1R

‘ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

ARP2 una novedosa molécula que interviene en el mecanismo
de apoptosis en una Linea Celular de Céincer de Prostata
Humano (LNCaP)

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA

M.en C. JUANA VIRGINIA TAPIA VIEYRA

DIRECTOR DE TESIS: DR. JAIME MAS OLIVA

CIUDAD UNIVERSITARIA, MEXICO, D.F., 2005

I 3397 9qY




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Doctorado

%’6&3&6&&3

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

pdch/grad/188Jur/2004

Autorizo a la Dirsccién General de Bibliotecas do Ia

UNAM a difundir en formato electronico o impreso ol

Ing, L ido Silva Gutiérrez contenido de mi trwajo recepcional.
: or de Admini i6n Escolar NOMBR E MGlnl o

Presente. ' '

por medio del presente informamos a usted que el Comité Académico del Doctorado en
Ciencias Biomédicas en su reunién 146" del 26 de septiembre del 2004, acordé designar el
siguiente jurado para examen de Doctorado en Ciencias Biomédicas de Juana Virginia
Tapia Vieyra, con nimero de cuenta 95800475 y mimero de expediente 30951130, con Ja tesis
titulada: ARP2 una novedosa molécula que interviene en el mecanismo de apoptdsis en una linea
celular de cdncer de préstata humano (LNCaP)., dirigida por el Dr. Jaime Mas OQliva.

Presidente: Dr.  Alejandro Mohar Betancourt
Secretario:  Dr.  Alejandro Manuel Garcia Carrancéd

Vocal: Dra. Martha Patricia Ostrosky Shejet
Vocal: Dr. Ataulfo Martinez Torres

Vocal: Dr. Arturo Hemnandez Cruz
Suplente: Dr.  Alejandro Zentella Dehesa

Suplente: Dr: Angel Zarain Herzberg

Agradeciendo de antemano la atencién que se sirva prestar a la presente le reiteramos nuestra
consideracién més distinguida.

Atentamente
“Por mi raza hablara el espiritu”
i D.F., a 10 de noviembre de 2004

o
Responsable de la Entids Académica

c.c.p. Dr, Jaime Mas Oliva, Tutor Académico.
Teléfono 56-23-01-71 y fax: 56-23-01-70 http:/www.pdcb.unam.mx. E-mail: pdcb@scrvidor.unam.mx




A la memoria de mi Padre por el gran apoyo y carifio que me did hasta el tltimo
instante y quien a través de la sinceridad, la franqueza de sus actos, y su optimista
filosofia, me ensefié que la vida debe disfrutarse a cada momento y que debemos
recibir cada uno de ellos sin importar cual se trate con la mejor actitud.

A mi Madre mi mejor amiga, quien siempre ha estado a mi lado de manera
incondicional, quien a través de su apoyo, amor, constancia, tenacidad y lucha ha
sabido darle luz y fuerza a mis momentos débiles y ha festejado conmigo desde muy
dentro todos los felices.

A mis hermanos José Antonio y Carmen por todo su carifio, su apoyo, asi como
el respeto y la comprensidon que siempre me han demostrado.

A todos mis amigos por la conflanza que me brindan y por todo su apoyo.

A Luis por sus palabras de aliento y por su carifio.

II




AGRADECIMIENTOS

Agradezco profundamente al Dr. Jaime Mas Oliva por dirigime en el proyecto,
por todo el apoyo brindado, por su inagotable entusiasmo y por la confianza y libertad
conferidos para proponer y llevar a cabo la realizacidn del presente trabajo.

Al Comité Tutoral integrado por el Dr. Jaime Mas Oliva, el Dr. Alejandro
Manuel Garcta Carrancd y el Dr. Rogelio Arellano Ostoa.

Al Dr. Rogelio Arellano Ostoa por el apoyo académico y experimental que
permiti6 la realizacion de todo lo que se refiere a la electrofisiologia del trabajo.

Al Comité de Jurado de Examen por el trabajo efectuado en la revision de la
tesis, ast como por la emision de sus valiosas opiniones y sugerencias.

A la M. en C. Blanca Alicia Delgado Coello por el apoyo brindado para la
realizacion de este trabajo.

A Maria Elena Gutiérrez por todo su apoyo.

A mis compaiieros y amigos del Instituto de Fisiologia Celular: Lucta, Juan,
Maggy, Blanca, Salvador, Ernesto, Rodrigo, Juan Antonio, Silvia, Marco la Sra. Lupita,
Malena, Chayo por todos los momentos compartidos.

A todo el grupo de trabajo del Dr. Rogelio Arellano Ostoa por su apoyo durante
mi estancia en su laboratorio.

A la Universidad Nacional Auténoma de México

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologfa (CONACYT) y a la Direccion
General de Estudios de Posgrado (DGEP) por el financiamiento recibido como becaria
(# de becaria CONACyT 90284) durante el desarrollo del doctorado, asi como al
Sistema Nacional De Investigadores (SNI ) por el apoyo recibido como ayudante de
investigador y que me permitié concretar la ultima etapa del doctorado.




A la Unidad de Stntesis y Secuenciacién de Macromoléculas del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM y que se encuentra a cargo del Dr. Paul Gaytdn.

A la Unidad de Biologfa Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM coordinando la Dra. Laura Ongay.

A la Unidad de Histologia del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM a
cargo de Federico Jandete Garcla.

Al Dr. Silvestre Alavez del laboratorio del Dr. Julio Mordn del Instituto de
Fisiologla Celular de la UNAM por el apoyo brindado en la obtencidn de imdgenes
histologicas.

Y finalmente agradezco a todos aquellos que contribuyeron de manera indirecta
para la realizacion del presente trabajo.

|AY




THE UNENDING GIFT

Un pintor nos prometié un cuadro.

Ahora, en New England, s¢ que ha muerto. Senti,

como otras veces, la tristeza y la sorpresa de comprender

que somos como un suefio. Pensé en el hombre
y en el cuadro perdidos.

(S6lo los dioses pueden prometer, porque son inmortales)
Pensé en un lugar prefijado que la tela no ocupara.
Pensé después: si estuviera ahi, seria con el tiempo

esa cosa mas, una cosa, una de las vanidades o habitos de mi casa,;
ahora es ilimitada, incesante, capaz de cualquier forma y cualquier color y no atada a
ninguno.
Existe de algn modo. Vivird y crecerd como una misica, y estard conmigo hasta el fin.
Gracias, Jorge Larco.

(También los hombres pueden prometer, porque en la promesa hay algo mmortal.)

Jorge Luis Borges
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RESUMEN

El mecanismo de apoptosis es un tipo de muerte celular programada, que ha sido reconocido
como un evento de gran importancia en procesos tales como el desarrollo celular y la homeostasis,
asi como en condiciones degenerativas como el cdncer. En mamiferos los mecanismos que disparan
y controlan el proceso de apoptosis son complejos, porque se ha observado que involucra muchas
moléculas que actian en distintas vias dependiendo del tipo celular. Existen mensajeros especificos
como el Ca? que actlan tanto en la proliferacién celular como en apoptosis. Existe |a evidencia
suficiente de que un aumento sostenido en los niveles de Ca* en el citoplasma puede activar
mecanismos de muerte celular en algunos tipos celulares. Tal es el caso de las células de cancer de
prostata, las cuales durante sus etapas avanzadas de proliferacién celular, desarrolian células
independientes de androgeno que continGan su crecimiento de manera descontrolada promoviendo la
metastasis. Considerando esta propiedad de este tipo celular, en el grupo del Dr. Jaime Mas-Oliva
mediante el empleo de una linea celular de cancer de préstata humana (LNCaP) independientes de
androgeno y hallazgos electrofisiolégicos, se propuso previamente que estas células inducidas a
apoptosis sobreexpresan una molécula semejante a un canal de calcio de muerte celular, por lo que
en el presente trabajo de tesis se reporta la clonacion a partir de celulas LNCaP del cDNA armp2 que
codifica para una novedosa proteina reguladora de apoptosis 2 (ARP2) y su expresion heterbloga en
ovocitos de Xenopus laevis. ARP2 es sobreexpresada en células LNCaP inducidas a apoptosis y
~ tiene la capacidad de inducir corrientes entrantes de calcio, cambios morfolégicos y bioquimicos
tipicos de apoptosis en ovocitos inyectados con el mRNA del cDNA arp2. Nuestros resultados
también indican que el cDNA arp2 (1.3Kb) comparte homologia del 99% con un fragmento de
secuencia nucleotidica que corresponde al 18% de la secuencia completa del cDNA Prp8 (7.0 Kb). La
proteina para la cual codifica este cDNA tiene una funcidn importante en el ensamble del
“splaiceososome” ya que participa en el procesamiento de corte y empalme de pre-mRNAs. De
acuerdo con lo anterior en la presente tesis proponemos que ARP2 como una proteina homéloga de
la proteina Prp8, corresponde a una molécula con una nueva funcion en procesos relacionados con

apoptosis.




ABSTRACT

The mechanism of apoptosis has been recognized as an important event in processes such as
cellular development and homeostasis as well as degenerative conditions like cancer. Prostate cancer
during its advanced stages develops androgen independent cells that ultimately overgrow and
promote metastatic events. Our group employing androgen independent LNCaP cells have previously
proposed based on electrophysiological findings, that apoptosis induced cells overexpress a cell death
calcium channel-like molecule. Here we report the cloning and expression in Xenopus laevis oocytes
of cDNA that encode for Apoptosis Regulated Protein 2 (ARP2), a protein overexpressed in apoptosis
induced LNCaP cells capable to induce calcium inward currents and apoptosis typical morphology
changes in oocytes injected with arp2 mRNA. Our results also indicate that clone arp2 cDNA (1.3Kb)
shares a 99% homology with a small fragment that corresponds to 18% of the complete sequence of
Prp8 cDNA (7.0 Kb), a molecule that codifies for an important protein in the assembly of the
spliceosome. We propose that protein ARP2 as a fragment of protein Prp8, corresponds to a
molecule with a new function in apoptosis related phenomena.




INTRODUCCION

El mecanismo de apoptosis es una forma de muerte celular programada distinta de la
muerte celular accidental o necrosis. El proceso apoptético aparece a traves de la activacion
de un programa suicida celular intrinseco (1-3) y se efectua por medio de seflales internas
asi como externas similares a las que originan la diferenciacion celular y la proliferacion (4,5)
(Figura 1). Los sistemas de segundo mensajero asociados con la induccién de apoptosis
dependen del tipo celular asi como de las sefiales de induccién (4), las cuales son
conservadas desde gusanos e insectos hasta vertebrados (2). El proceso de muerte celular
apoptética se divide en varias fases, que inician con las sefales que dan origen al proceso

hasta los eventos finales de fragmentacion celular (2,6) (Figura 2).

El mecanismo de apoptosis se caracteriza también por una pérdida de la funcion
mitocondrial (7). Este organelo es importante en el control de la vida y la muerte celular y
presenta por lo menos tres mecanismos generales de actividad asociados con apoptosis: 1)
alteracién de la fosforilacion oxidativa, transporte de electrones, y produccion de adenosina
trifosfato (ATP); 2) liberacion de moléculas que inician la activacion de la familia de proteasas
conocidas como caspasas, y 3) la interrupcién del potencial de oxidacion-reduccion (redox)
de las células (7). La activacion de caspasas tales como la caspasa 9 (caspasa iniciadora)
parece ser regulada por la salida de citocromo ¢ de la mitocondria, en la cual el factor 1 de
activacion de proteasa apoptética que promueve la apoptosis (Apaf-1) participa como un
intermediario. Aunque la manera en la cual el citocromo c se libera de la mitocondria continua
en discusion, algunos miembros de la familia bcl-2, tales como como bax, se han reportado
como participantes en la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria (8-10). Actualmente se
conocen alrededor de catorce proteinas caspasa las cuales pueden ser sintetizadas como

proenzimas inactivas (3,11).

La muerte celular puede inhibirse mediante la interferencia de la funcion proteasa de
las proteinas caspasa y sus precursores, los cuales son convertidos a la enzima activa a
través del procesamiento proteolitico especifico o por autocatélisis disparada por la union de
cofactores y la eliminacién de inhibidores (3). Estas proenzimas pueden encontrarse en
células de mamifero para desarrollar apoptosis, las cuales deben ser cortadas en los
aminodcidos aspartico y ensamblados a heterotretdmeros. En la mayoria de estas proteasas

existe un aminodcido cisteina activo localizado en medio de un motivo comun conservado




QACRG (6). Ha sido reportado que durante la apoptosis, las células inician su propia muerte
a través de la activacién de estas proteasas enddgenas (3). Thornberry y Lazebnik en 1998
(3) reportaron que las caspasas pueden activarse por dos mecanismos distintos, debido a
que todas las estas proteinas tienen sitios especificos de corte similares, la forma mas simple
de activar una procaspasa es a través de la exposicion de estas moléculas a una caspasa
previamente activada. Esta cascada de activacion de las caspasas es usada por las celulas
en la activacion de caspasas efectoras corriente abajo (caspasas 3, 6, y 7). La segunda
estrategia se conoce como proximidad inducida, en la cual algunos cofactores reunen
caspasas zimogenos y luego las caspasas son activadas por interaccion intermolecular
(3,12). Las caspasas han sido definidas como iniciadoras y efectoras. La activacion de
caspasas efectoras es llevada a cabo usando dos vias: la via de citocromo c que activa la
caspasa iniciadora 9, y la via de receptores de muerte que activa la caspasa inciadora 8; las

caspasas 3, 6, y 7 son conocidas como caspasas efectoras (3,9).

La funcién del Ca?* como un regulador en la fisiologia celular ha sido establecido y
sustentado por muchos reportes, de los cuales se concluye que un aumento en los niveles
intracelulares de Ca®* activa varios mecanismos que pueden ser toxicos en algunos tipos
celulares (13-15) (Figura 3). Por muchos aflos, el Ca?" ha sido considerado como un
activador de procesos celulares involucrados en el catabolismo de proteinas, fosfolipidos, y
acidos nucléicos. Existen varios genes presentes en mamiferos cuya estructura es similar a
bcl-2 y que actuan de manera similar inhibiendo la apoptosis, asl como otros genes que
antagonizan la funcion antiapoptética de bcl-2 como bax (16) (Figura 1).

Existen reportes que sugieren que la sobrevivencia celular depende de sefiales que
provienen de las células que forman el tejido asi como de la matriz extracelular. Se sabe que
la mayoria de las células son programadas para morir si las sefales de sobrevivencia no son

recibidas del medio ambiente a intervalos regulares (2-3).
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Apoptosis y Cancer de Proéstata

La reparacion del DNA dafado es la Unica via para asegurar la sobrevivencia en 10s
organismos unicelulares. Sin embargo, en los metazoarios, la via 6ptima para controlar el
dafio al DNA celular es mas compleja, debido a que un nimero importante de mutaciones
como las que ocurren en genes cuya funcién se involucra con la regulacion de la proliferacion
celular y con el mecanismo de apoptosis, pueden dar origen a diferentes neoplasias. La
reparacién, el arresto del crecimiento celular, y la muerte celular apoptética, pueden
considerarse como una respuesta al dafdo del DNA, aunque la proporcion en que se
manifiesta en la mayoria de los casos depende del tipo celular, de la localizacién de las
células, del medio ambiente y de la expansion del dafio. Por lo tanto, las alteraciones en la
maquinaria que detecta el dafio al DNA o en los mecanismos encargados de implementar
una respuesta a este evento son considerados importantes en la predisposicion al cancer
(17). Hay dos puntos principales de monitoreo celular en el control de la progresion del ciclo
celular: La fase G1/S previa al proceso de replicacion del DNA, y la fase G2/M el cual
precede el mecanismo de mitosis (10). A lo largo de estas transiciones, el dafio en el DNA es
detectado y en respuesta algunas moléculas como es el caso de pS3 son activadas, lo que

es seguido por el arresto del ciclo celular y la activacién del proceso de apoptosis (18).

La activacion de la proteina p53 se lleva a cabo a través de un mecanismo de
fosforilacion que regula su afinidad por la unién al DNA. La fosforilacion parece regular
cambios conformacionales que aparecen en el dominio regulatorio del carboxilo terminal. La
interaccién con otras moléculas se lleva a cabo con otros dominios de la proteina. Se ha
observado que un cambio en la serina 20 de p53 impide su respuesta a la radiacion ionizante
y a la luz ultravioleta (18). p53 ha sido establecido como un supresor tumoral y las
alteraciones en su funcionamiento son la causa de un alto porcentaje de tumores humanos
(19-20).

Las células que conforman la mayoria de los tumores humanos, presentan una
disminucién en su capacidad para efectuar apoptosis como respuesta a distintos estimulos
fisiolégicos (5). En particular, la sobreexpresion de bcl-2 evita que las células inicien el
mecanismo apoptdtico en respuesta a estimulos diversos, y su expresion es comunmente
asociada con diagndsticos poco alentadores en enfermedades como el cancer de prostata y
de colon (5,21).




El proceso de apoptosis esté involucrado en el control proliferativo de tumores de
préstata y mama, lo cual se induce por la eliminacién de andrégenos y estrégenos
respectivamente. Para la investigacion biomédica la apoptosis se considera un mecanismo
protector contra carcinogénesis (22). Debido a que Ia mayoria de los agentes
quimioterapéuticos normalmente utilizados, matan a las células por mecanismos distintos a
apoptosis, el aumento del proceso apoptdtico en eventos de malignidad pudiera ser
terapéuticamente muy valioso (23). Las proporciones de incidencia de cancer de préstata y
de la mortalidad varia en las diferentes partes del mundo. Sin embargo, en Estados Unidos
este es el tipo de enfermedad maligna més comun en hombres y también la segunda causa
de muerte por cancer. El riesgo de padecer la enfermedad esta dado por diferentes razones,
como son la edad avanzada, rasgos étnicos africo-americanos, antecedentes familiares, asi

como habitos alimenticios desfavorables para el organismo (24).

Existe la evidencia de que la terapia por castracion promueve la activacion de
endonucleasas dependientes de Ca®* asl como la fragmentacion del DNA nuclear (25). La
eliminacién de andrégeno se considera una terapia raramente curativa en el cancer de
prostata, ya que el cancer metastasico en cada uno de los pacientes se considera
heterogéneo, debido a que incluye ambos tipos celulares dependientes e independientes de
andrégeno. Mas aun, aunque un esfuerzo enorme se ha estado realizando, no se han
descubierto agentes quimioterapéuticos que pudieran ser efectivos en el control de la
proliferacién de células de céncer de prostata independientes de androgeno. La relacion
entre la proporcién de la proliferacién y de la muerte es el principal factor que determina la
proliferacién de las células cancerosas. Solamente cuando la proporcion de muerte celular

supera la proliferacion celular las células cancerosas pueden ser eliminadas (26).

Considerando este argumento, una terapia importante para las células de cancer de
prostata independientes de andrégeno pudiera ser realizada llevando a cabo la disminucion
de la proliferacién y el aumento de la proporcién de muerte celular hasta un punto en que

ésta Ultima exceda el crecimiento celular (26).

Existen varios agentes quimioterapéuticos antiproliferativos citostaticos y/o citotoxicos
para las células blanco. Sin embargo, estos agentes frecuentemente originan la muerte
colular de las células malignas cuando la proliferacion estd en progreso. Las células
cancerosas que no estan proliferando al tiempo en que se aplica el tratamiento, son
resistentes a los agentes citotoxicos, es por ello que tienen el tiempo suficiente para reparar
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el dafo celular que probablemente ha ocurrido de manera previa al siguiente ciclo de
proliferacion. Se conoce que la mayoria (>90%) de las células de cancer de prostata en los
pacientes no estan proliferando activaments, por lo que se tiene como resultado que sean
resistentes a la quimioterapia citotoxica estandar (26). Por lo tanto, se requiere urgentemente
de algun tipo de terapia citotéxica que induzca a la muerte a las células de cancer de
prostata independientes de andrégeho, sin que para ello sea necesario que las células se
encuentren en proliferacién activa (26). Debe tenerse en cuenta que la expresion aumentada
de bcl-2 y la inactivacion de p53 es importante en el progreso de la enfermedad (27).

La eliminacion de andrégenos produce un proceso dependiente de energia de muerte
programada en las células de céncer de prostata dependientes de andrdgeno, en
condiciones no proliferativas; este proceso involucra la fragmentacién de DNA a multimeros
nucleosomales catalizada por elevacion de Ca** nuclear. En contraste, las células de céancer
de préstata independientes de andrégeno no son inducidas a |a muerte celular programada
por eliminacion de andrégeno. Una explicacion es que el procedimiento no permite un
aumento sostenido en la concentracion intracelular de Ca®* (26). Este fenomeno
probablemente apoya la idea de que las células de céncer de préstata independientes de
andrégeno pueden ser inducidas a sufrir muerte celular programada si un aumento en los
niveles de Ca?" intracelular es sostenido por otros medios sin el uso de hormonas. El grupo
de Martikainen et al. en 1991 (26) evidenciaron que algunas lineas celulares de cancer de
prostata humano independientes de andrégeno al ser expuestas al ion6foro ionomicina (28-
29), presentaron niveles aumentados y sostenidos de Ca*' intracelular e indujeron a estas
células a la muerte celular programada. Estas observaciones identificaron al Ca* intracelular
como un blanco potencial para la terapia contra las células de céncer de préstata
independientes de andrégeno (26,30). Se conoce que el Ca?* se acumula dentro del reticulo
endoplasmico de las células a través de la funcién catalitica de la ATPasa de Ca” ol
equilibrio resultante regula funciones muy importantes (Figura 3). El grupo de Furuya ef a/ en
1994 (31) llevaron a cabo el tratamiento de las células de céncer de prostata independientes
de andrégeno humanas con un sesquiterpeno-y-lactona (tapsigargina), el cual inhibe de
manera selectiva la ATPasa de Ca®* del reticulo endoplasmico, dando como resultado un
incremento importante del Ca** intracelular minutos después de la exposicion (31). Ellos
encontraron que las células de céncer de prostata independientes de andrégeno paran la

progresién del ciclo celular cuando son tratadas con tapsigargina, por lo que demostraron
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que es capaz de inducir la muerte celular programada en células de cancer de prostata
independientes de andrégeno y que este proceso es criticamente dependiente de la
elevacion sostenida del Ca?* intracelular. Teniendo en cuenta estos estudios, se ha
identificado a la ATPasa de Ca® de reticulo endoplasmico, como un nuevo blanco
terapéutico para la activacion de muerte celular programada de las células de céancer de
préstata independientes de andrégeno, no proliferativas (31). Considerando que el
incremento sostenido en la concentracion de Ca** intracelular probablemente puede ser
considerado como una consecuencia del influjp de calcio a través de la membrana
plasmética (26,31), fue importante evaluar la participacion de los flujos de Ca** en estas
células de cancer. En este sentido, estudios electrofisiolégicos previos en nuestro grupo han
demostrado la actividad de una molécula semejante a un canal de Ca?* activado durante la
apoptosis en una linea celular de céncer de préstata humano (LNCaP) (32). Por lo que
llevamos acabo una revision exhaustiva de los diferentes grupos de canales y receptores
membranales que pudieran estar asociados con el mecanismo de apoptosis en distintos
grupos celulares, y los comparamos entre ellos asi como con el canal previamente reportado
(33) (Tabla 1).

TABLA 1. Canales permeables a Ca®* - involucrados en apoptosis

ﬂ
Tipo de Formade Activaclén Tipo de Corrlente Conductancla Bloqueo  Expresién Reaferenclas
Canal
p2x Canal catiénico Transportan 12-20p8 Cationes  Ratm, ratén, tejldos neursles y 3442

dieparado por ligando corrientes de Na™, trivalentes neuromusculares humanos
ATP, pH bajoy iones K, Ca™, hP2X1y hP2X7 expresados
divalentes Zn** depolarizaclén on préetata

aumentan |a afinidad
por el agonista

ICRAC Mensajero difusible @ No selectivo; 2418 Trivalente  Fotoreceptores Trp de: Drosophila, 43-50
CCE Interaceién protelna- ca®, Na*, Ba®* y bivalente mamiferoe, Xenopus laevls,
Entrada proteina entre la hiperpolarizacién Caenorhabdlt/s elagans, Htrp3 en
Capacitaiva membrana del cerebro, ovarlo, colon, intestino
de Ca® reticulo endopldsmico delgado, pulmdn, préstata,
y membrana placerta, y testiculos, TRPCA
cltopldsmica (humano) cerebro fetal, corazén

adulto, cerebro, teaticulos, y
ovarios, préetata, geres de
mamifero trp-3, Trp-4, trp-5y trp-6
on cerebro. Co-axpresado on el
mismo tipo de células, aunque en
niveles vatlados.

