos de | ng/pl de DNA A260/280 A260/230 pgTotales

pCDNA 3.1
RNasa L 83 kDa 488 ng/pul 1,85 2,19 6ug
wild type

pCDNA 3.1
RNasa L 70 kDa 570,6 ng/ul 1,84 2,16 6ug

mutante

Como se puede observar, a una absorbancia de 260/280 todas las muestras obtuvieron
un valor entre 1,8 y 2,0, lo que estableceria que todas las muestras tenian una pureza
Optima, y no existi6 contaminacion por proteinas. Sin embargo, si la A260/280 fuese
menor de 1,6 significaria que las muestras posiblemente estuviesen contaminadas por
la presencia de determinados compuestos como proteinas y fenoles. Por el contrario,
una A260/280 mayor de 1,8, estableceria que existe presencia de ARN en las muestras.
Esto coincide con los valores representados en el “Programa Control de Calidad de
Muestras de ADN y ARN” (Banco ADN; 2020)

De la misma forma, todas las muestras presentaron un valor en torno a 1,8 y 2,2 a una
A260/230, lo que también estableceria la pureza de la muestra, ya que, por el contrario,
un valor menor de 1,8 supondria la contaminacion de las muestras con compuestos
organicos, agentes caotropicos, fenoles o carbohidratos, ya que absorben a 230nm.
Cuanto menor sea el valor de la absorbancia por debajo de 1,8, mayor presencia de

contaminantes presentaran las muestras. (Banco ADN, 2020). Por lo tanto, estos
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resultados también con los valores establecidos en el “Programa Control de Calidad de
Muestras de ADN y ARN”

4.2 PRODUCCION DE LAS ISOFORMAS DE RNASE L DE 83
KDA'Y 70 KDA EN CELULAS HEK-293T

El siguiente paso consistio en producir las isoformas de RNasa L de 83 kDa y de 70 kDa
en las células HEK-293T. Las células HEK-293T, o células embrionarias de rifion, fueron
empleadas en la investigacion para llevar a cabo la transfeccion con la RNasa L de 83
kDa wild type y de 70 kDa. Estas células se usan comunmente como un huésped para
llevar a cabo la transfeccion, ya que su tamafio, morfologia, y tasa de division las hacen
apropiadas para llevar a cabo este proceso (Ooi et al., 2016). La linea celular empleada
fue la 293T, siendo esta una variante de las células 293, que contienen el antigeno SV40
y que es facilmente transfectable (Ooi et Al., 2016). Por otra parte, se emplearon otros
tipos celulares con el objetivo de encontrar posibles isoformas en los distintos tipos
celulares. Los MEF se seleccionaron al disponer de células MEF de ratones knockout
que podian ayudar a conocer mejor los mecanismos de accién de las isoformas en
estudios de continuacién. Las células SH son cominmente utilizadas por su origen
humano y sus propiedades neuroldgicas (Martens et al., 2017). Se utilizaron en esta
investigacion ya que los pacientes con SFC presentan problemas cognitivos, e
infecciones virales con tropismo al SNC (Larun et al.,2019), por lo tanto, podian ser
empleadas para estudiar la isoforma de 70 kDa. Sin embargo, las Unicas células que
pudieron ser transfectadas, fueron las primeras mencionadas, y, por lo tanto, se realiz6

western blots de muestras del resto de tipos celulares, pero sin transfectar.

La transfeccion se realizo con diferentes agentes, tales como Xtreme-Gene HP (Sigma
Aldrich, #6366236001) y Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific, #.3000001), sin
embargo, se decidié emplear el segundo para el resto de la investigacion, ya que es
considerado como el agente de transfeccién con mayor porcentaje de éxito en células
HEK-293T, y fue con el tnico con el que se obtuvieron resultados. A su vez, se afadio
7 pl de GFP para poder visualizar fluorescencia en el caso de que la transfeccién fuese

exitosa.

Tras realizar la transfeccion, las células se incubaron un tiempo entre 24 y 72 horas, en
las cuales se observo si existia fluorescencia en los pocillos y se llevo a cabo la captura

de imagenes tras 24 y 48 horas.

