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ABSTRACT

Adenosine fine tuning neuromodulation is a very subtle change, similar to what
e.g., a pianist does, modulating a sound through insertion of another sound;
so, modifying the characteristics of the previous sound. This is what adenosine
does to modulate neurotransmitter actions. Adenosine neuromodulation is operated
through high affinity inhibitory A, and excitatory A,, receptors. These receptors
have the particularity of interacting with receptors for other neurotransmitters and
neuromodulators as well as with adenosine transport systems. This modulation is
involved in neuroprotection namely via adenosine A, receptors in neurotoxicity
during hypoxia, reactive oxygen species insults either inhibiting NMDA receptors
or as part of interleukin-6 neuroprotecive effects. On the other hand A,, receptors
mainly trigger the action of several promoters of neuroprotection, e.g., BDNF and
GDNF.
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RESUMEN
Neuromodulacién fina por adenosina y neuroprotecciéon

La neuromodulacién fina por adenosina supone un cambio muy sutil, similar
al que, por ejemplo, realiza un pianista, modulando un sonido a través de la inser-
ci6én de otro, modificando asi las caracteristicas del sonido previo. Esto es lo que
hace la adenosina para modular las acciones de los neurotransmisores. La neuro-
modulacién por adenosina se realiza a través de receptores de alta afinidad inhi-
bitorios A, y excitatorios A,. Estos receptores poseen la particularidad de interac-
cionar con receptores para otros neurotransmisores y neuromodulares, asi como
con los sistemas de transporte de adenosina. Esta modulacién esta implicada en la
neuroproteccién via receptores de adenosina A, en la neurotoxicidad producida
durante la hipoxia, dafios producidos por las especies reactivas del oxigeno inhi-
biendo los receptores NMDA o como parte de los efectos neuroprotectores de la
interleukina-6. Por otro lado, los receptores A,, principalmente desencadenan la
accion de varios promotores de la neuroproteccién, como el BDNF y el GDNF.

Palabras clave: Receptores de adenosina.—Neuromodulacién.—Neuropro-
teccion.

INTRODUCTION

At chemical synapses, neuromodulators exert a «fine tuning»,
a very subtle change, similar to what, for example, a pianist does,
modulating a sound (the effect of a neurotransmitter) through
insertion of another sound (the effect of a neuromodulator), so,
modifying the caracteristics of the previous sound. So far adenosine
fills completely the criteria of a neuromodulator (see 26).

In this paper I shall discuss the potential of this neuromodulator
as a neuroprotector, which also means, till certain point, to be
involved in neuroregeneration and brain repair.

Knowing how neuroregeneration occurs it is possible to conceive
processes of protecting the nervous system, in other words to induce
and to develop neuroprotection. The cellular elements and
the chemical neuromediators involved in brain insults act via
interconnections between the cellular elements and their secretions;
the immune system and the nervous system are highly regulated
in normal physiology, which benefits the organism. When neuronal
cells suffer insults the connections in the brain are deprived of
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the local control over microcirculation and necessary oxygen,
rendering membrane potentials useless to modulate neuronal
function. The fact that chemical mediators are already part
of normal physiology, whether during development or adulthood,
means that their activity can be modified by specific agonists and
antagonists to restore homeostasis or to promote the safe pathways
that can lead to regeneration. During the past decades considerable
experimental and clinical data have been accumulated regarding
cellular and biochemical events associated with neuroprotection,
neuroregeneration and brain repair.

Three situations related to neuroprotection will be discussed in
the context of adenosine-related medicines as therapeutical potential
agents. The points I shall emphasize are: first, the insults of neurons
caused by hypoxia/ischemia, which is a typical situation that occurs
during stroke; secondly, I will discuss the reactive oxygen species
(ROS) as a way to induce lesions in neurons and its relation to
neurodegenerative diseases and thirdly, how to enhance the putatitve
neuroprotective actions contained in neurotrophic factors, such as
e.g. the brain derived neurotrophic factor (BDNF) and the glial
derived neurotrophic factor (GDNF).

Before I go into these aspects I would like to give you briefly
some biographical notes about my research context that can explain
why a medical doctor graduated in 1965, who wishes to be a
psychiatrist enters into basic neuroscience research. In fact, when in
1957 1 started my studies on Philosophy and in particular Psychology,
I was fascinated by Perception and in particular Behaviour. Why
that strange behaviour of the main character, Meursault of the Albert
Camus novel «L’Etranger»? I decided to go into the medical school
to become a Psychiatrist. It was indeed with great joy that in 1977
when the first edition of the book From Neuron to Brain by Stephen
Kuffler and John Nichols appear, I read in the preface: «We work
mostly on the machinary that enables neurons to function. Students
who become interested in the nervous system almost always tell us that
their curiosity stems from a desire to understand perception,
consciousness, behaviour, or other higher functions of the brain.
Knowing of our preoccupation with the workings of isolated nerve cells
or simple cell systems, they are frequently surprised that we ourselves
started with similar motivations, and they are even more surprised that
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we have retained those interests. In fact, we believe we are working
toward that goal (and in that respect probably we do not differ from
most of our colleagues and predecessors). We hope, to show that we
are pointed in the right direction».

However, when in 1964 I did the disciplines of psychiatry and
neurology, I have an enormous deception, there was almost no
help for psychiatric patients. Psychiatric hospitals were filled with
«prisoners-like», more than patients. So, I decided to give up
psychiatry. After spending almost four compulsory years as a Medical
Doctor of the Portuguese Army, two of them in Mozambique, I
started in 1970 my first studies on Neuropharmacology. The
scientific question was: how brain interferes with autonomic
responses? The idea was to relate the cardiotonic effects of ouabain
on the brain, with its cardiovascular actions, in particular blood
pressure (BP) and heart rate (HR). As HR is under the influence of
acetylcholine (ACh) we also measured by bioassay ACh release (27).

This sort of experimental approach had many limitations
resulting from being an in vivo investigation with many variables
involved and also because it was not possible to measure chemically
very tiny amounts of ACh. It was like being almost 2000 years back
in the History of Pharmacology. Being in the Real Academia Nacional
de Farmacia, I think it is appropriate to recall Galen (130-200 ac),
and his fluid theory of cerebral ventricles and nerves as vessels to
circulate fluids.

After two years of research under supervison of Fernando Peres-
Gomes, he decided to send me to Edinburgh to learn about the most
simple cholinergic synapse —the Neuromuscular Junction— as well
as to learn about measuring electrophysiologically ACh. Knowing
about this junction (synapse) one could start to know about central
nervous system synapses and in consequence to know about brain
functions and dysfunctions. This makes me fill closer to my initial
interest —psychiatry—. Also my readings of Egas Moniz (Nobel
Prize, 1949), who based upon Ramon y Cajal (Nobel Prize, 1906)
observations, wrote in 1953: «...Os neurdnios encadeam-se e as
fibrilhas dos cilindraxis ndo se ligam em soldadura a outras células;
formam contactos através dos botées de Held, de forma variada [...]
Sobre esta nog¢do anatémica, que devemos a Ramon y Cajal, conclui
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que essas sinapses, repetidas em miriadas de células, sdo a base
orgdnica do pensamento. A vida psiquica normal depende do bom
funcionamento sindptico;, e as perturbacées mentais provém do
desarranjo das sinapses», In «Como consegui realizar a
leucotomia prefrontal». Conferéncias Médicas Literdrias VI,
strongly support my decision to go into basic research to study
synapses.

Two other important reasons that encouraged my interests on the
Neuromuscular Junction came from my readings of Claude Bernard,
(1813-1878), one of my scientific heroes. In 1849 he wrote the
important paper on «Action physiologique des venins (curare)»,
published at C. R. Sceances Soc. Biol. Ses Fil. 1: 90 where he states
that «Chez lez animaux le systéme nerveux et musculaire met tous ces
organes en sympathie ou en rapport les uns avec les autres», and in the
Physiology Course at the Univ. of Paris in the Sommaire de la «Vingt
et uniéme lecon, delivered on 28 mai 1856, he wrote: “le curare est
sans action sur les organes actifs de la circulation, et il n'enléve pas au
sang ses aptitudes physiologiques”. —Action du curare sur le systéme
nerveux: il abolit les manifestations du systéme nerveux et laisse
intact le systéme musculaire—. On peut prouver par ld que la
contractilité musculaire et Uexcitabilité des nerfs moteurs sont deux
propriétés distinctes». The second important reason was the work
by the Nobel prize winners, Bernard Katz, Ulf Von Euler and Julius
Axelrod awarded jointly in 1970 for their discoveries concerning the
humoral transmitters in the nerve terminals and the mechanism
for their storage, release and inactivation. It happens that one of the
scientific «dilet» sons of Bernard Katz was Bernard Ginsborg just
moving in early seventies to the University of Edinburgh, where he
was going to be my supervisor.

ADENOSINE AND THE NEUROMUSCULAR JUNCTION

In the late sixties Bernard Katz and Paul Fatt taught Bernard
Ginsborg the secrets of Neuromuscular Transmission at the Univ
Coll, Lond. When Bernard Ginsborg moved to Edinburgh he started
to study the physiology and pharmacology of the Neuromuscular
Junction, and together with his post-doc, David Hirst. They were the
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first to describe that adenosine inhibits neurotransmitter release and
this was done using as a synapse the Rat Neuromuscular Junction
(12, 13). When I arrived in Edinburgh, Bernard Ginsborg asked me
to continue this work in another model —the Frog Neuromuscular
Junction— (32, 33), since in this model there is no margin of safety,
making this nicotinic cholinergic synapse more similar to the central
excitatory synapses, now known to be the glutamatergic synapses.

ADENOSINE AND THE CENTRAL NERVOUS
SYSTEM SYNAPSES

As described for its action on endplate potentials (EPPs),
adenosine at the frog neuromuscular junction, inhibited the
amplitude of the excitatory post-synaptic potentials (EPSPs) recorded
from the Guinea pig Olfactory cortex slices, as first described by
Okada & Kuroda (22). This work has been followed by the work of
Dunwiddie’s group, Stone’s group using rat hippocampal slices, as
well as by my group, in several publications since 1985 (see list in
PubMed), where it was described that the A,-receptor inhibitory
effects of adenosine and adenosine analogues on glutamatergic
transmission, possess almost all characteristics of those previously
observed using the frog neuromuscular junction as a model of
synaptic transmission.

Endogenous Adenosine

Adenosine antagonism, adenosine uptake inhibition, adenosine
deaminase, 5-ecto-nucleotidase inhibition were used to manipulate
and to recognize the role of endogenous adenosine (29). In parallel
we came across with the existence of A,, excitatory effects at the
neuromuscular junction (29) and in the hippocampus, the first
description was the effect of an A,, agonist (CGS21680) on rat
hippocampal glutamatergic synaptic transmission (35). This was
further supported by in situ hybridization autoradiograms, which
confirmed the co-expression of A, and A,, in hippocampal brain
slices. The relative importance of A,, receptors vis a vis A, receptors
in the hippocampus was shown in 1996 when A,, receptors prove to
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be more effective than A, receptors in high frequency stimulation
(7), and in 2003 when it was demonstrated that A,, receptors are
more effective than A, receptors in aged than in young rats (see 31).
It appears that whilst the most predominant action of extracellular
adenosine in the hippocampus is A,-receptor mediated inhibition of
synaptic transmission, the less abundant A,,-receptor are devoted to:
prime, trigger or modulate the action and/or inactivation of other
neuromodulators and, therefore, to fine-tune neuronal activity (37).
Other interesting observations on A,, effects include stimulation by
A,,-receptors of the carotid body arterial chemoreceptors and
ventilation. Since hypoxia is the physiological stimuli of carotid body
chemoreceptors, the finding that a substance, preferentially released
by hypoxia-adenosine, stimulates ventilation seems to close a circle
of understanding the mechanisms involved in hypoxic stimulation of
ventilation (20, 21).

ADENOSINE AND NEUROPROTECTION
What means neuroprotection?

It is a collective therapeutic approach to provide neuronal
survival. In a normal neuron the amount of O, supplied is according
to the cell needs, ATP production fills the needs of the cell to make
the pumps to work and pH is established around 7.0. When hypoxia
occurs there is necrosis in some cells and in the penumbra involving
necrosis, the cells enter into a process of apoptosis where it will be
possible to rescue some of the cells that did not enter into the
Necrosis processes.

How could we protect nerve cells from insults?

By this I mean to protect neurons from ischemia and/or hypoxia,
from trauma, from neurodegenerative diseases. What do all these
situations have in common? The answer is the death of neurons. So
the emergent question is how neurons are killed? Glutamate is now
accepted to be the main «killer» of neurons after brain insults.
Glutamate acts both as a primary excitatory neurotransmitter and a
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potential neurotoxin within the mammalian brain. Experimental
evidence suggests that hyperactivity of the glutamate NMDA-receptor
mediated current system contributes to neuronal death. Also, this
neural injury is followed by gliosis which has been linked to the
severity of brain lesions. In this context, investigation of substances
that can selectively inhibit the glutamate NMDA receptor subtype in
humans, while also therapeutically controlling glial cell responses and/
or triggering the release of neuroprotective factors from these cells
following brain insults, would be of great help in neuroprotection.
This has led to the application of pharmacological strategies to limit
the lesions and subsequent neurological deficits. The research on
pharmacological agents will help to promote functional rewiring of
brain after injury in order to obtain neural repair and neurological
rehabilitation.

So, the immediate question is: what occurs at a glutamatergic
synapse during insults? The actual consensus is that too much
glutamate is being released and the NMDA-R «till then silent» is
opened and becomes too much permeable to Ca** ions. Because the
cell suffers from energy supply i.e. there is no ATP available for the
Ca’* pumps to expel the excess of Ca®’, the neurons die. According
to this theory if one inhibits glutamate release during insults and/or
inhibits NMDA-R activation one could save neurons from the
deleterious effects of glutamate.

How one could inhibit glutamate release during insults?

It is well known that if one measures synaptic transmission
activity (e.g EPSPs) from rat hippocampal slices, and hypoxia is
applied for 90 minutes, this insult inhibits and eventually completely
blocks synaptic transmission, an effect that is completely recovered
when hypoxia is terminated. It is well established that the inhibitory
neurotransmitter, gamma-amino-butyric acid (GABA), inhibits
glutamatergic transmission in normoxic conditions but it does not
work during hypoxia (see 19).

If GABA, the main inhibitory transmitter in the brain, is not
apparently effective during hypoxia to control glutamate involvement
in the hypoxia insult, the question one could ask is: which other
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substances, also abundant in the brain, as GABA, will have the ability
to inhibit glutamatergic transmission?

In the brain, besides the classical neurotransmitters, there are
substances that behave as neuromodulators of neurotransmitters and
even of neuromodulators themselves see e.g. (35). These substances,
in contrast with classical neurotransmitters, are not contained in
vesicles, are not released through exocytosis but through transporters,
and can be released post-synaptically to act both pre- and post-
synaptically on specific receptors. One of these substances intensively
studied in the last 25 years is adenosine.

Adenosine exists in all cells, and is released from apparently all
insulted cells, including neurons and glial cells. Once in the
extracellular space, adenosine modifies cell functioning by operating
G protein-coupled receptors.

Adenosine as a neuromodulator

Adenosine is indeed consensually recognised as a very important
substance in the homeostasis of the cells of the nervous system, being
in relation to cardio-protection once named «a signal of life» (11). It
modulates the activity of the nervous system by acting pre-synaptically
(by inhibiting or facilitating transmitter release), post-synaptically,
and/or non-synaptically. The way adenosine is doing this is through
activation of physiologically relevant high affinity adenosine receptors
(A,, A,,) as well as of a lower affinity receptors (A,;, A,), which might
be relevant in pathological conditions (see 31). Besides affecting
directly the neuronal cells, adenosine receptor activation also
influences the action of other neurotransmitters as well as of other
neuromediators. Because adenosine uses very subtle manners to
participate in these interactions, it acts as a fine tuner, considering
that in this way, adenosine is involved in a very sophisticated interplay
between its own receptors and the receptors for other synaptic
mediators. From these modulatory actions it is possible to anticipate
potential therapeutic applications, especially when these actions are
mediated by high-affinity adenosine A,, receptors in regions where
clear functions have been identified. The A,, receptor is highly
expressed in the striatopallidal GABAergic neurones and expressed in
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lower levels in other brain regions. A,; possess low levels of expression
in the brain. A, has apparently intermediate levels of expression in
the human cerebellum and hippocampus and low levels in most of
the brain (31). The well known striatal A,,/D, receptor interactions
may offer new therapeutic leads for basal ganglia disorders, such
as Parkinson’s disease and Huntington’s chorea, as well as for
schizophrenia (31). Inhibition of D, receptors in the ventral striatum
seems to be associated with the antipsychotic effect of neuroleptics,
while inhibition of dopamine D, receptors in the dorsal striatum
is related to their extrapyramidal side effects. In the periphery,
the interaction of A,, receptors with other receptors that regulate
acetylcholine release from motor nerve terminals could reveal the
importance of A,, receptors when deficits in acetylcholine release
occur (e.g. myasthenic syndromes). The excitatory effects of A,,
receptors on acetylcholine release might prove useful when developing
cognitive enhancers that by increasing acetylcholine release could be
of therapeutic interest in dementia (e.g. Alzheimer’s disease). Since
the adenosine A, receptors inhibit neurotransmitter release, and
inhibit A,, receptor functioning, one can also predict that adenosine-
related medicines that combine adenosine A, receptor blockade with
A,, receptor activation will be useful in situations where an increase
in neurotransmitter release is needed. There are also situations where
A,, receptor activation might prove to be excitotoxic (e.g. increase in
glutamate release) and, therefore, A,, antagonism will be needed (31).