Bcel-2 Actividad formadora  Canales selectivos 1812pS mie pHactia  Membrana clitopldsmica, 51
de poro con a catlonee frecuente como un membrana mitocondrial, envoitura
dependencia de pH Translocacién 41+2pS 'y moduador nuclear, y partes del retlculo
bajo y membranas golectiva de 90+10pS endoplésmico
lipldicae dcidas proteinas

Bax Actividad formadora Predominan pHactia  Membrana citopldsmica, 52
de poro con 250+25pS como un membrana mitocondrial
dependencia a pH B80+25pS y modulador
bajo 180+25pS

23p8 lonomicina Canal catidhicono  23pS Membrana cltopldemica de células 32
Remoclon de suero solectivo LNCaP Inducidas a apoptosis

Eermeabla a Ca®
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Partiendo de estos antecedentes en el presente trabajo de tesis presentamos el
aislamiento y la caracterizacion del cDNA arp2 proveniente de la linea celular de cancer de
préstata de nodulo linfoide humana (LNCaP) independiente de andrégeno inducidas a la
apoptosis, el cual codifica para una novedosa proteina reguladora de apoptosis ARP2, |a cual
al ser expresada en un sistema heter6logo de ovocitos de Xenopus laevis fue capaz de
promover corrientes entrantes de Ca?* asi como de desarrollar cambios morfolégicos y

bioquimicos asociados con el mecanismo de apoptosis.
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta el trabajo previo de nuestro grupo (32), consideramos que la
activacién del canal descrito asi como de otras proteinas relacionadas de membrana
corresponde a un evento central en el inicio y desarrollo del proceso de apoptosis en células

LNCaP hormono-independientes.

OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar el cDNA que codifica para el canal catiénico permeable a Cca® 6
para proteinas asociadas con este que se expresa en una linea celular de cancer de préstata

humano (LNCaP) independiente de andrégeno inducidas a la apoptosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Definir mediante t&cnicas de viabilidad celular, fragmentacion de DNA y citometria de
flujo el tiempo minimo en el que las células LNCaP pueden ser inducidas al proceso
apoptético a través de la eliminacién de suero del medio de cultivo.

» Definir la diferencia en los niveles de expresién de miembros representativos de los
canales iénicos asociados al canal de Ca®* como son receptores purinérgicos, canales
de entrada capacitativa de calcio y moléculas proapoptoticas, en lisados celulares
totales de células LNCaP inducidas a la apoptosis y en células control, a traves del

reconocimiento con anticuerpos aplicando la técnica de Western Blot.

» Disefiar los oligonucleétidos con base en regiones consenso y regiones especificas
del grupo de canales que muestre la mayor expresién en condiciones apoptdticas,
para amplificar cDNAs que codifican para el canal de Ca* o proteinas asociados con

éste, por medio de de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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» Llevar a cabo la expresién de los mensajeros correspondientes a los cDNAs aislados y
caracterizados, en el sistema de expresion heterdlogo de ovocitos de Xenopus laevis y
realizar los registros electrofisiolégicos que permitan demostrar su participacion directa

o indirecta en la entrada de Ca?®".

» Utilizar la técnica de congelacion y corte de tejido con un criéstato para la obtencion
de cortes histolégicos de ovocitos de Xenopus laevis, los cuales seran terlidos con
naranja de acridina para evidenciar la condensacién de la cromatina, evento

caracteristico del mecanismo apoptético.
» Evidenciar la actividad de caspasas efectoras 3 y 7 en los ovocitos inyectados con los

mensajeros de los cDNAs en estudio, mediante el uso del sustrato fluorescente

especifico Z-DEVD-AFC para el corte molecular con caspasas.
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Materiales y Métodos

La linea celular de cancer de prostata de nédulo linfoide humano, LNCaP (hormono
independiente) (53), fue obtenida de American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas,
VA, USA). El medio RPMI 1640 con glutamina y bicarbonato de sodio 0.2%, suero fetal
bovino (SFB), penicilina-estreptomicina, verseno, tripsina, azul tripano, fenol, cloroformo,
alcohol isoamilico, agarosa, sistema de extraccion de DNA de geles Concert y gentamicina
fueron obtenidos de GIBCO BRL (Gaithersburg, MD, USA). El material plastico para uso en
cultivo celular fue obtenido de Nunc (Roskilade, Denmark). La acrilamida, nitrocelulosa y
Tween de Bio-Rad Laboratories (Hércules, CA, USA). La bisacrilamida, MgCly, Tris-HCI,
detergente NP40, bromuro de etidio, &cido etilendiamino-tetra acético (EDTA), aprotinina,
fluoruro fenil metil — sulfonil (PMSF), Benzamidina, Ditiotreitol (DTT), dietilpirocarbonato
(DEPC), Sarcosil, p-mercaptoetanol, acetato de sodio, isopropanol, acido hidroxietil
piperazina etanosulfénico (HEPES), cloruro de potasio, cloruro de sodio, colagenasa,
citocromo c, tapsigargina, buffer de fosfatos salino (PBS) y naranja de acridina se obtuvieron
de Sigma (St. Louis, MO. USA). El reactivo de ensayo proteico BCA, Sustrato
Quimioluminiscente Super Signal y Reactivo Proteico Acido Bicinconinico (BCA) de Pierce
(Rockford, IL, USA). Material para autoradiograffa OMAT de Kodak, (Rochester, NY USA).
Acetato de amonio, citrato de sodio, hidroxido de sodio, etanol, cloruro de calcio, bicarbonato
de sodio, nitrato de calcio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio de J.T. Baker
(Phillipsburg, N.J), Etanol y NaCl de Merck (Darmstadt, Alemania). El tiocianato de guanidina
de Fluka Chemie (Switzerland). Gendarmes de Costar (Cambridge, MA). RNA PCR Core Kit;
enzima polimerasa aislada de la eubacteria termofilica Thermus thermophilus con actividad
de transcriptasa reversa en la presencia de MnCl, (rTth) DNA Polimerase XL, fosfatasa
alcalina de intestino de ternera de Roche Molecular Systems (Branchburg, N J, USA);
Desoxirribonucleétidos dNTPs de Boehringer Mannheim (GmbH, Germany). Los
oligonucledtidos utilizados fueron sintetizados en la Unidad de sintesis y secuenciacion de
macromoléculas del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México que se encuentra a cargo del Dr. Paul Gaytan. Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit for
Sequencing , fragmento grande de la DNA polimerasa |, T4 DNA ligasa de Invitrogen life
technologies (California USA) . Estuche para purificacién de plasmido a mediana escala de
QIAGEN (Stanford USA). Enzimas de Restriccién Pme |y Not |, Nco |, Pst | de New England
BioLabs, Inc (Beverly MA USA). El vector de expresién Pxenex1 fue amablemente
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proporcionado por Dr. Michael Jeziorski del Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional
Auténoma de México. Las ranas de Xenopus laevis obtenidas de Ann Arbor Michigan.
Estuche T7 mMMESSAGE mMACHINE High Yield Capped RNA Transcription y Factor de
elongacién-1a. (EF-1a) de Ambion (Austin, TX, USA). Z-DEVD-AFC de Molecular Probes,

inc. (Eugene, Oregon, USA).

Cultivo Celular

La linea celular utilizada fue un tipo de carcinoma de nddulo linfoide de prostata
humano LNCaP (53). Estas células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 con glutamina y
bicarbonato de sodio al 0.2% (w/v), suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% (v/v),
penicilina-estreptomicina 1% (v/v). Para iniciar el cultivo celular hubo que descongelar los
criotubos que contenian las células LNCaP y que eran mantenidos en tanques de N2 liquido
para su conservacion; esto se llevé a cabo colocando los criotubos en bafio maria a 37°C en
el cuarto de cultivo, lo mismo ocurrié con el medio y el suero, el antibidtico permanecio a
temperatura ambiente. La preparacion del medio de cultivo asi como el manejo celular fue
llevado a cabo en una campana de flujo laminar, la cual debid permanecer encendida quince
& veinte minutos antes de comenzar a trabajar. Las células después de ser descongeladas
en bafio maria a 37°C fueron extraidas de los criotubos y colocadas en tubos conicos,
entonces se agregaron 10 ml de medio de cultivo ya preparado y se centrifug6 a 1500-3000
r.p.m. durante 3-5 min, a temperatura ambiente; ésto se llevé a cabo con el proposito de
lavar las células y eliminar posibles restos de DMSO; se extrajo el medio del tubo dejando un
pequefio volumen y se agregaron 10 ml del medio de cultivo y suavemente se
resuspendieron las células, colocando el volumen total en una caja Petri, donde se
mantuvieron en una incubadora a 37°C y 5% de CO,. Estas alcanzaron la alta confluencia
después de las 48h de incubacion.

Las células fueron retiradas de la incubadora para su manejo y colocadas en la
campana de flujo laminar; el medio fue aspirado de las cajas, se agregaron 2ml de verseno
10X a cada caja para enjuagar las células, el cual fue eliminado, entonces se agregaron 2 mi
de tripsina 1X a cada una y se agitaron suavemente con movimientos laterales, las células
poco a poco se fueron desprendiendo; se agregaron 2 ml del medio de cultivo, se volvié a
agitar con movimientos laterales, se junté el contenido de dos cajas colocandolo en un tubo
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falcon de 50 ml: se centrifugd durante 3-5 min a 1500-3000 r.p.m. a temperatura ambiente.
La pastilla obtenida se resuspendié en 4 ml del medio de cultivo; se colocaron 9 ml del medio
de cultivo a cada caja y se agregé 1 ml del volumen (por cada caja utilizada previamente)
correspondiente a la pastilla resuspendida; se agité suavemente con movimientos laterales
sobre la superficio de la campana y se mantuvieron las células a 37°C y 5% de COz;
revisando al siguiente dia las células para efectuar el cambio de medio y eliminar las células
muertas (células flotando).

Las células LNCaP independientes de andrdgeno fueron inducidas a apoptosis
mediante la eliminacion del suero del medio de cultivo agregando unicamente al medio de
cultivo penicilina-estreptomicina 1% (v/v) (32,54), y para evidenciar el mecanismo de
apoptosis y poder definir el fiempo mas adecuado en el que las células ademas de
encontrarse en apoptosis, estuvieran en buenas condiciones de manejo y no fueran
facilmente lisables, se emplearon las técnicas de viabilidad celular, patron de degradacion de
DNA en escalera tipico de apoptosis y citometria de flujo. El control que se utilizo en estos

ensayos fueron células mantenidas con suero.

Viabilidad Celular

Los experimentos de viabilidad celular se llevaron a cabo mediante la tincion con azul
tripano 0.1% (viv) de las células sometidas al mecanismo de apoptosis a través de
eliminacion de suero a los diferentes tiempos (16, 24, 48, 72, 96, 120, 144h); esto se llevo a
cabo tripsinizando las células, las cuales fueron resuspendidas en verseno y colocadas en
una camara de Neubauer, a las que les fue agregado aproximadamente 50 pl de azul tripano
0.1% (v/v); entonces fueron contadas las células vivas utilizando un microscéopio optico Motic,
que fueron aquellas que no dejaron pasar el colorante, debido a que su membrana celular se
encontrd en buenas condiciones, a diferencia de las células apoptéticas que son permeables

al mismo, por el dafio que han sufrido en la membrana.

Fragmentacion de DNA

Las células LNCaP a alta confluencia fueron sometidas a apoptosis por eliminacion del
suero durante 0,16,24,72h. Estas fueron lavadas con Verseno y lisadas en 0.5 ml del buffer
de lisis (140mM NaCl, 1.5mM MgClz, 10mM Tris/HCI pH, 7.4, 0.5% (w/v) NP40 detergente)
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por 30 min a 4°C. Los nicleos fueron obtenidos en la pastilla la cual se obtuvo por
centrifugacién a 10, 000 g por 10 min a 4°C y fueron resuspendidos en solucion hiperténica
(350mM NaCl , 1.5mM MgClz, 1mM DTT, 10mM Tris/HCI pH 7.4) por 30 min a 4°C. La
extraccién de DNA se llevd a cabo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. EI DNA fue
precipitado con acetato de amonio 7.5M y etanol absoluto, y lavado con etanol 70% (v/v) y
separado por electroforesis en geles de agarosa al 2% (w/v), los cuales fueron tefiidos con

bromuro dse etidio.

Citometria de Flujo

Se utilizé un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson), y se emplearon un millon
de células inducidas al mecanismo de apoptosis a través de la eliminacion de suero del
medio y las células control. Los tiempos de induccién a apoptosis fueron 16h y 72h. Cabe
mencionar que para llevar a cabo los experimentos de citometria de flujo fueron
considerados los siguientes parametros: cambios fisicos en las células, tales como
granularidad aumentada, encogimiento celular y fragmentacion celular tipica del proceso de
apoptosis (55). Las células mantenidas con suero funcionaron como control ’y fueron

procesadas de la manera descrita.

Western blots

Un grupo de proteinas involucradas en apoptosis y relacionadas con el flujo de calcio
fueron seleccionadas. La base de datos Swiss Prot http://us.expasy.org/sprot/ (56) y el
programa FASTA http://fasta.bioch.virginia.edu/ (57) fueron utilizados para la seleccion de
eplitopes y cuyas secuencias se utilizaron en el disefio de anticuerpos policlonales. Estos se

muestran en la Tabla 2.

Table 2. Péptidos seleccionados para la produccién de anticuerpos policlonales

Epitope Peso # de residuos Diluciones Referencia
Molecular
(kDa)
Reoceptor Purinérgico P2X1 44980 380-399 1:25 [58]
Receptor Purinérgico P2X7 68.539 576-595 1:100 [591
Receptor Potencial Transiente TRPCI 92.376 774-793 1:75 [60]
Proteina Proapopt6tica Bax 21.184 80-98 1:100 Comercial
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Las secuencias de los epitopes fueron usados para la sintesis de los péptidos y la
produccion de anticuerpos policlonales en conejo, lo cual fue llevado a cabo por Alpha
Diagnostic Internacional (San Antonio, TX). Bax fue obtenido como un anticuerpo comercial
proveniente de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California). Las células después de
ser incubadas durante 16h en medio con suero (células control) y sin suero, fueron lisadas
en el buffer de lisis (NaCl 100mM, Tris/HCI 10mM, pH 8.0, EDTA 1mM, pH 8.0, aprotinina 1ug
/ml, fluoruro fenil metilsulfonil (PMSF) 100 ug/ml, benzamidina 1 pg/ml). Las células fueron
sonicadas y la cuantificacién de la proteina se llevé a cabo mediante el metodo de deteccion
y cuantificacién de écido bicinconinico (BCA), las concentraciones de proteina usadas para
la electroforésis fueron de 100 pg. Se utilizaron geles de poliacrilamida donde el gel
resolutivo fue del 12.5% (wiv) y el gel concentrador del 5% (w/v), para ser posteriormente
transferidos a nitrocelulosa. Las membranas fueron saturadas con Tris Buffer Salino (TBS)
pH 7.6 (Tris/HCI, pH 7.4 20mM, NaCl 100mM, Tween 20 0.05% (v/v), leche descremada
2.5% (wlv) e incubadas con anticuerpos primarios Tabla 2. El anticuerpo secundario usado
fue un anticuerpo anticonejo producido en cabra marcado con peroxidasa a una dilucion de
1:500. Se utilizd como control de carga el anticuerpo de actina a una dilucion de 1:500 y se
usé como anticuerpo secundario un anticuerpo de ratén producido en cabra (Santa Cruz).‘ La

reaccion fue visualizada a través del sustrato quimioluminiscente Super Signal System.

Extraccion de RNA total y Reacciones de Transcripcién Reversa

El templado utilizado para la reaccién de PCR consistio de la mezcla de cDNAs de las
células LNCaP mantenidas sin suero y con suero (control) durante 16h. Esta mezcla fue
obtenida a través de la extraccion del RNA total de las células LNCaP mediante la técnica
del tiocianato de guanidina (61). Esta técnica consistié en llevar a cabo la lisis celular
utilizando una solucién de (tiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio pH 7.0 25mM,
sarcosyl 0.5% (w/v), beta mercaptoetanol 100mM), después se efectud la extraccién fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, se precipitd con isopropanol, se agregoé solucion de tiocianato
de guanidina, se precipitd, se lavo y resuspendi6. La mezcla de cDNAs fue obtenida
mediante una reaccién de transcripcién reversa, para lo cual fue utilizado el sistema de
transcripcién reversa de RNA PCR Core Kit. Las condiciones de desnaturalizacion y
alineamiento de oligonucleétidos al azar y oligonucleétido dT para 5ug de RNA total extraido

(usando el protocolo ya mencionado) fueron 1 ciclo 65°C 10 min hasta alcanzar 25°C;
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entonces se adiciond la mezcla de MgCl, 5mM, Amortiguador Il 1X, dNTPs 1mM, MulLV
transcriptasa reversa 2.5 U, 1 ciclo de 42°C 45 min, 1 ciclo de 99°C 5 min hasta alcanzar los
5°C. E| control utilizado en esta reaccién fue la amplificacion especifica de gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) vy las condiciones de reaccion fueron: 94°C 5 min, 35
ciclos de 94°C 45 seg, 55°C 45 seg, 72°C 2 min, 1 ciclo de 72°C 10 min.

Clonacién de arpl y arp2

Los templados para las reacciones de PCR consistieron de una mezcla de cDNAs de
células LNCaP mantenidas en presencia y ausencia de suero fetal bovino (SFB) al 10%
durante 16h. EI RNA total de las células LNCaP fue extraido usando el método de guanidina-
fenol-cloroformo (61) y usado para sintetizar la mezcla de cDNAs con un sistema de
transcripcién reversa RNA PCR Core Kit. Los cDNAs sintetizados fueron amplificados (62)
con el oligonucledétido sentido
5- TGACAGTGATGCGGGAGAAGG- 3" cuya secuencia es especifica para la proteina htrp3
(47) y un oligonucleétido degenerado antisentido que corresponde a una region conservada
de la familia Trp de proteinas con secuencia EWKFAR (63) 5’- TGY-TCK-MGC-AAA-YTT-
CCA-YTC- 3" (Figura 4). La sintesis de los oligonuclettidos estuvo a cargo del Dr. Paul
Gaytdn de la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de Macromoléculas del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Las Tm fueron calculadas de acuerdo con las siguientes
formulas Tmi= (2 (A+T))+(4(C+G)) y Tm2= 67.5+0.34(%(C+G))-395/longitud. Estas
secuencias fueron seleccionadas con el programa de andlisis Mac Vector 6.5.3 (64). La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue realizada con el siguiente programa: 30
ciclos a 94° C usando 45 seg/ciclo, 60° C por 45 seg y 72° C por 2 min y un ciclo a 72° C por
10 min. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1% (w/v) y
purificados con el sistema de extraccién de gel Concert de Gibco BRL (Gaithersburg
Maryland). Los oligonuclettidos para amplificar Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
(GAPDH) fueron usados como un estandar interno, donde el oligonucledtido sentido 5°-
TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT- 3" (posicidon 71-95) y oligonucledtido antisentido
5’- CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC - 3’ fueron elegidos (65). Los productos de PCR
fueron clonados en el vector TOPO4 (Estuche de clonacion de PCR TOPO Zero Blunt para
secuenciacién Invitrogen, Life Technologies) para la determinacion de la secuencia de
nucledtidos, la cual se llevd a cabo en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
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Fisiologia Celular de la UNAMeste estuche de clonacion utiliza la enzima DNA
topoisomerasa | (enzima de restriccion y ligasa), la cual reconoce la secuencia pentamérica
5-(C/T) CCTT-3", el vector se encuentra linearizado con la topoisomerasa covalentemente
unida a cada fosfato 3° esto capacita al vector para ligar secuencias de DNA con extremos

compatibles ya sean rasos 6 cohesivos.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
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1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
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2041
2101
2lel
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
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2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

Figura 4. cDNA que codifica para la proteina htrp3,

para la metionina y de término, el color azul el oligonucledtido sentido, el color rojo la secuencia

agagagtgct
aacctggagc
aagttagaaa
ctgagacgca
ttcatgttca
gccgagtacg
gtcaactgcqg
ctggaggtga
ctgctcgcca
ttcgcggcca
ttctacgectt
gcggcgeact
gagcggccge
tccttcagcc
ctctcatctgt
aagctggcca
aaagactttg
ctgaatggag
agtcgtgtca
cagcagcagc
gctatcaagt
tactggatcg
gtagcacatg
aggttcgaag
ttcagggtga
ggaatgatgt
cagttgtgga
agattcctag
gagagtgacc
gataaatggc
gtgctcagct
cagatctctc
gtgttttttyg
gttaatgcty
gggttgtctyg
ggatacgttc
attgctatga
tttgectegtt
ttcagtctag
cccaaatgca
tccaggttaa
agcattctca
gtcttgaaag
atcaagcaag
gaggaattag
tgtgaatgat
tttctaagta
tcatgtgaac
tttatttgtc
tatattattg
gecteccaaga
tccagecatct
gaactgccaa
agttctgaag
gctatgactt
gagccccaag
tatttaagtt

cttggaatat
caagtgaacc
aagacaaaat
tgacagtgat
atgaccgcgg
gcaacatccc
tggactacat
ccgagctgcet
tcagcaaggg
gcaagcgtet
acgatgagga
gccagaaata
acgactattt
actcacgctc
ccagcgagga
acatagagaa
tagtgggtgt
atctggaatc
aacttgccat
tcttgacgat
gtctcecgttgt
caccttgcag
cagcttcttt
gcatcaccac
aaaccaccca
ggtctgaatg
atgtgcttga
ctttccttca
tcagtgaagt
tcccttctga
tctctecggat
ttggaaggac
cctttatgat
cttttaccac
aagtgacttc
tttatggaat
ttaatagctc
caaaactttg
ttcctagtcc
gaaggagaag
acctcttcac
atcagccaac
cacaagtaga
atatctccag
ccattctaat
gcagcaacct
tgaaatactt
ctttaaaagt
tgctttgaca
aaacttttat
gactatcagt
agtacagtgc
caaaataaaa
aggrtttttt
ggtaagacat
tgaagaattt
tcatagaatt

tgttgaggca
tgaatactgg
attgaaatgc
gegggagaayg
caccagecctce
agtggtgcecgce
gggccagaac
gctcaagaag
ctacgtgcgc
cactctgagce
cggcacgcgc
cgaagtggtyg
ctgcaagtgc
gaggatcaat
cccggtgcett
ggagttcaag
gctggatcte
agcagagcct
taagtatgaa
ctggtatgag
gctggtcgtg
caggctgggg
catcatcttc
gctgcccaat
gtttacatgyg
taaagagctc
ctttgggatg
ggcaacgaag
gacactccca
ccctecagatt
tgcgtacatc
tgtaaaggac
tggecatgttc
tgtagaagaa
cgttgtgctc
atacaatgta
atatcaagaa
gttatcctat
aaaatcattt
acttcagaag
tcagtctaac
acgttatcag
caaagaaaat
ccttcgttat
tcataaactt
ggatttggct
gaaaaactat
tagctcttaa
ttacagtggc
tcattttaga
tccttgggga
ctggtatata
ataaaaagtc
ttttootetet
tcttagaatt
aacaacaaaa
atttaaaaca

gattgcatga
atatctcatg
ttctctaggt
ggccggcgcce
accgccgagyg
aagatgctgg
gcgctgcage
gagaacectgg
attgtagagg
ccctgtgage
ttctcgeccecgg
cacatgctgc
ggggactgca
gcctacaagyg
acggccctag
aatgactatc
tgccgagact
ctggaggtac
gtcaaaaagt
aacctctcag
gccctgggeocco
aaaattctge
ctgggtctgc
atcacagtta
actgaaatgc
tggctyggaag
ctgtccatct
gcacaacagt
ccagagatac
atatctgaag
ctccctgcaa
atattcaagt
atactttatt
agtttcaaga
aaatatgatc
actatggtgyg
attgaggatg
tttgatgatg
gtttatttca
gatatagaaa
tcaagagttt
cagataatga
gatgaagtta
gaacttttgg
agtgagaaac
ttgactatag
gatgtaaatt
tggtttattg
ataccattgt
gtaaactcca
cagggaccat
gtaggtgctce
ttcactatgt
ttaatagaaa
ttaggtgtca
tgggttaatg
acacattaaa

el color verde representa los codones de inicio

antisentido para el disefio del oligonucleStido degenerado (47,63)
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actgaaagct
ttctaacacg
ccatggaggg
aggctgtcag
aggagcgctt
aggagtccaa
tggectgtggg
cgcgecattgyg
ccatcctcaa
aggagctgca
acatcaccca
tgatgaaggg
tggagaagca
ggctggccayg
agctcagcaa
ggaagctctc
cagaagaggt
acaggcacaa
ttgtggctca
gcctaaggga
ttccattcct
gaagcccttt
ttgtgttcaa
ctgactatcc
taattatggt
gacctaggga
tcattgctgc
atgtggacag
agtatttcac
gcctttatge
atgagagctt
tcatggtoect
cttactacct
ctttattttyg
acaaattcat
tcgttttact
acagtgatgt
gaaaaacatt
tcatgcgaat
tgggaatggg
ttgaatcaca
aaagacttat
atgaaggtga
aagacaagag
tgaatcccag
cacaaatgty
tttagtatta
tttatcacat
gttgaaaagc
catctttgca
gtcttattca
aataaatgtt
agcatacctt
ctgaagacat
ctgataatcc
asaaatataa
gatttttcta

ccttctaatt
ggataaattc
aagcccatcc
gggcccggec
cctcgacgcc
gacgctgaac
caacgagcac
cgacgccctyg
ccaccctggc
ggacgacgac
catcatcctg
tgeccaggatc
gaggcacgac
cccggcttac
cgagctggcc
catgcaatgc
agaagccatt
agcttcatta
tcccaactgo
gcagaccata
ggccattggc
tatgaagttt
tgcctcagac
caaacagatc
ctgggttctt
atacattttg
tttcacagcc
ttacgtccaa
ttatgctaga
catagctgtt
tggcccecctg
ctttattatg
tggggctaaa
gtcaatattt
agaaaatatt
caacatgcta
agaatggaag
acctccacct
tgttaacttt
taactcaaag
cagttttaac
aaagcggtat
attaaaagaa
ccaagcaact
catgctgaga
ggcaataata
actaccttta
gaaaatgcat
ccaatattac
ctacctgttt
tctttgtgtc
gaaaccaact
cccttgtcca
tttacaacca
tagaaccact
ttacattgta
aaatatg