33



En primer lugar, las figuras 6 y 7 corresponden a imagenes de las transfecciones
realizadas con el constructo pcDNA3.1-RNasalL/83kDa para la expresion de la proteina
RNasa L de 83 kDa, a 24 y 48 h post-transfeccidn respectivamente; mientras que las
figuras 8 y 9 representan las realizadas con el constructo pcDNA3.1-RNasalL/70kDa
para la produccion/sobreexpresion de la enzima RNasa L de 70 kDa, a 24 y 48 h post-
transfeccion respectivamente. En todos los casos se co-transfectd con el constructo
PEGFP-C1 (a una relacion 1:4) para que actuara como reportero de la eficiencia de

transfeccion.

Como se puede observar en la fluorescencia con contraste de la Figura 6 a la Figura 9
(paneles derechos), la eficiencia de la transfeccion fue aproximadamente superior al
70% del total de las células como era de esperar, ya que como se describe en el estudio
“Comparison of transfection efficiency of polymer-based and lipid-based transfection
reagents” (Ragimi et al., 2019) en el que se demuestra que la eficiencia de transfeccién
en células HEK-293T para dos determinados vectores es superior al 52% (vector 1) y
53% (vector 2) con el agente de transfeccion lipofectamina 3000, destacando en esta
investigacion que el nimero de células transfectadas fue mayor a las 48 horas que las
primeras 24 horas, coincidiendo con lo esperable para células en proliferacién. Cabe
destacar que algunas células que poseen una forma mas circular y una fluorescencia
mas intensa podrian corresponder a células muertas, posiblemente a causa de la
toxicidad del propio agente de transfeccidén o de la sobreexpresién de la enzima RNasa
L como se establece en el articulo “A study of the interferon antiviral mechanism:
apoptosis activation by the 2—-5A system. The Journal of experimental medicine” (Castelli
et al., 1997). También podrian ser células en mitosis ya que durante division se
redondean y la fluorescencia parece més notoria. No se utilizé ningun tinte dependiente
de permeabilidad, como el Trypan blue para averiguar si se trataba de células en divisién
0 apoptoticas ya que el objetivo era simplemente producir extractos de proteinas a

ensayar.

34



Figura 6: Células HEK-293T transfectadas (3 pocillos) con el constructo pcDNA-3.1- RNasa
L/83kDa 24 horas post transfeccion. Fluorescencia 488nm (izquierda), fluorescencia 488nm con
contraste (derecha) (Objetivo 10X).

Figura 7: Células HEK-293T transfectadas (3 pocillos) con el constructo pcDNA-3.1- RNasa
L/83kDa 48 horas post transfeccion. Fluorescencia 488nm (izquierda), fluorescencia 488nm con
contraste (derecha) (Objetivo 10X).
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Figura 8: Células HEK-293T transfectadas (3 pocillos) con el constructo pcDNA-3.1- RNasa
L/70kDa 24 horas post transfeccion. Fluorescencia 488nm (izquierda), fluorescencia 488nm con
contraste (derecha) (Objetivo 10X).

Figura 9: Células HEK-293T transfectadas (3 pocillos) con el constructo pcDNA-3.1- RNasa
L/70kDa 48 horas post transfeccion. Fluorescencia 488nm (izquierda), fluorescencia 488nm con
contraste (derecha) (Objetivo 10X).
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Una vez transfectadas todas las células, se llevd a cabo la extraccion de las proteinas
con el reactivo M-PER (“Thermo Fisher Scientific’, #78501), segun descrito en Métodos,

para pasar a realizar los western blots de las muestras extraidas.

4.3 ANALISIS POR WESTERN BLOT DE LAS ISOFORMAS
DE RNASE L 83y 70 kDa

Por consiguiente, se realizé la técnica de western blot tras la extraccion de las proteinas.
Esta es unatécnica que consiste en la separacién de diferentes proteinas llevada a cabo
por una electroforesis en gel, para posteriormente ser transferidas a una membrana y
llevar a cabo la deteccién del antigeno inmovilizado. Depende de la interaccién
especifica entre el antigeno y el anticuerpo (Hnasko et Al., 2015). Es una técnica muy
importante utilizada en diferentes campos como la biologia celular y molecular para
identificar diferentes proteinas por su peso molecular. Puede dividirse en tres partes
principales: separacion por tamafio, transferencia a un soporte solido, y marcaje de las
proteinas de interés con un anticuerpo tanto primario, como secundario con el objetivo

de visualizar las membranas correspondientes. (Mahmood et Al., 2012).