It is worth noting that after several years of concentrating most
of the adenosine research efforts on adenosine A, receptors, the
adenosine A,, prove to be a very promising receptor in terms of
understanding the subtle ways used by this nucleoside to implement
a harmonic and fine control of synaptic activity.

Although adenosine is not a neurotransmitter on its own, it shares
via A, activation many properties attributed to the major inhibitory
neurotransmitter —GABA, i.e. decreases excitability mediated
by glutamate—. So GABA and adenosine constitute key molecules
in the control of glutamatergic synaptic transmission in the central
nervous system (see above). Adenosine is able to functionally
disconnect GABAergic interneurones by inhibiting their glutamatergic
input, a process that might be particularly relevant under conditions
of intense adenosine release, such as it happens during hypoxia. Thus,

396



VoL. 74 (3), 387-408, 2008 FINE TUNING NEUROMODULATION BY ADENOSINE...

although indirectly, adenosine inhibitory (A,) receptors might control
GABAergic functioning. Direct excitation of GABAergic nerve
terminals by adenosine might occur through A,, receptors (31).

Adenosine as a modulator of other neuromediators

Besides its direct pre- and post-synaptic actions on neurons,
adenosine is rich in nuances of priming, triggering and braking the
action of several neurotransmitters and neuromodulators. Adenosine
is also able to «synchronize» or «desynchronise» receptor activation
for neuropeptides such as calcitonin gene-related peptide (CGRP)
and vasoactive intestinal peptide (VIP), nicotinic autofacilitatory
receptors, NMDA receptors, metabotropic glutamate receptors, as
well as adenosine own receptors (37). Also the inhibitory action of
adenosine A,, and A,; receptors on nitric oxide (NO) production and
iNOS expression in glial cells (6) can constitute a partnership aiming
neuronal protection after insults. Of particular importance is the
recent finding by Chao (6) that TrkB neurotrophin receptors can be
activated in the absence of neurotrophins, providing that A,,
receptors are activated. The authors emphasize that although there
are suggestions proposing the use of neurotrophins in Alzheimer’s
dementia, amyotrophic lateral sclerosis and peripheral sensory
neuropathy, it has been difficult to deal with delivery and
pharmacokinetics of these molecules. Thus, the possibility of
promoting trophic effects by manipulating the degree of activation
of A,, receptors, may prove highly relevant in neurodegenerative
disorders where sustained actions on survival signalling pathways
are needed.

Selective activation of adenosine A,, instead of A, receptors

Adenosine A, and A,, receptors can co-exist in the same nerve
terminal (35). Evidence for this arrived from the observation that an
A, receptor agonist acting pre-synaptically inhibits and an A,,
receptor agonist acting also presynaptically enhances the amplitude
of endplate potentials recorded intracellularly from a single endplate,
which in the case of the striated muscle receives input from only one
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nerve ending. The coexistence of both subtypes of high affinity
adenosine receptors prompted the question on how adenosine
chooses to activate A, or A,, receptors, and under which conditions
does it discriminate between these receptors. It appears that instead
of the classical view that endogenous adenosine activates A, receptors
regardless of whether it is released as such or formed from adenine
nucleotides, adenosine formed from adenine nucleotides acts
preferentially on A,, receptors, and adenosine released as such acts
preferentially on A, receptors (9). This may result from different
localization of A, and A,, receptors in relation to adenosine release
sites and ecto-5"-nucleotidase localization. An indication that burst-
like adenosine formation from released adenine nucleotides might
be, at least in part, responsible for its preferential action on A,,
receptors, is the finding that when motor nerve endings are
stimulated at low frequency, i.e., under conditions where smaller
amounts of adenine nucleotides are released, the ecto-5"-nucleotidase
inhibitor, a,b-methylene ADP (AOPCP), enhances (31) rather than
inhibits acetylcholine release. Indeed, the pattern of neuronal firing
influences the pattern of purine release and extracellular formation,
and in consequence, influences the way purines modulate synaptic
transmission. High frequency stimulation favours ATP release, and
adenosine formation, which preferentially activates adenosine A,,
receptors activation, whereas low frequency stimulation favours
adenosine release, and preferential adenosine A, receptor activation
(see 31).

Modulation of NMDA receptors

In the isolated rat hippocampal neurons, A, receptor activation
inhibits NMDA receptor-mediated currents (34). In the hippocampus
A, receptors are also inhibitory of glutamate release and A,,-receptors
facilitate glutamatergic synaptic transmission (31). Interestingly, the
inhibitory action of A, receptor agonists on NMDA receptor mediated
currents in hippocampal neurons is observed in a concentration
range compatible with a tonic inhibitory action of adenosine. Due to
the important role played by NMDA receptors in synaptic plasticity
phenomena, as well as in neuronal injury after prolonged
stimulation/depolarisation conditions, it is conceivable that the
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ability of A, receptors to inhibit NMDA currents is the basis of the
A, receptor mediated inhibition of synaptic plasticity (LTP and LTD)
as well as contributes to A, receptor mediated neuroprotective
actions (31).

To summarize this point I would like to stress that adenosine
exerts pre-, post- and non-synaptic effects by acting on high affinity
receptors: A, and A,,. There are also low affinity receptors: A,;
and A,, but so far their activation is not apparently related with
neuromodulation with potential implications for neuroprotection.

Adenosine-Receptor interactions with Adenosine transporter

NECA activates adenosine tranport in cultured chromaffin cells
(8). This was the first work to making connection between adenosine
receptors and adenosine transport. Recently (24), using hippocampal
synaptosomes described the nature of this receptor, an A,, receptor,
which when activated enhances adenosine uptake, and that A,,
receptor activation enhances adenosine release. So, it appears that
A,, receptors regulate adenosine transporters influencing the
extracellular availability of this nucleoside.

HYPOXIA RELEASES ADENOSINE

It is well established and consistent that after hypoxia/ischemia
insults there is release of adenosine into the synaptic cleft. This
adenosine is responsible for the inhibition of synaptic transmission
during hypoxia, since the A,-receptor antagonist, a xanthine
derivative, DPCPX, attenuates this inhibitory effect of hypoxia by
at least 50%. Therefore, the inhibitory effect of hypoxia is a
consequence of A -receptor activation by huge amounts of adenosine
being released (34). One interesting aspect in the adenosine effect
is that if one tries to recover from hypoxia in the presence of the A,
antagonist, DPCPX, the recovery is never complete as it happens
during recovery without A, blockade. This suggests that adenosine is
absolutely needed for complete recovery from hypoxia. This effect of
adenosine is a consequence of pre-synaptic inhibition of glutamate
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release and subsequent reduction of NMDA-receptor activation (34).
So, adenosine A,-receptor activation by released adenosine depresses
hippocampal synaptic transmission during hypoxia but is a process
that facilitates recovery upon re-oxygenation.

CEREBRAL ISCHEMIA AND TRAUMA

Cerebral ischemia leads to brain damage caused by pathogenetic
mechanisms that are also activated by neurotrauma. These
mechanisms include among others excitotoxicity, overproduction of
free radicals, inflammation and apoptosis. Furthermore, cerebral
ischemia and trauma both trigger similar auto-protective mechanisms
including the production of heat shock proteins, anti-inflammatory
cytokines and endogenous antioxidants. Neuroprotective therapy aims
at minimizing the activation of toxic pathways and at enhancing the
activity of endogenous neuroprotective mechanisms. According to
(18), the similarities in the damage-producing changes in endogenous
substances in the brain may imply that neuroprotective compounds
found to be active against one of these conditions may indeed be also
protective in the other.

Hypothermia

The use of hypothermia to treat various neurological emergencies,
initially introduced into clinical practice in the 1940s and 1950s, had
been considered without interest by the 1980s. However, in the early
1990s, there was a revival of its use in the treatment of severe
traumatic brain injury. The success of mild hypothermia led to the
broadening of its application to many other neurological emergencies.
Mild hypothermia has been applied with varying degrees of success in
many neurological emergencies, including traumatic brain injury,
spinal cord injury, ischemic stroke, subarachnoid haemorrhage out-
of-hospital cardiopulmonary arrest, hepatic encephalopathy, perinatal
asphyxia (hypoxic-anoxic encephalopathy), and infantile viral
encephalopathy. According to (15), there is no total consensus on the
efficacy and safety of mild hypothermia though preliminary clinical
studies have shown that mild hypothermia can be a feasible and
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relatively safe treatment. Recently it has been shown in vitro patch
clamp studies that in conditions of 32 °C, adenosine inhibits NMDA
receptor currents in hypoxia suggesting that adenosine might exert
neuroprotection during hypothermia (34).

In summary, during hypoxia the neuroprotection induced by
adenosine operates both a decrease of neurotransmitter release
via inhibition of pre-synaptic calcium entry by blocking calcium
channels (28) and post-synaptically inhibiting calcium entry via
inhibition of NMDA-receptors.

Finally T also would like to mention our recent observations on
stimulation with interleukin-6 (IL-6), which increases A, receptor-
mediated inhibition of synaptic transmission. In WT but not in IL6-
KO mice, seizures induce adenosine A, receptor expression. These
observations reinforce the role of adenosine as an anti-epileptic
agent. IL-6-induced amplification of A, receptor function enhances
the responses to readily released adenosine during hypoxia, enables
neuronal rescue from glutamate-induced death, and protects animals
from chemically induced convulsing seizures. Taken together, these
results suggest that IL-6 minimizes the consequences of excitotoxic
episodes on brain function through the enhancement of endogenous
adenosinergic signaling (see 2).

REACTIVE OXYGEN SPECIES (ROS)

During brain insults with xanthine-xanthine oxidase there is
production of reactive oxygen species (ROS). It was described by
Almeida et al (1) that the synaptic inhibition induced by ROS needs
adenosine to completely recover in contrast with what happens in
the presence of adenosine A, receptor blockade with DPCPX (1).

ENHANCEMENT OF NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF
NEUROTROPHIC FACTORS

Neurotrophic factors have been shown to have potential
therapeutic applications in neurodegenerative diseases, and nerve
growth factor (NGF) is neuroprotective in models of excitotoxicity.
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NGF administration, in the acute, post-traumatic period following
fluid-percussion brain injury, apparently improves post-traumatic
cognitive deficits (39) and a neurotrophic factor treatment following
traumatic brain injury is neuroprotective (16). Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) has been shown to be neuroprotective
in models of excitotoxicity, axotomy and cerebral ischemia. Blaha
et al. (3) demonstrated the therapeutic potential of brain-derived
neurotrophic factor following traumatic brain injury in the rat.
Neurotrophic factors are involved in neuronal maturation during
development, and protect neurons in experimental models of
neurodegenerative diseases. However, because of the blood brain
barrier it is very difficult to deliver these factors into the brain. A way
to overcome this difficulty was implemented by (38) using trial
infusions of nerve growth factor (NGF) in three patients with
Alzheimer’s disease. NGF was infused continuously through a
neurosurgically implanted cannula into the lateral ventricles of
the brain (38). However, technical difficulties discouraged the
continuation of this therapy.

BDNF is a neurotrophin abundant in the brain and recently it
has been shown that BDNF applied acutely facilitates synaptic
transmission if, before its application one depolarises the preparation
with potassium (4). Also in hippocampal synaptosomes BDNF
facilitates potassium-evoked glutamate release providing
synaptosomes have been previously depolarised by potassium (5).

Another group (17) showed that A,, receptors induce
phosphorylation of BDNF-TrkB-receptors. Since depolarisation
enhances the release of adenosine our group (see 9) decided to
investigate if activating A,, receptors we could selectively facilitate
BDNF actions on synaptic transmission. In fact with the activation
of A,, receptors with selective agonists or by increasing the adenosine
production in the brain with adenosine kinase inhibitors (e.g.
iodotubercidin), it is possible to induce facilitatory effects of BDNF
on synaptic transmission in hippocampal slices (see Figure 1). In
non-A,, pre-conditioned slices there is no BDNF effect on synaptic
transmission (9). It therefore appears to exist potential for the use of
A,, agonists or substances such as adenosine kinase inhibitors, which
through peripheral administration could wake up «sleeping»
neurotrophic factors in order to induce neuroprotection. This is also
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true in ageing (10) where neuroprotection is hardly needed. There is
a relationship between age-related changes in the density of TrkB
receptors and adenosine A,, receptors on what concerns BDNF-
induced enhancement of synaptic transmission in the hippocampus
(10). This should be taken into consideration whenever evaluating
BDNF actions in nerve cells, and may prove relevant in the design
of BDNF-based therapeutic strategies.
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Ficure 1. Mechanisms involved in the activation adenosine A,,-receptors.
It is proposed an intracellular cascade involving the cyclic AMP/PKA and its
potential relationship with the BDNF enhancement of synaptic transmission.

Also GDNF (14) in striatum promotes release of dopamine. GDNF
has been pointed out as a potential therapeutic approach in the
management of Parkinson’s disease (25). So, the prevention of GDNF
effect by A,, receptor antagonism point towards the need of further
studies on the consequences of long-term therapy with A,, receptor
blockers in neurodegenerative diseases where neurotrophic factors
may play a beneficial role. One issue that should be explored in the
future is the optimal time window for combined beneficial effects
for GDNF and A,, receptor agonists/antagonists. If, in the late stages
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of neurodegenerative diseases, A,, receptor antagonists can be
advantageous, in the early stages, where an enhancement of
neurotrophic factors should be highly desirable, A,, receptor
antagonists should be avoided in order to allow neurotrophic
influences.

Perspectives to explore the potential use of adenosine
to induce neuroprotection

By using A,, agonists or adenosine kinase inhibitors (which
induce the production of considerable amounts of endogenous
adenosine) that cross blood brain barrier, it would be possible to
promote the facilitation of BDNF or GDNF actions on synaptic
transmission (see Figure 2).

Potential use of endogenous BDNF in
patients with Neurodegenerative Diseases

Promote the action of
Hl‘.‘dl_.l_l_‘(?tr{}['.'hi(‘ Factors
- @ A, -agonists
or
ADO Kinase
inhibitors
oral or i.v.

.

FIGURE 2. Perspectives to explore the potential use of adenosine to induce
neuroprotection. By using A,, agonists or adenosine kinase inhibitors
(which induce the production of considerable amounts of endogenous adenosine)
that cross blood brain barrier, it would be possible to promote the facilitation
of BDNF on synaptic transmission.
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CONCLUSIONS

1. Synaptic transmission during neuronal insults is under tight
control of endogenous extracellular adenosine.

2. A,-Receptor minimize the activation of toxic pathways e.g.
inhibiting glutamate release, inhibiting NMDA receptor-
mediated currents, and IL-6 facilitates A,-Receptor inhibition,
and A,,-Receptor interplays with receptors for other
neuromodulators via subtle modifications of fine tuning,
«synchronizing» or «desynchronizing» receptor activation.

3. A,,-Receptors enhance the activity of endogenous
neuroprotective mechanisms e.g. the action of neurotrophic
factors, which are devoted to protect neurons from lesions
(e.g. BDNF, GDNF), so, by A,, receptor activation one can
overcome difficulties found with the use of neurotrophins in
neurodegenerative disorders.
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RESUMEN

Desde el esclarecimiento de la estructura del acido N-acetilneuraminico por
Klenk y Faillard en la década de 1950, el interés por el estudio de la composicién
y caracteristicas de la cincuentena actualmente conocida de acidos sidlicos (mayo-
ritariamente N-acilneuraminicos) ha ido en incesante aumento paralelamente con
el hallazgo de sus diversas e importantisimas funciones biolégicas.