Nosotros también llevamos a cabo la clonacién de estos productos en el vector
pxenex1 el cual fue amablemente proveido por el Dr. Michael Jeziorsky (Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México), considerando que este
vector contiene el promotor T7 asi como algunas sefiales para modificaciones
postranscripcionales tales como la secuencia poliA la cual al ser adicionada al mRNA le
confiere mayor estabilidad y favorecié de esta forma la dptima expresién en los ovocitos de
Xenopus laevis. Para efectuar la clonacion en el vector pxenexi, se digirié el plasmido
recombinante TOPO 4 para la liberacién de los productos de PCR. Se usaron 10 pg del
plasmido recombinante, 10 ul del buffer de reaccién para la enzima Pme | (concentracion
final 1X) y 1 pi (10 unidades) para mantener por reaccién 1U/ug de DNA de cada una de las
enzimas Pme | (extremos rasos) y Not | (extremos cohesivos) de New England BioLabs y
BSA 100 pg/mi ajustando el volumen final con agua estéril a 100 pl e incubando la reacciéon a
37°C durante toda la noche.

Los productos de la digestion se cargaron en geles de electroforésis de 1%, se
cortaron las bandas de 1.3 Kb correspondientes a los insertos, y fueron purificadas por
columna para la purificacion del DNA con el sistema de extraccion de DNA de geles Concert
de GIBCO, que consistié en el corte de la banda de interés del gel de agarosa, se peso la
banda tratando que no excediera los 400 mg, se solubilizé el pedacito de gel en buffer de
solubilizacién (perclorato de sodio concentrado, acetato de sodio, y solubilizador TBE)
incubando a 50°C por 30-45 min, se mezcld frecuentemente para asegurar la disolucion del
gel, después de ser disuelto se incubd 5 min més. Se colocd una columna sobre un tubo de
lavado del mismo estuche de trabajo, se transfirié la mezcla disuelta, se centrifugo en una
microfuga a = 12,000x g por 1 min, se llevé a cabo este paso hasta que se termind la mezcla
y el volumen de lavado se desech6 en cada paso centrifugacion, se agregaron 500 pl del
buffer de solubilizacion a la columna, se incub6 durante 1 min a temperatura ambiente, se
centrifugd a 2 12,000x g por 1 min. Se descargé el volumen de desecho. Se agregaron 700 pl
del buffer de lavado (NaCl, EDTA y Tris-HCI) que contenia etanol y se incubd por 5 min a
temperatura ambiente, se centrifugd a 2 12,000x g por 1 min. Se elimino el volumen de
desecho. Se centrifugd de nuevo por 1 min para remover el residuo del buffer de lavado. Se
colocd la columna en un tubo limpio para la recuperacion para obtener finalmente el eluido, el
cual se obtuvo agregando 30 ul de agua estéril (mantenida a una temperatura de entre 70-
80°C) a la columna, se centrifugd a 2 12,000x g por 2 min, este ultimo paso se repitio hasta
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cinco veces, el volumen final que se recuperd fue concentrado hasta 30-30 pl. El DNA fue
cuantificado en un espectrofotémetro, y fueron consideradas las lecturas a 260 y 280 nm
en espectro de luz UV, para lo cual se considerd que Az X factor de dilucion X 50 = pg/ml
DNA y el cociente de 260/280 debe ser 1.8 para considerar la muestra de buena calidad,'ya
que por encima de este valor estaria contaminada con RNA y por debajo del mismo con
proteinas. En el sitio polilinker del vector pxenex1 se eligieron los sitios de restriccion Nco |y
Not | para hacer la digestion enzimética necesaria para preparar el vector e integrar el
inserto. Debido a que la enzima de restriccion Nco | al digerir el DNA deja extremos
cohesivos, hubo que llevar a cabo una reaccion de rellenamiento o polimerizacion de los
extremos, para hacerlos compatibles con extremos de la enzima Pme | (extremos rasos), una
de las cuales se usé para la liberacion de los insertos. Las reacciones de digestion (2-3) con
la enzima Nco | se hicieron usando 1-3 ug de DNA (vector pxenex1), buffer de la enzima a
una concentracion final 1X y 1ul (10 unidades) de la enzima de restriccion Nco | en un
volumen final de 20 ul y se incub6 a 37°C durante 4h, el vector digerido se hizo pasar por un
gel de electroforésis y la banda fue cortada y el DNA recuperado utilizando el kit de
purificacion de DNA de Concert (protocolo ya mencionado).

Una vez recuperado el DNA fue cuantificado en un espectrofotometro, y fueron
consideradas las lecturas a 260 y 280 nm en espectro de luz UV, como se menciond
anteriormente. Las reacciones de rellenamiento (2-3) de extremos cohesivos se efectuaron
utilizando por reaccién 1ug de DNA, buffer de la enzima a una concentracién final de 1X,
0.5mM dNTPs, 0.5 U de enzima Klenow a un volumen final de 30 ul, se incubd a 30° C
durante 30 min, se juntaron las reacciones y se llevé a cabo la extraccion de DNA por el
método fenol-cloroformo, se precipitd con acetato de Na* 3M pH 5.2 y dos volimenes y
medio de etanol absoluto a -20° C durante toda la noche o bien durante 30 min a -70° C, se
lavd con etanol 70%, se secd y se resuspendié en agua estéril, se llevo a cabo la
cuantificacion del DNA. El mismo procedimiento se efectud para cortar ahora el vector
pxenex1 con la enzima Not | siendo este extremo compatible con el otro extremo Not | del
inserto liberado del vector TOPO 4, para lo cual se efectuaron reacciones de 1-3 g del DNA
del vector pxenex1 digerido con la enzima Nco | y relleno, buffer de la enzima a una
concentracién final de 1X, enzima Not | 1ul (10 unidades/pl), se agregd agua esteril
ajustando a un volumen final de 20 pl. Por Ultimo el vector fue defosforilado (1-3 reacciones)
usando por reaccién 1-3 g de DNA y 1-2 U de enzima fosfatasa alcalina de intestino de
ternera, y buffer de reaccion de la enzima a una concentracion final de 1 X, ajustando a un
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volumen final de 20 pl, se incubd a 37°C durante toda la noche, la reaccion fue inhibida con
dos décimos del volumen de EGTA 100mM y se mantuvo a 65-70°C durante 15 min, se
juntaron las reacciones, se hizo la extraccién fenol-cloroformo, se precipitd con etanol
absoluto y acetato de sodio 3M pH 5.0 a —-20°C, se lavd con etanol 70% vy se resuspendio
como ya se mencion6, el DNA fue cuantificado. Tanto el inserto como el vector se hicieron
pasar por un gel de electroforésis de 1% para correlacionar la limpieza y la cuantificacion
con el espectrofotometro. Las reacciones de ligacidn se hicieron utilizando relaciones vector-
inseto de 1:3 y 1.5 respectivaments, procurando no exceder en la reacciéon una
concentracion total de DNA de 1 pg y considerando la relacién que existe entre el tamario del
inserto y el vector para plantear estas relaciones, para ello se utiliz6 la enzima T4 DNA ligasa
y el buffer de la enzima a una concentracion final de 1X 'y a un volumen final de 20 pl. Las
reacciones fueron incubadas a temperatura ambiente. Para la preparaciéon y transformacion
de células competentes DH5a se utilizo el protocolo de Hiroaki and Hiroshi 1990 (66) y las
bacterias fueron inoculadas en cajas Petri con LB agarosa y Amp 200 pg /ml .

Las colonias recombinantes fueron recuperadas y resembradas en cajas petri, para
hacer in6culos en cultivo liquido LB agar y Amp 200 pg/ml, permitiendo el aislamiento de los
plasmidos por el método de lisis alcalina de acuerdo con el protocolo del kit para aislamiento
de plasmido de QIAGEN. Una vez purificado el plasmido se someti6 a analisis de restriccion
a través de la digestion de los sitios que flanquearon el inserto integrado a la secuencia del
plésmido. Se determind la secuencia de los plasmidos recombinantes para verificar la
presencia del inserto, asi como el marco de lectura. Para preservar las clonas se prepararon
cultivos liquidos de las cepas recombinantes usando volimenes de Sml con antibiético Amp
200 pg/ml y mantenidos con agitacién a 37°C para el crecimiento bacteriano, deépués se
emplearon volumenes de 1ml para preservar adicionando glicerol al 15% y manteniendo las
alicuotas a una temperatura de —70°C.

Experimentos de expresion

Se llevaron a cabo expresiones transitorias empleando ovocitos de Xenopus laevis
(67). Las técnicas de inyeccion del mRNA para los registros electrofisiolégicos de ovocitos
han sido previamente descritas (68-70). Los ovarios de las ranas de Xenopus laevis
(obtenidas de Ann Arbor Michigan) fueron disectados por incision ventral en donadores

anestesiados por hipotermia. Los ovocitos (etapa VI) fueron removidos y mantenidos en
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solucion de Barth Normal (NaCl 88mM, KCI 1mM, NaHCO3 2.4mM, CaNOs 0.33mM, CaCl;
0.41mM, MgSO,4 0.82mM, HEPES 5mM, gentamicina 70 ug/mi, pH 7.4 con NaOH). Los
ovocitos fueron tratados con colagenasa 0.5 mg/ml en una solucién Ringer Normal (NaCl
115mM, KCI 1mM, CaCl, 1.8mM, HEPES 5mM, pH 7.0 con NaOH) por 45 minutos, y todas
las capas foliculares fueron removidas usando pinzas de punta fina. Los cRNAs fueron
preparados usando el sistema de  alta produccién de Transcripcion  T7 RNA
mMMESSAGEMMACHINE vy disueltos en H20 (c.a. 1ng/nl), este consistié fundamentaimente
en cuatro etapas, la purificacién del plasmido por el método ya mencionado, la reaccion de
linearizacién de los vectores que se llevo a cabo utilizando 10 pg del DNA por reaccion, el
buffer de reaccién de la enzima a una concentracién final de 1X , 1ul (10 unidades) de
enzima Pme | (vector TOPO 4) Pst | (vector pxenex1) en un volumen de 100 pl. Para la
reaccion de transcripcion in vitro se adiciond 2X NTP/Cap, buffer de reaccion a una
concentracion final de 1X, DNA templado lineal 1 pg, enzima 2 pl, se mezcld por
centrifugacion y se incubd durante 2h a 37°C, se centrifugé y adiciond 1 pl de DNasa |, y se
mezclé bien, se incubd durante 15 min. Se adicioné agua libre de nucleasa y solucion stop de
acetato de amonio, se mezcl6, se llevd a cabo la extraccion con un volumen de fenol
cloroformo y luego de cloroformo, se precipité con un volumen de isopropanol, se congeld
por al menos 15 min a -20°C, se recupero la pastilla y sin lavar se resuspendi6 en agua libre
de nucleasa. Se almacené a -20°C 6 -70°C, se llevd a cabo la cuantificacion utilizando la
formula Agee X factor de dilucién X 40 = pg/ml RNA. EI RNAm fue cargado en geles de
agarosa al 1% en presencia de formaldehido.

Los ovocitos inyectados con 50 nl fueron mantenidos en medio de Barth Normal a
temperatura ambiente por 36h. Las corrientes i6nicas fueron registradas y los cambios
morfolégicos fotografiados. Después que este tiempo ha transcurrido los ovocitos fueron
separados en tres grupos e incubados en: 1) Medio de Barth Normal, 2) Medio de Barth libre
de Ca*" (NaCl 88mM, KCI 1mM, NaHCO3 2.4mM, MgS04 0.82mM, MgCl, 4.2mM, HEPES
5mM, gentamicina 70 ug/ml, pH 7.4 con NaOH) y 3) Medio de Barth libre de Ca* con 5uM
de tapsigargina (compuesto sesquiterpeno vy lactona bloqueador de la ATPasa de Ca®* dela
membrana del reticulo endoplasmico). Ademas, los grupos de ovocitos control incluyeron
ovocitos que no fueron sometidos a inyecciones. Para cada una de las condiciones
mencionadas previamente, tres ovocitos de cada grupo fueron fijados en medio de Barth

Normal con glutaraldehido 4% a diferentes tiempos y visualizados con un microscopio
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estereoscopico digital. Para evaluar el flujo de Ca®' los registros slectrofisiolégicos de los
ovocitos de cada grupo fueron realizados después de 2-5 h de incubacion en tapsigargina
usando la técnica voltage-clamp de dos electrodos (71) y aplicando pulsos de 10mM CaCla
sustituido por MgCl. en solucion Ringer-Mg?* (MgCl2 75mM, HEPES 5mM pH 5). Todos los
datos son presentados como la media + SEM y las diferencias entre dos grupos fueron
analizadas para significancia estadistica usando pruebas estadisticas. Los valores pz 0.05

fueron aceptados indicando significancia estadistica.

Tinci6n de Cortes Histologicos con Naranja de Acridina

Algunos de los ovocitos obtenidos de las diferentes condiciones experimentales
fueron fijados en solucién de glutaraldehido 4 % (v/v) en medio de Barth Normal a
diferentes tiempos: Oh de inyeccion, 36h de inyeccion y 60h de inyeccion. Estos fueron
utilizados para tomar fotografias mediante microscopia estereoscépica y tratados por la
técnica de cortes por congelacion con un criéstato en la Unidad de Histologia que esta a
cargo de Federico Jandete Garcia del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Los cortes fueron colocados en portaobjetos y tefidos con
naranja de acridina (200 pg/ml) (72), para ser fijados con Dako. Las imagenes fueron

obtenidas usando microscopia de fluorescencia.

Medicién de actividad de caspasas 3y 7

Después de completar 36h de inyeccion y 8-8h de incubacién con tapsigargina 5 uM,
12 ovocitos de cada grupo fueron congelados a —70°C, para llevar a cabo los experimentos
de medicién de actividad de caspasas 3 y 7, lo cual se hizo utilizando el reactivo Z-DEVD-
AFC de Molecular Probes: el cual es un sustrato de corte para las caspasas, estos
experimentos consistieron en el siguiente procedimiento:

El reactivo Z-DEVD-AFC de Molecular Probes (5mg) fue resuspend|do en 0.5 ml de
DMSO para tener una concentracién 12mM, el cual fue protegido de la luz y almacenado a —
20°C. Los ovocitos se sacaron de —70°C y se mantuvieron en hielo, cada tubo contuvo 12
ovocitos. Los ovocitos fueron homogenizados en buffer de lisis (50mM buffer HEPES pH 7.5;
el cual contuvo 10% (w/v) de sacarosa y 0.1% (v/v) de triton X-100); se agregd a cada tubo

150 pl del buffer de lisis, se agitd suavemente cada uno de los tubos permitiendo
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descongelar totalmente los ovocitos; con ayuda de la micropipeta se rompieron los ovocitos y
se mezclaron con el buffer de lisis; éstos son mantenidos en hielo. Se centrifugaron los
tubos conteniendo el lisado celular de ovocitos en una microfuga a 5000-7000 r.p.m. durante
5 minutos a 4°C: se recuperd la fase acuosa (150-200 pl), la cual se diluy6 diez veces con
PBS agregando 1350 pl; se homogenizé agitando suavemente los tubos de 4-6 veces; se
agregaron 1.5 ul de DTT 1 M para tener una concentracién final de 1mM; se agitd
suavemente por inversién de 4-6 veces. Del reactivo Z-DEVD-AFC descongelado en hiela se
tomaron 3.75 pl para tener una concentracion final del mismo de 30 uM, y se agregé éste
volumen a cada tubo, se agitaron los tubos por inversién y se colocaron a 37°C durante 30-
60 minutos. Se sacaron los tubos de 37°C y se midi6 la fluorescencia, de acuerdo con el
protocolo de Molecular Probes, fueron considerados 400 nm de absorcién y 505 nm de
emisidén, nosotros encontramos que la longitud de onda méxima de absorcion fue de 488

nm.
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Resultados y Discusion

Apoptosis en Células LNCaP

Tomando en cuenta que la eliminacién de factores de crecimiento del medio de cultivo
puede generar muerte celular programada, este procedimiento ha sido probado como una
forma efectiva para activar apoptosis. Durante el desarrollo de este estudio empleamos este
mismo estimulo para inducir la apoptosis en las células LNCaP. Este evento fue evidenciado
utilizando los siguientes parametros: viabilidad celular, patron de degradacion en escalera
tipico de apoptosis y cambios en la morfologia celular medidos por citometria de flujo,
andlisis morfolégico de ovocitos de Xenopus laevis, registros electrofisiologicos y mediciones
de actividad de caspasas. La viabilidad celular comenzé a decaer a un tiempo minimo de
incubacién sin suero de 16h y se acentu6 a las 72h (Figura 5A).

El patron en escalera del DNA fragmentado tipico de apoptosis fue evidente a partir de
las 16h (Figura 5B). Estos experimentos permitieron llevar a cabo los ensayos de citometria
de flujo, para los que se emplearon solamente tiempos de incubacién sin suero de 16 y 72h.
Las células control presentan dos poblaciones mayoritarias la primera de 58.6 (cuadrante
inferior izquierdo) y la segunda de 29.8% (cuadrante superior derecho) (Figura 6A) y si
comparamos con las células en suspension inducidas a apoptosis existe un aumento en la
primera poblacion de 89% (cuadrante inferior izquierdo) y una disminucién en la segunda a
3.5% (cuadrante superior derecho) (Figura 6B). Sin embargo, cabe mencionar que las
células inducidas por 72h mostraron las mismas poblaciones, sélo que presentaron mayor
fragilidad desde que fueron tripsinizadas y por lo tanto presentaron un porcentaje aun mas
bajo de viabilidad celular. A los tiempos de 16 y 72h de la eliminacion del suero del medio de
cultivo, el incremento en dispersion de luz lateral (SSC-H) (cuadrante inferior izquierdo)
(Figura 6B) reveld granularidad celular aumentada. La disminucion en dispersion de luz
directa (FSC-H) (cuadrante superior derecho) fue el resultado del encogimiento y la
fragmentacién celular (Figura 6B). Estos cambios morfol6gicos son caracteristicos del
mecanismo apoptotico (55).

Teniendo en cuenta los datos obtenidos, las células son inducidas al mecanismo de
apoptosis a partir de las 16h en que son incubadas en la ausencia de suero.
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Figura 5. Progresion de apoptosis en células LNCaP. (A) Viabilidad celular de células inducidas a
apoptosis por remocion de suero durante el cultivo celular por 16, 24, 48, 72, 96, 120 y 144h. (B)
Electroforésis gel de agarosa 2% (w/v) mostrando degradacion de DNA. Control (carnl 1); remocién
de suero del medio de cultivo de células LNCaP a 16, 24, 72h (carnies 2-4). Marcador de Peso
Molecular (GIBCO BRL DNA).
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Figura 6. Experimentos de Citometria de Flujo. A) Citometria de flujo de células control. B)

Citometria de flujo de células mantenidas sin suero durante 16h.
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Western blots

Las células LNCaP incubadas durante 16h en la ausencia de suero fueron usadas
para estudiar los niveles de expresion de diferentes proteinas membranales asociadas con
apoptosis. Por lo que para detectar miembros representativos de grupos de canales o
receptores asociados con el mecanismo apoptdtico con estructuras similares a canales
permeables a Ca** (33), se midieron los niveles de expresién de dos tipos de receptores
purinérgicos, el receptor P2X1, que no presentt diferencia alguna en los niveles de expresion
entre las células inducidas a apoptosis y células control (Figura 7A). El otro tipo de receptor
purinérgico que se consideré fue el receptor purinérgico P2X7, que presentd mayor
expresion en las células control que en células inducidas a apoptosis (Figura 7B). Estos
resultados correlacionan con los hallazgos de Slater et al. 2000 (73), quienes encontraron
que los receptores P2X1, 2, 5, 7 son regulados en forma negativa durante el proceso de
apoptosis. Sin embargo Nihei et a/. en el afio 2000 (74), reportaron el posible papel de P2X7
en la induccién a apoptosis de células dendriticas murinas. En cambio receptores como
P2X3, 4 y 6 son regulados positivamente durante el mecanismo de apoptosis en la prostata
de rata de edad avanzada (73). Para algunos tipos celulares, P2X7 podria tener un papel
importante en la induccion a apoptosis y entonces probablemente P2X7 sea de importancia
s6lo durante las primeras horas del evento apoptético. Los resultados obtenidos con el
anticuerpo antibax demostraron mayor expresién en las células inducidas, evidenciando y
apoyando el desarrollo del mecanismo de apoptosis en este tipo celular (Figura 7C).