Para realizar esta investigacion se utilizaron los anticuerpos primarios 2E9, SIGMA, y
POLY 33, siendo este ultimo un anticuerpo personalizado creado a partir de anticuerpos
de conejo. Como anticuerpos secundarios se emplearon los anticuerpos anti-mouse y
anti-rabbit. En los diferentes geles se depositaron muestras de tipos celulares como
MEF, MEF -/-, SH, HEK, destacando en especial las células HEK transfectadas con la
RNasa L de 83 y de 70 kDa. También se utilizaron muestras de sangre periféricas

extraidas de pacientes en el afio 2012 y muestras control.

En un principio, al realizar los diferentes western blots, debido al gran niamero de
muestras que se encontraban almacenadas desde el 2012, para conocer su estado tras
el largo periodo de almacenamiento y al no obtener resultados (sefial) empleando los
anticuerpos primarios 2E9 y POLY33.1, se utilizaron los anticuerpos primarios 3-actina
y Filamina, como controles positivos, para verificar la presencia de proteinas celulares

comunes en las muestras, y de que el ensayo de western blot funcionaba.

Se comenzé realizando western blots de diferentes muestras extraidas de diversos tipos

celulares tanto sin transfectar como transfectadas, para posteriormente realizar los
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mismos con muestras de PBMCs, y finalmente western blots conteniendo a la vez

muestras celulares y de pacientes.

4.3.1 WESTERN BLOT DE CELULAS

Como se puede observar en la Figura 10, el gel contuvo en un inicio el anticuerpo
primario 2E9 (sc-23955), y el anticuerpo secundario anti-mouse (sc-2005), sin embargo,
no se observé ninguna banda ya que el anticuerpo no se unié de forma correcta a la
membrana o la cantidad introducida de 10 pl de anticuerpo primario no fue suficiente.
En un ensayo como este que requiere varios pasos, es dificil conocer el problema que
puede haber llevado a la falta de deteccion. Para comprobar si el estado de los extractos
almacenados era el problema, se lavo la membrana y se afiadié el anticuerpo primario
anti-filamina (sc-17749), utilizado al igual que la actina, como control positivo en muchos
experimentos de western blot, y el anticuerpo secundario anti-mouse (sc-2005). La
banda perteneciente al peso molecular de la Filamina no entr6 en el gel ya que tiene un
peso molecular de 280 kDa como se menciona en el articulo “Filamin (280-kDa actin-
binding protein) is a caspase substrate and is also cleaved directly by the cytotoxic T
lymphocyte protease granzyme B during apoptosis.” (Browne et Al., 2000) y la banda de
mayor tamafio del marcador empleado es de 180 kDa, es por ello, que no se observo

en el gel.
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Figura 10: Andlisis de western blot de células HEK-293T, MEF y MEF knockout (KO). Panel
izquierdo muestra western blot utilizando el anticuerpo primario anti-RNasa L 2E9 (sc-23955) a
una dilucion 1:200, 16h a 25°C seguido de una incubacién con el anticuerpo secundario anti-
mouse (sc-2005) a una dilucién 1:2500, 1h a 25°C. Panel derecho muestra western blot utilizando
el anticuerpo primario Filamina (sc-17749) a una dilucion 1:200, 16h a 25°C y anticuerpo
secundario anti-mouse (sc- 2005) a una dilucién 1:2500, 1h a 25°C. La carrera 1 contiene una
muestra de células HEK, mientras que las carreras 2 y 3 contiene las muestras de células MEF
y MEF knockout. El marcador empleado es el Page Ruler Protein Ladder (10 a 180 kDa) (Thermo

Fisher Scientific, #26616), a la izquierda se indican con triangulos los pesos moleculares en kDa.