En relacién con el papel biol6gico del 4cido sidlico integrante de la molécula de
la hormona eritropoyetina, se ha comprobado que la concentracién del mismo de-
termina la pervivencia (semi-vida) de ella en el plasma sanguineo y, por tanto, la
duraciéon de la actividad biol6gica de esta hormona.

Ademas, a un incremento, artificialmente conseguido mediante técnicas recom-
binantes, del contenido de este acido en la composiciéon de dicha molécula corres-
ponde una ampliacién de la semi-vida de la hormona, que pasa a ser de unas ocho
horas a una semana como minimo; lo que constituye una enorme ventaja en la ad-
ministracion de tal farmaco a las personas que lo necesitan en tratamientos antia-
némicos (pacientes con trastornos renales, de SIDA o sometidos a quimioterapia).

Curiosamente, la actividad de la eritropoyetina carente de acido sialico se
mantiene en los ensayos in vitro. Pero no asi en los in vivo.

Estudios paralelos, aunque no tan profundos, también han sido realizados con
otras sialoglicoproteinas y con la enzima glucocerebrosidasa.
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José Antonio Cabezas Fernandez del Campo.

Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Paseo Carmelitas, 43. Salamanca (Espafia).
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Otros datos se refieren a los agentes antianémicos obtenidos por incorporacién
en la molécula de derivados del polietilenglicol: «pegilacion».

Palabras clave: Eritropoyetina.—EPO.—rHuEPO.—Acido sialico.—Acido N-ace-
tilneuraminico.—Glucocerebrosidasa.—Pegilacién.

ABSTRACT
Effect of the degree of sialilation of certain drugs on their activity

Since the elucidation of the structure of the N-acetylneuraminic acid by Klenk
and Faillard in the 1950s, interest in the study of composition and characteristics
of the about 50 sialic acids (mainly N-acylneuraminics acids) currently recognized
has undergone an unceasing increase in parallel with the finding of their diverse
and important functions.

Regarding the biological role of the sialic acid component of the erythropoietin
hormone, it has been demonstrated that the concentration of this acid determines
the half-life of the hormone in blood plasma and hence the duration of the activity
of the hormone.

Furthermore, to an expansion of the half-life of the hormone, which passes
from 8 hours to about one week, corresponds to an increase in the content of this
acid in the composition of the hormone molecule (this increase being achieved
by recombinant techniques). This expansion allows a remarkable advantage in the
administration procedure of this drug to people who require it for their antianaemic
treatment (renal disorders and immunodeficient patients as well as persons
subjected to chemotherapy).

Curiously, the desialilated erythropoietin keeps its activity in in vitro but not in
in vivo assays.

Parallel studies, although not as deep as these, have also been carried out with
other sialoglycoproteins and with the cerebrosidase enzyme, as well as other
polyethylene glycol (PEG) derivatives.

Key words: Erythropoietin.—EPO.—rHuEPO.—Sialic acid.—N-acetylneura-
minic acid.—Glucocerebrosidase.—Pegylation.

1. INTRODUCCION: HIPOTESIS

1.2) ¢Influye per se la molécula del acido sidlico (integrante de
la fraccién oligosacaridica del glicoconjugado), como constituyente
de la composiciéon de un medicamento de naturaleza glicoconjugada,
en la actividad de éste?
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. uye, no per se, sino indirectamente, pero eficazmente,
2.%) ¢Infl n sino indirect nt fi nt
prolongando la semi-vida de dicho medicamento?

3.%) ¢Pueden coexistir ambas posibilidades?; (o sea, las hipéte-
sis 1.2y 2.%).

4.*) ¢Depende la actividad de la eritropoyetina (que es un sialo-
glicoconjugado) no de la molécula del acido sialico per se sino de al-
gun otro monosacarido también integrante de su fraccién glicanica?

Recuérdense las caracteristicas de los acidos sidlicos:

2. PECULIARIDADES DE LA MOLECULA DEL ApIDO
NEURAMINICO (ESQUELETO DE LA MAYORIA
DE LOS ACIDOS SIALICOS)

— Es un monosacarido excepcional, con mayor namero de ato-
mos de carbono que todos los otros monosacaridos, resultan-
te de la condensaciéon de una molécula de acido piravico con
otra de manosamina.

— Es un 4cido 6nico (R-COQ"), lo que le confiere una marcada
polaridad.

— Es un polihidroxiacido.

— Es un derivado tipo cetosa (-C=0).

— Es un 4-aminodacido peculiar.

— Su estructura aciclica (Figura 1) se halla en equilibrio con
la ciclica, siendo ésta la muy mayoritariamente predominan-
te (1).

3. ACIDOS SIALICOS
3.1. Antecedentes histdricos
— Ernest KLENK, en Colonia (Alemania), prosiguiendo sus es-
tudios de la década de 1930, hacia 1941 identific6 un nuevo

compuesto a partir de cerebros de ciertos pacientes fallecidos
por enfermedades del sistema nervioso, al que denominé
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H,C-OH
Acido N-acilneuraminico
Acido neuraminico NeuSAc (R=-COCH,) Acido N-acetilneuraminico

Neu5Ge (R=-COCH,OH) Acido N-glicolilneuraminico

Ficura 1. Estructura (aciclica) del dcido neuraminico y ciclica de dos
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dcidos acilneuraminicos: el N-acetil- y el N-glicolilneuraminico.

Neuramin Sdure (= acido neuraminico), y le asigné una es-
tructura que resulté ser inexacta (1, 2).

Gunnar BLIX y colaboradores (Lars SVENNERHOLM vy
otros), en Uppsala (Suecia), hacia 1936, aislaron, a partir de
la mucina submaxilar bovina, un compuesto que, errénea-
mente, consideraron como un disacarido, al que denomina-
ron sialic acid o Sialin Siure (= 4cido sidlico), por encontrarse
en la saliva (sialon, en griego) (1, 2).

Alfred GOTTSCHALK, judio aleman residente en Canberra
(Australia), sometio, hacia 1949, ciertas glicoproteinas a un
tratamiento con virus de la gripe, obteniendo un producto
—vpor accién de la RDE (receptor destroying enzyme, que es la
sialidasa)— con propiedades muy similares a las de los com-
puestos aislados por Klenk y Blix (1, 2).

KLENK vy su discipulo Hans FAILLARD, hacia 1954, determi-
naron la estructura correcta de dicho compuesto (1, 2).

BLIX, GOTTSCHALK y KLENK acordaron conjuntamente de-
nominar neuraminic acid al esqueleto fundamental de nueve
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atomos de carbono del mismo, cuyos derivados acilados (ace-
tilados o glicolilados) —hoy sabemos que los hay también no
acilados— se llamarian sialic acids (= dcidos sidlicos). Su pro-
puesta fue publicada en Nature, en 1957; pero no siempre ha
sido seguida con fidelidad, especialmente por los virélogos no
europeos (1-3).

— FAILLARD y José A. CABEZAS, en Colonia, en 1962 separa-
ron por primera vez, mediante cromatografia en capa fina,
los acidos N-acetil- y N-glicolilneuraminico cristalizados, pro-
cedentes de suero de ternera y de gallina (4). Cabezas, en
1965, en Colonia, puso a punto la separacion de estos y otros
4cidos sialicos mediante cromatografia en fase gaseosa (5).

— Leonard WARREN, en Filadelfia, logré la determinacién de
los acidos sidlicos en numerosos materiales biol6gicos me-
diante un método muy sensible puesto a punto por él, en la
década de 1960. Roland SCHAUER, en Bochum y Kiel, pro-
siguiendo brillantemente las investigaciones de Klenk y Fai-
llard, esta consiguiendo la identificaciéon de nuevos acidos
sidlicos y profundizar en el conocimiento de sus funciones.

3.2. Estructura de acidos siadlicos naturales

Esquematicamente la Figura 2 muestra dicha estructura, segiin
Schauer (6).

3.3. Peculiaridades y funciones biolégicas
de los acidos sialicos

— Se conoce actualmente la existencia de mas de 50 estructuras
de 4cidos sialicos, hecho que no sucede con ningtan otro mo-
nosacarido.

— Se sitdan en el extremo de las moléculas de las que forman
parte.

— Sélo se hallan en:
— Vertebrados.

— Algunos invertebrados (como estrellas de mar).
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7,8-di-C-acetyl 7-O-acetyl 8-O-sulfate 8-O-methyl
7,9-di-O-acetyt 8-O-acetyl o CH.—
8,9-di-O-acetyl 9-0O-acety! HO — g_ ?
7,8,9-tri-O-acetyt CH -G~ i
4 o 1-tauryl
> — NH— CH,— CH,— SO,H
9-O-lactyl
CH,— C]l —c

OH O RO—O ; /]2\
T O COOH
1

9-O-phosphate
OH

HO —p—
o
CHy—C—
HO— OH,C—C — 5
5-hydroxyl 5 4-O-acetyi
5-N-acetyl 5.N-glycolyl
R HN 5-N-acetimidoyl
7-amino, 9-deoxy
7-N-acetyl

Ficura 2. Acidos sidlicos existentes en la naturaleza (6).

— Algunos tipos de bacterias y virus.
— No se han encontrado en vegetales.
— Se biosintetizan por la unién de hexosamina + piruvato.

— El derivado nucleotidico con el que se activan es el CMP, no
el UDP o el GDP.

— Trabajos llevados a cabo principalmente por el Académico de

la RANF, Profesor Roland Schauer, han puesto de manifiesto
que los dcidos sidlicos presentan «varias importantes e inclu-

so diametralmente opuestas funciones biolégicas», entre las
que se hallan:

— Las debidas a su carga negativa.

— Su influencia sobre la estructura de macromoléculas.
— Su proteccién frente a ataques enzimaticos.

— Su influencia sobre la especificidad de antigenos.

— Tener sitios de reconocimiento.

— Poseer efecto anti-reconocimiento (efecto de enmascara-
miento).
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Puede deducirse que algunas funciones de los glicoconjugados
estan determinadas, al menos parcialmente, por participar en su
composicién los acidos sidlicos.

4. GLICOCONJUGADOS
4.1. Composicion y estructura

Gliconconjugados —equivalente a glycoconjugués y a glycocon-
jugates— son aquellos compuestos resultantes de la unién fuerte
(covalente) de una fraccién glucidica (denominada glicano) y otro
componente, que puede ser protidico o lipidico. En el primer caso
se trata de las glicoproteinas (o glicoproteidos) (Figura 3), de los gli-
copéptidos o de los péptidoglicanos. Estos tltimos compuestos con-
tienen los glicosaminoglicanos, antes llamados mucopolisacdridos o
mucopolisacdridos dcidos.

1
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Ficura 3. Estructura de O- y N-glicoproteinas con indicacion de los tres
tipos de éstas (9). NeuAc = Acido N-acetilneuraminico; Gal = Galactosa;
Man = Manosa, GlcNAc = N-acetilglucosamina; Ser = serina; Tre = Treonina;
Asn = Asparragina.
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En el caso de las glicoproteinas y glicopéptidos, las uniones pue-
den ser o bien del tipo N-glicosidico (que algunos denominan N-gli-
cosilico) o del tipo O-glicosidico (paralelamente, O-glicosilico).

Si el enlace, fuerte, tiene lugar entre porcién glicanica y lipido, se
trata de los glicolipidos. Entre los glicoesfingolipidos dcidos destacan
los gangliésidos.

Un tercer grupo de glicoconjugados, cuyo estudio se ha intensi-
ficado notablemente en la ultima década, comprende compuestos
conteniendo fosfatidilinositol unido a lipidos fuertemente, que ade-
mas se enlazan (mediante etanolamina) a una porcién peptidica, por
lo que podrian considerarse como glicolipoproteidos, si bien este tér-
mino se usa poco (7-10).

En el establecimiento de la estructura de glicoconjugados han
sido muy importantes los trabajos de la escuela francesa del Profe-
sor Jean MONTREUIL, en Lille; y en el descubrimiento de los me-
canismos de biosintesis de las glicoproteinas han destacado, entre
otros, el Premio Nobel Luis F. LELOIR (en Buenos Aires) y su dis-
cipulo Ranwell CAPUTTO (en Coérdoba, Argentina).

La enorme complejidad estructural que se presenta en los glico-
conjugados puede comprenderse facilmente si se compara este as-
pecto con el de otras entidades moleculares como los péptidos o los
dcidos nucleicos, por ejemplo. En éstos, cuatro aminoacidos o cuatro
nucleétidos diferentes pueden originar tinicamente 24 tetrameros
distintos, mientras que cuatro monosacaridos diferentes pueden for-
mar, hipotéticamente, hasta ;36.000! tetrasacaridos distintos. Basta
tomar en consideracién para comprender esto el hecho de que pue-
den entrar en juego, en el caso de los glacidos, factores como los
siguientes:

— Naturaleza de los monosacaridos componentes.
— Tipos de enlace con la cadena peptidica.

— Tipos de enlace entre los monosacaridos y posicion de dichos
enlaces (ramificacion).

— Anomerias oy .

— Secuencia de la cadena glicanica (10).
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El fenémeno de la microheterogeneidad, con la subsiguiente pro-
duccién de microformas (o mejor, glicoformas), se debe al peculiar
mecanismo de biosintesis propio de los glicoconjugados.

Resumidamente:

— Proteinas diferentes producidas por la misma célula pueden
contener glicanos completamente distintos.

— Cada cadena polipeptidica contiene frecuentemente muiltiples
sitios de glicosilacion.

— En cada sitio de glicosilacion puede hallarse una estructura
glicanica distinta («heterogeneidad de sitio»).

— Dicha «heterogeneidad de sitio» tiene composicion definida y
reproducible, en condiciones constantes.

— Hay aspectos de la glicosilacién que son especificos del tipo de
célula (10).

4.2. Importancia y funciones

Los glicoconjugados tienen su importancia primordial en facetas
estructurales y funcionales, por formar parte de:

— Membranas celulares (actuando de receptores).
— Coldgeno.

— Inmunoglobulinas.

— Hormonas (tirotropina, gonadotropina, etc.).

— Engzimas (glicosidasas, proteasas, ribonucleasa B, glucosa-oxi-
dasa, etc.).

— Factores de coagulaciéon (fibrindgeno).

— Agentes de proteccion y lubricacion (mucinas).

— Con actividad antivirica (interferén 7v).

— Con actividad transportadora (de Fe*, la transferrina).

— Promotores de la liberacién de linfocitos (interleucina 2).

— Anticongelantes en peces de la Antartida (glicoproteinas).
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— Relacionados con el funcionamiento del sistema nervioso (gan-
gliésidos).

— Lectinas.

El Premio Nobel francés Francois JACOB senalaba que «los gla-
cidos representan la tercera dimensién en la biologia celular» (10).

Estrictamente, hay que recordar que resulta atn dificil distinguir
cual es la parte que corresponde en esas funciones biol6gicas al
componente glicanico y cual al glicoconjugado en su conjunto. En
1993, Ajit VARKI, eminente especialista de Estados Unidos, destaco
que en relacién con el «papel biolégico de los oligosacaridos: todas
las teorias son correctas», «pudiéndose encontrar excepciones a to-
das ellas». Y lo resume asi:

1.°) «Es dificil predecir a priori las funciones de los oligosaca-
ridos de un glicoconjugado.

2.°) La misma secuencia oligosacaridica puede mediar diferen-
tes funciones en sitios distintos dentro del mismo organis-
mo, o en diferentes momentos de su ontogenia.

3.°) Los papeles biolégicos especificos y cruciales de los oligo-
sacaridos actian frecuentemente mediados por secuencias
oligosacaridicas inusuales, por la presencia inusual de se-
cuencias terminales comunes, o por ulteriores modificacio-
nes de los propios monosacaridos (11)».

Se ha confirmado la importancia metabdlica fisiol6gica y asimis-
mo patoldgica de los glicoconjugados, desde que se descubrié que:

— Son antigenos de la superficie celular, y su estructura o posi-
cion en la membrana pueden ser modificadas en células trans-
formadas y en las cancerosas.

— Son sitios receptores de virus.

— Desempenian un papel importante en la adhesiéon y en el re-
conocimiento intercelular.

— Acttan en la conformacién de las cadenas peptidicas.