El canal de entrada capacitativa de Ca® TRPC1 considerado como un mismbro
representativo y arquetipico de este grupo de canales presentd un nivel de expresion mayor

en condiciones de apoptosis al ser comparado con el control (Figura 7D) (60).
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Figura 7. Western blot usando anticuerpos producidos contra moléculas relacionadas a apoptosis. (A)
Anticuerpo Anti- P2X1. (B) Anticuerpo Anti-P2X7. (C) Anticuerpo Anti-bax. (D) Anticuerpo Anti-
TRPC1. Carril 1; Lisado celular de células LNCaP incubadas en medio RPMI 1640 conteniendo
suero fetal bovino. Carril 2; Lisado cellular de células LNCaP incubadas en medio RPMI 1640 sin
suero durante 16h. El anticuerpo para actina fue usado como un control de carga en todas las

condiciones. Este es un experimento representativo de al menos cinco repeticiones.
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Esto nos permite destacar la probable participacién de estos canales de entrada
capacitativa de Ca®", en el mantenimiento de los niveles aumentados de calcio durante
etapas tempranas del mecanismo de apoptosis en la linea celular LNCaP independiente de
andrégeno. Sin embargo, cabe considerar que en los estudios del grupo de Wertz and Dixit
(75) asi como del grupo de Skryma et al. (76) ambos publicados en el aflo 2000, se demostro
que las células LNCaP dependientes de andrégeno desarrollan apoptosis por liberacién de
calcio de los almacenes intracelulares sin que niveles aumentados de calcio promovidos por
canales de membrana citoplasmica sean necesariamente un prerequisito para efectuar el
evento apoptético. Sin embargo, de acuerdo con los resultados obtenidos, el grupo de
canales de entrada capacitativa de Ca?* pudiera estar asociado con el canal reportado
originalmente por nuestro grupo (32), siendo de gran importancia la participacion de los
canales semejantes a TRPC1 en la génesis y desarrollo del mecanismo de apoptosis en las
células LNCaP independientes de andrégeno. En consecuencia esta familia de canales fue
considerada para la seleccién de regiones especificas y regiones consenso para efectuar la

clonacién de nuevos canales o proteinas asociadas.

Clonacién de arpl y arp2

Los oligonucleétidos para las reacciones de amplificacion por la reaccidén en cadena
de la polimerasa (PCR) fueron elegidos de secuencias de nuclettidos especificas y
degeneradas de miembros de canales de entrada capacitativa de calcio (47,63). Dos
productos de PCR de aproximadamente 1.3 Kb denominados “apoptosis regulated protein” 1
y 2 (arp1 y arp2) fueron amplificados, clonados, aislados y secuenciados. Originalmente,
debido a la diferencia minima en el tamafio de las dos clonas aisladas arp1 y arp2 pensamos
que éstas correspondfan a una misma molécula. La secusnciacién evidenci6 la posibilidad de
estudiar los cambios pequefios pero criticos entre los cDNAs arp1 y arp2. Aunque los niveles
de arp1 no cambian entre condiciones control y apoptéticas, arp2 mostré un incremento en

su concentracién cuando las condiciones apoptéticas fueron empleadas (Figura 8).
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Figura 8. Productos de PCR de las clonas arpl y arp2. Electroforésis en gel de agarosa 1% (w/v).
Carril 1; producto de PCR de arp2 de las células creciendo en la presencia de suero (control). Carril 2 ;
Producto de PCR de arp2 de las células creciendo en la ausencia de suero. Carril 3; Marcador de peso
molecular (GIBCO BRL, DNA 1Kb). Carril 4; producto de PCR de GAPDH de las células creciendo
en la presencia de suero. Carril 5; producto de PCR de GAPDH de las células creciendo en la ausencia

de suero.
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Las proteinas codificadas por estos cDNAs fueron nombradas ARP1 y ARP2. E!
numero de acceso del GenBank para la Proteina Reguladora de Apoptosis 2 (ARP2) es
AY486134 y para la Proteina Reguladora de Apoptosis 1 (ARP1) es, AY486135. E| programa
FASTA fue empleado para efectuar la comparacién de los cDNAs arp1 y arp2 con el banco
de datos (57), donde las clonas arp1 y arp2 mostraron homologia con un fragmento del
factor de procesamiento de corte y empalme del pre-mRNA (splicing) Prp8 (7.0 Kb) que
corresponde a un 18% de la secuencia nucleotidica completa del cDNA Prp8. Lo cual de
manera especifica corresponde del nucleétido 13 de arp1 y arp2 con el nuclettido 4591 del
factor de splicing Prp8 (77). La homologia finaliza con el nucleétido 1309 de nuestras clonas
y el nucledtido 5887 del Prp8 humano (Figura 9).

Dentro de este intervalo que aproximadamente corresponde al 18% de la molécula
Prp8 completa, arp1 y arp2 comparten homologia del 99% (Figura 10).

Aunque la homologia entre las clonas arp1 y arp2 corresponde al 99%, varios cambios
entre su secuencia nucleotidica (Figura 10) causan que las proteinas presenten diferencias
que parecen ser relevantes cuando la funcién es estudiada (Figura 11). De forma interesante,
el andlisis de secuencia de aminoécidos para el tercer marco de lectura de las proteinas
ARP1 y ARP2 también mostraron una homologia del 99% con el mismo fragmento del factor
de splicing humano Prp8 (77). La prediccion de hélices transmembranales y el analisis de
hidrofilicidad de ARP1 y ARP2 usando el tercer marco de lectura, nos permitié evidenciar
regiones especificas ricas en alfa hélices hidrofébicas que probablemente se asocian a la
membrana celular en una forma similar a como lo hacen los canales de membrana
citoplasmatica (Figura 12 y 13). Aunque no hay correlacion directa entre las regiones
membranales de una proteina tipo canal como htrp3 y ARP1 y ARP2, la prediccion de
hélices transmembrana y el andlisis de hidrofilicidad de ambas proteinas, muestran varios
segmentos de secuencia que probablemente sean compatibles con una proteina de

membrana (Figura 13).
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Figura 9. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de arp2 y Prp8 representando que arp2
corresponde a un fragmento pequefio de Prp8.

37




i B0 L. T L L AP0 mre L . AR Lo 4080 4050 L, ] %S

AL 4% 4700 4710 470 Lre 7% 4T 780 aare 7% arm oo

A TRARERCINTC TCT TONTRTRCRECHY TCTCTCRNT TRNT
Commarus  QOCToMMEACEATE TC8 TC: TROACEEC 0 TTETCoL 0 Toflok g Toll. e L L L T L S e Dt

Figura 10. Alineamiento de secuencia nucleotidica para arpl, arp2 y Prp8 de Homo sapiens, Mus
musculus y Xenopus laevis. Regién presentada en rojo representa un alineamiento perfecto entre las
secuencias. La region presentada en azul muestra los nucledtidos parcialmente similares entre

secuencias, y regiones mostradas en negro representan nucle6tidos diferentes.
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ARP1 1 MREKASGFEESMKWKKLTNAQRSGLNQIPNRRFTLWWSPTINRANVYVGFQVQLDLTGIF 60
MREKASGFEESMKWKKLTNAQRSGLNQI PNRRFTLWWSPTINRANVYVGFQVQLDLTGIF
ARP? 1 MREKASGFEESMKWKKLTNAQRSGLNQIPNRRFTLWWSPTINRANVYVGFQVQLDLTGIF 60

ARP1 61 MHGKIPTLKISLIQIFRAHLWQKIHESIVMDLCQVFDQELDALEIETVQKETIHPRKSYK 120
MHGKIPTLKISLIQIFRAHLWQKIHES IVMDLCQVFDQELDALETETVQKETIHPRKSYK
ARP2 61 MHGKIPTLKISLIQIFRAHLWQKIHESIVMDLCQVFDQELDALEIETVQKETIHPRKSYK 120

ARP1 121 MNSSCADILLFASYKWNVSRPSLLADSKDVMDSTTTQKYWIDIQLRWGDYDSHDIERYAR 180
MNSSCADILLFASYKWNVSRPSLLADSKDVMDSTTTQKYWIDIQLRWGDYDSHDIERYAR
ARP2 121 MNSSCADILLFASYKWNVSRPSLLADSKDVMDSTTTQKYWIDIQLRWGDYDSHDIERYAR 1680

ARP1l 181 AKFLDYTTDNMSIYPSPTGVLIAIDLAYNLHSAYET---G3Q---QQAFHTTGQAKIMKA 234
AKFLDYTTDNMSIYPSPTGVLIAIDLAYNLHIAY GS+ QQRA AKIMKA
ARPZ 181 AKFLDYTTDNMSIYPSPTGVLIAIDLAYNLHSAYGNWFPGSKPLIQQA-—-—- MAKIMKA 235

ARP1 235 NPALYVLRERIRKGLQLYSSEPTEPYLSSQNYGELFSNQIIWFVDDTNVYRVTIHKTFEG 294
NPALYVLRERIRKGLOQLYSSEPTEPYLSSQNYGELFSNQIIWFVDDTNVYRVIIHKTFEG
ARP2 236 NPALYVLRERIRKGLQLYSSEPTEPYLSSQNYGELFSNQIIWFVDDTNVYRVTIHKTFEG 295

ARP1 295 NLTTKPINGAIFIFNPRTGQLFLKITHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVAALIRSLPVEE 354
NLTTKPINGAIFIFN RTGQLFLKITHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVAALIRSLPVEE
ARPZ 296 NLTTKPINGAIFIFNTRTGQLFLKIIHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVAALIRSLPVEE 355

ARP1 355 QPKQIIVITRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVEEFGDLILKATEPQMVL 414
QPKQIIVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVE+FGDLILKATEPQMVL
ARP2 356 QPKQIIVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVEKFGDLILKATEPQMVL 415

ARP1 415 FNLYDDWLKTISSYTAFSRITV 436
FNLYDDWLKTISSYTAFSRITV
ARPZ2 416 FNLYDDWLKTISSYTAFSRITV 437

Figura 11. Alineamiento de aminoacidos entre ARP1 y ARP2. Secuencias mostradas en azul

representan una region de 20 aminoacidos donde las secuencias no presentan similaridades.
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Figura 12. Anilisis de prediccion de estructura secundaria y alineamiento de secuencia de ARP2,
ARP1, Prp8 y htrp3. Barras azules (a-hélice), barras rojas (Lémina-B) y barras moradas (estructura al

azar).




Figura 13. Andlisis de hidrofilicidad de proteinas ARP2, ARP1, Prp8 y trp3. Regiones con
aminoacidos mostrando valores entre 0 y 4.5 son considerados hidrofobicos, mientras que los
aminoacidos localizados entre los valores de 0 y —4.5 son considerados hidrofilicos. Los asteriscos
representan probables sitios transmembranales con 26.4 aminoacidos en promedio, de acuerdo con
Bowie JU en 1997 (78).

41



Experimentos de expresién heteréloga

Los cambios morfolégicos en los ovocitos incluyeron la formacion de ampolias, a
partir de las 12h después de la inyeccion (Figura 14A) la pérdida en la definicion de los
polos animal y vegetal, y la formacién de cuerpos apoptéticos desde las 36h de inyeccion
mas 24-48h de incubacion con tapsigargina (Figura 14B). Los cambios morfolégicos
fueron observados de manera consistente en todos los grupos de ovocitos inyectados con
el mRNA arp2 (Figura 14A) y resultaron ser mas evidentes en ovocitos tratados con
tapsigargina (Figura 14B). De manera simultdnea a estos cambios morfoldgicos, los
ovocitos presentaron una fuerte disminucion en el potencial de reposo de la membrana,
cambiando de un valor control de —46.8+6.6 mV a -5.9+3.4 mV (5-8 ovocitos, 2 ranas).

El grupo de ovocitos (n=3) inyectados con el mRNA arp1 no mostré disminucion en
el potencial de membrana (-43£5mV) ni cambios morfologicos. Cabe mencionar que estos
datos no se muestran debido a que se trata de los primeros experimentos de inyeccién en
ovocitos que llevamos a cabo, los cuales iniciaimente nos indujeron a pensar que la
expresién del mensajero arp1 era inocua para los ovocitos, sin embargo dados estos
resultados fue que decidimos iniciar con los experimentos de inyeccion del mRNA arp2.
Los cambios observados en ovocitos inyectados con el mRNA arp2 se potenciaron
cuando las células fueron incubadas con tapsigargina, acelerando el proceso de dafio, el
cual fue evidente por la pérdida de la definicion de los polos animal y vegetal que como ya
habla sido mencionado aparecen alrededor de las 36h después de la inyeccion del mRNA
arp2 y 8 h después de la incubacién con tapsigargina (Figura 14B). Algunos cambios
similares de tipo morfolégico y bioquimico asociados con el mecanismo de apoptosis asi
como datos de depolarizacién de la membrana celular han sido descritos en ovocitos de
Xenopus cuando fueron inyectados con citocromo ¢ (79).

Este reporte establece que la inyeccion de esta molécula es una forma de inducir a
estas células al mecanismo apoptético, de la misma manera como sucede a los ovocitos
inyectados con la molécula pro-apoptética Bcl-xs (80). Es importante sefialar que la
inyeccion del mRNA arp1 a los ovocitos no mostré los efectos morfolégicos y eléctricos
generados por el mRNA arp2. A pesar de la gran homologla de secuencia observada
entre ARP2 y ARP1 desde un punto de vista de estructura secundaria, los cambios
encontrados entre ambas proteinas resultaron ser criticos, dado que ARP1 parece no
desarrollar el fenémeno de apoptosis tan eficientemente como ARP2 como ya antes habla
sido mencionado. Mediante el uso de la técnica de tincion con naranja de acridina (72), se
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evidenciaron cambios morfolégicos en el nicleo de los ovocitos inyectados con el mRNA
arp2 como se muestra en la figura 14C. Estos nucleos mostraron formas elongadas y la
condensacién de la cromatina estuvo presente desde 36h hasta 60h de inyeccién,
mientras que los ovocitos control de las mismas ranas (los ovocitos no inyectados) no
mostraron estas caracteristicas (n=2, 2 ranas). La inyeccién del mRNA arp2 en ovocitos
de Xenopus laevis, produjo un ligero aumento en el flujo de calcio a traves de la
membrana plasmatica cuando los reservorios intracelulares de Ca** fueron vaciados por
la incubacion con tapsigargina. Los ovocitos inyectados con el mRNA arp2 luego de la
aplicacion de pulsos de Ca®* generaron corrientes membranales que mostraron ser
ligeramente aumentadas a 122+90% cuando se compararon con los ovocitos control
(Figura 15). Los ovocitos inyectados con el mRNA arp1 no mostraron alguna diferencia

con respecto a los ovocitos control no inyectados.

Las corrientes observadas fueron aparentemente debido a ia activacion de canales
de CI dependientes de Ca® lo cual se explica debido a que los datos del potencial de
inversion denotan este tipo de corrientes, las cuales se activan s6lo después de que
canales de membrana permeables a Ca?* han sido activados y la concentraciéon de este
ion se incrementa dando origen a la activacién de los canales de CI. Dadas las
condiciones del experimento proponemos que la tapsigargina aument6 la activacién de
corrientes capacitativas en los ovocitos inyectados. Estos resultados apoyan la idea de
que arp2 codifica para una molécula semejante a un canal Trp asociada al vaciamiento de
almacenes del reticulo endoplasmico (47,63), o que ARP2 pudiera corresponder a una
molécula que indirectamente modula un canal nativo. '
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Figura. 14 Cambwos morfolbgicos de ovocitos de Xenopus laevis relacionados con apoptosis
después de la inyeccion del mRNA arp2. (A) Induccion de muerte celular en ovocitos de Xenopus
laevis por microinyeccion del mRNA arp2. Las columnas verticales corresponden a ovocitos que
no recibieron inyeccién y ovocitos inyectados con el mRNA arp2. Las lineas horizontales muestran
tiempos de myeccion (Oh, 12h, 36h, 44h). Las flechas amarillas muestran la formacién de ampollas.
(B) Progresion de muerte celular en ovocitos de Xenopus laevis inyectados con el mRNA arp? e
incubados con tapsigargina (5uM). Las columnas verticales muestran ovocitos sin inyeccidn e
inyvectados con el mRNA arp2. Las lineas horizoniales muestran tiempos de incubacién con
tapsigargina 5uM desde 36h de inyeccién y 8, 24 y 48h de incubacion con tapsigargina. Las flechas
amarillas muestran la formacion de ampollas v la flecha negra probables cuerpos apoptéticos. (C)
Cambios morfoldgicos en el ndcleo de ovocitos de Xenopus laevis observados después de la
inyeccién del mRNA arp2. Las columnas verticales muestran secciones histologicas de ovocitos no
inyectados, y ovocitos inyectados con el mRNA arp2. Las lineas horizontales muestran el tiempo de
incubacién después de la inyeccion de los mRNAs (0, 36, 60h). Las flechas negras muestran la

condensacién de la cromatina
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Figura 15. Expresion funcional del mRNA arp2 en ovocitos de Xenopus laevis. Activacién de
corrientes generadas por dos pulsos consecutivos de 10 mM Ca®" en medio-Ringer Mg®", despugs
de la incubacién de los ovocitos en la ausencia de calcio y la presencia de 5 pM tapsigargina. (A)
Ovocitos control sin inyeccion. (B) Ovocitos inyectados con el mRNA arp2. (C) Histograma
mostrando el promedio de la corriente generada por los ovocitos control (n=3) y ovocitos
inyectados con el mRNA arp2 (1=6), asi como el cambio en el potencial de reposo (Vm; 8 ovocitos
no inyectados) llevado a cabo en relacion directa con el conjunto de cambios en morfologia.
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Dado que este aumento en cormiente no fue estadisticamente significativo con el
numero de experimentos realizados, el efecto probablemente también esté relacionado a
un cambio secundario producido por el disparo del mecanismo apoptotico.

Un andlisis para conocer el estado metabdlico de ovocitos inyectados consistié en
la medicion de la actividad presentada por las caspasas efectoras 3 y 7, las cuales es bien
sabido estan involucradas en el proceso de apoptosis (81). La figura 16 muestra ia
actividad de caspasas 3 y 7 en ovocitos no inyectados, y ovocitos inyectados con el
mRNA arp2, asi como el mMRNA comespondiente al factor de elongacion EF-1o de
Xenopus laevis el cual se asocia con el mecanismo apoptético (82-84).
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Figura 16. Actividad de caspasas 3 y 7 en ovocitos de Xernopus laevis inducidos a apoptosis por
inyeccién del mRNA arp2 y mRNA EF-1a. Promedio de dos experimentos usando 3 ovocitos en
cada una de las condiciones. Los experimentos fueron realizados en medio Barth’s con o sin la
presencia de calcio y tapsigargina,



Como se esperaba, los ovocitos no inyectados independientemente de la presencia
o ausencia de calcio o tapsigargina en el medio de incubacién no expresan ninguna
actividad de caspasas. Los ovocitos inyectados con el mRNA arp2 mostraron mayor
actividad enzimatica independientemente del protocolo de incubacion (tapsigargina,
calcio, etc). En contraste, los ovocitos inyectados con el mRNA EF-1a, mostraron la
activacién mas alta de caspasas sensible a ambos tapsigargina y calcio. Dado que en la
ausencia de calcio la inyeccién del mRNA EF-1a totalmente pierde la capacidad para
activar caspasas (Figura 16). La sensibilidad a calcio probablemente indica que el proceso
apoptotico causado por la expresion de ARP2y la proteina expresada por el mMRNA EF-1a
esta relacionado a diferencias en sus vias de transduccion apoptoéticas. A este respecto,
se ha reportado que la sobreexpresion del factor de transcripcion E2F-1 promueve
apoptésis en varios tipos celulares (85-86), y se ha propuesto que regula Apaf-1, una
molécula critica en la expresion de la via apoptética disparada por citocromo c (87-88).
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DISCUSION

La investigacién molecular de una proteina semejante a un canal fue estimulada
por hallazgos previos de nuestro laboratorio obtenidos mediante registros
electrofisiolégicos y mediciones simultaneas de calcio intracelular en células de cancer de
préstata de humano (linea celular LNCaP independiente de andrégeno) (32). Estos
resultados originalmente nos permitieron identificar una proteina semejante a un canal
catiénico no selectivo que fué permeable a calcio, y que solamente fué activado cuando
dos inductores no relacionados de apoptosis fueron empleados (32) por lo que teniendo
en cuenta las caracteristicas electrofisiologicas reportadas del canal, proponemos que
pudiera tratarse de un canal asociado con alguno de los grupos de canales catiGnicos
independientes de voltajg como lo son receptores purinérgicos, canales de entrada
capacitativa de Ca® y algunas moléculas proapoptéticas como bax y que se asocian con
el mecanismo de apoptosis (33), y que de acuerdo con nuestros resultados de Western
blot evidenciamos que el grupo de canales més cercano al canal reportado previamente
por el grupo (32) pudiera ser el de entrada capacitativa de Ca**, y es por esto que fueron
considerados a los miembros de este grupo para orientar el desarrollo del proyecto hacia
la caracterizacion molecular de canales nuevos y que pudieran asociarse con el
mecanismo apoptético en este tipo celular.

En esta tesis el cDNA arp2 de una nueva proteina 2 reguladora de apoptosis
(ARP2) semejante a un canal de células de cancer de prostata independientes de
andrégeno ha sido clonado y expresado el mRNA de este cDNA producido in vitro de
manera exitosa en ovocitos de Xenopus faevis. En principio a través de este estudio
establecimos que las células LNCaP independientes de andrégeno pueden ser inducidas
a la muerte celular programada o apoptosis mediante la eliminacién de suero del medio
de cultivo, a partir de 16h de incubacion, donde el cDNA arp2 fué identificado en células
inducidas a la apoptosis, aunque las células control bajo condiciones de cultivo normal
parecen expresarlo en muy bajas concentraciones. En cambio, arpl fue expresado
también en condiciones control como apoptéticas, en bajas concentraciones. Sin
embargo, Unicamente la expresion del mRNA arp2 en ovocitos de Xenopus laevis, a partir
de las 36h de expresién mas 4-5h de incubacion con tapsigargina promovit cambios en el
potencial de membrana, corrientes de calcio provenientes del espacio extracelular a
través de la membrana citoplasmica. Asi como cambios morfolégicos en los ovocitos,
actividad de caspasas 3 y 7, los cuales son asociados con apoptosis (79,81). El cDNA
arp2 present6 una alta homologia con un fragmento que corresponde al 18% de la
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secuencia de nucledtidos del cDNA del factor de “splicing” Prp8. Prp8 reconoce el SNRNA
U5, y se sabe que se une al RNA en el “splaiceosoma”, por lo que se reporta como critico
en los arreglos cataliticos del RNA (77,89). La homologia de las clonas arp1 y arp2 con el
fragmento de Prp8 de diferentes especies tales como Homo sapiens, Mus musculus y
Xenopus laevis existe entre el nucledtido 13 de nuestras clonas y el nucledtido 4591 de
Prp8; finalizando con el nucledtido 1309 de nuestras clonas y el nuclettido 5887 de Prp8
(Figuras 9 y 10). Dado que arp1 y arp2 fueron obtenidos usando oligonucleétidos de
secuencias especificas y secuencias conservadas degeneradas del trp3 humano (htrp3),
existe la posibilidad de que la proteina ARP2 semejante a un canal y cuyo cDNA
comparte una similaridad importante a un fragmento de Prp8 asi como a un canal tipo trp3
pudiera ser directamente responsable del aumento en corrientes de cloro dependientes de
calcio observadas después de la inyeccién del ovocito y que de manera indirecta estas
corrientes activadas de CY dependientes de Ca* demuestran la activacion previa de

canales de Ca?" en la membrana citoplasmica.

Alternativamente, ARP2 pudiera modular una proteina endégena que activa el
mecanismo de apoptosis, sin embargo también es posible pensar que el aumento en el
influjo de Ca®* observado, es de hecho un efecto secundario durante este proceso, donde
la proteina ARP2 participa en la activacion de apoptosis en una etapa previa a la entrada
de Ca®. Entre los datos que sustentan nuestra hipttesis de que la proteina ARP2 se
integra a 1a membrana estamos considerando el hecho de que teniendo en cuenta el
tercer marco de lectura las estructuras secundarias de ARP1 y ARP2, son altamente
relacionadas a proteinas de unién a calcio y en general a proteinas asociadas a la
membrana plasmatica dado que los sitios transmembrana consisten de regiones a-helice
bien definidas (78). Las graficas de hidropatia demostraron que ARP2 presenta varias
regiones hidrofébicas compatibles en estructura secundaria y caracteristicas de
aminoacidos a secuencias transmembrana en una forma similar a la encontrada en

canales (Figura 13).