A continuacién, como se puede observar en la Figura 11, las 2 primeras lineas del gel
de derecha a izquierda y contabilizando desde el marcador, conteniendo extractos de
células HEK transfectadas con los constructos de expresion de la RNasa L de 83 kDa y
de 70 kDa, respectivamente mostraron las bandas esperadas, detectadas por el
anticuerpo primario 2E9 (sc-23955), y anticuerpo secundario anti-mouse (sc-2005).
Como comentado en Métodos, el anticuerpo 2E9 comercial es capaz de detectar la
RNasa L tanto de 83 kDa como de 70 kDa como se referencia en el articulo “Recurrent
loss-of-function mutations reveal costs to OAS1 antiviral activity in primates” (Clayton et
al., 2019) en el cual se emplea el anticuerpo 2E9 para la deteccién de la enzima.
También destaca en la segunda carrera electroforética una banda de menor intensidad
de 83 kDa.
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Debido a que la enzima RNasa L es una enzima que esta presente en el organismo en
forma latente, y se activa por la via 2-5 A cuando existe algun tipo de inflamacién o
infeccion (Nogimori et Al., 2019), es muy probable que esa banda observada sea la
RNasa L endbgena de las células. Sin embargo, en la carrera 3 (HEK sin transfectar)
debiéramos detectar esta banda enddgena. Aunque la cantidad total de extracto debiera
ser equivalente (mismo numero de células transfectadas que sin transfectar), al no
contar con un control de proteinas totales de los extractos (ensayo Bradford o BCA, del
inglés bicinchoninic acid assay) no se puede descartar que la diferencia resida en la
carga de una cantidad inferior de proteinas totales. Tampoco se realiz6 en este caso
una tincién rojo Ponceau de la membrana ni un re-blot con un anticuerpo house-keeping
como el anticuerpo anti-actina que permitiera concluir si hubo diferencias de carga.
Alternativamente, es posible pensar, sin embargo, que la fusién de liposomas durante

la transfeccién puede inducir la expresion de la RNasa L enddgena.

Para las células SH y HEK sin transfectar, no se pudd determinar ningun resultado
significativo, debido a que, las ligeras bandas observadas podrian representar ruido de
fondo. Posiblemente los bajos niveles de expresion de RNasa L requieran la preparaciéon

de extractos mas concentrados que permitan su deteccidn por western blot.
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Figura 11: Analisis de western blot de células HEK-293T transfectadas y sin transfectar y células
SH. Gel utilizando el anticuerpo primario anti-RNasa L 2E9 (sc-23955) a una dilucién 1:100, 16h
a 25°C y anticuerpo secundario anti-mouse (sc-2005) a una dilucion 1:2500, 1h a 25°C. Las
carreras 1 y 2 corresponden a las muestras de células HEK transfectadas con RNasa L,
perteneciendo la carrera 1 a la RNasa L de 83 kDa y la carrera 2 a la RNasa L de 70 kDa. Las
carreras 3 y 4 pertenecen a las células HEK sin transfectar y SH. Contiene el marcador Page
Ruler Plus Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, #26620) (10 a 250 kDa), a la derecha se

indican con triangulos los pesos moleculares en kDa.
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En el siguiente gel se empled el anticuerpo SIGMA (av-09034) y anticuerpo secundario
anti-rabbit (sc-2357). El anticuerpo de la casa comercial SIGMA (av-09034), que tal
como se indica en la tabla de Métodos (tabla 4) reconoce una secuencia de la parte C-
terminal, en concreto acorde a un alineamiento BLASTP (Figura 13) reconoce los
aminoacidos en posiciones 681-730 y por tanto sélo debiera reconocer la isoforma de
83kDa y no la de 70kDa que no contiene esa region. Sin embargo, en la Figura 12, se
aprecian dos bandas diferentes en todos los pocillos conteniendo los dos diferentes tipos
celulares, células HEK transfectadas y sin transfectar con la RNasa de 83 kDa, y RNasa
de 70 kDa, y células SH. Las bandas poseen en tamafio aproximado entre 55 kDa y
70kDa. Se presume que este anticuerpo reconoce otras secuencias de manera
inespecifica, ya que el alineamiento BLASTP de secuencias humanas no identifica

ninguna otra proteina que contenga esta secuencia peptidica (ver Figura 14).

Sirviendo, en este caso como ensayo house-keeping de los extractos, permitiendo
apoyar la hipétesis que la falta de deteccion de la RNasa L en el western blot de la
Figura 11 pudiera deberse a la estimulacion del gen de la RNasa L por la lipofectamina
mas que a una diferencia a la baja en proteinas totales de la preparacion HEK sin

transfectar.
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Figura 12: Analisis de western blot de células HEK-293T transfectadas y sin transfectar y células
SH. Gel utilizando el anticuerpo primario SIGMA (av-09034) a una dilucién 1:200, 16h a 25 °C, y
anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357) a una dilucion 1:2500. Las carreras 1 y 2
corresponden a las muestras de células HEK transfectadas perteneciendo la carrera 1 al tamafio
de 83 kDay la carrera 2 a 70 kDa. Las carreras 3y 4 pertenecen a las células HEK sin transfectar
y SH. Contiene el marcador Page Ruler Plus Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, #26620)

(10 a 250 kDa), a la derecha se indican con triangulos los pesos moleculares en kDa.