— Los grupos glicanicos regulan la salida de proteinas al exte-
rior de las células y regulan el catabolismo por el higado de
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las proteinas circulantes, y el tiempo de vida de proteinas y
células. En relacién con este punto, véase lo siguiente:

4.3. Influencia del grado de sialilacion de las glicoproteinas
en su pervivencia en la circulaciéon sanguinea

Exceptuada la transferrina, la concentracién a la que permane-
cen en el plasma (survival) otras glicoproteinas (que contienen tam-
bién acidos sialicos en su composicién) disminuye notablemente
cuando se les elimina el acido sialico.

Experimentos en conejos asi lo demostraron ya en la década de
1970 para la ceruloplasmina (que se mantiene, si es intacta, en un
95% durante 70 minutos y, en cambio, si es desialilada baja a un
20% a los 15 minutos de su introduccién). Analogamente ocurre con
la asialo-o,-macroglobulina, la asialotiroglobulina y la asialohaptog-
lobina (aunque en éstas no tan intensamente como con la asialoceru-
loplasmina), mientras que la asialofetuina y el asialo-orosomucoide
descienden en su concentracién plasmatica con mayor intensidad
aan que la asialoceruloplasmina (12, 13).

Ello es debido a que la molécula de galactosa de las glicopro-
teinas es un «determinante criptico» de su catabolismo (13). Este
fenémeno se halla estrechamente relacionado con la expresion del
receptor de las asialoglicoproteinas (14). En este sentido, resulta
particularmente significativo el caso de la antes mencionada ceru-
loplasmina (marcada con Cu-64), que se mantiene en el suero, si es
intacta (o sea, sialilada) casi en el 100% todavia a los 25 minutos de
su inyeccién en conejos, mientras que, desprovista del acido siélico,
desciende enormemente su concentracién sérica ya a los 12 minutos
(Figura 4), coincidiendo con la situacion de la galactosa como resi-
duo terminal de la molécula.

La causa radica en que los hepatocitos, responsables de la extrac-
cién de las moléculas circulantes, captan rapida e intensamente la
galactosa, mientras que lo hacen muy débilmente con el acido sia-
lico o con la N-acetilglucosamina (si ésta se halla por sucesiva degra-
dacién del glicoconjugado en la posiciéon terminal de éste expuesta
a la captacién) (15).
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Ficura 4. Desaparicion en suero de [**Cu] ceruloplasmina de conejo
nativa y modificada, inyectada en el sistema circulatorio de conejos.
A) Ceruloplasmina: proteina sérica normal con el oligosacdrido completo, con
dcido sidlico expuesto. B) Asialoceruloplasmina: proteina sin el dcido sidlico
y con galactosa expuesta. C) Asialoagalactoceruloplasmina: proteina sin
galactosa ni dcido sidlico, con N-acetilglucosamina expuesta.

5. ERITROPOYETINAS (Hu-EPO)
5.1. Composicion y estructura

La eritropoyetina humana (Hu-EPO), hormona principalmente
producida por el rifién en el ser humano adulto, es llevada a la médu-
la 6sea por la circulacién sanguinea. Una vez obtenida a partir de
grandes cantidades de orina de pacientes de anemia aplésica (urine
human EPO = uHu-EPO), se ha purificado y caracterizado bioquimi-
camente, deduciéndose que se trata de una glicoproteina mayoritaria-
mente tetraantenaria (o sea, con cuatro cadenas glicanicas), con un
alto contenido glucidico, portadora de uniones —NH— y O-glicosidi-
cas (10). Su composicion es la siguiente (Figura 5) (16).

Como puede verse en la Figura 5, la eritropoyetina humana con-
tiene tres cadenas glicanicas del tipo N-glicosidico y una de tipo
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O-glicosidico, con un porcentaje glucidico del 40% en el que se in-
tegran hasta 14 moléculas de acido N-acetilneuraminico, siendo su
masa molecular de unos 30.400 dalton.

= Pueries Sisufura ﬂ MN-Acetiglucosaming

() Mancex B N-Acetigaaciosaming
& Galncioia B oo sisis
@ Amincacido B Fuocosa

Ficura 5. Eritropoyetina humana (Hu-EPO) (16).

«El producto resultante de la actividad del gen de la EPO es una
cadena polipeptidica conteniendo 193 aminoéacidos, que sufre modi-
ficaciones» (17), tales como: glicosilacién, formacién de dos enlaces
disulfuro, eliminacién de 27 aminoacidos de caracter hidrofébico
y de la arginina del extremo C-terminal, quedando constituida final-
mente por 165 aminoacidos. Las tres cadenas glicanicas (las mas vo-
luminosas) se unen por enlace N-glicosidico en las posiciones 24, 38
y 83; y la de enlace O-glicosidico a la serina de la posicién 126.

La obtencion de EPO por tecnologia recombinante es dificil,
puesto que es necesario atender no sélo a las sintesis de la secuen-
cia protidica correcta —que puede quedar parcialmente modifica-
da— sino a la de la fraccién glicanica, produciéndose diversas glico-
formas, generalmente no todas ellas activas.

Por ejemplo, si la estructura conseguida es biantenaria en vez de
tetraantenaria, la actividad biolégica es notablemente menor. Para
lograr la estructura biolégicamente activa es necesario efectuar,
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mediante enzimas adecuadas, glicosilaciones y desglicosilaciones (un
resumen sobre esta técnica es facilmente accesible) (18).

Asi se ha conseguido la obtencién de eritropoyetinas recombi-
nantes (rHuEPO) como «Aranesp®» («darbepoetin alfa») y «Epogen»,
patentadas por «Angen», entre las llamadas «NESP» (= Novel Erythro-
poiesis Stimulating Protein), que constan de seis cadenas glicanicas
(cinco N-glicosidicas y una O-glicosidica), alcanzandose un porcen-
taje glucidico del 51% del que forman parte hasta 22 residuos de
acido sialico, siendo la masa molecular del conjunto 35.500 dalton.
Aunque se han fabricado cuatro eritropoyetinas recombinantes (alfa,
beta, delta y omega), se han comercializado tinicamente las dos pri-
meras (17).

5.2. Diferencias en la semi-vida de las eritropoyetinas
con distinto grado de sialilacion, y diferencias
en su actividad segiin la via de administracion;
aspectos econémicos

El descenso en la concentracién sérica de la eritropoyetina rHuE-
PO —con sélo cuatro cadenas glicanicas (tres N-glicosidicas y una
O-glicosidica) y < 14 residuos de acido sidlico— es notablemente
mayor que el experimentado por la eritropoyetina que contiene seis
cadenas glicanicas (cinco N-glicosidicas y una O-glicosidica) y £ 22
residuos de acido sidlico (19).

En cuanto a las diferencias que para una misma eritropoyetina
(la hipersialilada) pueden presentarse a causa de la distinta via de
administraciéon. Por via intravenosa se produce un lento descenso
gradual de dicha concentracién sérica, mientras que por via subcu-
tanea el nivel asciende rapidamente, y se mantiene incluso mas de
una semana (19). La ventaja de la administracién subcutanea sobre
el uso de la modalidad intravenosa se incrementa al tener en cuenta
que los escasos riesgos de autoinmunizacién que pueden presentarse
son menores con la primera (17).

El interés por la utilizaciéon de la eritropoyetina recombinante
hipersialilada se ha incrementado, dadas sus indudables ventajas, al
ser ampliamente utilizada por: a) pacientes necesitados de dialisis
renal, incapacitados para biosintetizar esta hormona; b) personas
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sometidas a tratamientos quimioterapicos que presenten esta defi-
ciencia; ¢) pacientes de SIDA. Ademas, recuérdese que en competi-
ciones ciclistas internacionales se ha usado ilicitamente como agente
estimulante de la produccién de eritrocitos que favorecen un mayor
rendimiento fisico (fueron famosos los casos de «Juanito» Muelegg,
en 2002, y Rasmussen, en 2007, portadores temporalmente del mai-
llot amarillo).

Asi se explica que las ventas de Aranesp® hayan pasado desde
aproximadamente 500 millones de $ (EE.UU.) en el afio 2002, a 1.400
en el 2003, a 2.500 en el 2004, superando los 3.500 en el 2005, frente

a otros productos competidores (20).

5.3. Causas de la diversidad en la bioactividad
de las eritropoyetinas

Por ser la EPO «el primer medicamento producido en células
heter6logas de mamiferos [...] es un modelo excelente para inves-
tigar los papeles que cumplen las cadenas glucidicas en las gli-
coproteinas, puesto que su gen y sus multiples glicoformas estan
disponibles, asi como los bioensayos sensibles para su examen» (21).
Se ha deducido que la parte interior del componente glicanico (core),
formada por tres residuos de manosa (véanse las Figuras 3 y 5) cons-
tituye «el minimo requerimiento para que la HUEPO exprese su ac-
tividad biolégica completa» (21).

Ademas, segin se apunt6 anteriormente, «la eritropoyetina desia-
lilada es eliminada de la circulacién (cleared) con extrema rapidez, en
cuestiéon de minutos. [...] Se ha comprobado que existe una relacién
directa entre la proporciéon de glicidos conteniendo acido sidlico, la
semi-vida sérica [de la EPO] y su actividad biolégica» (19).

Cabe preguntarse: ¢Son debidas estas diferencias en la bioactivi-
dad a causa de la desapariciéon por depuracién (= «aclaramiento» =
clearance) en el suero de la EPO motivada ésta por su distinta afini-
dad con respecto a los receptores?

Segun Egrie et al. (22) el «aclaramiento» o depuracion «es el de-
terminante primario de la bioactividad in vivo [ya que] las isoformas
que tienen pocos acidos sidlicos presentan mayor afinidad hacia el
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receptor, pero semi-vida sérica méas baja. En contraste, las isoformas
que tienen un contenido mas elevado en acido sialico muestran afi-
nidad mas baja para el receptor y semi-vida mas larga». (La hip6-
tesis segunda del comienzo de la presente publicacién quedaria asi
comprobada; pero no quedan excluidas las restantes.)

Modulando la vectorizacién de la eritropoyetina desde el rifién a
la médula 6sea, que es el 6rgano diana de esta hormona, sus com-
ponentes «sialicos pueden funcionar como un contador de tiempo
(timer)» (21) en su disponibilidad. Tales «componentes glucidicos de
la HUEPO no son una simple decoracién sino que tienen realmente
funciones fisiol6gicas como las de un sistema de liberaciéon de un
farmaco» (21). Se los ha comparado también con un escudo protec-
tor en el transporte de dicha hormona.

Sin embargo, existen otros aspectos que deben ser también ana-
lizados.

5.4. ¢Es la misma o es diferente la semi-vida
de la eritropoyetina en los ensayos in vivo e in vitro?
¢De qué monosacaridos depende dicha semi-vida?

Téngase en cuenta que los ensayos in vivo se suelen hacer midien-
do la incorporacion de Fe-59 en eritroblastos de ratones policitémi-
cos, mientras que los in vitro se efectiian seguin diversos procedimien-
tos entre los cuales uno consiste en determinar la incorporacién de
Fe-59 en células cultivadas de médula 6sea (21).

Asi como en los ensayos in vivo se halla una relaciéon directa
entre la semi-vida de la eritropoyetina humana recombinante (rHuE-
PO), producida en células de mamiferos, y su contenido en acido
sidlico, «la eritropoyetina humana desialilada, obtenida a partir de
orina (WuHUEPO), y la eritropoyetina recombinante (rHuUEPO) esca-
samente sialilada, pierden su actividad in vivo; pero la mantienen o
incluso la incrementan in vitro» (21).

Asimismo, segin Ueda y Sasaki (21), «la actividad biolégica de
la eritropoyetina humana (HuEPO) aumenta in vitro, por la accién
de la sialidasa, la galactosidasa y la B-N-acetilhexosaminidasa; pero
la eliminacién adicional de cadenas glucidicas por la accién de o- y
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B-manosidasa disminuye la actividad. Finalmente, la eliminacién de
todas las cadenas glucidicas de la HUEPO unidas a la asparragina
[...] produce pérdida casi completa de actividad» (21).

Se deduce, pues, que ademaés de ser indispensable para la activi-
dad de la EPO (incluso in vitro) el mantenimiento del ntcleo («core»)
de los tres restos de moléculas de manosa (segin antes se apuntd), lo
es también el de las N-acetilglucosaminas contiguas a la asparragina
de la cadena peptidica (véanse Figuras 3 y 5). Por el contrario, la pér-
dida de los residuos de acido sialico, de los de galactosa unidos a és-
tos, y de N-acetilglucosamina enlazados a galactosa —todos ellos si-
tuados periféricamente— no disminuiria la actividad in vitro, sino que
la aumentaria. Por tanto, como continuacion de lo relativo a la segun-
da hipétesis aqui planteada (matizando de si se trata de la actividad
in vivo o in vitro), pueden ser contestadas las preguntas de las hipéte-
sis primera y tercera, y considerar afirmativamente la cuarta.

Independientemente de todo lo anterior, Erbayraktar et al. (23)
han dado a conocer un aspecto peculiar relativo a una «asialoeritro-
poyetina [rHUEPQ], originada por desializacién enzimatica total [la
cual] es totalmente neuroprotectora» in vivo, actuando como «una
citocina protectora de tejidos, espasmos vasculares, apoptosis, y res-
puestas inflamatorias».

6. OTRAS SIALOGLICOPROTEINAS QUE HAN SIDO
HIPERSIALILADAS O SON SUSCEPTIBLES DE SERLO;
Y GLUCOCEREBROSIDASA

De modo paralelo a lo indicado para la eritropoyetina y con objeto
de mejorar la eficacia terapéutica, se ha conseguido enmascarar re-
siduos de galactosa terminal mediante hipersialilacién, en la molé-
cula de las siguientes sialoglicoproteinas: asparraginasa, hormona
luteinizante y leptina. De este modo se ha incrementado su respec-
tiva semi-vida y se ha reducido la inmunogenicidad de tan importan-
tes agentes (24).

Parece ser que aun no se han realizado modificaciones estructu-
rales similares en otras sialoglicoproteinas asimismo muy interesan-
tes; pero resulta facil aceptar que ello sera factible oportunamente.
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Entre ellas: biomarcadores de carcinomas (o-fetoproteina humana,
osteopontina y CD44); glicoproteinas de la envoltura del virus de la
inmunodeficiencia humana (la GP 120); las que actiian como recep-
tores de proteinas del parasito causante de la malaria, Plasmodium
falciparum (glicoforinas A y C); la hormona foliculoestimulante;
o anticuerpos como la IgG (24).

Por ultimo, otro glicoconjugado de gran interés es la enzima glu-
cocerebrosidasa (= glicosilceramidasa, EC 3.2.1.62), que libera el
resto glucidico de la N-acilesfingosina, y es destinada a tratar pa-
cientes de la enfermedad de Gaucher (que son deficitarios de ella).
Aunque en este caso no es una sialoglicoproteina, para su obtencién
o transformacién con finalidad terapéutica se han seguido procedi-
mientos analogos a los antes indicados.

Se ha usado la enzima procedente de la placenta humana asegu-
randose de que irfa a su sitio diana. Para ello, se la modifica conve-
nientemente por acciéon de otras glicosidasas hasta conseguir que
pueda ser dirigida a las células reticuloendoteliales (mediante el
reconocimiento del extremo de manosa por dichas células). Pero
resulta mas rentable obtener glucocerebrosidasa por técnicas recom-
binantes, incorporando en ella el componente de manosa adecuado.
Ya en 1998 unas 1.700 personas de todo el mundo se habian bene-
ficiado de este tratamiento, que ha sido el primero perteneciente a
«terapia por reemplazamiento de enziman.

7. INFLUENCIA DE LA «PEGILACION» DE CIERTOS
FARMACOS EN SU ACTIVIDAD

No solamente la mayor concentraciéon del 4cido sidlico (N-ace-
tilneranimico) componente de un glicoconjugado puede incrementar
la semi-vida de éste y, por ello, su actividad biolégica sino que el
aumento de tamafo molecular de ciertas proteinas obtenido me-
diante enlace covalente con polietilenglicol (PEG) —por unién de
éste al grupo amino de la proteina (= «pegilaciéon»)— puede lograr
el mismo efecto (24).

Asi se ha conseguido para enzimas como la asparraginasa (em-
pleada en el tratamiento de la leucemia) (25), y la adenosindesami-
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nasa (relacionada con casos de infecciones recurrentes) (26) o para
el interferén o (27), entre otros agentes.