También es importante notar que, el influjo de calcio en ovocitos inyectados con el
mRNA arp2 probablemente ha sido subestimada debido al hecho que las células
analizadas fueron aquellas en las cuales fué técnicamente posible realizar registros
electrofisiolégicos debido a una expresion baja de ARP2, i.e. no se consideraron ovocitos
severamente dafados. En conclusion, nuestros resultados son consistentes con el hecho
de que desde el punto de vista de secuencia de nucleotidos ta proteina ARP2
corresponde a una forma trunca de Prp8 y que presenta una estructura secundaria
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compatible a una preteina semejante a un canal o proteina asociada a la membrana (47).
Aun queda por comprobar si esta molécula funciona como un canal independiente o como
una proteina asociada a la membrana que modula un canal endégeno del ovocito.
Independientemente de ésta Gltima posibilidad, los ovocitos inyectados con el mRNA arp2
promovieron activamente el mecanismo de apoptosis al cual se asocian cambios
morfologicos, bioquimicos y electrofisiologicos lo cual se cree que es favorecido por
corrientes entrantes de calcio y evidenciado estrictamente por la activacion de caspasas,
ambos eventos relacionados a la progresién de apoptosis. En contraste, la inyeccion del
mRNA arp1 a ovocitos no promovi6 corrientes de calcio entrantes, disminucién en el
potencial de membrana, cambios morfolégicos y bioquimicos asociados a apoptosis, ni

activacion de caspasas.

Desde el punto de vista de los cambios de secuencia observados entre ARP1 y
ARP2 que pudieran originar rearreglos de estructura secundaria, nosotros sugerimos que
la isoforma ARP1 no es funcional por si misma debido probablemente a estos cambios.
Sin embargo, dada la asociacién sinérgica de las subunidades que componen los canales
de entrada capacitativa de Ca?* a través de la formacién de homémeros o heterébmeros de
estas subunidades que conforman a los miembros de este grupo de canales (63),
probablemente la proteina ARP1 requiere de la asociacién de otras subunidades para ser
funcional; por lo que proponemos para comprobario llevar a cabo la inyeccién simultanea
de ambos mensajeros arp1 y arp2 en ovocitos de Xenopus laevis.

Estos datos junto con el hecho de que el factor de elongacion EF-1a empleado por
nosotros como un control positivo y que ha sido propuesto para modular la sintesis de
proteinas (en particular mecanismos de traduccién) y estar asociado con apoptosis,
sugiere que los efectos sinergisticos de ARP2 probablemente sean llevados a acabo,
primero, a través de la formacién de un canal de membrana, o un complejo entre ARP2 y
una molécula asociada a la membrana; y segundo, a través de los mecanismos de
procesamiento del RNA asociados a la progresién de muerte celular apoptética, debido al
alto grado de homologia encontrado entre ARP2 y un fragmento de Prp8. Creemos que
ARP2 derivado de Prp8 corresponde a una molécula con una nueva funcién en eventos
asociados a membrana y fenémenos relacionados a apoptosis o bien un fragmento de la
proteina Prp8 el cual por si solo desencadena la muerte celular programada en este tipo
celular.

Considerando que la proteina Prp8 es una proteina conservada y expresada de
manera constitutiva en los organismos aun queda por demostrar si la sobreexpresion de
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la proteina Prp8 induce a las células al mecanismo de apoptosis como es el caso de otras
proteinas que intervienen en mecanismos que se relacionan con la produccion de
proteinas, y cuya expresion aumentada induce a la muerte celular a algunos tipos
celulares, tal es el caso del factor de elongacién-1a (EF-1a) (82-84) y el factor de
transcripcion 1 (EF-1) (85-86). Finaimente cabe mencionar que debido a que fueron
inyectados en los ovocitos mMRNAs producidos in vitro los cuales se encontraron
insertados en el vector TOPO 4 que contiene el promotor para T7 y que evidentemente
no contenia las sefiales postranscripcionales como el poli A, no se observaron cambios en

los ovocitos.

Debido a las diferencias en los cambios promovidos por el mensajero del factor de
elongaciéon-1a (EF-1a) si comparamos con el mensajero para la protelna ARP2,
consideramos que nuestra hip6tesis inicialmente planteada ha sido demostrada, ya que el
cDNA que codifica para esta proteina ha sido aislada de células LNCaP inducidas a la
apoptosis y cuyo mensajero al ser inyectado\ en ovocitos de Xenopus laevis es capaz de
inducir este mecanismo en estas células lo cual ha sido demostrado con mlltiples
evidencias. Sin embargo es preciso dilucidar la secuencia completa de nucleétidos del
cDNA arp2 que codifica para la proteina ARP2 para aclarar su relacion con la proteina
Prp8, esto puede ser llevado a cabo mediante el rastreo de una biblioteca de cDNAs (90)
disefiada de las células LNCaP independientes de andrégeno inducidas a la apoptosis por
eliminacién de suero del medio de cultivo,o bien a través de la técnica de amplificacion de
extremos finales de cDNA (RACE) (91).

Asl mismo otros experimentos que pudieran adicionar evidencias a la
comprobacién de nuestra hip6tesis de trabajo es la inyeccion en ovocitos de Xenopus
laevis de RNAs de interferencia (92) que permitan la inhibicién de la expresion de la
proteina ARP2 y por lo tanto comprobar la relevancia de su funcién en el mecanismo
apoptoético en este tipo celular y probablemente otros. Para evidenciar el papel apoptotico
de ARP2 en otros tipos celulares proponemos la transfeccion del cDNA en estos y el
estudio de actividad de caspasas. Mientras tanto, los datos obtenidos durante el
desarrollo del presente proyecto y que han dado origen a esta tesis sefialan que ARP2 es
una nueva proteina que se relaciona de manera muy importante en el desarrollo del
mecanismo apoptético en células cancerosas de prostata independientes de andrégeno
(LNCaP). La continuacién de nuestro estudio permitira definir el papel de esta nueva
proteina como marcadora de dafio celular e inductora de muerte celular programada.
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Apoptosis, a type of programmed cell death, is a decisive mechanism in cell processes such
as homeostasis, development, and many diseases including cancer. In mammals, the mech-
anisms that trigger and control the process of apoptosis are complex, because it has been
observed that many molecules might be involved, acting in distinct ways and depending on
the cellular type. The process of apoptosis is characterized by specific biochemical and
morphologic changes. However, important specific messengers such as Ca?" act in active
proliferation as well as in apoptosis. At present, there is convincing evidence that a sus-
tained increase in intracellular Ca?* can activate cytotoxic mechanisms in various cells and
tissues. Several ionic channels located in the cytoplasmic membrane might participate in
the entry of calcium into the cytosol during apoptosis. Among these ionic channels, the pu-
rinoreceptors P2X and the channels of capacitative entry of calcium have been described.
Pro- and anti-apoptotic molecules such as bax and bcl-2, respectively, have also been
shown to participate in the process. We have recently found the activation of a Ca’*-perme-
able, nonselective cation channel of 23 pS conductance in prostatic cancer (LNCaP) exclu-
sively in cells previously induced to apoptosis. Qur findings are discussed taking into ac-
count the different ion channels that might participate in programmed cell death in prostate
cancer. © 2001 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.

Key Words: Prostate cancer, Apoptosis, Calcium channels.

Introduction ments are produced (2). Apoptosis is also characterized by a
loss of mitochondrial function (2). This important organelle
controlling cell life and death presents at least three general
mechanisms of activity associated with apoptosis: 1) alter-
ation of oxidative phosphorylation, electron transport, and
adenosine triphosphate (ATP) production; 2) liberation of
molecules that initiate activation of the caspase family of
proteases, and 3) in general, disruption of cellular reduc-
tion-oxidation (redox) potential (7). Activation of caspases
such as caspase 9 (initiator caspase) appears to be regulated
by the exit of cytochrome ¢ from the mitochondria, in which
Apaf-] participates as an intermediate. Although the man-
ner in which cytochrome ¢ is released from the mitochon-
dria is still under discussion, members of the bel-2 family,
such as bax, have been proposed to participate in the release
of cytochrome ¢ from the mitochondria (8-10).

In Caenorhabditis elegans, the cysteine protease Ced-3
Tdmss reptint requests to: Dr. Jaime Mas Oliva, Instituto de Fisi- is important l n the activation of programmed cell death
ologia Colulare,pUNA;lq. Apdo. Postal 70-243, Ciudad Enjvmimia. 04510 (4,11,12), which can be blocked by the bcl-2 homolog ced-

México, D.F., México. Tel.: (+525) 622-5584; FAX: (+525) 622-5611; 9. According to their function, at least 12 different ho-
E-mail: jmas@ifosun].ifisiol.unam. mx mologs of Ced-3 have been reported and classified into two

Apoptosis is a form of programmed cell death that is dis-
tinct from accidental cell death or necrosis. It occurs
through the activation of a cell-intrinsic suicide program (1-
3) and is carried out by means of internal as well as external
signals similar to those leading to cell differentiation and
proliferation (4,5) (Figure 1). A variety of different second
messenger systems associated with the induction of apopto-
sis depends on cell type as well as several induction signals
(4), some conserved among worms, insects, and vertebrates
(1). The process of apoptotic cell death can be divided into
various phases from the signals that initiate the process to
the final events of cellular fragmentation (3,5,6) (Figure 2).
In many cell types, DNA is degraded into fragments the size
of oligonucleosomes, whereas in others larger DNA frag-

0188-4409/01 $—see front matter. Copyright © 2001 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.
P11 S01RB-4409(01)00274-0
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main groups (13): caspases related to the interleukin-1B
converting enzyme (ICE) (caspase-1, -4 and -5) (14) and
caspases whose functions are directly related to the apop-
totic machinery (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, and 10) (13-17).
Some of these cysteine proteases or caspases are originally
synthesized as inactive proenzymes (4,11,18,19).

Cell death can be inhibited by interfering with the pro-
tease function of these proteins and precursors, which are
converted into the active enzyme through specific pro-
teolytic processing or by autocatalysis triggered by union of
cofactors and elimination of inhibitors (20). These proen-
zymes can be found in nucleated mammalian cells; to cause
apoptosis, they must be cleaved at aspartate residues and as-
sembled into heterotetramers. The active cysteine is located
in the middle of a conserved QACRG motif common in
most proteases (21). Although the final activation of these
protcases is posttranslational, some pathways leading to
their activation may involve steps that are transcriptionally
controlled. In the apoptotic process, cells appear to initiate
their own apoptotic death through activation of these endog-
enous proteases (20). Thornberry and Lazebnik in 1998 re-
ported that caspases can be activated by two distinct mecha-
nisms (20). Becausc all caspases have similar cleavage
specificities, the simplest way to activate a procaspase has
been to expose the molecules to a previously activated
caspase. This caspase cascade is extensively used by cells in

activation of downstream effector caspases (caspase-3, -6,
and -7). The second strategy is known as induced proximity,
in which some cofactors reunite zymogen caspases and by
intermolecular interaction in which the caspases are acti-
vated (20,22). Caspases have been defined as initiator and
effector caspases. The activation of effector caspases is car-
ried out using two pathways: via cytochrome c¢ that activates
initiator caspase 9, and via death receptors that activate ini-
tiator caspase 8; caspases 3, 6, and 7 are known as effector
caspases (9,10,20).

The function of Ca?™ as an intracellular regulator in cell
physiology is well established based on many reports con-
cluding that an increase in intracellular Ca** activates sev-
eral deleterious mechanisms proven to be toxic in some cell
types (23,24) (Figure 3). For many years, Ca** has been
considered an activator of mechanisms involved in the ca-
tabolism of proteins, phospholipids, and nucleic acids. A
sustained intracellular Ca?* concentration above the physio-
logic level has been related to an uncontrolled breakdown of
macromolecules, critical in the maintenance of cell structurc
and function. A number of cytoskeletal proteins including
spectrin, fodrin, caldesmon, aduccin, tubulin, MAP-2, tau
factor, vimentin, and cytokeratin has been shown to be sus-
ceptible to proteolytic attack (24). Two cytoskeletal pro-
teins, vinculin, and the actin-binding protein, reported to be
directly involved in the stabilization of microfilaments asso-
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ciated with the plasma membrane, have been shown as pre-
ferred substrates for Ca®’-dependent proteases (24). The
breakdown of the intermediate filament-rich nuclear enve-
lope secondary to a transient increment in the intracellular-
free calcium concentration can be prevented when the Ca®*
increase is buffered with Cal* chelators. Activation of the
multifunctional Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase
has shown to be essential during breakdown of the nuclear
envelope (24). The Ca’'-dependent regulatory cofactor
calmodulin may link thesc Ca?* alterations to the effector
machinery, as calmodulin antagonists can interfere with
apoptosis in some of these systems (24).

There are various mammalian genes similar in soucture
to bel-2 that act in a similar manner to protect cells, as well
as others that antagonize the protection offered by bel-2
(4,11,18) (Figure 1). In different tissues tested, cell survival
depends on the presence of survival signals given by the dif-
ferent cells forming the tissue as well as the extracellular
matrix. Because death occasionally occurs in the absence of
protein synthesis, proteins that mediate apoptosis are
thought to be constitutively expressed in several cell types
(5,25). It can be considered that most cells are programmed
to kill themsclves if survival signals are not received from
the environment at regular intervals (5,25). Moreover, vi-
ruses have developed sirategies to inhibit the process of ap-
optosis and to receive optimal replication through the ex-

pression of viral genes following the induction of cellular
suppressors (4).

Apoptosis and Prostate Cancer

Repair of damaged DNA is the only natural way to ensure
survival in unicellular organisms. In metazoans, however,
the optimal way to control occurring cell DNA damage is
much more complex because a number of mutations, such
as those expressed in genes controlling cell proliferation
and apoptosis, often lead to neoplasms. Repair, growth ar-
rest, and cell suicide (apoptosis) at present can be consid-
ered a response to DNA damage, although their fate in
many cases depends on cell type, location, environment,
and extent of damage. Therefore, alterations cither in the
machinery that senses DNA damage or in the mechanisms
that implement a response to DNA damage are considered
important in predisposition to cancer (26). There are two
main checkpoints in the control of cell cycle progression:
G1/$ prior to the replication process of DNA, and G2/M
preceding the process of mitosis (10). Along these transi-
tions, damage to DNA is sensed and molecules such as p533
activated as a response, followed by cell cycle arrest and ac-
tivation of apoptosis (27).

Activation of p53 is carried out through a phosphoryla-
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tion process that regulates its DNA-binding affinity. Phos-
phorylation appears to regulate conformational changes
occurring in the carboxy-terminal regulatory domain. Inter-
action with other molecules appears to be carried out with
domains located proximate to the amino end. It has been ob-
served that a change in serine 20 to alanine abrogates p53
stabilization as a response to ionizing radiation and ultravio-
let light (UV) (27). p53 has been considered a tumor sup-
pressor because the lack of its function has been found in a
high percentage in human primary tumors. Moreover, p53
undergoes other types of mutations as a consequence of
binding to several cellular and viral oncoproteins (28,29).

Different cell types from human tumors have been de-
scribed as having a decreased ability to undergo apoptosis in
response to a physiologic stimulus (5). Specifically, overex-
pression of Bcl-2 prevents cells from initiating the process of
apoptosis in response to a number of different stimuli, and its
expression is commonly associated with a poor prognosis in
prostate and colon cancer (5,30). The process of apoptosis
has been implicated in the regression of prostate and mam-
mary tumors induced by removal of androgens and estrogens.
Therefore, activation of this process could provide a form of
protection against carcinogenesis (6). In hormone-dependent
tumors, induction of apoptosis by hormonal ablation has been
associated with tumor regression (6). Because most of our
current chemotherapeutic agents kill cells by mechanisms
other than apoptosis, enhancement of apoptosis in malig-
nancy could be therapeutically valuable (31).

With castration, the presence of a Ca?*-dependent endo-
nuclease in rat prostate nucleus extracts appears to be coor-
dinated with increase in fragmentation of nuclear DNA

(32). Androgen ablation is considered a rarely curative ther-
apy in prostate cancer because metastatic cancer within in-
dividual patients is heterogeneous, including both andro-
gen-dependent and -independent prostatic cancer cells.
Therefore, androgen ablation does not eliminate preexisting
androgen-independent cancer cells. Moreover, although an
enormous effort is being made, there are no chemotherapeu-
tic agents discovered to date that could be effective in con-
trolling proliferation of androgen-independent prostatic
cancer cells. The relationship between rate of proliferation
and death is the main factor that determines the proliferation
of any cancer cell. Only when the rate of cell death is
greater than cell proliferation are cancer cells eliminated.
Based on this argument, an important therapy for androgen-
independent cancer cells could be obtained either by lower-
ing the rate of proliferation and/or by raising the rate of cell
death to a point where the latter exceeds the rate of cell pro-
liferation.

Several antiproliferative chemotherapeutic agents that
are cytostatic and/or cytotoxic to sensitive target cells have
been reported (33). However, these agents frequently lead
to cancer cell death only when cell proliferation is in
progress. Cancer cells that are not proliferating at the time
of treatment are resistant to these cytotoxic agents. This is
based on the fact that cells have sufficient time to repair cel-
lular damage that might have occurred prior to the next cell
proliferation cycle. Nevertheless, it is known that the major-
ity (>90%) of prostatic cancer cells in an individual patient
is not actively proliferating and is thus resistant to standard
cytotoxic chemotherapy. Therefore, some type of cytotoxic
therapy that induces death of androgen-independent pros-
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tatic cancer cells without the requirement of having cells in
active proliferation is urgently needed (33). However, it is
known that increased expression of bel-2 and inactivation of
p53 is important in progression of the disease (34).

Androgen ablation produces an energy-dependent pro-
cess of programmed death in nonproliferating, androgen-
dependent prostatic cancer cells; this process involves frag-
mentation of DNA into nucleosomal multimers catalyzed
by nuclear Ca?*. In contrast, androgen-independent pros-
tatic cancer cells are not induced to undergo such a pro-
grammed cell death by androgen ablation. One possibility
for explaining the inability of androgen ablation to induce
programmed death of androgen-independent prostatic can-
cer cells is that the procedure does not permit a steady in-
crease in their intracellular Ca?* concentration (33). This
phenomenon might support the idea that androgen-inde-
pendent prostatic cancer cells can be induced to undergo
programmed death if an increase in cytoplasmic calcium is
sustained by other means without the usc of hormones.
Therefore, androgen-independent, highly metastatic Dun-
ning R-3327 AT-3 rat prostatic cancer cells have been
chronically exposed in vitro to the calcium jonophore iono-
mycin to sustain elevation in their intracellular Ca?* con-
centration. lonomycin is a polyether ionophore that che-
lates calcium (and cadmium) in the form of dibasic acids
(35). Its site of action is initially found at the level of inter-
nal Ca?" stores (36), inducing an elevation of intracellular
Ca?* three- to sixfold above baseline. If induction is sus-
tained for more than 12 h, cell death occurs. These observa-
tions identify intracellular Ca?* as a potential target for
therapy against androgen-independent prostatic cancer
cells (33).

It has been known for some time that calcium accumu-
lates within the endoplasmic reticutum of cells through the
function of sarcoplasmic reticulum and endoplasmic reticu-
lum Ca?*-ATPase, the catalytic function of the calcium
pump (37). The resulting equilibrium regulates important
functions (Figure 3). Treatment of androgen-independent
prostatic cancer cclls of both rat and human origin with
thapsigargin (TG), a sesquiterpene y-lactone that selectively
inhibits sarcoplasmic reticulum and endoplasmic reticulum
Ca?*-ATPase, results in an important increase of intracellu-
lar Ca?* within minutes of exposure (37). A secondary in-
flux of extracellular Ca?* results in morphologic (cell-
rounding) and biochemical changes within 6 to 12 h. This
influx of Ca?* also increases tissue transglutaminase ex-
pression and calmodulin concentration associated with de-
creased expression of the G1 cyclins (37). Androgen-inde-
pendent prostatic cancer cells stop progression through the
cell cycle when treated with TG. It appears that Gy-arrested
cells undergo double-strand DNA fragmentation in parallel
to a loss of plasma membrane integrity and cell fragmenta-
tion. These authors demonstrate that TG induces pro-
grammed cell death in androgen-independent prostatic can-
cer cells and that this process is critically dependent upon a

sustained elevation of intracellular Ca?* (37). Taken in con-
junction, these studies have identified the ER Ca* -ATPase
as a new therapeutic target for activating programmed cell
death of nonproliferating, androgen-independent prostatic
cancer cells (37). Considering that a sustained increase in
the concentration of intracellular calcium might be consid-
ered as a consequence of the influx of calcium through the
plasma membrane (33,37), it was important to evaluate the
participation of Ca?* fluxes through the plasma membrane
in these cancer cells. In this sense, our research group has
demonstrated the activation of a Ca?”-permeable, nonselec-
tive cation channel of 23 pS conductance in prostatic cancer
cells (LNCaP) (androgen-independent) exclusively during
apoptosis onset, using two different inducers of apoptosis,
i.e., ionomycin and serum removal (38). In perforated patch
recordings of single LNCaP cells, a membrane potential of
—40 mV and an intracellular calcium concentration (Ca?*i)
of 90 nM were found. Application of 10 pM ionomycin
produced a biphasic increase in Ca?*i. The initial rise in
Ca®* was due to release of Ca?' from internal stores and
was associated with membrane hyperpolarization to —77
mV. The latter was probably due to the activation of high
conductance, Ca?*, and voltage-dependent K* channels
(maxi-K). Moreover, the second rise in Ca’*i was always
preceded by and strictly associated with membrane depolar-
ization,

Simultaneous recordings of Ca**i and ion channel activ-
ity in the cell-attached configuration of patch clamp re-
vealed a Ca?"-permeable channel of 23 pS conductance.
This channel did not require membrane depolarization for
its activation. The 23 pS channel did not open at rest or on
the first increment in Ca®*i. However, activity of this chan-
nel was evident during the second increment in Ca?*i. The
absence of serum also activated the 23 pS channel, albeit
with a lower frequency than ionomycin. Thus, the 23 pS
channel activated by two unrelated inducers of apoptosis
might be considered an important molecule in the Ca?* in-
flux mechanism in programmed cell death of androgen-
independent LNCaP cells (38).

It has also been demonstrated that oxidative stress acti-
vates a Ca2*-permeable, nonselective cation channel in en-
dothelial cells, suggesting a role for oxidative stress in
apoptosis (39). Because this channel shares important char-
acteristics with the new 23 pS channel as well as with others
related to the apoptotic mechanism emphasizing the capaci-
tative entry of calcium, it is important to evaluate the nov-
elty of the 23pS channel based on the propertics of several
well-known channels present in healthy as well as in neo-
plastic cells most probably associated with the process of
apoptosis. However, it should be mentioned that two re-
search groups have recently proposed that the release of
store-retained calcium in androgen-dependent LNCaP cells
might be sufficient to trigger the apoptotic process without
the apparent need to activate store-operated channels (SOC
channels) or a sustained entry of calcium (40,41).
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Ligand-Gated Ion Channels

It has been proposed that ATP might function as an extra-
cellular messenger in addition to its essential role as a mo-
lecular energy source (42,43). ATP has been shown to be
stored within secretory vesicles, and solely in response to
well-defincd stimuli appears to interact with purinergic re-
ceptors (P2 receptors) (43). Purinergic receptors called P2
purinoreceptors include receptors of the ligand-gated ion
channel type as well as the G protein-linked superfamily of
receptors. Historically, these receptors have been tcrmed
P2X and P2Y for the first group (42) and P2T, P2U, and
P2Z for the G protein-coupled receptors (44) (Table 1). To
study the biophysical characterization of the P2X pu-
rinoceptor, the electrophysiologic approach has been valu-
able for studying a number of ATP-gated membrane cur-
rents in several cell types (42). When optimal recording
conditions are employed in the presence of ATP, smooth
muscle and cardiac muscle cells show an inward current at a
resting membrane potential that corresponds to —50 to —70
mV. These cuirents have been demonstrated to be inwardly
rectifying and supported by channels that are permeable

Table 2. Ca**-permeable channels involved in apoptosis
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not only to K* and Na* but also to Ca**. No purinoreceptor
has shown a significant homology with any other known
ligand-gated ion channel or receptor superfamily (42). There-
fore, the mechanism by which extracellular ATP interacts
with these P2X purinoreceptors is still unknown. It is im-
portant to mention that the consensus sequence region
(G)(X4)GK(X7)(1/V) for ATP binding is absent in these re-
ceptors (42).