2-5A-dependent ribonuclease [Homo sapiens]
Sequence ID: NP_066956.1 Length: 741 Number of Matches: 1
See 4 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 681 to 730 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
115 bits(289) 2e-28 Composition-based stats.  50/50(100%) 50/50(100%) 0/50(0%)

Query 1 MKLKIGDPSLYFQKTFPDLVIYVYTKLQNTEYRKHFPQTHSPNKPQCDGA 50
MKLKIGDPSLYFQKTFPDLVIYVYTKLQNTEYRKHFPQTHSPNKPQCDGA
Sbjct 681 MKLKIGDPSLYFQKTFPDLVIYVYTKLQNTEYRKHFPQTHSPNKPQCDGA 73@

Figura 13: Alineamiento BLASTP de la RNasa L
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Accession

2-5A-dependent ribonuclease [Homo sapiens] Homo sapiens 115 115 100% 3e-31 100.00% 74

NP_066956.1

Ribonuclease L (2' 5'- nylate synthetase-dependent) [Homo sapiens] Homo sapiens 115 115 100%  3e-31 100.00% 74

AAI15698 1

a Complete human RNase L in complex with biological activators [Homo sapiens] Homo sapiens 894 894 T8% 5e-22 100.00% 699 40AU_C

Figura 14: Alineamiento BLASTP de la RNasa L de secuencias humanas

4.3.2 WESTERN BLOT DE PBMCs

La Figura 15, muestra el resultado de western blot usando el anticuerpo primario
“‘custom” POLY 33.1, y el anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357), sin embargo, no
se observé ninguna banda. Ya que los extractos pertenecian a una coleccion
almacenada desde 2012, se procedié a reincubar la membrana con el anticuerpo
primario del gen house-keeping B-actina como control de calidad. Este método se usa
con frecuencia como control interno de carga en western blots con propésito
semicuantitativo o como control positivo del método, tal como se referencia en el articulo
“Regulation of autophagy in rat hepatocytes treated in vitro with low concentration of
mercury. Toxicological & Environmental Chemistry” (Chatterhee et Al., 2013) para
confirmar la existencia de las muestras en la membrana. En el caso de la 3-actina, como
era de esperar se observaron las bandas sefialadas en la figura de aproximadamente
un tamafo de 43 kDa, peso molecular de la B-actina como esta citado en el articulo
“Pulmonary GLP-1 receptor increases at birth and exogenous GLP-1 receptor agonists
augmented surfactant-protein levels in litters from normal and nitrofen-treated pregnant
rats.” (Romani-Pérez et Al., 2013).

En la muestra de paciente FM1 no se observé ninguna banda significativa, y en la FM25
es muy tenue, destacando simplemente la presencia de ruido de fondo, indicando una
menor concentracion de proteinas totales en los preparados de enfermos que en los
controles. Dado que las muestras contenian ya solucion de carga, no se pudo realizar

un ensayo tal como Bradford o BCA para confirmar esta posibilidad.

Dado que el objetivo es el hallazgo de resultados cualitativos: presencia o no de banda

de 83 kDa y de 70 kDa, o de la relacion entre ellas, la cuantificacién de proteinas totales
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no resulta indispensable si bien puede limitar la deteccion por encontrarnos con

isoformas poco abundantes.