El incremento del tamafio molecular del compuesto modificado
de este modo determina un descenso en la velocidad de filtracién
glomerular (24), ademéas de una disminucién de la proteolisis de la
proteina en cuestién, por enmascaramiento de los sitios de su degra-
dacién (27).

Sin embargo, la «pegilacién» tiene inconvenientes tales como el
de producir isoformas (analogamente a lo que sucedia con la siali-
lacién) pero otros, mas graves, como el de originar productos deri-
vados dificiles de ser completamente catabolizados, al ser polimeros
sintéticos, a diferencia de los acidos sidlicos, que son metabolitos
ordinarios (24).

Manteniendo la misma composicién y estructura de la eritropo-
yetina humana (rHuEPO) —con las mismas cadenas glicanicas y
contenido de acido sidlico (con sé6lo 14 residuos de éste)—, pero
incorporando a dicha molécula una cadena polimérica mediante el
acido succinimilbutanéico-metoxipolietilenglicol, se ha logrado
el «primer activador continuo del receptor de la eritropoyetina» (Con-
tinuous Erythropoietin Receptor Activator, C.E.R.A.) (28).

Se trata de un nuevo agente antianémico que difiere por su com-
posicién, tamano molecular (61.000 dalton), mecanismo de accién
y prolongada vida media —ésta con sé6lo una administracién men-
sual— respecto a todos los anteriores. De €l existe actualmente menos
bibliografia que de otros farmacos usados como antianémicos.
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Papel de la proteina S6K1 en el balance
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en el higado
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RESUMEN

La ruta mTOR/S6K1 controla diferentes funciones celulares entre las que
se encuentran la proliferacién y el crecimiento de la masa celular. La insulina,
IGF-1 y EGF son factores de supervivencia de los hepatocitos. En las rutas de
sefnalizacién mediadas por sus receptores, todos ellos de la superfamilia tirosina
quinasa, la proteina S6K1 resulta activada. El objetivo de este trabajo ha sido
investigar si la deficiencia en S6K1 tiene consecuencias en el equilibrio entre la
supervivencia y la muerte celular en el higado. Para ello, hemos generado lineas
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celulares de hepatocitos inmortalizados a partir de higados de ratones neonatos de
genotipo salvaje (S6K1**) y deficientes en S6K1 (S6K17). Dichas células se han
sometido a dos protocolos de induccién de muerte celular por apoptosis: acti-
vacién de receptores de muerte (TNFR y Fas) y retirada de factores tréficos del
medio de cultivo. Nuestros resultados indican que la falta de S6K1 confiere protec-
cion frente a la apoptosis inducida por activacién de receptores de muerte. Este
fenémeno se debe a que la expresion de la proteina pro-apoptética Bid estd dismi-
nuida, la caspasa-8 no se activa y no se produce la degradacién de FLIP ni trun-
camiento de Bid en respuesta a TNF y Jo2. De hecho, la falta de S6K1 protege del
dano hepatico fulminante producido por la inyeccién de concanavalina A. Asimis-
mo, la pérdida de S6K1 en los hepatocitos evita la apoptosis inducida por la reti-
rada de factores troficos. Esto es debido a que en ausencia de S6K1 no se inicia
la retroalimentacién negativa mediada por la actividad serina quinasa de esta pro-
tefna y, en consecuencia, los hepatocitos S6K17~ mantienen activada la ruta IRS-
1/P13-quinasa que conduce a la activacién de las quinasas Akt y ERK que mantie-
nen la supervivencia celular. Nuestros resultados sugieren que la resistencia de los
hepatocitos deficientes en S6K1 a la muerte celular por apoptosis podria explicar
la resistencia a los compuestos inhibidores de mTOR en el tratamiento de diferen-
tes tipos de céncer, como el hepatocarcinoma.

Palabras clave: Apoptosis.—Hepatocito.—TNF.—Retirada de suero.—Dano
hepatico.

ABSTRACT
Role of S6K1 in the balance between survival and cell death in the liver

The mTOR/S6K1 signaling pathway controls proliferation and cell growth.
Insulin, IGF-I, EGF are trophic factors that elicit survival effects in hepatocytes.
These molecules activate mTOR/S6K1 by acting through tyrosine kinase receptors.
The aim of this study was to investigate whether S6K1 deficiency alters the balance
survival/cell death in hepatocytes. For this goal, we have generated immortalized
hepatocyte cell lines from neonatal wild-type and S6K 17~ deficient mice. Apoptosis
has been induced in these cells by activating the death receptor pathway or,
alternatively, by growth factors deprivation. Our results indicate that the lack of
S6K1 in hepatocytes protects from apoptosis induced by the activation of death
receptors (TNFR and Fas). In fact, in S6K17~ hepatocytes the pro-apoptotic protein
Bid is down-regulated and its active proteolitic fragment is absent in response
to TNF or Jo2. Moreover, neither caspase-8 is activated nor FLIP is degraded
upon TNF or Jo2 treatment. In vivo, S6K1-deficient mice are protected against
Concanavalin A-induced hepatic failure. Deprivation of growth factors induces
apoptosis in wild-type, but not in S6K17~ hepatocytes. This is due to the lack of
the negative feed-back that increases IRS-1 serine phosphorylation and inhibits
PI13-kinase/Akt and MAPK survival molecular pathways. Consequently, there is a
sustained activation of Akt and MAPK in the absence of trophic factors and S6K1-
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deficient hepatocytes are protected from apoptosis. The molecular mechanisms by
which S6K1 deficiency protects hepatocytes from apoptosis could be related with
the resistance of some mTOR inhibitors in cancer therapies.

Keywords: Apoptosis.—Hepatocyte.—TNF.—Serum withdrawal.—Hepatic
failure.

INTRODUCCION

El balance supervivencia/muerte celular en el higado es necesario
para evitar un crecimiento anormal del mismo que desemboque en
diferentes patologias, como dafio hepatico, fibrosis o cancer. Un des-
equilibrio entre las sefales pro y antiapoptéticas intracelulares con-
lleva, a través de distintos mecanismos, a la activacién de rutas de
sefializacién que dan lugar a la muerte celular por apoptosis del
hepatocito (1). Los estimulos proapoptéticos activan la muerte celu-
lar a través de dos vias fundamentales y convergentes: la via de los
receptores de muerte y la via mitocondrial. La insulina, IGF-I y EGF
son factores de supervivencia de los hepatocitos y su sefializaciéon via
PI3K/Akt representa una ruta principal de supervivencia asociada
a la resistencia frente a la apoptosis y a la aparicién de células ma-
lignas con fenotipo transformante. Uno de los sustratos de la ruta
PI3K/Akt es mTOR. La ruta mTOR/S6K1 controla diferentes funcio-
nes celulares entre las que se encuentran la proliferacién y el creci-
miento de la masa celular (2).

La importancia de la proteina S6K1 en las rutas de sefnalizacién
que conducen al mantenimiento de la supervivencia celular y de la
homeostasis glucidica del organismo se ha puesto de manifiesto tras
la generacion de ratones deficientes para esta proteina (3). Los ra-
tones nulos para S6K1 son aproximadamente un 20% mas pequenos
al nacer. Este efecto es mas notable en fases tempranas del desarro-
llo. Estos resultados indican un papel esencial del S6K1 en el creci-
miento celular (4, 5).

La inhibicion de mTOR se considera a dia de hoy una diana
terapéutica frente a distintos tipos de patologias tumorales (6-8).
Asi, compuestos como la rapamicina y derivados, potentes inhibido-
res de mTOR, se encuentran en fases II y III de ensayos clinicos. Sin
embargo, la apariciéon de resistencias a dichos farmacos ha puesto
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de manifiesto mecanismos moleculares desconocidos hasta ahora.
Uno de ellos, que implica a S6K1, se ha descrito en lineas celulares
de cancer de pulmon. Estos autores describen que la inhibicion de
mTOR por rapamicina pone en marcha una ruta de supervivencia
mediada por Akt. En sintesis, la activaciéon de la ruta mTOR/S6K1
conlleva a la fosforilacién en residuos serina (Ser307, Ser636) de
IRS-1. Estas fosforilaciones en serina inhiben las fosforilaciones en
tirosina que son las responsables de la asociacién y activacién de la
ruta PI3K/Akt (9).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este trabajo
ha sido investigar el efecto de la pérdida de S6K1 sobre la super-
vivencia celular de los hepatocitos como mecanismo molecular de
potencial interés en la carcinogénesis hepatica. Nuestros estudios
se han realizado in vitro en modelos celulares e in vivo en modelos
murinos modificados genéticamente.

MATERIALES Y METODOS
Cultivo primario de hepatocitos neonatales

Para el cultivo primario de hepatocitos neonatales se utilizaron
ratones neonatos de 3-5 dias de vida de genotipo salvaje (S6K1**) y
deficientes en S6K1 (S6K17). El protocolo de cultivo se describe de-
talladamente en Fabregat y col., 1989 (10). En los estudios donde se
experimenta con animales, se asegura que todos los animales reciben
cuidados humanos de acuerdo con los criterios resaltados en «Guia
para el cuidado y empleo de animales de laboratorio» preparada por
la National Academy of Sciences y publicada por National Institutes
of Health (NTH publicacién 86-23 revisada 1985).

Inmortalizacion de los hepatocitos neonatales

Una vez establecidos los hepatocitos neonatales en cultivo prima-
rio, éstos se mantuvieron en medio MEM 199 suplementado con
10% de suero fetal bovino hasta alcanzar el 60-70% de confluencia.
En este momento, el cultivo se infecté con particulas virales que
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expresaban la proteina viral LTAg. Transcurridas 48-72 horas se
retir6 el medio que contenia las particulas virales y las células in-
fectadas se seleccionaron mediante el cultivo en medio DMEM su-
plementado con 10% de suero fetal bovino y con el antibiético pu-
romicina (1 pg/ml). Transcurridos quince dias en cultivo en estas
condiciones, se caracterizaron genotipica y fenotipicamente los he-
patocitos inmortalizados (11).

Caracterizacion de los hepatocitos neonatales inmortalizados
por inmunofluorescencia y microscopia confocal

Los hepatocitos inmortalizados S6K17* y S6K17" se cultivaron en
placas de cultivo que contenian cristales de vidrio. Una vez alcan-
zado el 60-80% de confluencia, se fijaron las células y se incuba-
ron con los anticuerpos primarios anti-albumina, anti-carbamoil
fosfato sintetasa (CPS) y anti-vimentina (VIM) seguido de incuba-
cién con los anticuerpos secundarios correspondientes (FITC-con-
jugated sheep anti-mouse y Cy3-conjugated gota anti-rabit). El ana-
lisis de inmunofluorescencia se realiz6 en un microscopio confocal
MRC-1024 (Bio-Rad) adaptado a un microscopio invertido Nikon
Eclipse TE 300.

Analisis de la expresion de proteinas mediante Western blot

Se ha seguido el protocolo descrito por Valverde y col., 2004 (12).

Determinaciéon del porcentaje de células apoptéticas

Una vez finalizado el tratamiento con los estimulos apoptéticos,
las células se recogieron mediante centrifugacién a 2.500 rpm du-
rante 5 minutos a 4° C. El porcentaje de células apoptéticas se de-
terminé fijando las células con etanol al 70% seguido de incubacién
con RNAsa A y ioduro de propidio (0,1% en PBS).
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Determinacion de las actividades caspasa-3 y caspasa-8

Las actividades caspasa-8 y 3 se determinaron por un método
fluorimétrico siguiendo el protocolo descrito por Gonzalez-Rodri-
guez y col., 2007 (13).

RT-PCR

Una vez sintetizado el cDNA (kit High-capacity archive kit de
Applied Biosistem); la PCR se realiz6 con Power SYBR green PCR
mastermix en el servicio de secuenciacién del IIB. El programa rea-
lizado fue el Standard 10 minutos a 95° C y (15 segundos a 95° C;
1 minuto a 60° C) en 40 ciclos. Ademas, el ensayo se realizé con una
curva de disociacién a 90° C, 15 segundos. Los oligonucleétidos uti-
lizados fueron: Bid sense: CTT GGT TAG AAA CGA GAT GGA CTG
A y Bid antisense: TGT TCT CTG GGA CCT GTC TTC AG.

Inducciéon de daiio hepatico fulminante in vivo

Ratones de genotipos salvaje y deficientes en S6K1 fueron inyec-
tados con Concanavalina A (25 mg/Kg peso) disuelta en PBS a través
de la vena de la cola (14). Transcurridas 8 horas, se sacrificaron los
animales y se extrajo el higado.

Analisis histolégico

Los higados de ratén fueron fijados con paraformaldehido por
perfusion del animal previa hepatectomia. Dichos higados, tras ser
extirpados, fueron incluidos en parafina, cortados con un espesor de
4 micras y teniidos con eosina-hematoxilina; el analisis histolégico se
realiz6 por microscopia 6ptica.
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Analisis estadistico

Las representaciones graficas se elaboraron utilizando los valores
medios = los errores estandar de las medias (SEM). Las diferencias
significativas se determinaron mediante el test 1 de student.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las lineas celulares S6K1"* y S6K17"

Para realizar este estudio, hemos generado lineas celulares a
partir del higado de ratones S6K17* (genotipo salvaje) y S6K17~
(deficientes en S6K1) de 3 a 5 dias de vida post-natal. Estos ratones
proceden de una colonia que se encuentra en el «Genome Research
Institute» (University of Cincinnati, U.S.A.), del laboratorio de Sara
Kozma y George Thomas, con los que hemos realizado una colabo-
racién. En primer lugar, se inmortalizaron los hepatocitos primarios
obtenidos en cultivo mediante una infeccién con el vector retroviral
que expresa la proteina antigeno T largo del virus SV40 (AgT) (11).
Los hepatocitos infectados se seleccionaron en medio suplementa-
do con puromicina (0,5 pg/ml) y se obtuvieron diversos clones a
partir de los hepatocitos supervivientes. A partir de este momento
trabajamos con dos clones de células S6K1"* y cuatro clones de
células S6K17".

A continuacién, caracterizamos los clones seleccionados mediante
el andlisis de la expresién endégena de proteinas marcadoras de los
hepatocitos como albumina (ALB: proteina plasmatica secretada
exclusivamente por estas células), citoqueratina 18 (CK18: proteina de
citoesqueleto marcadora de células epiteliales parenquimatosas) y
carbamoil fosfato sintasa (CPS: marcador del ciclo de la urea) por
inmunofluorescencia y microscopia confocal (Figura 1A). Por otro
lado, comprobamos que las células no emiten fluorescencia cuando se
ponen en contacto con el anticuerpo anti-vimentina y se visualizan en
el microscopio confocal. Esto indica que no hay contaminacién de
fibroblastos ya que la vimentina es un marcador del citoesqueleto que
no se expresa en células parenquimaticas pero es un marcador positi-
vo para células mesenquimales.
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En paralelo, analizamos lisados celulares procedentes de cada

una de las lineas de hepatocitos inmortalizados por Western blot,
utilizando un anticuerpo que reconoce S6K1 (Figura 1B).

A

Hepateciios Immortalizsdos

fFagtina -

S6K1™ 84K

Ficura 1. Caracterizacion de los hepatocitos inmortalizados S6KI1*"* y S6K17".

A. Andlisis por inmunofluorescencia de albiimina (ALB), carbamoil fosfato sintasa
(CPS), citoqueratina 18 (CK18) y vimentina (VIM) de los hepatocitos S6KI1** y
S6K17" en condiciones de crecimiento. Como control negativo de ALB y CPS,
usamos células By, como control positivo de VIM, fibroblastos. B. Andlisis por
Western blot de la expresion de S6K1, AgT vy B-actina, como control de carga.

Para investigar si la falta de S6K1 altera la expresion de proteinas
pro y antiapoptoticas, preparamos extractos de higado de ratones
neonatales y adultos procedentes de ratones de ambos genotipos y
lisados de las lineas de hepatocitos S6K17* y S6K17" y, a continua-
cién, analizamos la expresion endégena de proteinas pro y antiapop-
toticas mediante Western blot.

Los niveles de las proteinas antiapoptéticas Bcl-x; y Flip, asi como
los de las proteinas proapoptéticas Bim, FADD, Fas-L y Foxo-1 per-
manecen sin cambios significativas en su expresién (resultados no
mostrados). Bid es la tinica proteina proapoptética que muestra un
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cambio significativo al comparar los extractos de tejido y los lisa-
dos celulares S6K17* y S6K17, indicando que la delecién de S6K1
conlleva una disminucién en el contenido de Bid (Figura 2). Para
confirmar este resultado, medimos los niveles de ARN mensajero de
Bid y comprobamos que, tanto en los higados como en los hepato-
citos carentes de S6K1, los niveles de ARN mensajero estan dismi-
nuidos significativamente en comparacién con su control. A la vista
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Ficura 2. Expresion enddégena de proteinas anti y proapoptéticas en hepato-
citos inmortalizados e higados de neonatos de ratén S6K1** y S6KI1™".