Based on the potent growth inhibition shown by ATP on
a variety of human and murine tumor cells, administration
of AMP or ATP to tumor-bearing murine hosts has been
shown to be associated with dramatic cytostatic and cyto-
toxic effects. Such anticancer activity is likely to be related
to the activation of P2Z purinoreceptors that mediate cell
death through apoptosis (44,45-59) (Table 1). The rat P2X7
receptor (rP2X7) functions as a channel permeable to small
cations and as a cytolytic pore. It is important to point out
that in this channel, the carboxyl-terminus corresponds to
239 aa, compared to 27-120 aa in other purinergic receptors
(Table 2). Channel activation does not occur if rP2X7 lacks
the last 177 residues of its carboxyl terminus (59). Brief (1-
2 sec) applications of ATP open the channel transiently,

Channel type Activation way Current type Conductance Blockade Expression References
PRX ATP ligand-gatedcation Carry Nat,K*, Ca®* currents, 12-20pS Trivalent Rat, mouse, human neural and 42, 44, 45, 47, 50,
channel low pH and depolarization cations neuromuscular tissues 52,54, 57,58, 78
divalent ions Zn*+ hP2X1 and hP2X7
increased the affinity expressed in prostate
for the agonist
ICRACCCE Diffusible messenger Unselective; Ca?*, Na*, 2413 Trivalent Drosophila, mammals, 62, 64, 65, 66, 67,
Store- and interaction Ba®*, Hyperpolarization and Xenopus laevis, 64, 69, 71
operated protein-protein bivalent Caenorhabditis elegans
Ca’t between endoplasmic Trp photoreceptors, Huap3
entry reticulum membrane in brain, ovary, colon, small
and cytoplasmio intestine, lung, prostate,
membrane placenta, and testis, TRPC1
(human) fetal brain, adult
heart, brain, testis, and
ovaries, prostate,
mammalian genes trp-3,
Tip-4, trp-5 and trp-6 in
brain. Co-expressed in the
same type cell, although
varied levels
Bel-2 Pore-forming activity Cation-selective channels 18 + 2 pSmost pH acts as Cytoplasmic membrane, 72
with dependence on protein translocation- frequent modulator mitochondrial membrane,
low pH and acidic selective 41 = 2p8S nuclear envelope, and parts
lipid membranes and 90 = 10 of the endoplasmic
pS reticulum
Bax Pore-forming activity Pred 250 £+ 25 pHactsasa Cytoplasmic membrane, 75
with dependence on ps, 80 + 25 modulator mitochondrial membrane
low pH pS and 180 =
25pS
23 pS lonomycin serum Ca’*-permeable, non- 23 pS Cytoplasmic membrane of 38

removal selective cation channel

LNCaP cells induced to
apoptosis
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similar to'other P2X receptors. Some important differences
have been shown between rP2X7 and the human purinore-
ceptor hP2X7, because high concentrations of agonists are
required to activate the latter group. The half-maximal con-
centration (ECsy) of 2'- 3'-(0)-(4-benzoyl benzoyl) ATP
(BzATP) (60) to activate hP2X7 receptors is 25-fold greater
than that observed for the rP2X7 receptor; the ATP ECs,
value is approximately 10-fold greater (59) (Table 2).

ATP apparently induces cell death in thymocytes, hepa-
tocytes, and several lymphocytic cell lines by increasing in-
tragellular calcium concentration. Although P2Z and P2Y
purinoreceptors appear o be involved in this calcium entry,
P2X receptors have been those related to the apoptotic pro-
cess (Table 1). These results might indicate that the P2X re-
ceptor and related molecules present active functions in pro-
grammed cell death as well as in synaptic ransmission (46).

Ionic Channels Involved in the Capacitative Entry
of Calclum

Inositol 1,4,5-trisphospate production provokes a biphasic
Ca** gignal in many cells: the first phase is effected through
the mobilization of Ca* from internal stores that drive the
initial burst, and the second phase by a store-operated Ca?*
entry (formerly capacitative Cal* entry) (61,62). Store-
operated Ca®* channels (SOC), which require decrements
of Ca?* in the endoplasmic reticulum (ER), are a subfamily
of receptor-activated calcium channels (RACCs) (63). A
signal for activation of calcium entry at the level of the
plasma membrane is provided through depletion of intracel-
lular Ca?* pools. Depletion of intracellular Ca** pools is ca-
pable of activating a nonvoltage-sensitive plasma mem-
brane Ca®* conductance (62,64). The wransmitting signal
from intracellular stores to the membrane could be afforded
by the following three main mechanisms: vesicle secretion,
diffusible messages, and conformational coupling (61,65).

Closely resembling a capacitor from an electric circuit,
calcium stores do not allow the entry of more cation when
they are charged. However, they begin to promote entry as
soon as stored calcium is discharged. This capacitative entry
mechanism (CCE) is present in many cell types (66) and de-
scribes the influx of Ca?* into cells. Therefore, this process
that replenishes Ca?* stores appears to be emptied through
the action of inositol 1,4,5-trisphosphate (InsP3), in that
CCE is an essential component for the cellular response to
hormones and growth factors (67). To distinguish this from
other calcium entry channels, the term calcium-release-acti-
vated calcium currents (ICRAC) has been used to refer to
the current flowing through these capacitative calcium entry
channels (Table 2).

The protein named as transient receptor potential or Trp
has been found to be involved with functions of CCE in
Drosophila photoreceptors. Trp is considered a member of a
family of store-operated channels (SOCs) conserved from
Caenorhabditis elegans to mammalian organisms (66,68).

Tip could be similar to voltage-gated Ca** channel in the
regions named $3—S6, including the S5—S6 linker that
forms the ion-selective pore. It has been observed that the
positively charged residues in S4 that confer voltage sensi-
tivity to voltage-gated channels are absent in Trp (66,67).
Several homologs of Trp are known to be present in man as
well as in mouse and Xenopus. This fact provides evidence
that Trp might be the functional analog of the mammalian
ICRAC channel (Table 2). Although these two channels do
not present identical permeability properties, the Trp chan-
nel presents a higher conductance than the ICRAC channel,
while also being much less specific.

As soon as stores have been partially or completely de-
pleted, entry is initiated by a sudden hyperpolarization of
the membrane. These series of experiments reveal that entry
is importantly biphasic and switches on and off very quickly
(66). The existence of six Trp-related genes has been re-
ported in the mouse genome in which the expression in L
cells of small portions of these genes in antisense orienta-
tion suppressed CCE. ¢cDNAs encoding the human Trp ho-
mologs Htrpl and 3 expressed in COS cells increased CCE.
The activity of Hupl and 3 increases Ca** entry into COS
cells by 75 and 230%, respectively. Northern analysis de-
tected an Htrp3 mRNA of 4 Kb predominantly in brain and
at much lower levels in several other tissues (67). The
model of transmembrane topology for a monomeric Trp
protein is proposed to be a six-spanning transmcmbrane
protein with a 350-amino acid cytosolic N-terminus and a
200-amino acid cytosolic C-terminus. In analogy to voltage-
gated Ca?* channels, six consensus glycosylation sites are
encoded in Htrp, none predicted to be extracellular (67).

There is evidence of tissue- and cell-specific co-expres-
sion of multiple Trp forms, implying that the subunit com-
position of a particular CCE channel may vary depending
on cell type. Several Trp homologs of mammalian cells are
involved in CCE, demonstrating that expression of anti-
sense Trp sequences abolishes capacitative Ca?” entry. This
leads to speculation that the six Trp homologs are subunits
of CCE channels (67). Garcia and Schilling in 1997 (69)
showed a distribution pattern for Trp mammalian genes
(trp-1, -3, 4, -5, and -6). These are expressed in brain and
are barely detectable in liver. These results also showed that
several genes could be co-expressed in the same cell type at
different levels of expression. However, interpretation of
these results is difficult to assess because mRNA levels do
not always equal protein levels and amounts of protcin en-
coded by these genes may be required at varied levels by
each cellular type. Mammalian Trp genes are ubiquitously
expressed albeit at varying levels (69). This situation addi-
tionally suggests that these genes encode for subunits of dis-
tinct channels in the same cell, suggesting that the subunit
composition of a particular CCE channel, for instance
ICRAC, might be different according to the type of cell.
Taking into account the very low expression of mammalian
Trp genes in liver compared to other tissues, there is the




Tapia-Vieyra and Mas-Oliva/Archives of Medical Research 32 (2001} 1 75-185 183

possibility that there are other genes coding for CCE chan-
nel subunits that might not have similarity to other Trp fam-
ily members (69).

One of the most common characteristics of ion currents
associated with CCE is the activation they demonstrate
upon depletion of intracellular Ca?* stores induced by in-
hibitors of endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase, such as
thapsigargin, removal of extraccllular Ca’*, or Ca*" iono-
phores (70). Nevertheless, several differences have been
found in ion permeability and unitary conductance that sup-
port the possibility that ion channels associated with CCE
are encoded by closely related genes. The native currents
that can be activated by Ca?*-store depletion in various non-
excitable cells are characterized by inward rectification
(70). Wes et al. (61) described the molecular characteriza-
tion of the human homolog of Trp. TRPC1 (human transient
receptor potential channel-related protein 1) was 40% iden-
tical to Drosophila Trp; this molecule lacked the 54 trans-
membrane region required as a voltage sensor in many volt-
age-gated ion channels. TRPC1 is expressed at different
levels in several tissues. Although expression levels of
TRPCI arc observed in prostate, they are lower than those
in testis and ovaries. Additionally, the authors identified a
second human gene that encodes for a Trp homolog protein,
named TRPC3 (61).

Although thapsigargin activates Trp channels selective
for Ca?*>Na">>Ba?*, Trpl channels are nonselective with
respect to Ca?*, Na*, and Ba’* and are not activated by
thapsigargin or Ca®*-store depletion. Experiments employ-
ing channel chimeras in which C-terminal domains of Trp
and Trp] have been exchanged led to the conclusion that the
carboxy-terminal of Trp seems important for thapsigargin
sensitivity. When Trpl is expressed in Sf9 cells under basal
conditions, it is constitutively active and its selectivity cor-
responds to Na*>Ca?*>Ba?*. Moreover, Trpl is not acti-
vated by store depletion and is known to initiate membrane
currents. TRPC1 appears to correspond to characteristics
shown by Trpl, with the exception of the type of membrane
currents both present (71).

Bel-2 and Bax-Forming Pores on the
Cellular Membrane

Bcl-2 is the most characteristic member of the family of ap-
optosisregulating proteins, regulating the homeostasis of
blockers and promoters of cell death (72-74) (Table 2). Be-
cause many homologs of bel-2 have been described, several
of which form homo- or heterodimers, this might indicate
that these molecules become organized and function
through protein-protein interactions (73).

Purified recombinant bel-2 exhibits pore-forming activ-
ity with dependence on low pH and acidic lipid membranes.
Nevertheless, a mutant of bel-2 not presenting the two-core
hydrophobic a-helices (helices 5 and 6) essential for its in-
sertion into the membrane only showed nonspecific effects

(72). Employing planar lipid bilayers, bcl-2 was shown to
form discrete ion-conducting channels selective to cations.
This property was totally lost when the bcl-2 mutant was
tested (72).

The most frequent conductance shown to be related to
bel-2 is 18 * 2 pS in 0.5 M KCl at pH 7.4. Nevertheless,
higher channel conductances (41 = 2 pS and 90 * 10 pS)
have been shown with progressively lower occurrence, indi-
cating that generation of larger multimers of bcl-2 might oc-
cur (72). Bel-2 and the majority of its homologs show a se-
ries of hydrophobic residues near their carboxy-terminal,
which closely associates them with several intracellular
membranes (72).

Channels formed by bel-2 are principally voltage-inde-
pendent because current conducted over a wide range ex-
hibits a linear current-voltage relation. Recordings at low
pH demonstrated that acidity promotes bcl-2-channel inser-
tion into planar bilayers. For instance, at pH 5.4, membrane
conductance moved from high to low values, a phenomenon
supporting the progressive insertion of more channels into
the membrane, indicating that pH might be considered a
modulator (72). Bel-2 has been shown to be abundant at
contact sites that approximate inner and outer mitochondrial
membranes. Single-channel conductances of 20, 40, and 50
pS have been found at pH 5.4 appearing as bursts (72).

Bcl-x as well as bax has shown to present pore-forming
activity in synthetic lipid membranes (75,76) (Table 2).
Bax, a pro-apoptotic member of the family, was added to
neuronal cultures at a concentration of 10 wM, which
showed to be lytic within 3-6 h. Nevertheless, addition of
bax and bel-2 together delayed neuronal lysis by 12 h
(75,76). To determine whether bax might also be considered
a pore-forming protein, the hypothesis that bax could allow
liberation of the carboxyfluorescein contained in liposomcs
was tested. It was shown that bax induces dye efflux from
these liposomes in a concentration-dependent manner at
neutral pH. The release of dye was also demonstrated to be
pH-dependent (75,76). Because bel-2 was as efficient as
bax at pH 4 and the channel-forming ability of only bcl-2
decreased at pH 5, it was concluded that the pore-forming
properties of bax and bcl-2 are most probably different.

Bax predominantly opens at 250 + 25 pS with sporadic
changes at two main sublevels (80 £ 25 p§ and 180 * 25
pS) (75,76). Due to the localization of bax in mitochondrial
mcmbranes, permeability changes and therefore disruption
of transmembrane potential might be considered as impor-
tant events in the genesis of apoptosis (75,76).

The process of apoptosis in several cell types occurs fre-
quently on removal of cytokines and several growth factors.
It has been proposed that these molecules could trigger a
response in the nucleus with the activation of apoptotic-
related genes such as c-myc, bel-2, and p53 that might be
directly involved through several pathways in initiation of
apoptosis (21,77). In contrast, during the final stage of apop-
tosis a series of common processes such as fragmentation of
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DNA and changes in the structure of cells is frequently ob-
served. Between the process of initiation and the final
events of the apoptotic pathway, a picture begins to emerge
of how the basic properties of several plasma-membrane
Ca?* channcls might be shared to elucidate common charac-
teristics related to the delivery of a specific intracellular
Ca?* signal appearing to participate in the initiation and/or
support of apoptosis. As described previously, such Ca?*
fluxes play a central role in the regulation of apoptosis, di-
rectly associated with normal and malignant cell prolifera-
tion. Therefore, understanding the molecular mechanisms
of apoptotic cell death should lead to fundamental advances
in the therapy of many diseases, including prostate cancer.
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17 that codifies for an important protcin sembly of the splisosome. We propose that protein ARP?2 as a fragment of protcin
18 Prp8, corresponds to a molecule witti‘a igw function in apoptosis related phenomena. (Mol Cell Biochem xxx: 1-13, 2004)
19 Key words: cancer, dpoptosw. mq:mbréne channel, calcium, splisosome
20 Illtl'OdllCtiOll L Tumor cells possess the inability to promote apoptosis 34
o in response to several physiological stimuli [6]. Noncthe- 33
21 Programmed cell death or apoptosis { 1] cxccutes an important less, due to the fact that calcium is an intracellular reg- 36
22 function in processes such as embryonic development, cell ulator {7], its increascd and sustained levels can activate 37
23 homeostasis, and in diseascs such as cancer [2]. The mech- a scries of cytotoxic mechanisms associated with apopto- 38
24 anism of apoptosis originates from activation of a suicide sis in various cell types [7]. Since apoptosis has been pro- 39
25 program proper to each cell [3]. The process of programmed posed as a control mechanism of tumor growth, the mod- 40
26 cell death is divided into several phases [4], the earlicst one ulation of its activation mechanisms has been considered 41
27 associated with the stimulus that triggers the apoptotic re- as an adequate way to find a novel pathway to study and 42
28 sponse. The second phase is related to the mechanisms of counteract carcinogenesis [8—~10]. In human prostate cancer 43
29 signal transduction, while the third phase corresponds to the [L1], climination of androgens gencrates increased intracel- 44
30 cffectors mechanisms, in which the apoptotic machinery ac- lular levels of Ca?* and cells die via apoptosis [11]. How- 45
31 tivates a serics of caspases [5]. The fourth phase of apoptotic ever, in advanced stages, the discasc develops a group of 46
32 cell death involves chromatin condensation, DNA degrada- androgen-indcpendent cells [12] unresponsive to chemother- 47
33 tion and cventually cell death [4]. apcutic agents. Our group, demonstrated the activation of a 48
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Ca**-permeable, non-sclective cationic channel or channel-
associated molecule in androgen-independent Lymphoid nod-
ule prostate cancer cells (LNCaP), by two different induc-
tors of apoptosis: ionomycin and elimination of scrum from
cell culture media [13]. Several reports have previously
shown that other types of ionic channels might be also di-
rectly or indirectly involved with the process of apopto-
sis [13-15). Either the activation or de novo synthesis of
these channels during the initiation of an apoptotic event
has been proposed to be of central importance when defin-
ing the survival rates of a cancer cell. In this study using
androgen-independent LNCaP cells, we carried out an anal-
ysis of expression of different Ca®*-permeable membranc
channels, and based on this analysis cloned two cDNAs
of molecules synthesized during an apoptosis-induced event
such as serum elimination during cell culture. Expression of
one of these clones in Xenopus laevis oocytes suggests that
ARP?2 (for apoptosis regulated protein 2) a TRP channel-
like protein related in structure to splicing factor Prp8 [16],
increases the influx of calcium through the plasma mem-
brane and induces the process of apoptosis in the oocyte
itself.

Materials and methods

Materials

The human lymphoid nodule prosgafe c.qer cell line
LNCaP (hormone-independent) [17 waih obtained from the
American Type Culture Collection (ATCT) (Manassas, VA,
U.S.A). RPMI 1640 medium “Gontaining glutamine and
0.2% (wfv) sodium bicarbonate;and the bovine fetal serum
(BES) were obtained from GIBTO BRL (Gaithersburg, MD,
U.S.A.). Disposable materials for cell culture were obtained
from Nunc (Roskilade; Denmark). Acrylamide and nitrocel-
lulose membrunes were obtained from Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA, U.S.A)). Bis-Acrylamide, NP4 detergent,
cthidium bromide, aprotinin, phenylmethylsulphonyl fluo-
ride (PMSF), benzamidinc, dithjothreitol (DTT), diethyl py-
rocarbonate (DEPC), thapsigargin and acridine orange were
obtained from Sigma (St Louis, MO, U.5.A.). Supersignal
chemiluminescent substrate and bicinchoninic acid (BCA)
protein reagent were obtained from Pierce (Rockford, IL,
U.S.A)., OMAT auto X-ray material was purchased from
Kodak (Rochester, NY U.S.A.). Guanidine thiocyanate from
Fluka Chemie (Switzerland). Additional materials included
RNA PCR Core Kit, r Tth DNA polymerase XL from Roche
Molecular Systems (Branchburg, NJ, U.S.A.), and deoxyri-
bonucleotide dNTPs from Bochringer Mannheim (GmbH,
Germany). Oligonucleotides utilized were synthesized at
the Synthesis Unit, Institute of Biotechnology (UNAM). In
addition, we employed the 17 mMESSAGE mMACHINE

High Yield Capped RNA Transcription Kit and EF-1e from
Ambion (Austin, TX, U.S.A.).

Cell culture

LNCaP cells were cultured in RPMI 1640 medium with glu-
tamine and 0.2% (w/v) sodium bicarbonate, supplemented
with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) and 1% (v/v)
penicillin-streptomycin. These cells reached high confluence
after 48 h of incubation. Androgen-independent LNCaP cells
were induced to apoptosis by serum elimination from the cul-
tre medium [13, 18].

Flow cvtometry

A FACScan flow c;ytorﬁc(ry::"apparatus (Becton Dickinson)
was used, We employed 1 000000 cells either induced to
apoptosis hy serum elitination from the culture media or
control ¢ells (induction times were 16 and 72 h). We con-
sidered the following parameters: physical changes such as
incredsed granularity in cells, cell shrinkage, and cell frag-
mentation [ 19]. The control used in these assays was serum-

_maintained cells,

Cell viabllity experiments

Cell viability experiments were carried out to follow exclu-
sion of trypan blue by control cells and cells induced to apop-
tosis by serum climination during cell culture for 16, 24, 48,
72,96, 120, and 144 h.

DNA fragmentation

1.NCaP cells at high confluence were induced Lo apoptosis
by serum climination during 16, 24, 72 h. These cells were
washed with versene and lysed in 0.5 ml. of lysis buffer
(140 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris/HC], pH 7.4,
0.5% (w/v) NP40 detergent) for 30 min at 4°C. Nuclei
were obtained in the pellets after centrifugation at 10000 g
for 10 min at 4°C and resuspended in hypertonic solution
(350 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 10 mM
Tris/HCI, pH 7.4) for 30 min at 4°C, DNA extraction was
carried out with phenol-chloroform-iso-amyl alcohol and
precipitated with 7.5 M ammonium acetate and absolute
ethanol, Washed in 70% (v/v) ethanol and scparated by
electrophoresis in 2% (w/v) agarose gels vsing ethidium
bromide.

Wesrern blots

A group of membrane proteins involved in apoptosis and re-
lated with the influx of Ca?* were selected. The Swiss Prot
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Tuble 1. Selected paptides for polyclonal antibody production

Molecular No, of
Epitope weight (kDe) residues  Dilutons  Reference
Purinergic receptor  44.980 380-399 1:25 [22]
P2X1
Pusrinergic receptor 68,539 576=595 1:100 [23)
P2X7
Transient receptor 92.376 774-793 1175 [24]
potential TRPC1
Proapoptotic protein  21.184 80-98 1:100 Commercial
Bax

data base [20] and the FASTA [21] programs were utilized
for the selection of peptides from these proteins. The selected
peptides were employed to produce the polyclonal antibodies
shown in Table 1 [22-24]. Peptide synthesis and polyclonal
antibody production in rabbits were carried out by Alpha
Diagnostic Intemational (San Antonio, TX). Anti-bax was
obtained as a commercial antibody from Santa Cruz Biotech-

nology (Santa Cruz, California). Dr. Manuel Hernéndez,

CINVESTAV, México provided the anti-actin antibody ¢
ployed in this study. Afterbeing incubated for 16 hin medit

with or without serum, cells were harvested in a lysis bui‘&:r

{100 mM NaCl, 10 mM Tris/HC, pH 8.0, | mM EDT4, pH
8.0, 1 pg/mL aprotinin, 100 pg/ml phcnyl clhylsulfonv]
fluoride [PMSF], 1 ug/ml benzamidine) afd se
tein quantification was carried out usj
(BCA) and concentrations of 100 ggused throughout. 12.5%
(w/v) polyacrylamide gels were: utilized and wansferred to
nitrocellulose. Membranes were saturated with Tris-buffered
saline (TBS), pH 7.6 (20 mM_:::_Ihs/HCl, pH 7.4, 100 mM
NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20,2:5% (w/v) skimmed milk) and
incubated with primary antibodies (Table 1). The secondary
antibody used way « goat-produced anti-rabbit antibody la-
belled with peroxidasc at a dilution of 1:5000, Tn the case
of the experiments where actin was used as a loading con-
tral, we used as secondary antibody an anti-mouse antibody
produced in goat in a dilution of 1:5000. The rcaction was
visualized by means of the chemiluminescent substrate super
signal system.

arpl and arp2 cloning

Templates for PCR reactions consisted of a mixture of
cDNAs of LNCaP cells maintained with or without serum
during 16 h. Total RNA from LNCaP cells maintained with
or without serum during 16 h was extracted using the guani-
dinium/phenol/chloroform metbod [25], and used to synthe-
size cDNA with a MuLV reverse transcription system. Syn-
thesized cDNAs were amplified [26] with the following sense

3

primer 5-TGACAGTGATGCGGGAGAAGG-3' and an
antiscnse degenerated primer that corresponds to a conserved
region of the Trp family of proteins with sequence EWKFAR
[24,27] ¥ TGY-TCK-MGC-AAA-YTT-CCA-YTC ¥. These
sequences were selected with the Mac Vector Analysis 6.5.3.
[28]. PCR was performed 30 cycles at 94 °C using 45 s/cycle,
60°C for45 s, and 72 °C for 2 min and one cycle at 72 °C for
10 win. PCR products were visualized in 1% (w/v) agarose
gels and purified with the Concert gel extraction system
from Gibco BRL (Gaithersburg Maryland). Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) primers were used
as an internal standard, where. sense oligonucleotide 5'-
TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTS (position 71~
95) and antisense oligonycleotide 5-CATGTGGGCCATG-

AGGTCCACCAC-3Y were chosen. These products were
cloned in TOPO 4 vector (&0 blunt TOPO PCR cloning kit
for sequencing igvilrogen, life technologies) for sequence
determination. Wo plso carried out the cloning of these
products in _the:pxenecx] vector kindly provided by Dr.
Michael Jeziorski (Instituto de Newrobiologfa, Universidad

~Nucional Auténoma de México) in order to be able to add

Hranscriptional modiflcations such as the tail of poly A,
91 gned to obtain optimal expression when using Xenopus
1evis oocytes,

Expression experiments

Transient expressions were carried out using Xenopus laevis
ococytes [29]. Techniques for injection of mRNA for electro-
physiological recordings from oocytes have been previously
described [30-32]. Bricfly, ovaries were dissected from Xeno-
pus laevis frogs (obtained from Ann Arbor Michigan) by
ventral incision in donors anesthetized by hypothermia. The
oocytes (stage VI) were removed and maintained in Nor-
mal Barth's solution (88 mM NaCl, 1 mM KCl, 2.4 mM
NatCOs3, 033 mM CaNQi, 041 mM CaClz, 0.82 mM
Mg50,, 5 mM HEPES, 70 pg/ml. gentamicine, pH 7.4 with
NaOH). Qocytes were treaied with coflagenase 0.5 mg/mL
in a normal Ringer soluton (115 mM NaCl, 1 mM KCl,
1.8 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7.0 with NaOH) for
45 min, and all follicular luyers were removed using for-
ceps. cRNAs were prepared using the high production T7
RNA transcription mMESSAGE mMACHINE system, and
dissolved in Hy0 (c.a. 1 ng/nL). Qocytes injected with 50 nl
were maintained in Barth’s medivm at room temperature for
36 h. Ion currents were registered and morphological changes
photogruphed. After this time had elapsed, oocytes were sep-
arated in three groups and incubated in: (1) Normal Barth's
medium, (2) Barths Ca?*-free solution (88 mM NaCl, | mM
KCl, 2.4 mM NaHCO3, 0.82 mM MgS50;, 4.2 mM MgCl,,
5 mM HEPFPES, 70 ptg/mL gentamicine, pH 7.4 with NaOH)
and (3) Barth's Ca?*-free solution with 5 uM thapsigargin.
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In addition, groups of control oocytes included oocytes that
were not subjected to injections.