(1) (2) (3) (4) 1 @) 3) (4

FM1 5 FM25 Cc77 FM1 5 FM25 c77

Figura 15: Andlisis de western blot de PBMCs con SFC y controles. Panel izquierdo muestra
western blot utilizando el anticuerpo primario anti-RNasa L custom POLY 33 a una dilucién 1:200,
16h a 25°C seguido de una incubacién con el anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357) a una
dilucién 1:2500, 1h a 25°C. Panel derecho muestra western blot utilizando el anticuerpo primario
Actina (sc-130657) a una dilucion 1:200, 16h a 25°C y anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357)
a unadilucion 1:2500, 1h a 25°C. Las carreras 1y 3 contienen muestras de PBMCs y las carreras
2 y 4 muestras de controles. El marcador empleado es el Page Ruler Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific, #26616) (10 a 180 kda), a la izquierda se indican con triangulos los pesos

moleculares en kDa.
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4.3.3 WESTERN BLOTS DE CELULAS Y PBMCs

Como se puede observar en el panel inferior de la Figura 16 el anticuerpo primario
“‘custom” POLY 33.1, seguido del anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357), no
permitid observar ninguna banda indicando niveles de expresion endégenos de todas
nuestras muestras, incluyendo PBMCs y una serie de lineas celulares sin transfectar,
por debajo de niveles detectables. Aspecto que quedd confirmado por el re-blot con
anticuerpo anti-filamina (sc-17749). Como ya se ha mencionado anteriormente, la banda
perteneciente al peso molecular de la Filamina no entré en el gel ya que tiene un peso
molecular de 280 kDa como se menciona en el articulo “Filamin (280-kDa actin-binding
protein) is a caspase substrate and is also cleaved directly by the cytotoxic T lymphocyte
protease granzyme B during apoptosis.” (Browne et Al.,, 2000) y la banda de mayor
tamafio del marcador empleado es de 180 kDa, y es por ello por lo que no se observé

en el gel.

Sin embargo, en la Figura 17, tras tefiir la membrana con rojo Ponceau si que se
observd presencia de bandas definidas indicando que los extractos no estaban
degradados y que la falta de carga o problemas de transferencia no fueron los
responsables de falta de sefial en el western, sino que la ausencia de bandas sea
posiblemente consecuencia de niveles de expresion muy bajos de RNasa L. Resulta
interesante destacar en esta tincién que, asi como el patron de bandas en células de
cultivo siguen un patrén de bandas mayoritarias similar, junto con controles, las
muestras de PBMCs de pacientes muestran un patron claramente distintivo. Patron que
pudiera deberse a algun sesgo de procedimiento (artefacto de extraccion), o
alternativamente, a la condicion de la enfermedad. Esta Ultima posibilidad deberia
contrastarse con analisis de muestras adicionales de PBMCs, quizas usando mas de un

método de extraccion de proteinas.
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Figura 16: Andlisis de western blot de células HEK-293T, MEF y MEF knockout (KO), PBMCs
con SFC y controles. Panel inferior muestra western blot utilizando el anticuerpo primario anti-
RNasa L custom POLY 33 a una dilucién 1:200, 16h a 25°C seguido de una incubacién con el
anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357) a una dilucién 1:2500, 1h a 25°C. Panel superior
muestra western blot utilizando el anticuerpo primario Filamina (sc-17749) a una dilucién 1:200,
16h a 25°C, y anticuerpo secundario anti-mouse (sc-2005) a una dilucion 1:2500, 1h a 25°C. Las
3 primeras carreras contienen muestras de células HEK, MEF y MEF (KO), las 4 siguientes
carreras de PBMCs y las 2 tltimas de controles. El marcador empleado es el Page Ruler Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific, #26616) (10 a 180 kDa), a la derecha se indican con triangulos
los pesos moleculares en kDa.
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Figura 17: Tincion con rojo Ponceau de la figura 16

Las Figuras 18 y 19, muestran, similar al andlisis anterior (Figuras 16 y 17) que el
anticuerpo primario comercial 2E9 (sc-23955), al igual que el custom POLY33 no
permitié detectar ninguna banda (Figura 17, panel inferior). El motivo no es la ausencia
de proteinas en gel ni su transferencia a membrana ya que la Figura 18 claramente
muestra la presencia de bandas definidas no degradadas en todas ellas con contenidos
totales similares. El anticuerpo primario B-actina (sc-130657) como control positivo
(Chatterhee et Al., 2013) y, por lo tanto, al estar establecido que su peso molecular es
de 43 kDa en el articulo “Pulmonary GLP-1 receptor increases at birth and exogenous
GLP-1 receptor agonists augmented surfactant-protein levels in litters from normal and
nitrofen-treated pregnant rats.” (Romani-Pérez et Al., 2013), confirma claramente la
presencia de esa banda correspondiente en todas las muestras, tanto de muestras de
células, como de pacientes y control. Una vez mas el patron de proteinas totales en
tincion Ponceau de las muestras de enfermos de FM aparece claramente distintas a las
de PBMCs de sujetos sanos (control) y a las de células en cultivo (Figura 19).