A. Andlisis por Western blot de la expresion de Bid, S6K1 y B-actina, como
control de carga, en lisados celulares de las dos lineas celulares y extractos
hepdticos procedentes de ratones neonatales y adultos S6K1"" y S6K17".

B. La grdfica representa los datos cuantitativos de las densitometrias
correspondientes a cinco experimentos independientes vy los resultados se expresan
con respecto al control y son valores medios + SE de los cinco experimentos.
*p < 0,05. C. Niveles de ARNm de Bid de hepatocitos neonatales inmortalizados
e higados neonatales S6K1** y S6K17". La grdfica representa los datos
cuantitativos correspondientes a tres experimentos independientes
v los resultados se expresan con respecto al control y son valores medios + SE
de los tres experimentos. * p < 0,05.
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de los resultados, nos planteamos la posibilidad de la existencia de
un efecto directo o indirecto de la proteina S6K1 sobre la expresion
de la proteina proapoptética Bid.

Estudio de la apoptosisis inducida por la activaciéon
de receptores de muerte

A partir de este momento trabajamos unicamente con lineas
celulares inmortalizadas de hepatocitos de ratén neonato S6K1**
y S6K17".

Para realizar el estudio de la apoptosis inducida por la activacién
de receptores de muerte, estimulamos las células por un lado con
TNFo (30 ng/ml) y actinomicina D (0,2 pg/ml) y por otro con Jo2
(2 pg/ml), un anticuerpo agonista del receptor de muerte FAS, y
trancurridas 16 horas analizamos diferentes parametros indicadores
de la apoptosis celular. En primer lugar, realizamos el estudio dife-
rencial de la activacién de la apoptosis a través de estimulos de la via
de receptores de muerte en los hepatocitos S6K17* y S6K17~ anali-
zando la morfologia celular tras el tratamiento con los distintos es-
timulos que activan esta ruta apoptética. Los hepatocitos S6K17*
adquieren una morfologia tipica de las células apoptéticas tras so-
meterlos a los estimulos ya citados y, por el contrario, los hepatoci-
tos carentes en S6K1 no cambian su apariencia tras la estimulacién
(Figura 3A). Al determinar la morfologia nuclear antes y después de
la estimulacién mediante tincién con DAPI, observamos que no apa-
recen o aparecen de forma muy puntual cuerpos apoptéticos en los
hepatocitos deficientes en S6K1 (Figura 3B).

A continuacién, medimos el porcentaje de células apoptéticas
(con contenido de ADN inferior a 2N) en las mismas condiciones
experimentales. Al analizar por citometria de flujo el porcentaje de
células apoptéticas, encontramos que las células S6K17* son sensi-
bles a la apoptosis inducida con ligandos de receptores de muerte,
ya que al ser estimuladas con TNFa en presencia de Actinomicina D,
el porcentaje de células con contenido de ADN inferior a 2N aumen-
ta siete veces con respecto a su control no inducido. De la misma
manera, tras la estimulacién con Jo2 observamos un aumento en
este procentaje de tres veces con respecto al control no estimulado.
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Ficura 3. Morfologia celular y nuclear de los hepatocitos S6K1*"* y S6K1
tras el tratamiento con ligandos de receptores de muerte. Imdgenes
representativas de campos celulares realizadas por microscopia de contraste
de fases (A) o por microscopia de fluorescencia, tras la tincion de DAPI (B) de
hepatocitos S6K1** y S6K17" tras ser estimulados con TNFo + actinomicina D

(T+A) y Jo2 durante 16 horas en comparacion con su control (SF). Las flechas
indican la formacioén de cuerpos apoptdticos.

S6k1

v

Sin embargo, no ocurre asi con los hepatocitos carentes de S6KI1,
que no se ven afectados por estos estimulos proapoptéticos con res-
pecto a las células controles (Figura 4A).

La apoptosis indica, por definicién, que se trata de un proceso
de muerte celular dependiente de caspasas. Por tanto, analizamos la
variacion de los niveles de actividad caspasa-3 y 8 en los hepatocitos
S6K17* y S6K17~en las mismas condiciones experimentales descritas
anteriormente. Las células de genotipo salvaje presentan un aumen-
to significativo de actividad caspasa-3 y caspasa-8 ante estos estimu-
los apoptéticos. Sin embargo, los hepatocitos S6K17~ permanecen
sin alterar los niveles de actividad de dichas caspasas (Figura 4B).
Para corroborar los ensayos fluorimétricos de actividad caspasa, ana-
lizamos los niveles de expresién de los fragmentos activos tanto de
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la caspasa-3 como de la caspasa-8 mediante Western blot. En ambos
casos, observamos que en los hepatocitos S6K1** aparecen los frag-
mentos activos de estas caspasas tras el tratamiento con TNFo en
presencia de Actinomicina D y con Jo2, y que no ocurria asi con los
hepatocitos deficientes en S6K1.

A continuacién, analizamos los niveles de expresién de otras
proteinas implicadas en la ruta apoptética mediada por receptores
de muerte. La activaciéon de Bid se produce como consecuencia de
su proteolisis debido a la activacion de la caspasa-8. En consecuen-
cia, aparece un fragmento truncado de Bid (tBid) de 15 KDa con
gran actividad proapoptética. Como ocurria anteriormente, los ni-
veles de expresion de Bid estan disminuidos en los hepatocitos
S6K 17~ comparado con los hepatocitos S6K17*. A la hora de analizar
tBid, observamos que en los hepatocitos de genotipo salvaje aparece
un aumento en los niveles de expresion de tBid ante el estimulo de
muerte. Sin embargo, no ocurre lo mismo en las células S6K17,
donde tBid no aparece tras el tratamiento (Figura 4C). Finalmente,
estudiamos posibles cambios en Bcl-x; en las mismas condiciones
experimentales. En los hepatocitos de genotipo salvaje, los niveles de
Bcl-x;, disminuyen significativamente tras el tratamiento con TNFao
en presencia de Actinomicina D y con Jo2. Sin embargo, la expresion
de Bcl-x; no se modifica tras la induccién de apoptosis en los hepa-
tocitos deficientes en S6KI1.

Nuestros resultados indican que la falta de S6K1 tiene como
consecuencia una menor expresion de Bid. Esto conlleva la ausencia
de su forma activa. Asimismo, la induccién de la apoptosis no pro-
voca activacion de la caspasa-8. Paralelamente, se mantienen los
niveles de Bcl-x; ante dichos estimulos apoptéticos. Por tanto, po-
driamos decir que en los hepatocitos deficientes en S6K1 existe un
balance a favor de las proteinas antiapoptéticas frente a las protei-
nas proapoptoéticas.

Estudio de la apoptosis inducida por la deprivacion
de factores troficos

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que la de-
privacion de factores tréficos inducia muerte celular por apoptosis
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en los hepatocitos inmortalizados (12, 13). Por ello, analizamos el
efecto de la pérdida de S6K1 sobre la apoptosis inducida por la
retirada de factores de crecimiento del medio de cultivo durante
diferentes tiempos.

Al analizar el porcentaje de células apoptéticas que aparecen tras
la retirada de suero, encontramos que los hepatocitos de genotipo
salvaje son sensibles a la apoptosis inducida de esta manera. Sin
embargo, no ocurre lo mismo con los hepatocitos carentes en S6K1,
los cuales, a pesar de mostrar un pequefio aumento de 1,5 veces en
sus niveles de células con contenido de ADN inferior a 2N, no es
comparable con el aumento tan significativo de los hepatocitos con-
troles (Figura 5A). A continuacién, medimos la actividad de la cas-
pasa-3 por un ensayo fluorimétrico y demostramos que aumenta tras
la retirada de suero en las células S6K1**, pero esto no ocurre en los
hepatocitos deficientes en S6K1 (Figura 5B).

Al analizar la expresion de otras proteinas, encontramos induccién
de la proteina proapoptética Bim en los hepatocitos S6K1** cultiva-
dos en ausencia de suero durante 8 y 16 horas. Sin embargo, en las
mismas condiciones experimentales, la expresién de Bim se mantiene
muy baja en los hepatocitos S6K17, practicamente en los mismos
niveles que en presencia de suero (10% de suero fetal). Asimismo, la
proteina antiapoptotica Bcl-x; se modula tras la retirada de suero. En
ausencia de suero durante 8 y 16 horas, disminuyen los niveles de
expresion de Bcl-x; en los hepatocitos de genotipo salvaje. Sin embar-
go, de la misma forma que ocurre con Bim, la falta de S6K1 en los
hepatocitos mantiene la expresion de Bcl-x; en niveles semejantes que
las células controles (Figura 5C).

Estudio de las rutas de supervivencia activadas
por factores de crecimiento

A la vista de la marcada resistencia a la apoptosis de los hepato-
citos carentes de S6K1, nos planteamos la posibilidad de que se
pudieran mantener activadas las rutas de supervivencia en ausencia
de suero. Para comprobar esta hipétesis, determinamos los niveles
de fosforilacién de Akt y MAPK, dos proteinas clave en las rutas de
supervivencia de los hepatocitos (15).
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Los niveles de fosforilacion de MAPK y Akt disminuyen confor-
me avanza el tiempo de retirada de suero en las células controles.
Sin embargo, los hepatocitos S6K17 mantienen los niveles de fos-
forilaciéon de ambas proteinas a pesar de la deprivaciéon de suero
(Figura 6A).
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Ficura 4. Andlisis de la apoptosis en hepatocitos S6K1*"* y S6KI1™ tras el
tratamiento con ligandos de receptores de muerte. A. Andlisis por citometria
de flujo del ciclo celular en lisados de hepatocitos S6K1** y S6K17" tras el
tratamiento con TNFa + actinomicina D (T+A) y Jo2 durante 16 horas.

En la grdfica los resultados se expresan con respecto al control mantenido con
suero y son valores medios + SE de cinco experimentos independientes.

*p < 0,05. B. Andlisis de la actividad enzimdtica de caspasa-3 y 8 en lisados
de hepatocitos S6K1"* y S6K17" tras el tratamiento con TNFo + actinomicina D
(T+A) y Jo2 durante 16 horas. En la grdfica los resultados se expresan con
respecto al control mantenido con suero y son valores medios + SE de cinco
experimentos independientes. * p < 0,05. C. Andlisis por Western blot
de la expresion de Bcl-x,, Flip, Bid, caspasa-8, del fragmento activo de
caspasa-3 y -actina, como control de carga, en los lisados de hepatocitos
S6K1** y S6K17" tratados como se describe en B.
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Ficura 5. Andlisis de la apoptosis en hepatocitos S6K1"* y S6K17" tras la
retirada de suero. A. Andlisis por citometria de flujo del ciclo celular en lisados
de hepatocitos S6K1** y S6K17" tras la retirada de suero. En la grdfica
los resultados se expresan con respecto al control mantenido con suero
y son valores medios + SE de cinco experimentos independientes. * p < 0,05.
B. Andlisis de la actividad caspasa-3 y acumulacion de su fragmento activo por
Western blot en lisados celulares S6K1*"* y S6K17" tras la retirada de suero.
En la grdfica, los resultados se expresan con respecto al control mantenido con
suero y son valores medios + SE de cinco experimentos independientes.

*p < 0,05. C. Andlisis por Western blot de la expresion Bcl-x,, Bim y [-actina,
como control de carga, en lisados celulares S6KI1** y S6K17" tras la retirada
de suero.

Una vez comprobado que los niveles de fosforilacién y, por tanto,
de activacién de estos dos miembros importantes de las rutas de
supervivencia no se pierden a pesar de la falta de factores troficos,
investigamos el comportamiento de los hepatocitos deficientes en
S6K1 ante el mismo estimulo de muerte al inhibir ambas rutas de
supervivencia. Para realizar este experimento utilizamos dos inhibi-
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dores que impiden la activacion de Akt y MAPK. Estos inhibidores
son LY294002 (inhibe la PI3K) a una dosis 40 uM y PD098059 (in-
hibe MEK) a una dosis de 20 uM.

En los hepatocitos S6K17 el porcentaje de células apoptéticas au-
menta dos veces después del tratamiento con PD o LY conjuntamente
con retirada de suero. Ademas, la incubaciéon de estas células con LY
y PD de manera simultanea produjo un efecto sinérgico, alcanzando-
se un aumento de cuatro veces en este porcentaje (Figura 6B). Este
dato resulta muy similar al nimero de células apoptéticas que apare-
cen con el tratamiento tnico de la retirada de suero en los hepatoci-
tos de genotipo salvaje.

A
S6K17T S6K1"
pAkt -I s |
Foxol nuclear "I |
pErk1? ~+ = e
Bactin ~ [
5 & 16 5F & 16
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Ficura 6. Medida de la activacion de Akt y MAPK tras la retirada de suero.
A. Andlisis por Western blot de la fosforilacion de Akt, MAPK y B-actina, como
control de carga, en lisados celulares S6K1"* y S6K17" tras la retirada de suero.
B. Audlisis por citometria de flujo del ciclo celular en lisados celulares S6K1**

vy S6KI17 tras 16 horas de retirada de suero en presencia de LY, PD vy de LY + PD.
En la grdfica, los resultados se expresan con respecto al control mantenido con

suero y son valores medios + SE de tres experimentos independientes. * p < 0,05.
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Aproximacién in vivo de un daiio hepatico fulminante
producido por el téxico concanavalina A:
papel protector de la deficiencia en S6K1

Para comprobar los resultados obtenidos in vitro, analizamos el
efecto de la falta de S6K1 frente a un dafio hepatico fulminante
producido por el téxico concanavalina A (ConA). Esta es una glico-
proteina perteneciente a las lectinas que se obtiene de la planta Ca-
navalia ensiformes y presenta una gran afinidad por el seno hepatico,
provocando dafios en el higado a través de la activaciéon de los lin-
focitos T (16).

El protocolo seguido para realizar estos experimentos fue el si-
guiente: se inyecta PBS 1X (controles) o 25 mg/Kg de ConA disuelta
en PBS a través de la vena de la cola (14) a ratones de genotipo
salvaje y deficientes en S6K1. Transcurridas ocho horas, los anima-
les se sacrifican. Con los higados procedentes de ratones controles
y ratones inyectados con el téxico, se preparan cortes en parafina y
extractos de proteinas para el posterior anilisis de parametros indi-
cadores de muerte celular.

En la Figura 7A se muestran cortes de higados de ratones S6K1**
y S6K17" controles e inyectados con concanavalina A. Los higados
controles de ambos genotipos mostraron una histologia de aspecto
normal, al igual que los cortes de higados procedentes de ratones de-
ficientes en S6K1 inyectados con ConA. Sin embargo, en los cortes
de higados de genotipo salvaje inyectados con ConA aparece una in-
tensa congestién vascular y esteatosis multivacuolar hepatocitaria,
signos claros de un fuerte dano hepatico. Asimismo, los niveles de
actividad caspasa-3 aumentan cinco veces tras el tratamiento con
ConA en los higados de genotipo salvaje. Sin embargo, en higados
deficientes en S6K1 es practicamente despreciable la variaciéon de la
actividad de caspasa-3 frente a su control sin inyectar. A continuacién,
analizamos el truncamiento de Bid. Tras el tratamiento con ConA, de-
tectamos el fragmento activo de Bid en los higados S6K1** pero no en
los higados S6K17~ (Figura 7B).
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Ficura 7. Andlisis de la apoptosis en higados de ratones S6KI1*"* y S6KI1™-
tras la inyeccion con PBS 1X o ConA. A. Los cortes de higados se tivieron
con hematoxilina-eosina a un aumento de: 4x (arriba) 60x (abajo). B. Andlisis
de la actividad caspasa-3 en extractos de higados S6KI1"* y S6KI1™" tras
la inyeccion de Concanavalina A. En la grdfica los resultados se expresan
con respecto al control inyectado con PBS 1X y son valores medios + SE de
tres experimentos independientes. * p < 0,05. C. Andlisis por Western blot
del truncamiento de Bid en extractos de higados S6KI1"* y S6KI1™~
tras la inyeccion de Concanavalina A.
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RESUMEN

Se ha desarrollado un modelo topolégico-mateméatico encaminado a buscar
nuevos compuestos derivados del 3,5 dinitrobenceno sulfonamida y/o benzamida
activos frente a Leishmania. Utilizando el anélisis lineal discriminante y el analisis
de regresién multilineal se ha obtenido un modelo capaz de identificar la actividad
del 90% de los compuestos estudiados. Tras realizar un barrido virtual se proponen
nuevas estructuras potencialmente activas frente a L donovani.
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ABSTRACT

Application of the Molecular Topology in the search of new agents actives
against Leishmania

A topological-mathematical model has been arranged to search for new
derivatives of 3,5-dinitrobenzene sulphonamide and/or benzamide, active against
L. donovani. By using linear discriminant analysis as well as multilinear regression,
a model capable to identify the activity of 90% of the analyzed compounds has
been achieved. After carrying out a virtual screening based upon such a model, new
structures potentially active against the parasite are proposed.