For cach of the previously mentioned conditions, three
oocytes in each group were fixed in 4% (v/v) glutaraldehyde
in Barth’s solution at different times and visualized with a
digital stercoscopic microscope. In order to evaluate Ca?t
influx, electrophysiological recordings of oocytes from cach
group were performed after 2-5 b incubation in thapsigargin
using the two-clectrode voltage-clamp technique [33] and
applying pulses of 10 mM CaCl, substituted by MgCl; in
Ringer-Mg?* solution (75 mM MgCl,, 5 mM HEPES pH 5).
All data are prescnted as mean == SEM and, differences be-
tween two groups were analyzed for statistical significance
using paired r-test statistical. p values >0.05 were accepted
to indicate statistical significance.

Acridine orange staining
Qocytes obtained from the different experimental conditions

were fixed in normal Barth’s solution containing 4% (v/v)
glutaraldchide and cryofractured. Samples were placed in

slides, stained with acridine orange (200 (xg/mL) [34] and:
fixed with Dako. Images were obtained using a digital stereo-~

scopic microscope (Motic).

Caspases 3 and 7 actlvity measurements

Qocytes injected with the Xenopus laevis. elongation fac-
tor (EF-1a) [35] shown to besdnvolyed in apoptosis [36,
37], were vsed ug a positive ‘dpoptotic control. Briefly, af-
ter cocyte injection and thapsigargin treatment, 12 oocytes
{rom each group were fryzen at —70 °C. After homogeniza-
tion in lysis buffer containing Triton X-100, samples were
allowed to thaw’and thaintained on ice. Sumples were cen-
trifugated in a refrigerated microfuge at 5000-7000 mm for
5 min at 4°C and the supcrnatant diluted 10 times with
PBS adding DTT (1 mM final concentration). Reagent Z-
DEVD-AFC thawed and placed on ice was added to each
sample (30 M final concentration) mixed and incubated
30 min at 37 °C. Fluorescence was measured uccording Lo a
Molecular Probes protocol using 400 nm absorption and 505
nm emission. Maximal absorption wavelength was found at
488 nm.

Results

Apoprosis in LNCaP cells

Taking into account the fact that elimination of nutrients gen-
crutes programmed cell death [13, 18]; this procedure has

proven to be an cffective way to activale apopiosis. There-
fore, in the present study we have continued to use this stim-
vlus in order to induce apoptosis in LNCaP cells. This event
was evidenced using the following parameters: cell viabil-
ity, ladder patterns for fragmented DNA, morphological cell
changes studied by flow cytometry, Xenopus laevis vocyte
morphological analysis, electrophysiological recordings, and
cagpases activation measurements.

Cell viability almost immediately began to fade when
cells were incubated in the absence of serum (Fig., [A).
Nevertheless, the typical fragmented DNA pattern usually
associated to apoptosis was oply evident after 16 h or
more (Fig. 1B). Employing flow cytometry assays and in-
cubation times without serom that ranged from 16 up to
72 h, apoptosis-induced cells-in suspension clearly showed
a decrease at forward gcatter (FSC-H) and an increase
at side light scatter ($8C-H) (Fig. 1D) which were re-
lated to shrink@ga"ﬂqd cellular fragmentation compared with
been nssociated with mechanisms related to apop-
cell death [19]. Although cells incubated without
gm-for 72 h demonstrated a population of undamaged
s, they prescoted low viability values due to a grater

have

" fugility shown during handling. Therefore, our results show
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Fig. 1. Frogrossion of apoptosis in LNCaP cells. (A) Cellular viability of
apoptosis induced cells by removal of serum during cell culture for 16, 24,
48,72, 96, 120 and 144 h, (B) 2% (w/v) agarose el elecrophoresis showing
DINA degradation. Control {lene 1); serurn removal from LNCaP cell culture
medla at 16, 24, 72 h (lanes 2—4). Size standards (GIBCO BRL DNA). (C)
Flow cytometry of control cells. (D) Flow cytometry of cells maintained in
culture without serumn dwrlng 16 h.
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that LNCaP cells gencrated a well-defined process of pro-
grammed cell death at 16 h in culture in the absence of
serum.

Recognition experiments with antibodies

In order to detect representative members of proposed apop-
tosis ussociated molecules with similar structures to calcinm
permeable channels involved in apoptosis [13], LNCuaP cells
incubated during 16 h in the absence of serum were used to
study the levels of expression of different membrane proteing
associated with apoptosis. Expression levels for the P2X1
purinergic receptor showed no difference in expression be-
tween apoptosis-induced und control cells (Fig. 2A). In con-
trast, the purinergic receptor P2X7 showed a larger expres-
sion in control cells than in apoptosis induced cells (Fig, 2B).
These results are in sgreement with previous reports showing
that P2X7, 2 and 5 are ncgatively regulated during apopto-~
8iy in the ageing rat prosiate [38]. Alihough there are reports
showing that P2X7 receptors might be involved in the induc-
tion of apoptosis in several other cell types [39, 40), according
to our results employing LNCaP cells, P2X7 might be of im-
Protein bax showed a slipht increase in expression when :
alyzed in apoptotic LNCaP cells (Fig. 2C), and TRPCl:a
representative molecule of the capacitative calcivm channels
family [24] showed a dramatic difference with thie control and
the highest increase in expression a) ins apoptotic
related produced by serum removal ( 1% This suggested
an important participation of TRIXC1-like ¢hannels in the gen-

P2X1 P2X7
2 1 2

—130kDa

— 77kDa
—43.3 kDa
—31.6kDa

Fig. 2. Recognirion experiments using antibodies raised agoinst apoptosis
retated molecules. (A) Anti- P2X1 antibody. (B) Anti-P2X7 antibody. (C)
Antl-hax antibody. (I)) Antl-TRPC antibudy. Lowet panels correspond te
actin used as a loading control. Lane 1; Cell lysate of LNCaP cells incubated
In RPMI 1640 medium containing calf fetal serum. Lane 2; Cell lysate
of LNCaP cells incubated in RPMI 1640 medium without serum during
16 h.

5

esis and development of apoptosis in androgen-independent
LNCaP cells; therefore, experiments were designed in order
to further test thiy possibility.

Cloning

On the basis of our Western blot experiments, and the use
of both specific and degenerated oligonucleotides chosen
from the previously reported family of capacitative calcium
uptake channels [27], several PCR producits were ampli-
fied. Two PCR products of approximately 1.3 Kb denom-
inated apoptosis regulated provgin 1 and 2 (arpl and 2)
were isolated and sequensed, Driginally the two isoluted
clones were thought to-gorrespond to the same molecule,
since from the technicil: point of view it was not possible w

appreciate any thanges using agurose gels duc to the min-

imal sequence changes between arpl and arpl. Sequcnc-
ing gave us the possibility to study the small but critical

changes between arpl and arpl. Although arpl fovels did

nt change between control and apoptotic condition, arp2 3

showed a concentration increase when an apoptotic condi-
tion was employed (Fig. 3A). Proteins encoded by these

“¢DNAs were named ARP1 and ARP2. The GenBank ac-

cession number for Apoptosis Regulated Protein 2 (ARP2)
is AY486134 and apoptosis regulated protein | (ARP1),
AY486135. Using FASTA program [21], clones arpl and
arp2 showed homology with a fragment of human splic-
ing factor Prp8 (7.0 Kb) that corresponds 10 18% of the
complete nucleotide sequence of Prp8 cDNA. This specif-
ically corresponds from nucleotide 13 of arpl and amp2
with nucleotide 4591 of the splicing factor Prp8 [16] (Ap-
pendix A and B). Homology ends with nucleotide 1309 of
our clones and nucleotide 5887 of human Prp8 (Fig. 3B)
(Appendix A and B). Within this interval that roughly corre-
sponds to 18% of the whole Prp8 molecule, arpl and ap2

share a4 99% homology (Fig. 3B) (Appendix B). Although 35:
homology between clones arpl and arp2 corresponds to 35!

99%, severul changes in their nucleotide sequence (Fig, 38) °
cause the proteins to present differences that seem to be 3

relevant when function is studied (Appendix C). Interest-

ingly, the amino acid sequence analysis encoded by the :

third reading frame of these specific cloned sequences also
showed a 99% homology with the same small fragment of

the buman splicing factor Prp8 [16]. Transmembrune helix

prediction and hydrophilicity analysis of ARPI and ARP2
using the third reading frame, allowed us to revcal spe-
cific regions rich in hydrophobic o-helices that might as-
sociate to the cell membranc in 4 similar way channels do
(Figs. 3C and 3D). Although there is no direct correlation be-

tween potential membrane associated regions with a channel]

protein such as htrp3, the transmembrane helix prediction
and hydrophilicily analysis of ARP proteins show scveral




4591 5887

ARP2

ARP1

Prp8

htrp3

L 45

Fig. 3. Cloning of arpl and arp2. (A) 1% (w/v) agorose PCR products of arp2 clones. Lane L; PCR product of arp? from cells grown in the presence of serum
(contol). Lane 2; PCR product of arp2 from cells grown in the absence of serum. Lane 3; Molecular size standards (GIBCO BRL, DNA 1Kb). Lanes 4 and 3
comespond ©o GAPDH controls. (B) Muldple alignment of arpl and arp2 cDNAs with human Prp cDNA. Nucleotides 45913887 correspond to the region
of human Prp8 that overlaps with sequences from arpl and arp2 cDNAs. Black lines indicate nucleotides that do not show homology berween cDNAy. Yellow
spaces In between red lnes correspond to nucleotde gaps between cDNAs. Black arrows point nucleotides 13 and 1309 trom arpl nnd arp2 and pucleotides
4591 and 5887 from Prp8. (C) Secondary structure prediction analysis und sequence alignment for ARP2, ARP1, Prp8 and hirp3. Blue bars (o helix), red bars
(B-sheer) and purple bars (random structure). (D) Hydrophllicity analysis of proteins ARP2, ARP1, Prp8 and trp3. Reglons with aminoacid residues showing
values between 0 and 4.5 are considered hydrophobic, while aminoacid resldues batween values of 0 and -4.5 are considered hydrophilic.
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Fig. 4. Morphological changes of Xenopuy laevis oncyles related to apoptosls aftes injection of arp2 MRNA. (A} Induction of cell death in Xenopus laevis
oocytes by microinjection of arp2 mRNA. Vertical columns correspond to oocymé"ﬂm teceived no injection and cocytes injected with arp2 mRNA. Horizontal
lines khow timey of injaction (0, 12, 36, 44 h). Yellow arrows show the fmmgﬂ irf blisters. (B) Prograssion of cell denth in oocyres of Xenopus lueviy injected
with the arp2 mRNA and Incubation with thapsigargin (5 uM;. Vcrticql"cblmﬁnx--mow control oocytes that recolved no injectlon, and injected oocytes with
arp? mRNA. Horizontal linos show times of incubation with thapsigargin 5 2™ from 36 b of Injection and 8, 24 and 48 h of lucubation with TPS. Arrows show
the formation of blisters. (C) Morphelogical changes in the nuclens of Xenopus lacvis oocytes observed ufer the injection of arp2 mRNA. Vertical columns

show histologicel sectlons of non-injectad oocytes, and cocyigs injected with arp2 mRNA. Horlzantal lines show incubation time after injection of mRNAs (0,

36, 60 h). Black arrows show condensation of chromatin, 3

tigpiitible to a channel

sequence segments that might be ¢
protein.

Functional expression:.

Morphological uh,mgt:s were consistently observed in all
groups of arp2 mRNA-injected oocytes (Fig. 4A) and re-
sulted to be more evident in treated oocytes with thapsigargin
(Fig. 4B). Concomitantly to these morphological changes,
oocytes presented a strong decrease in resting membrane po-
tential, changing from a control value of —46.8 £6.6 mV to
—5.9 4+ 3.4 mV (5-8 cocytes. 2 frogs). In general, morpho-
logical changes in oocytes included the formation of blisters,
which were evident from 12 h after injection (Fig. 4A). A
group of oocytes (n = 3) injected with erpl mRNA did not
show neither decrease in membranc potential (43 £ 5 mV)
nor morphological changes (data not shown). These changes
observed in arp2 mRNA injected-oocytes were potentiated
when cells were incubated with thapsigargin, accelerating the
damage process evident by the loss of definition of the animal
and vegetable poles occurring around 36 b after arp2 mRNA
injcction and 8 h of incubation with thapsigargin (Fig. 4B).

Similar morphological changes and cell membrane depo-
larization results have been described in Xenopus oocytes,
when injected with cytochrome ¢ as a measure to trigger the
apoptotic process [41] as well as in oocytes injected with
the proapoptotic molecule Bcl-xs [42]. Tt is important that
injection of arpl MRNA did not show the same effects on
the nocytes compared with those generated by arp2 mRNA,
this included both morphological or electrical changes. In
fact, despite the important sequence homology observed be-
tween ARP2 and ARP], from a secondary structure point
of view, the few changes found between them resulted to be
critical, since ARPL seems not to develop the phenomenon
of apoptosis as cfficiently as ARP2 (data not shown). As
shown in Fig. 4C, using acridine orange staining [34], re-
vealed that morphological changes were also observed in the
nuclei of oocytes injected with @rp2 mRNA. These nuclei
showed clonguted forms and condensation of chromatin from
36 up to 60 h of injection, while control oocyles from the same
frogs, non-injected oocytes did not show these characteristics
(n = 2.2 [rogy).

Injection of arp2 mRNA in Xenopus laevis cocytes, pro-
duced aslightly increase in calcium influx through the plasma
membrane when the intracellulur reservoirs were depleted
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Fig. 5. Punctional expression of arp2 mRNA in Xenopus lacvis vocytes.
lonic currents generated by two consecutive pulses of 10mM Ca?* in Ringer-
Mg+ solution after oocyte Incubation in absence of calcium and the presence
of 5 uM thapsigargin. (A) Inward cusrent generated in a control 0ocyts (non-
injected). (B) Current in an oocyte injected with arp2 mRNA. (C) Histogram
showing the mean (£5.1.) cuerent generated in control oocytes (n = 3) and
arp2 mRNA-Injected oocytes (n w 6). Also is shown the change in resting
potential (Vm) observed between the different groups of oocytes (8 control
oocytes, & Injected oocytes). All cocytes tn this figure were fram the rame
donor, and similar results were obtained in cocytes from a second frog. (n.s.:
not significant, *p < 0.08).

by incubation with thapsigargin. Followed by the application
of calcium pulses, arp2 mRNA injected oocytes generatedd
membrane currents that were shown to be slightly incredsed to
122 +90% when compared with control oocytes (Fig. 8). The
injected oocytes with arpl mRNA in these-experiments did
not show any difference with respect :non-injected con-
trol cocytes (data not shown). Currents ‘Observed were appar-
ently due to the activation of Ca?"-dependent C1™ channels,
suggesting that thapsigargin increiiged the activation of ca-
pacitative currents in inje gEytes. These results support
the idt‘..l that arp2 «,odiﬁé&._ or'a Trp u,hmmel like molecule

4‘%]. or that ARP2 tmght corrcspond toa moleculc that mdl-
rectly modulates a native channel. Since this current increase
was statistically not significant with the pumber of experi-
ments performed, the effect might be also related to an an-
cillary change produced by the triggering of the apoptosis
Process.

A further analysis in order to know the metabolic state of
injected nocytes consisted in the measurement of the activity
displayed by caspases 3 and 7, well known to be involved
in the process of apoptosis [44]. Fig. 6 shows the activity
of caspascs 3 and 7 in non-injected vocyles, and oocytes
injected with arp2 mRNA, as well as mRNA comrespond-
ing to the Xenopus luevis clongation factor EF-1u |35-37].
As expected, non-injected cocytes independently of being
in the absence or the presence of calcium or thapsigargin,
do not express any caspase activity. Oocytes injected with
arp2 mRNA showed enzyme activation independently of the

Barth's Barth v+TPS.
Flg. 6. Actlvity of caspases 3 and 7'ln Xenopus laevis oocytes induced
10 apoptosiy by injection of aép2 tRNA and EF-la mRNA. Average of
two experiments uslrig 3- mcytcs In each condition. Experlments were per-
formed in Bur(h' migdigm with or without the presence of calcium and

incthation protocol (thapsigargin, calcium, etc). In contrast,
EF:la mRNA injected oocytes, showed the highest caspase
“ictivation sensitive to both thapsigargin and calcium. Since in
the absence of calcium the injection of EF-1ee mRNA totally
losses the capability to activate caspases (Fig. 6), calcium
sensitivity must probably show that the apoptotic process
caused by the expression of ARP2 and the protein expressed
by the EF-1¢ mRNA might be related to differences in their
apoptotic transduction pathways. In this respect, it has been
reporicd that overexpression of transcription factor E2F-1
promotes apoptosis in several cell types (45, 46}, and pro-
posed to regulate Apaf-) [47], an important molecule critical
in the expression of the apoptotic pathway triggered by cy~
tochrome ¢ (48].

Discussion

The molecular search of a channel-like protein was stira-
vlated by previous findings from our laboratory obtained
when combining clectrophysiological recordings with simul-
taneous intracellular calcium measurements in single human
prostate cancer cells (hormone independent LNCaP cell line).
These results originally allowed us to identify wsing clec-
trophysiological evidence, u non-selective cationic channel-
like protein that was calcinum permeable, und only activated
when two unrelated inducers of apoptosis were employed
[13].In this report, a novel channel-like protein (ARP2) from
prostate cancer cells has been cloned and successfully ex-
pressed in Xenopus laeviy oocytes, arp2 was identified mostly
in cells that had become apoptotic, since control cells under

Barih's 0Cs™  Barth’s 0 Cw™+ TPS
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normal culture conditions seem to express it in very low con-
centrations. arpl in either control or apoptotic conditions
was shown to be expressed also in very low concentrations.
arp2 presented a high homology with a fragment. that cor-
responds to 18% of the cDNA nucleotide sequence of hu-
man splicing factor Prp8. Prp8 recognizes US snRNA, and
since it binds to RNA in the splisosome, it has been sug-
gested to be critical in the catalytic arrangements of RNA
[16, 491

Homology of clones arpl and arp2 with the fragment
of Prp8 from different species such as Homo sapiens, Mus
musculus and Xenopus laevis. was achieved from nucleotide
13 of our clones and nucleotide 4591 of Prp8; ending with
nucleotide 1309 of our clones and nucleotide 5887 of Prp8
(Appendix B). Since arp] und arp2 were obtained using as
primers specific sequences and conserved degenerated se-
quences of humnan trp3 (hirp3), thus the possibility exists that
the channel-like prolein sharing an important similarity to a
fragment of Prp8 as well as to a trp3 is directly responsible
for the increase in our calcium dependent chloride currenty
observed after oocyte injection. Alternatively, ARP2 could
modulate an endogenous protein that in thrn might activate
the apoptosis mechanism. [t is also possible to think that the:
increasc in Ca%* influx observed is in fact an ancillary effect
to this process.

Supporting results include: Secondary stroctures for ARPL
and ARP?2 using the third reading frame, arc highty related to
calcium binding proteins and in general to Hig membrane

ion as founcl in channels. Also _::_it is important to note that,
influx of calcium in arp2 MRNA'injected oocytes might have
been underestimated:due to the fact that analyzed cells were
t.hosc in which it was"icchnically possible to pcxform electri-

due to a low ARPZ expression.