A su vez, la Figura 18, muestra bandas adicionales de entre 50 y 70 kDa
aproximadamente en todas las muestras de células HEK, MEF y MEF -/- posiblemente
correspondiendo a la union inespecifica de los anticuerpos.
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Debido a que al emplear los anticuerpos 2E9 y POLY 33, no se obtuvieron resultados
ni bandas concluyentes como se ha explicado anteriormente, se decidié aumentar su
concentracion utilizando extractos de células con niveles de transfeccion optimizados
(Figuras 6-9), asi como aumentar la cantidad de anticuerpo primario a dilucion 1:75, en
lugar de 1:200.

C 28] 2] 20 2% MEF-/-  MEF HEK  HEX

Figura 18: Andlisis de western blot de células HEK-293T, MEF y MEF knockout (KO), PBMCs
con SFC y controles. Panel inferior muestra western blot utilizando el anticuerpo primario anti-
RNasa L 2E9 (sc-23955) a una dilucion 1:200, 16h a 25°C seguido de una incubacién con el
anticuerpo secundario anti-mouse (sc-2005) a una dilucién 1:2500, 1h a 25°C. Panel superior
muestra western blot utilizando el anticuerpo primario Actina (sc-130657) a una dilucién 1:200,
16h a 25°C, y anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357) a una dilucién 1:2500, 1h a 25°C). Las

4 primeras carreras contienen diferentes lineas celulares, teniendo las 2 primeras células HEK,
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y las 2 siguientes células MEF y MEF KNOCKOUT. Las carreras 5,6,7 y 8 contienen muestras
de pacientes, o de sangre periféricas, y el ultimo pocillo contiene una muestra control. El
marcador empleado es el Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (#26623) (10 a 260

kDa), a la derecha se indican con triangulos los pesos moleculares en kDa.

Figura 19: Tincién con rojo Ponceau de la figura 18

La Figura 20, claramente mostré una banda de 70 kDa en la muestra de extractos de la
linea celular HEK, transfectadas con el constructo de expresion de la isoforma RNasa L
de 70 kDa. Otra banda de aproximadamente 83 kDa, se observo en la carrera que
contuvo la linea celular HEK transfectadas con la RNasa L de 83 kDa. Como era de
esperar, la visualizacion de ambas es detectable con el anticuerpo 2E9 comercial (sc-
23955), que detecta tanto la banda de 83 como de 70 kDa si los niveles de expresion
aumentan. Para las muestras de pacientes o de sangre periférica no se observé ninguna
banda significativa siendo el motivo mas probable, que la expresion de estas proteinas
es muy baja. También la antigliedad de las muestras haya contribuido a esta falta de

sefal.

Quizas aumentando el volumen de muestra de PBMCs pudiese permitir su deteccion.

Los mismo puede aplicar a las células HEK sin transfectar.

50



9) (8) (7) (6) (5) (4) B (2 (1)

. 400

- <o

Hek sin
C12 Cé FM43 FM33 FM29 FM22 transf Hek70 Hek83 marcador

Figura 20: Analisis de western blot de células HEK-293T transfectadas con la RNasa L de 83
kDay 70 kDa, y HEK sin transfectar, PBMCs con SFC y controles. Gel utilizando el anticuerpo
primario anti-RNasa L 2E9 (sc-23955) a una dilucién 1:75, 16h a 25°C seguido de una incubacion
con el anticuerpo secundario anti-mouse (sc-2005) a una dilucién 1:2500, 1h a 25°C. Los 3
primeros pocillos contienen células HEK transfectadas con la RNasa L de 83 kDa, 70 kDa, y
células HEK sin transfectar. Los pocillos 4,5,6 y 7 contienen muestras de pacientes, mientras que
los ultimos dos pocillos contienen muestras control. El marcador utilizado es el Page Ruler Plus
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, #26616) (10 a 250 kDa), a la derecha se indican con

triangulos los pesos moleculares en kDa.