Key words: Leishmania.—Linear discriminant analisis.—Multilinear regresién
analisis.—Topological descriptors.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por pro-
tozoos del género Leishmania. Esta se transmite a través de la pi-
cadura de dipteros de la subfamilia Phlebotominae. Los principales
reservorios son animales, tanto silvestres como domésticos, pero el
ser humano también constituye un importante reservorio para algu-
nas especies de Leishmania (L. donovani, L. tropica) (1).

Existen cuatro formas principales de leishmaniasis: cutanea, cuta-
nea difusa, mucocutanea y la forma visceral. Esta tltima, llamada kala
azar, es la mas patégena y se caracteriza por una inflamacién de higa-
do y bazo, acompanada de otros sintomas como fiebre, pérdida de
peso y anemia. Sin tratamiento es fatal en el 100% de los casos (2).

La enfermedad es endémica en 88 paises de cuatro continentes.
En la actualidad, representa un auténtico problema de salud publica,
con una prevalencia global de 12 millones de casos y una incidencia
anual de 1,5-2 millones de casos (1-1,5 millones la forma cutdnea y
500.000 la visceral) (3). Adema4s la incidencia aumenta debido a los
movimientos migratorios de las zonas rurales a las industrializadas
y el consecuente hacinamiento en los suburbios de las grandes ciu-
dades. La leishmaniasis esta considerada por la OMS como una de
las enfermedades olvidadas que ha entrado dentro del programa TDR
(Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases).
Esta enfermedad afecta a la gente mas pobre del planeta (4).
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Los tratamientos utilizados hasta el momento estan basados en
los antimoniales pentavalentes como farmacos de primera linea y el
isotianato de pentamidina y anfotericina B como farmacos de segun-
da eleccién. Pero ya se han descrito resistencias (tanto en la forma
cutdanea como en la visceral) a los antimoniales pentavalentes. Ade-
mas el tratamiento se complica cuando la leishmaniasis aparece
asociada al VIH o a inmunosupresién. También hay que remarcar
que estos medicamentos son toxicos y tienen muchos efectos secun-
darios (5). La miltefosina oral ha demostrado efectividad en el tra-
tamiento de la leishmaniasis visceral, sin embargo, no reporta nin-
guna eficacia contra la forma cutanea (6).

Por todas estas razones, la necesidad de desarrollar nuevos me-
dicamentos contra la lucha de esta enfermedad es urgente.

En la busqueda de relaciones cuantitativas estructura-actividad, la
topologia molecular se ha convertido en la actualidad en una he-
rramienta muy util para caracterizar estructuralmente a una mo-
lécula. Basandose en el método de Conectividad Molecular (7), el cual
fue iniciado por Randic (8) y posteriormente desarrollado y descrito
por Kier y Hall (9), es posible identificar diferentes niveles estructura-
les de una molécula a través de unos valores numéricos denominados
indices de conectividad. Para ello, cada molécula se asimila a un gra-
fo en donde cada vértice representa a un atomo y cada eje a las co-
nexiones existentes entre ellos. A partir del grafo, se construye la
matriz topolégica cuyos elementos adquieren valores nulos o no en
funcién de las conexiones existentes entre dichos elementos en el gra-
fo. El tratamiento posterior de la matriz topolégica conduce a los in-
dices de conectividad que caracterizan a ese grafo de una manera ra-
pida y sencilla. Estos descriptores se han utilizado con éxito en la
busqueda, seleccion y disefio de nuevos compuestos activos en dife-
rentes areas terapéuticas y en el antiparasitario en particular (10-13).

En este trabajo nos centraremos en la actividad de varias dinitro-
bencenosulfonamidas, compuestos derivados del herbicida orizalina,
ya que su eficiencia contra leishmania ha sido demostrada previamen-
te, inhibiendo la polimerizacién de tubulina en parasitos purificados
y deteniendo su crecimiento en las fases G2/M del ciclo celular (14).

El estudio consiste en la utilizacién conjunta del analisis lineal
discriminante y la regresién multilineal para desarrollar un mode-
lo topolégico matemaético capaz de identificar la actividad frente a
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L. donovani y aplicarlo en la busqueda de nuevos compuestos poten-
cialmente activos.

MATERIAL Y METODOS

Compuestos estudiados

Se eligi6 para este estudio un grupo de 57 compuestos [37 de ellos
derivados de la 3,5 dinitrobenceno sulfonamida y 20 seleccionados de
la base Maybridge Organics Compounds (15)] recogidos en el trabajo
publicado por Karl A. Werbovetz (14). La Tabla 1 recoge la estructura
quimica y la actividad antiparasitaria frente a L. donovani en térmi-
nos de concentracién inhibitoria 50, CI,, (mM) para cada compuesto
(la numeracién seguida es la misma que aparece en el trabajo).

Descriptores topoléogicos utilizados

Los indices topolégicos empleados en el presente trabajo fueron
los siguientes:

Indices de conectividad de Kier y Hall (7)

Los indices de conectividad ™y, corresponden en cada caso a la
suma:
"m
sz — Z msj
-1
para todos los subgrafos de tipo ¢ y orden ma:

donde "m es el numero de subgrafos de tipo ¢ y orden m2. Los térmi-
nos "S; representan el inverso de la raiz cuadrada del producto de las
valencias de los vértices que constituyen ese subgrafo.

mil V2

[ 1)

i=1

mg _

]

donde j define a un subgrafo en particular yd, representa la valencia to-
polégica de cada vértice (nimero de ejes que confluyen en ese vértice).
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Calculamos indices de conectividad yx; hasta orden 4 (subgrafos
formados por cuatro ejes o aristas) y tipos path (subgrafos en los
que las valencias de sus vértices son menores o iguales a 2), cluster
(subgrafos que contienen sélo vértices con valencias 1, 3 y/o 4) y
path-cluster (contienen vértices con valencias 1, 2, 3 y/o 4).

Los vértices representando a atomos distintos al carbono se iden-
tifican con una valencia 8'=7"-H, siendo Z' el numero de electrones
de valencia del 4tomo objeto de estudio, y H el nimero de hidrége-
nos unidos a ese atomo, obteniéndose indices tipo ™y,".

Otros descriptores que se han utilizado en este trabajo y que
derivan de los anteriores son "D,="%-"x." v "C="%/"x"-

Indices de carga (16)
Desarrollados en nuestra Unidad de Investigacién, evaltian la

transferencia de carga entre pares de &tomos asi como la transferen-
cia global de carga intramolecular. Se definen los indices G, y J, como:

b4

-1

f)\c|( dj) y  Jg=Gg/(N-1)

j+i+l

N
—

i

donde:

N: Numero de vértices (dtomos diferentes al hidrégeno).

d;: Elementos de la matriz de distancia topoldgica.

d: delta de Kronecker.

¢; =my-m; y M =Ax Q, siendo:

A: Matriz de adyacencia de vértices o de conectividad.

Q: Matriz coulémbica: Para i<>j, q,=1/d,’> y q;=0.

Asi, G, representa la suma de todos los términos c; para cada par

de vértices i y j separados a una distancia topologlca k. En este
trabajo k<6.

Los indices de carga de valencia G," y J," se calculan siguiendo
el procedimiento anterior usando una matriz modificada A’ en cuya
diagonal se introduce la electronegatividad de los heteroatomos.
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Otros descriptores utilizados en este trabajo fueron:

N = numero de vértices del grafo.
W = ntmero de Wiener (17).

PRi = pares de ramificaciones en el grafo separados por una
distancia i.

En total se han utilizado 62 indices topolégicos y para su calculo
el programa DESMOL11 (18).

Tratamiento informatico
Andlisis de regresion multilineal

El estudio de regresién multilineal lo hemos realizado con ayuda
del programa BMDP 9R (19), utilizando los indices topol6gicos como
variables independientes y la concentracién inhibitoria-50 (CI;,) en
su transformacion logaritmica, logCI,,, como variable dependiente.
El estudio estadistico de la funcién seleccionada se hace atendiendo
al niumero de casos utilizados N, el coeficiente de correlacion R, el
error estandar de estimacién, EEE, el valor F de Fischer y la signi-
ficacion estadistica p.

La validacién de la funciéon de prediccién seleccionada se ha
realizado con la ayuda de un test externo.

Andlisis lineal discriminante

La busqueda de un modelo topolégico-matematico capaz de iden-
tificar a un compuesto con actividad frente a leishmania se ha reali-
zado con la ayuda del analisis lineal discriminante, ALD. Mediante
esta técnica es posible obtener funciones lineales capaces de clasificar
los compuestos estudiados en categorias o grupos (20). En nuestro
caso, el ALD se ha aplicado a un amplio grupo de compuestos con
actividad frente a L. donovani, siendo la Cl;,, la propiedad utilizada
para distribuir a cada compuesto en el grupo activo o inactivo. Con
ayuda del paquete estadistico BMDP 7M el programa selecciona los
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indices a incorporar en la funcién discriminante sobre la base del
valor de F de Fisher-Snedecor, y el criterio de clasificacion seguido es
la distancia de Mahalanobis. La calidad de la funcién discriminante
obtenida se evalta a través del parametro de Wilks, A, y con la ayuda
de un test externo.

Diagramas de distribucion de la actividad farmacolégica, DDAF

Una vez obtenidas las funciones discriminantes, es interesante rea-
lizar el correspondiente diagrama DDAF para cada una de ellas. Estos
graficos son ttiles para determinar el intervalo de la funcién discri-
minante en el que la expectancia, E, o probabilidad de encontrar com-
puestos activos es maxima (21). Los DDAF son histogramas en los que
en ordenadas aparece la expectancia E y en abcisas el valor de la fun-
ci6én discriminante, FD. Para un intervalo arbitrario de FD, se puede
definir la expectancia de actividad, Ea, como: Ea = a/(i+1) en donde
a e i representan el nimero de compuestos activos (o inactivos) en
dicho intervalo dividido por el nimero total de compuestos activos
(o inactivos). De forma similar se puede definir la expectancia de in-
actividad, Ei, como: Ei = i/(a+1).

RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda de un modelo topolégico-matematico ttil para pre-
decir la actividad frente a L. donovani del grupo de compuestos,
objeto de estudio, se realiz6 en dos etapas:

— Etapa 1. Seleccionar una funcién discriminante con el obje-
tivo de clasificar y diferenciar los compuestos activos de los
claramente inactivos.

— Etapa 2. Seleccionar una funcién topolégica de predicciéon de
la actividad en términos de CI,.

Ambas funciones formarian el modelo matematico capaz de iden-
tificar y predecir la actividad de cada uno de los compuestos estu-
diados y servir de plataforma para la biasqueda de nuevos compues-
tos activos.
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Para obtener la funcién discriminante, aplicamos el ALD a un
grupo de entrenamiento formado por todos los compuestos activos
(con valores de CI,, < 20 uM) y, aproximadamente el 80% del resto
de los compuestos catalogados como inactivos (Cly, > 20 uM). El
20% restante de compuestos inactivos se utilizard como grupo test
externo para validar la funcién discriminante seleccionada.

La funcién discriminante elegida, FD, fue:
FD = -7,74 - 5,32 %, -0,542 G" + 5,11 G, + 5,16 G, + 18,52 J," -
141,58 J,* + 2,51 °D, Eq. 1
N = 48 F = 8,97 MWilks” lambda) = 0,389

En base a esta funcién, un compuesto sera clasificado con po-
tencial actividad frente a leishmania si FD > 0. En cualquier otro
caso se consideraria inactivo. La matriz de clasificacién obtenida es
muy significativa: el 100% de los compuestos activos son clasifi-
cados correctamente, asi como el 90,6% del grupo inactivo (29 de
32 compuestos) lo que representa en su conjunto un 93,8% de cla-
sificacién correcta.

Los indices topolégicos que aparecen en la Eq. 1 evaliian por una
parte el grado de ramificacién de la molécula (*y,, *D,) y por otra la
distribucién intramolecular de carga (G, G, G,", 1,", 1,").

La Tabla 1, columna 5, recoge los valores de FD obtenidos para
cada compuesto de la serie de entrenamiento.

Una forma sencilla de evaluar la calidad de la funcién discriminan-
te seleccionada consiste en aplicarla a un grupo test externo. En nues-
tro caso disponemos de diez compuestos no utilizados en el anélisis
discriminante, seleccionados de forma aleatoria y todos ellos con va-
lores de CI,, > 20 uM. La Tabla 1, columna 5, recoge los resultados
obtenidos para cada compuesto. Como puede observarse, todos los
compuestos, excepto el 31 son clasificados correctamente como inac-
tivos (FD < 0), lo que representa un porcentaje de acierto del 90%.

La Figura 1 muestra el diagrama de distribucién de la actividad
antileishmanial obtenido con la funcién discriminante FD. Las barras
negras y blancas corresponden con el grupo activo e inactivo, respec-
tivamente. Como puede observarse, los compuestos activos se reagru-
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pan preferentemente dentro del intervalo de FD comprendido entre 0,5
y 7. De tal manera que la maxima probabilidad de encontrar un com-
puesto activo debe mostrar un valor de FD dentro de ese intervalo.

Con la finalidad de poder predecir el valor de la actividad frente a
L. donovani para cada compuesto estudiado, realizamos un analisis de
regresién multilineal usando los descriptores topolégicos como varia-
bles independientes y la CI, en su transformacién logaritmica LogClI,
como variable dependiente. Utilizamos la misma serie de entrena-
miento que para el ALD. Los compuestos con valores de CI,> 100 uM
se les ha asignado un valor de logCI,, = 2.000. Légicamente es una
aproximacion que habra que considerar al evaluar la funcién de pre-
diccién que se obtenga.

La funcién seleccionada, Eq. 2, fue:
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Ficura 1. Diagrama de distribucion de la actividad frente a L. donovani
obtenido a partir de la funcion de discriminacion seleccionada FD, Eq. 1
(las barras negras representan al grupo activo y las blancas al grupo inactivo).

Log CI, = 13,32 +0,814 4xp + 1,381 G;* - 32,16 J;* + 0,0018W -
0,717N + 0,332PR1 - 0,263PR2

N = 48 R = 0,806 EEE = 0,366 F =10,6 p < 0,0001

La Tabla 1 y la Figura 2 recogen los valores de prediccién obteni-
dos a partir de la Eq. 2 para cada compuesto. Si nos fijamos en la serie
de entrenamiento (compuestos representados con puntos blancos en
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la Figura 2), aproximadamente el 75% de los compuestos presentan
residuales inferiores a + 1EEE. El compuesto con un valor residual
mas alto, es precisamente el mas activo de la serie estudiada, 46. El
ALD clasifica a este compuesto como activo. Teniendo en cuenta la
aproximacién apuntada anteriormente en relaciéon con los compues-
tos con CI,,> 100 uM podemos considerar aceptable la prediccion de
la propiedad objeto de estudio. La mayoria de los compuestos mas
activos, CI;;< 10 uM, presentan LogCI;,.,. < 1.000. Por otra parte, to-
dos los compuestos tomados como inactivos, CI,, > 20 uM, muestran
valores de LogClI;,_,. > 1.000. En base a estos datos, la funcién de pre-
diccién seleccionada, Eq. 2, nos permitira seleccionar un compuesto
con probabilidad de ser activo siempre que el logCI,,_, . < 1.000.
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FiGura 2. Representacion grdfica del residual obtenido para cada compuesto

a partir de la Eq. 2 frente al valor experimental, logCI,,,,,.