In conclusion, our results are consistent with the fact that
protein ARP2 corresponds to a truncated form of Prp8 that
prescnts a secondary structure compatible to a channcl-like
protein or membruno associated protein. It remains lo be
proven if this molecule functions as an independent channel
or as a4 membranc associated protein that in turn modulates
an oocyte endogenous channel. Nevertheless, independently
of this last possibility, cocytes injected with arp2 mRNA ac-
tively promoted important apoptosis associated morphology
and clectrophysiological changes believed to be favoured by
inward calcium currents as well as the activation of caspases,
both associated to the progression of apoptosis. In contrast,
injection of arpl mMRNA into oocytes was nol capable 1o pro-
mote inward calcium currents, membrane potential decrease,

9

apoptosis associated motphology changes, nor caspases ac-
tivation. From the point of view of the sequencc changes
observed that most probably led to secondary structure re-
arrangements, we suggest that ARP1 lacks the ability to be
functionsl. These data together with the fact that clongation
factor EF-1a employed by us as a positive control has been
proposed to modulate protein synthesis, suggest that syner-
gistic effects of ARP2 might be also achieved: first, through
the formation of a mernbrane channel, or a complex between
ARP2 and & membrane associated molecule; and second,
through RNA splicing mechanisms associated to the progres-
sion of apoptotic cell death, duc o the high homology degree
found between ARP2 and a ff gmcnt of Prp8. We believe
ARP?2 derived trom Prp8; Lori'ea.pond-; to 4 molecule with a
new function in membrafe a%ouau:d events and apoptosis
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699 Nucleotide sequence alignment for arp2 and Prp8 presented to stress the fact that arp2 corresponds to a small fragment of

700 Prp8
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Appendix B 701

Nuclcotide sequence alignment for arpl, arp2 and Prp8 from Homo sapiens, Mus rmusculus and Xenopus laevis. Region presented 702
in red represents a perfect match between sequences. Regions presented in blue show nucleotides partially similar between 703
sequences, and regions shown in bluck represent different individual nucleotides, 04
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Xemapus Furvie Prpd - QARTTRCRGCTTTACT TATCTAT CASARCTATONTOMRG TC TTCTCCAATCAAATCATC TRATTTOTABATAACACANATATATACAGANTCACCATCCRCARDA
[rum— mrmiﬂumwmrmccnnunnwmvmrmmm— CTEATTTOTGBATARCAC oARcdT o TRoNGAGTRCE ATLCAC MDA
1 5420 b0 6430 5800 6610 6580 w830 (120 22 w500 (17 2] B0
w» 1 CCTTTRARDBOAACTTONCARCCANOCCCATCANCORRGCCATCTTCATCTTCAN CCACBLACNBABCAGC TUTTC( Tmtmnmmrumntmmnmntmnun
or 2 CCTTTORKIIGRACTT GV CAARIT AT CRACOARBCCATC T TCATCT TCRRCACACRCACABARCAGE T4 TCLTCAREATNATC CACACATCCOT BT BOGCHONCAGRRI BT TT
Uwme saptews vy CCTTTURRSRIBRRL T TEACARACCARBCCCHT CRACHRABCCATCT TCATCTT ‘I’t‘:‘!m"ll’lcm mmumtnmn
Mws masenies Vrpd CCTTTORGRBGERCT TOMW TRAARCCCATCAATOOBBCCATCTTCATCT TCAAT TCCTCAMGATART ﬂmnrmmumrnuulcmn
Noniors tmmis Prpd CTTT TR T ARCTT ICTWIL LAROCC AT CRATOORBCCATTTTCATE | TTAATCCCAOOAC TBACCAGCTAT TCT TAARSATTATCCATACTTCTOTAT BUECT ONACROAMGABAT T R8T LA TT
Crmmvarms e TT TR GGV | AL AR cHifigCC o ATCAROOORGCCAT o TTCATC TTchifice CactoRCaBGeCE Ty T TEc TAMIAT pATCCRACACATCoBTa T BVECAUNRCAIANICHL TT RoeCRETT
i B&1D 8020 5R30 BEAD 5080 aaso &7 000 [0 5700 8710
H
wpl GGCTARGT nnwl:mnmctlmc rlcmmrmt 17
p R R e TETCTRCETaT TR i  TRCHMRETTC
Hrmm ol e pdl - QACT AT nmu:tmc:mmn:mmm AL m:m:nncrmtrc
Mar mwacuios Priph RARGAC TAL TEALEAAGT m|:|:um:rnmwmmmrmmimturmmmnmnnmnmm
Koo larvis Prpd GGOCARAT BBARGACTBCAGANGAAGTAGLTGLATTART TCRATC TETTCCCETTCAGCAGCAGLOMMARCRGATCATTET TRCCAGEAANCGOAY AT TROATECAL TTRARETOCALTTRLTTRACTTC
Comeove  RICE ARy T ORAGAL 200t GAGARGT g BCAOC oo T BAT o CBATE TC TalCt £TpCAUCAL TN CoRRgURGH T CHTTE T ofCosGEARgSALAT Ko TRAALCal TeBABGT ol AL TTal TaGROTTE
oH 7™ B740 TS0 .7, 1) B770 740 5780 (1) 1] nar BAR D840 [
ap ! CCOMNTATTETCRTCARMIGAT CTCCARC TCCCTTTCCABBCATATCTL TGAARGAATT CRBGANTCTONTCLTT BMGCCCCABATAOTTCTCTTCARCCTCTATGACBACT
! (CCRATATTATCATL CTCCARCTCCCTTTCCAGBCATRTCTY TGGARMMANTT! TCTOATCE] GAGLCCCAGATRETTCTCTTCARCCTCTATRACORL T
R capdews Prph - CCCARTATTATCATCARAGAATI CTCCARC TCCCTTTCCABBCUTATCT SAARARAT BAGCCCCAGATOATTC TCTTCARCCTCTATGACEAL
Aler muscnias Trph - CCCARATATTATEATL TOCARC TRCLL TTCCAGRCTTRTLTL AMACCCCAGNTAATCCTTTTCARCLTCTATEBATRALT
ASCTRCCTTTCCAGBCCTRTE TACAGRGCC TCAMTAAT TCTATTCARTCTATATBATBACT

SALTTART
CAsL Tol [t TTCCABAL ¢ TATC ToRRGATEGAaRaTT Mv‘ﬂtuﬂ“‘tﬂﬂm BATECToTTCAAL TaTATAACRALT
0 L] [ U] = 0 L1 2] [ [~ ] B0 E ) SI00

qoonn

CWTCTCT ILH.
BECTOMNGICLATE TCATCE
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706 Aminoacid alignment between ARP1 and ARP2. Sequences shown in blue represent 4 region of 20 aminoacids where the
scquences present no similarities.

707

ARP1

ARP2

ARP1l

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1l

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

61

61
121
121
181
181
235
236
295
296
355
356
415

416

MREKASGFEESMKWKKLTNAQRSGLNQI PNRRFTLWWSPTINRANVYVGFQVQLDLTAIF
MREKASGFEESMKWKKL TNAQRSGLNQI PNRRFTLWWSPTINRANVYVGFQVQLDLTGIF
MREKASGFEESMKWKKLTNAQREGLNQI PNRRFTLWWS PTINRANVYVGFQVQLDLTGIF

MHGKIPTLKISLIQIFRAHLWOKIHESIVMDLCQVFDQELDALEIETVOKETIHPRKEYK
MHGKIPTLKISLIQIFRAHLWQKIHESIVMDLCQVFDQELDALEIETVQKETIHPRKSYK
MHGKIPTLKISLIQIFRAHLWQKIHESIVMDLCQVFDQELDALEIETVQKETTHPRKSYK

MNSSCADILLFASYKWNVSRPSLLADSKDVMDSTTTQKYWIDIQLRWGDYDSHDIERYAR
MNSSCADILLFASYKWNVSRPSLLADSKDVMDSTTTQKYWIDIQLRWGDYDSHDIERYAR
MNSSCADILLFASYKWNVERPSLLADSKDVMDS TTTQKYWIDIQLRWGDYDSHDIERYAR

AKPLDYTTDNMSIYPSPTAVLIAIDLAYNLHSAYET--~358Q- - -QOAFHTTGQAKIMKA
AKFLDYTTDNMSIYPSPTGVLIAIDLAYNLHSAY GE+ QoA AKIMKA
AKFLDYTTDNMSIYPSPT@VLIAIDLAYNLHSAYGNWFPGSKPLIQQA----- MAKIMKA

NPALYVLRERIRKGLQLYSSEPTEPYLSSQNYGELFSNQIIWFVDDTNVYRVTIHKTFEG
NPALYVLRERIRKGLQLYSSEPTEPYLSSQNYGELFSNQIIWEFVDDTNVYRVIIHKTFEG
NPALYVLRERIRKGLQLYSSEPTEPYLSSQNYGELFSNQIIWFVDDTNVYRVTIHKTFEG

NLTTKPINGAIFIFNPRTGQLFLKIIHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVAALIRSLPVEE
NLTTKPINGAIFIFN RTGQLFLKIIHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVAALIRSLPVEE
NLTTKPINGAIFIFNTRTGQLFLKIIHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVARLIRSLPVEE

QPKQIIVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVEEFGDLILKATEPQMVL
QPKQIIVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVE+FGDLILKATEPQMVL
QPKQI IVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVEKFGDLILKATEPQMVL

FNLYDDWLKTISSYTAFSRITV 436
PNLYDDWLKTISSYTAFSRITV
FNLYDDWLKTISSYTAFSRITV 437

60

120
120
180
180
234
235
294
295
354
355
414

415
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Q1. Au: Please provide received and accepred dates.
Q2. Au: Please provide the name and place of publisher.
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Appendix B 701

Nucleotide sequence alignment for arpl, arp2 and Prp8 from Homo sapiens, Mus musculus and Xenopus laevis. Region presented 702
in red represents a perfect match between sequences. Regions presented in blue show nucleotides partially similar between 703

scquences, and reglons shown in back represent different individual nucleotides. 704
¥y a0 .70 L L. 00 4810 L. 430 a0 40 a0 -7 q
a-pl ' TERGTEATSCAOARDARERIT AL TUNC TT TERGARATC THTGAM TGORRGARELE m'mmm]mmiml’]
ayl TERCHE T A TECOOOABANERCT Rl TORC TT T GRGHRAT RRGL T ARC THE TEL T CHECGA TCREEAC TBRRCCROAT TCLCRATCHTH
Hows snpleis Prph TYTRAAERECHCT TACT TCCCTRCCT SRAROGECTCT TC TOOGAGARCECTRAET Bk TT T GRGORAT ARC TARTEC TCRECOA TCASERC TARRCCROAT TCCCRATCHTA
Mot sigeulas Trpl TTCARBRACRCTTACT TCCCCACC T QOOAMSITT THT TC T GaafaRnRGIT ADTEEC T T TamSMTCL thrmmﬂmmmmm
Xenapus foeris Prp - TITARRGOCRCTTAC TTCCT THOWT SSGARGETCTTT TUTGAGNAAROE TARCBBATT BALDERTAC TCARCHT TCTRATT TRAAC CAOK
CMMMAEE  yprpissassssratnisrnsnabdss .npmrgnrgmmmnimmmmmttimm Mm:cm.n
AR 800 4700 arie TR0 £730 4740 47850 4700 T €780 T80 A mo
-yl |'||||u-,|,|,“, BACC TWW TR TT TCr T ARC TREALT TBAC TTCATACACBECTAGAT CCUCACE Y RAGATCTCTCTCATCCAGAT
wpd BATTI TTANTCINAC CAATATATATE TRRECTT T T TREACCT BRCHGT T TEATOCACBACARDAT CLTTRCRC TOARAATL TC TCTCATCCABAT
Heme rapbewe Prod  GATTCRCCUTE | O TOATCCCCRACCHT TANTCOMCCARTATATATETARGLTTT) A0 TOCARC TRGACC TEACEEGTAYE T TCATOCACBACARGAT CCCCRCCC TRMMATLTETCYCATCCAGHT
M sl Peph :rmurmrmmtlmmnrmm CCCCRACALT TCTCTCATI
Xaapas fneris rp8  QATTTACACTTTOATBAYC TCCCACRAT CARCAGRECCAACET ATAT O TORART TCCARI TOCANC TRORTTTAACTAARATTTTCATACATOOCARGATTCLT! T BATTCRGAT
Conmurm  QATToMCALToTOOTGATC o[ ToACCRT .| WIT.TMHIMWYWTM-:TWT aTICATACROAICAMANT of- Coflgn Tefief TCTCLoToAToCABAT
00 L] 10 L 4000 Al 10 L.l 40 454'1
TERARGCAT TGTTATEGACTTATATCABATATTTHALL LV TOATERLAL THRARATTEAGRCAG TAC ARRARARENCAAT CLATCCCCGARRETCA
YTARGAACATTAT TATOAAC TTATSTCABATATTTBALL CTTAATEC AL TARARAT TRAGACARTAC ARRAGOREALAAT CLATCCCCOMAAT!
\TARGRGCATTGT TATOAACTTATATCRGAT BT TTRALCL TAATECAL TAMAAART TRAGRCAN TACAARASANSACAA T LCATCCCCORARGTCA
i ATC (vl ATETCABMATLT TTAACL FEGATEC AL TR  TRCARAAEOABACAR T CCATCLCCOMARTOC
Cl ATOSCARAMATTCATARARGCATTOTCATAMTC TATATCAMATAT TTRATC CTTAATEC AEAANDABALCA TOC
Copamrm  gTTC Cu.CAC TTATOSC AgARGRT cCATARBROCATL T AT @A Te TATCABAT g GATEC o TORAAAT TRAGACA T 5L AaliyOMBAC AR TCCALCCooBaRRGTCa
et 49 ARE0 4270 LL o B0 [ U BORO BOA0 8040 050 noGgu [ Fa1]
ap ! TRTANGATBPAC cm:l:mmmmu CTCYTTGLCTCCTATHAG TOINMATATC BAA nctumrmmnnfi
oyl TATARATERRCTCTTCLTHTEL CTCYTTECCTCC TRTAMTORMATATC ACCCROMARTRCTRBATTY
Liwwma repla Frpd  TATARATARACTCTTCTTHTRC TYGRLCTCCTRTAMTINRATATC CCRORARTACTBEATTG
Auy prarches Prpb - TATARGATOAOCTCT TCCTATOCRGA M’I L C [ (N NCAMNBTATTOBATTA
Xaongpus it Prpd TRTANGATORACTCL TCCTATRCTRATATTCTAC CYCRTCCCTCCTTGC T TAC TORC TC TGN ACTAEARTTA
Comeeemwe  TATANGATORAC TCL TCC THTRCHUATATOC oL Ta TTTRLCTCCTAC MY T 0MAATOTo CRgCrCTCat TRCT WL (AT TCoARBERTHT ¢ T H CoCAdRAal Td
sl 60 BOBO 6100 BL10 B1EQ 5L 140 6180 5180 "o [>T ] 51" 1] BP0
-yl ﬁuln:muntu:unmmn YRAT TECCACBACATTARGCUC TRCAL (1 ARACT RADT TCC THHAT TACACL A CEACRACATEAOTATC TACCCT T CRCCCA A TATRCTCATCACCATTON
wp 1 ACATCCEOTTOCHCT BGEELIAC TATANT VCCCACBACHTT SRGCIL nmmmnu:rwm mnmimrrmmmmimmnnn
Howe rapleas Prd  RCATCCRE T TOCHC T GOMAC TATRAT TLCCACBACAT T P e T ACAL LT ARACT ARET T THEM, nm"ummmrm
i gt RO T RO 00O AT TECEATINCAT m'%mﬁ"s%"m*mw e
Nemsoprus faavls Vepd - HTAT GRGATG00ATOACTATORC TCOCCATORCATT ANARGATA T TACACAACCGAT RTCTHTECTW ACTOETOT TCTRATTOCCATAOA
(‘ameomiia AT oCTt. T T g 0N TATEAE TCCTAGAoN T T@fynofn TRoAC LA BCT AR TTCo THGA T AL ACoACoBRoRAC HTBANT Rk Y Cg LTl a0i:. U TaCToAToOCCATE N
BAMA BP0 -t [l ] 8240 B250 BERD 8270 L] BB 8300 o BRMN M!IIJ
s 1 CCTROCCTATARLTTOCACASTBLC TATG=AARC TGO TTCLCAN-LC! CATI FREAT CAT CTATATATATTACH CCACARE
wy 1 CCTROCCYNTARCTTOCACATCC T TSGR TEATTCCOMAS CATACARCARAC LR TCATBARMOCARALLL TACCC THTATETAT TAC B TBABC CCACARE
Hama sapiens Prpd  CCTRLE TNTARCTTACACAGTECC TATOBAMAC TEATTCCLALACS CATACARCARGCCA TCATRANBOLARNCLL TECCCTHTATATETTACA NTLCCE
Mo swscvwdus Prpfl  TCTIRICC TRATARTCT C TEATTCCCRINO) CATACASC ARG CA T s ACCC TGCAT TR TATA TET TACH TR ACH
Xwupas lamis Trph  CCTTRCCTATRATCTTOAC TOGTTCL! ACADCARGC A TGEC ARMGAT ARTGAAGGCARACCC TACCC TCTATG Tl TR GRGAGEL !

[Re—— nﬂ.uimmﬂm'rr TGGTTCCCak

ARG
)

AR

CHal AghC ofit. GECoRAGAT ol TORABICARACLC TGCao TaTATGTEL Tol 6t GRC Ty AToCOCARY
TelB0

8370 a0 BERO | 2] BiL0 Lo . B B Lo -]
TAT I.lu-n.uulnl_l.ll. L TCCARCCRORTTATC TRT TTATGONT QTCTACAGRAT ARC TATTCAC ARBA
TAT CTCEGARL TARCCRONT TATCTRETT TOTG@EN T ATCTACAGRATHRCTAT
CCTTATTTA ' VCRGNAL ||. CTCCARCCABATTATC TRATITOTGEAT GTCTACAARATARCTA
TRCC CTCTCARARE 1C TARCCARRTTATCTATT TBTCTATABALTARCTATCCALARDA
TATC] CTCTCARARL TCTTCTCCARTCARATCATCTRATTTO TATATACAORDTCACCATCCAT AREA
CCTTALL CTCRBRAL T CoRfo CAYATEATCTEETT BToTRoREAATERCLATLCACARGA
G0 w10 6680 W 50 oond BGE0 |37 oo T
TCTTCATCTTCARCCCACOCACAOMACAAE TETTCCTCARGATAATCCWCACSTCCATAT MACAMMACAGARBCAT TTODSHICAGTT
(L TT TAARRESARACTTERCARCTAMEE L CATCAACAORBCCATC T TCATCT TCAACACACACACAMGEC AR TRT TCCTCRAGHTANT COACAC TCCO T AT AROCRGAACREARBCET TTGINGCAGT 1
TCT CTTCRACCTACECACAGORCARC CCRCACETCCOTAT GSACROGRCREAANICHT 1T GIGECRGT I
mnmtrmmmmmrctmrmmmimrmm CORCACATCTOTAT Bl T (M CAGRABCATTTO0G TCAATT
Neamvopeus fporis Pry - CTTY THRAGET GG T GRCARCCAROCCOATCRATGGAUCCATTTTCATC T TTARTCCCAMRAC TOOCCES THT TC T TANBATTHTCLATACTTCT OTHT ROCT unCro i TT 506 TCAG TT
Comessw CoTT TORaSAgANTE T AALAAC offeCC o ATCAARCET W8 CATc TTCATCTT chiflooC a0l nNCallyC A TgTTCc ToRBN T oA TCCHoACaTColT, o TR AR TTOBRaCRETT
;-.l AR ER10 8620 BE¥ BE&0 5080 Lo B&M [ ] &00 L7, L1} [72a1]
«r ! GACTAMAT! BAMNGITARCCGCCCTARTCLBATC ﬂ'l' TCA mtmmcmrmrmnm
arp 1 mmv%mmmwmm m w TEGACLLAC TRARRATACAL
e sl et mtm mml‘:ﬂ"ﬁfﬁfﬂlﬂ TCATTATCACCAMUANEROCH T BC THACTCA TR TACAC TTACTERACTTC
Mu mawnia Prid  GGICANG TR CCTGATCERATCTCTACC T ATORAGERNCAGLL TRAN AT LA TTETCAL TCARAAGGIN T GL THGHTCC T TR TECAL TTACTRBATTTC
Xemapus fasvia Trpld mt-m-:rmmnn AGCTGLATTGATTCAATL TETTLCCATTCACCAGTAGL CARARCADAT CAT TRT TACCAGRAAIGGCATCT TRGATCCAC TTRRARATOCAL TTRCTTBACTTC
Comma GG Wy TOBARGAT aGLt AAgGARET G ToflonTARTACEATE TE Tyllt 6T eCACEARCAGL Lo CAGNTCAT TBT o 0abGARgCGLRT Co TEIANLCal T BARAT gCAL TT L TyBANTTC
PH. L] .7l Lry ) L7, L} 744 B780 s L1 [ 1) e EBA0 B0 [
wp ! CCCARTATTRTONT TCCARCTCCCTTTCCAGACATETCTCARGAT BOARBAAT TCOREENTCTONTCLTT! e Tt TRATTCTCTTCARCCTCTATRACGRL
oyt CCCARTATTETL MRCTCCARCTCCCTTT LYY CL TCTCTTCARCC TCTATRACGAL
Homo xapiras Frph CRBASL TECRAC TCCCTTT C v L TCTCTTCARCCTCTATRRL GAL
Mar mumcuins 'rpA - CCCARTATTET CRGARC TLLARE TRLICTTCL TIGTC CAMMCCTCAGATBATCLTT TTCARCCTCTATEATGALT
Xensgws feerls I'ried CCRARCATTETCATCAARSOATCRARRTTRCABL TRCCTTTLL T mm::-n--nmu i ﬂl":“mﬂmimml‘tmﬂTMIW'
Conomw  CCoMRCATTEToATCARABOATL 38Ry TolAsl Tol CETTCC w TOTC Too MAGAT iRaua T T: Co’ L\ L ToTTCARCC ToTATWACRAL
?-ﬂ L 1) o870 12 ] [0 (1] 810 wee L] [~ ) B B8O 570 [

o7 SGCTCARGACTATTTCATCT TACACBSCCTTCTCCCACATCACTRTCA

«pl GECTCARGECTATTTCATCTTACACBOCE TTCTCCCBCATCACTEICA

Rama sapiem Prpd - QOCTCRRGECTATTTCATC T TACACBSCL TTCTCUCOTT TCATUT THAT TC THCATGCLL TACATETGAAT AACUHT CHM GCRARRG TGATCC TRANCCH GACARGACTACT ATTACRGRACTACACTR

s wrwwsuies Prpd - L TCANGECTATCTCCTCC TACACORCT TTCTCCCATCTCATTC TUAT TCTUCHRGET 1 TSCAT AT GARCARTRAT AURGCRARGATRATLC TAMCCAGACARGAGTAC T BT T ACRBARCLC CHCTA

Xemopen famds Fepd mmmcrcmrntmnncmnmmMIrtmnmmmmmmmtnmvmmmu CHTCR
Commmsm  BECTORNGECEATE TCATCE TRCACEBCo TTCTCoCHoa T ol ees - aessesseare
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706 Aminoacid alignment between ARP1 and ARFP2. Sequences shown in blue represent a region of 20 aminoacids where the
sequences present no similarities.

707

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

ARP1

ARP2

61

61
121
121
181
181
235
236
295
296
355
356
415

416

MREKASGFEESMKWKKLTNAQRYGLNQI PNRRFTLWWSPTINRANVYVAFOVQLDLTGIF
MREKASGFEESMKWKKLTNAQRSGLNQI PNRRFTLWWS PTINRANVYVGFQVQLDLTGIF
MREKASGFEESMKWKKLTNAQRSGLNQI PNRRFTLWWSPTINRANVYVGFQVQLDLTGIF

MHEGKIPTLKISLIQIFRAHLWOKIHESIVMDLCQVFDQELDALEIETVQKETIHPRKSYK
MHGKIPTLKISLIQIFRAHLWOKIHESIVMDLCQVFDQELDALEIETVQKETIHPRKSYK
MHGKIPTLKISLIQIFRAHLWQKIHESTVMDLCQVFDQELDALEIETVQKETIHPRKSYK

MNSSCADILLFASYKWNVSRPSLLADSKDVMDSTTTQKYWIDIQLRWGDYDSHDIERYAR
MNS8CADILLFASYKWNVSRPSLLADSKDVMDSTTTQKYWIDIQLRWGDYDSHDIERYAR
MNSSCADILLFASYKWNVSRPELLADSKDVMDS TTTQKYWIDIQLRWADYDSHDIERYAR

AKFLDYTTDNMSIYPSPTGVLIAIDLAYNLHSAYET---35Q- - -QQAFHTTGQAKIMKA
AKFLDYTTDNMSIYPSPTGVLIAIDLAYNLHSAY G+ Q0A AKIMKA
AKFLDYTTDNMSIYPSPTGVLIAIDLAYNLHSAYGNWFPASKPLIQQA----- MAKIMKA

NPALYVLEERIRKOLQLYSSEPTEPYLSSONYGELFSNQI IWFVDDTNVYRVTIHKTFEG
NPALYVLRERIRKGLOLYSSEPTEPYLSSONYGELFENQI IWFVDDTNVYRVIIHKTFEG
NPALYVLRERIRKGLOLYSSEPTEPYLSSQNYGELFSNQIIWFVDDTNVYRVIIHKTFEG

NLTTKPINGAIFIFNPRTAQLFLKI IHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVAALIRSLPVEE
NLTTKPINGAIFIFN RTGQLFLKIIHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVAALIRSLPVEE
NLTTKPINGAIFIFNTRTGQLFLKI IHTSVWAGQKRLGQLAKWKTAEEVAALIRSLPVEE

QPKQI IVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVEEFGDLILKATEPQMVL
QPKQIIVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVE+FGDLILKATEPOMVL
QPKQIIVTRKGMLDPLEVHLLDFPNIVIKGSELQLPFQACLKVEKFGDLILKATEPQMVL

FNLYDDWLKTISSYTAFSRITV 436
FNLYDDWLKTISSYTAFSRITV
FNLYDDWLKTISSYTAFSRITV 437

60

120
120
180
180
234
235
294
295
354
55
414

415




Queries

Q1. Au: Please provide received and accepred dates.
Q2. Au: Pleaso provide the name and place of publisher.