La Figura 21 conteniendo el anticuerpo primario POLY 33 y secundario anti-
rabbit (sc-2357), permiti6 apreciar una banda de 70 kDa, en los extractos que
contuvieron la linea celular HEK transfectadas con el constructo de expresion de la
isoforma de RNasa L de 70 kDa, como era de esperar, ya que el anticuerpo POLY 33,
tiene la funcién de detectar dicha sefial. Para las muestras de pacientes, o de sangre
periférica no se observd ninguna banda significativa, siendo uno de los motivos mas

probables los mencionados anteriormente para la Figura 20.

Es decir, posiblemente no se carg0 la cantidad necesaria de muestra de sangre
periférica, para que alguna banda pudiese ser observada. En este caso particular, sin

embargo, uno pudiera afirmar la no existencia de la nueva isoforma de 70 kDa. Es
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importante destacar que el control realizado con el anticuerpo de 83 kDa nos permiten
mas posiblemente asignar la falta de sefial a la baja expresion general desde este gen

y por tanto aplicable a ambas isoformas.
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Figura 21: Andlisis de western blot de células HEK-293T transfectadas con la RNasa L de 83
kDay 70 kDa, y HEK sin transfectar, PBMCs con SFC y controles. Gel utilizando el anticuerpo
primario anti-RNasa L custom POLY 33 a una diluciéon 1:75, 16h a 25°C seguido de una
incubacion con el anticuerpo secundario anti-rabbit (sc-2357) a una dilucién 1:2500, 1h a 25°C.
Los 3 primeros pocillos contienen células HEK transfectadas con la RNasa L de 83 kDa, 70 kDa,
y células HEK sin transfectar. Los pocillos 4,5,6 y 7 contienen muestras de pacientes, mientras
que los ultimos dos pocillos contienen muestras control. El marcador utilizado es el Page Ruler
Plus Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, #26616) (10 a 250 kDa), a la izquierda se indican

con triangulos los pesos moleculares en kDa.

En definitiva, los resultados obtenidos determinaron que al aumentar la cantidad del
anticuerpo primario comercial 2E9 (sc-23955) y el “custom” POLY 33 la sefial de las
muestras de células transfectadas la RNasa L de 83 kDa y de 70 kDa se pudieron
observar. Sin embargo, seria necesario repetir los western blots conteniendo muestras

de PBMCs, aumentando la concentracion de proteinas totales de estas muestras, ya
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que con los 2 anticuerpos mencionados con anterioridad no se visualizd ninguna banda,

como si paso con los controles B-actina y filamina 1.

5 CONCLUSIONES

Con relacién al objetivo general y a los diferentes objetivos especificos establecidos

durante la investigacion, se alcanzan las siguientes conclusiones:

- El ensayo de la utilidad del anticuerpo “custom” para detectar la isoforma de
70 kDa de la enzima RNasa L, y como posible herramienta para futuros
estudios de interés con esta nueva isoforma se llevd a cabo de forma
satisfactoria como se pudo comprobar al observar los resultados de los
western blots realizados, ya que se visualizo la sefial correspondiente a la
banda deseada en células HEK transfectadas con constructos de expresion
de esta isoforma.

- La produccion de preparaciones stock de constructos de expresién de las
isoformas se realizé correctamente, evitando la contaminacion de las
muestras como se establecio en los resultados de las absorbancias

realizadas con el Nanodrop.

- Latransfeccion realizada en células humanas HEK-293T con los constructos
de expresion de la isoforma de 70 kDa y la “wild type” de 83 kDa para
conseguir su sobreexpresion se confirmd mediante la visualizacion de la
fluorescencia otorgada a las células por la introduccién de un vector de

expresion de GFP en co-transfeccion.

- Ademas de confirmarse la utilidad y funcionamiento tanto del anticuerpo
“custom” POLY 33, creado a partir de un péptido sintético especifico de la
isoforma de 70 kDa, también se confirm6 la utilidad de anticuerpos

comerciales, especificamente el 2E9, para detectar ambas isoformas.

- Sin embargo, no fue posible evidenciar la forma de 70 kDa, ademas de la ya
descrita de 83 kDa en células mononucleares de sangre périferica, y su
posible relacién con el SFC o fibromialgia al no obtenerse sefial en los
western blots realizados conteniendo muestras de PBMCs, posiblemente a
causa de la baja sensibilidad del ensayo junto a bajos niveles de expresion

enddgenos.
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