La validacion de la Eq. 2 se hizo a través del test externo. Los resul-
tados de prediccién del test estan reflejados al final de la Tabla 1.
Al tratarse de un grupo de compuestos inactivos, todos, excepto el com-
puesto 31, presentan valores de logCI,,.,. < 1.000. Los residuales de
los compuestos del grupo test son inferiores a + 1EEE o préximos a
+ 1EEE (ver Figura 2, compuestos representados por puntos negros).

En base a los resultados obtenidos del analisis lineal discriminan-
te y de la regresion multilineal, se puede establecer un modelo topo-
légico para la busqueda y selecciéon de nuevos agentes activos frente
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a L. donovani el formado por dos funciones, FD y LogCI,, (Egs. 1
y 2) y que cumpla la siguiente condicion:

Si FD > 0,5 y FD < 7 y logCI, < 1.000, el compuesto sera selec-
cionado con tedrica actividad frente a L. donovani. En cualquier otro
caso el compuesto sera clasificado como inactivo.

La Tabla 1, ultima columna, muestra la clasificaciéon de actividad
obtenida para cada compuesto estudiado siguiendo del modelo topo-
légico seleccionado. Para el grupo de entrenamiento, el porcenta-
je de acierto de prediccién de actividad antileishmanial es del 90%
(43 de 48 compuestos correctamente clasificados). Todos los com-
puestos inactivos son clasificados como inactivos. Para el grupo test
externo, la prediccién correcta es del 90% (9 de 10 compuestos co-
rrectamente clasificados).

Por dltimo realizamos una biisqueda de nuevos compuestos acti-
vos con la ayuda de la base Scifinder Scholar (22) y el modelo topo-
légico seleccionado. Se trata de buscar derivados de 3,5 dinitro ben-
ceno sulfonamidas y/o benzamidas. La Tabla 2 recoge algunos de
los resultados obtenidos. De los compuestos cuya actividad frente a
L. donovani se describe en la bibliografia (23), los inactivos son reco-
nocidos por el modelo (compuestos 908843-65-2, 908843-73-2,
908843-57-2, 908843-76-5 y 908843-77-6) y buena parte de los activos
(compuestos 908843-67-4, 908843-72-1, 902778-99-8). Otros compues-
tos no evaluados frente a L. donovani son reconocidos como tedrica-
mente activos por el modelo topolégico. Algunos de ellos poseen acti-
vidad antifangica (compuestos 62745-75-9, 71112-25-9) (24, 25).

Los resultados obtenidos en esta investigaciéon nos animan a se-
guir trabajando en este campo al abrirse una via para la buasqueda
de nuevos compuestos activos frente a L. donovani con la ayuda de
la topologia molecular.
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RESUMEN

Se estudia la influencia de la temperatura sobre las graficas de calibracién
utilizadas en la determinacién analitica de IGF I mediante IRMA. Los resultados
se analizan mediante la ecuacién de los cuatro parametros y una modificacion de
la isoterma B.E.T. Tales ecuaciones corresponden, respectivamente, a los modelos
de interaccion ligando (antigeno)-receptor (anticuerpo) y adsorcién del antigeno
sobre la pared del tubo recubierta de anticuerpo. Los ajustes a ambas ecuaciones
son satisfactorios con algunas ventajas para el modelo de absorcién que lo hacen
preferible en cuanto a la interpretacion de los resultados. Se determinan también
los parametros termodindamicos para la disociacién del inmunocomplejo.

Palabras clave: Ecuacién cuatro parametros.—Isoterma B.E.T.—Reaccién an-
tigeno-anticuerpo.
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ABSTRACT

Influence of the temperature on calibration curves of IGF I in IRMA.
Interpretation by two models non excluding

The influence of temperature on the calibration graphs used in the analytical
determination of IGF I by IRMA has been studied. The results were analyzed using
the equation of the four parameters and a modification of the isotherm BET. Such
equations correspond, respectively, to the models of interaction ligand (antigen)-
receiver (antibody) and adsorption antigen on the wall of the tube coated antibody.
The adjustments to both equations are satisfactory with some advantages for the
adsorption model that make it preferable in the interpretation of results. It also
determine thermodynamic parameters for the immunocomplex dissociation.

Keywords: Four parameters equation.—B.E.T. isotherm.—Antigen-antibody
reaction.

INTRODUCCION

El Radioinmunoanélisis (RIA) fue disefiado por Yallow y Ber-
son (1) como consecuencia de la necesidad de desarrollar métodos
capaces de combinar la sensibilidad de las técnicas radioquimicas
con la selectividad de las inmunolégicas. Esta técnica mide la con-
centracién de diversas sustancias en fluidos biol6gicos, basandose
en la competicion de un antigeno presente en la muestra (analito)
con otro antigeno marcado radiactivamente (trazador) por unirse a
un anticuerpo. La determinacién se realiza a través de graficas de
calibracién que representan la radiactividad unida al anticuerpo fren-
te a concentraciones conocidas del analito. Tales graficas son siem-
pre decrecientes (una radiactividad alta indica una concentracién
baja, y viceversa), lo cual es una caracteristica de la técnica que en
principio puede chocar con la mentalidad de los analistas acostum-
brados a trabajar sobre graficas crecientes (Ley de Lambert-Beer y
similares). Con este motivo, Miles y Hales (2) presentaron algunas
consideraciones criticas que constituyen el punto de arranque de la
modificaciéon conocida como Analisis Inmuno Radiométrico (IRMA).
En ella se hace reaccionar el antigeno presente en la muestra (ana-
lito) con un anticuerpo generalmente inmovilizado, y con un segun-
do anticuerpo marcado radiactivamente (trazador). A continuacién
se mide la radiactividad del complejo anticuerpo inmovilizado-anti-
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geno-anticuerpo marcado («sandwich»), que, l6gicamente, aumenta
con la concentraciéon de antigeno. Como puede verse, la diferencia
fundamental entre RIA e IRMA consiste en que el trazador radiac-
tivo es el antigeno en el primero y el anticuerpo en el segundo, con
el resultado ya sefialado de que las graficas de calibracién son decre-
cientes en el primer caso y crecientes en el segundo. Dichas graficas
necesitan un método de ajuste de cuya bondad depende la exactitud
del valor de la concentracién problema.

La Ec. 1 puede justificarse a partir del modelo teérico de inter-
accion ligando-receptor y se llama Ecuacién de los Cuatro Parame-
tros (3):

y = (A-D)/(1+(x/C)®) + D Ec. 1
Los términos de esta ecuacién representan:

x: Concentraciéon de una muestra.

y: Radiactividad correspondiente a dicha muestra.

A: Valor de y para x = 0 (Blanco).

D: Valor de y para x muy grande.

C: Valor de x para el que y = (A+D)/2.

La Ec. 2 se dedujo en principio para describir los procesos de

quimisorcion y fisisorcion de gases sobre sélidos (4), y es conocida
como isoterma B.E.T. (Brunauer-Emmett-Teller):

(P)/(V-(P°-P)) = 1/V_-C + ((C-1)/V_-C)-(P/P°) Ec. 2
Los términos de esta ecuacién representan:

P: Presién del gas.

P% Presién de saturacién del gas.

V: Cantidad gas adsorbido expresada como volumen.

V_: Maximo volumen de gas que satura la capa quimisorbida
directamente sobre la superficie del sélido.

C: Constante de equilibrio para la quimisorcién de la capa adsor-
bida directamente sobre la superficie del sélido.
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OBJETIVO

En trabajos anteriores (5-10) hemos estudiado la influencia de
algunos factores fisicoquimicos sobre la cinética de las reacciones
implicadas en las técnicas inmunoanaliticas, asi como una justifica-
cion tedrica de la ecuaciéon de cuatro parametros (11). En este caso
pretendemos analizar la influencia de la temperatura sobre las gra-
ficas de calibracién obtenidas en el caso concreto de la IGF I, tra-
tando de utilizar Ec. 1 y Ec. 2 para justificar y asignar un sentido
fisicoquimico a las variaciones encontradas.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos

1. Tubos recubiertos de anticuerpos frente a IGF-I.
2. Disoluciones patrones de IGF-I.
3. Disolucién de anticuerpos frente a IGF-I marcados con '*°1,

Todos los reactivos usados estaban incluidos en el kit IGF-I IRMA
DSL 2800 suministrado por DSL.
Instrumentos

LKB Gammamaster Automatic Gamma Counter.

Procedimiento Experimental

A cada tubo recubierto se afiadieron 50 uL de disolucién patrén
y 200 uL de anticuerpo marcado, y se dejaron en reposo durante
dos horas en barfio termostético a distintas temperaturas. Transcurri-
do este tiempo, los tubos se lavaron y se midi6 su actividad en el
contador.
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Analisis de los resultados

Se us6 el programa Statistica (Copyright © StatSoft,Inc., 1993)
con ecuaciones especificas para regresiéon no lineal. Para la elec-
cién entre diferentes ecuaciones se usa el GraphPad Software Quick
Calcs (12), que utiliza el Corrected Akaike’s Information Criterion
(AIC,), expresado como AIC, = N:-In(SS/N)+2-P+2.P-(P+1)/(N-P-1)
donde N es el namero de puntos, SS la suma de cuadrados de re-
siduales, y P el nimero de parametros en la ecuacién, debiendo
elegirse el modelo que dé un AICc mas bajo. También se utiliza el

ANOVA (F test).

Los resultados se muestran en la Figura 1.
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DISCUSION

La forma de las graficas recuerda la de las isotermas tipo II de
la clasificacién de Brunauer, que se ajustan a la ecuacién conocida
como isoterma B.E.T. (Ec. 2). La unién del antigeno libre en diso-
lucién sobre el anticuerpo inmovilizado en la pared del tubo es un
proceso comparable a la adsorcion, por lo que puede establecerse un
paralelismo entre ambos fenémenos. Sustituyendo en Ec. 2 los tér-
minos expuestos en la columna izquierda de la Tabla 1 por los de la
columna derecha y reordenando, se obtiene:

y = V,,-Sx/((S-x)-(K-S+(1-K)-x)) (Ecuacién B.E.T. modificada) Ec. 3

TaBLA 1. Paralelismo entre los términos de Ec. 2. y Ec. 3

(P)/(V(P*-P)) = 1/V,C + ((C-1)/V,,C)(P/P°)
(Ec. 2)

vy =9,-Sx/((Sx) (K-S+(1-K)-x))
(Ec. 3)

P = Presiéon del gas.

x = Concentracion del antigeno.

P’ = Presién de saturacién del gas.

S = Concentracién de saturaciéon
(solubilidad) del antigeno.

V = Cantidad gas adsorbido expresada
como volumen.

y = Cantidad de antigeno unido al
tubo expresada como actividad
(cpm).

V = Maxima cantidad de gas que satura la
capa quimisorbida directamente sobre la
superficie del sélido.

V.. = Maxima cantidad de antige-
no que satura los sitios de unién
de mayor afinidad en el anticuer-
po (cpm).

C = Constante de equilibrio para la quimi-
sorcion de la capa adsorbida directamente
sobre la superficie del sélido.

K’ = Constante de equilibrio para
la formacién del inmunocomplejo
radiactivo.

K = 1/K’ = Constante de equilibrio
para la disociaciéon del inmuno-
complejo radiactivo.

Segin puede verse en la Tabla 2, los resultados se ajustan ra-
zonablemente bien a la ecuacién de cuatro parametros (Ec. 1).
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TaBLA 2. Ajustes de los resultados para Ec. 1. y Ec. 3.

y = D+(A-D)/(1+(x/C)") vy =y,-Sx/((S-x)-(K-S+(1-K)-x))
(Ec. 1) (Ec. 3)
TK)| A | B C D r | y. | S K r

277 | 246 | 0,732 | 640643 | 546563 | 0,997 | 2384 | 2014 | 0,042 | 0,999

297 | 333 | 0,820 | 442856 | 1111632 | 0,997 | 3417 | 1895 | 0,051 | 0,999

303 | 454 | 1,062 | 300024 | 3700846 | 0,997 | 3528 | 1744 | 0,070 | 1,000

313 | 280 | 0,930 | 355630 | 2064825 | 0,997 | 3997 | 1868 | 0,085 | 0,999

El parametro A (Ec. 1) es aparentemente independiente de la
temperatura, lo cual era de esperar, ya que dicho parametro re-
presenta la actividad unida inespecificamente al tubo. B se relacio-
na con el exponente de la ecuaciéon de Hill (13), y se mantiene en
todos los casos en valores préximos a uno, lo cual indica que la
unién del antigeno al anticuerpo presenta un bajo grado de coope-
ratividad con una cierta tendencia a aumentar con la temperatu-
ra. Se observa también una disminucién de C con la temperatura,
que puede explicarse porque dicho parametro contiene el valor de
la constante de equilibrio para la formacién del inmunocomplejo.
Ello indica que tal formacién es un proceso exotérmico. D repre-
senta la maxima cantidad unida, y también aumenta con la tem-
peratura, lo cual puede explicarse admitiendo que la reaccién no
habia llegado al equilibrio a temperaturas bajas a causa de su mayor
lentitud.

De los ajustes para la Ec. 3 se observa un aumento de y, que se
explica admitiendo que tal parametro representa aqui la méaxima
cantidad adsorbida sobre los sitios de mayor afinidad. Ello es con-
cordante con el aumento de la cooperatividad sefialado anteriormen-
te. La solubilidad permanece razonablemente constante con un valor
promedio de S = 1880 ng/mL, SD = 111 ng/mL (5,9%). K representa,
en este caso, la constante de equilibrio para la disociacién del in-
munocomplejo, y se observa que aumenta con la temperatura, lo
cual nos indica que dicho proceso es endotérmico, hecho concor-
dante con el caracter exotérmico sefialado anteriormente para su
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formacién. Ello es légico, pues la ruptura de los enlaces necesita,
por lo general, un aporte energético. Los valores de K se ajustan
a: K = 35,8.exp(-1899/T) con una desviacion cuadratica media de

TABLA 3. Pardmetros termodindmicos para la disociacion del inmunocomplejo
formado por la IGF-I sobre la pared de un tubo recubierto de anticuerpo

T (K) | AG® (J/mol) | AH® (J/mol) | AS® (J/K-mol)
277 7275 15781 21,7

297 7345 15781 20,0

303 6689 15781 21,8

313 6406 15781 22,0

5.107 (= 10%). Los valores de AG®, AH® y AS° para la disociacién del
inmunocomplejo radiactivo se expresan en la Tabla 3.

El valor relativamente alto de AG®, que corresponde a los valores
bajos de K mostrados en la Tabla 3, indica que el inmunocomplejo
es apreciablemente estable. La variacion de entropia es positiva,
como corresponde a un proceso en el que aumenta el desorden del
sistema y aparentemente independiente de la temperatura, con un
valor medio de AS° = 21,4 J/K-mol, SD = 0,9 J/K-mol (4,2%).

CONCLUSION GENERAL

Los modelos teéricos de interaccién ligando-receptor, que se plas-
ma en la ecuaciéon de los cuatro parametros (Ec. 1) y quimisorcion-
fisisorcion, que da lugar a la isoterma B.E.T. modificada (Ec. 3), son
dos aproximaciones alternativas y compatibles para explicar la in-
fluencia de la temperatura sobre las graficas de calibracién obteni-
das en el IRMA de IGF-I. A nuestro juicio, en este caso el modelo de
adsorcion presenta tres ventajas significativas:

— Es mas simple, pues la Ec. 3 contiene solamente tres parame-
tros frente a los cuatro de la Ec. 1.
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— No obstante su mayor simplicidad, los ajustes a Ec. 3 son
mejores (coeficientes de correlacién mas altos) que los corres-
pondientes a Ec. 1.

— El significado fisico de la Ec. 3 es mas claro que el de la
Ec. 1.

Desde el punto de vista practico, puede decirse que la tempera-

tura mas ventajosa para la realizacién de la técnica es la de 30° C,
por ser la que proporciona una mayor rapidez en la obtencién de
resultados. No es recomendable operar a 40° C, pues los resulta-
dos parecen indicar alguna degradacién de los reactivos a esta tem-
peratura.

1)

(2)

(3)
4

(5)

(6)

(7)

(8)

)
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RESUMEN

Mecanismo comiin de reconocimiento y unién de las moléculas
complementarias, carbohidrato-lectina, en la verticiliosis de las setas
cultivadas Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus

Se compara la interaccién carbohidrato-lectina entre el glucogalactomanano
aislado de las paredes celulares de Verticillium fungicola y las lectinas de los car-
péforos de Agaricus bisporus o de Pleurotus ostreatus, para establecer el mecanis-
mo molecular de la «mole seca» o verticiliosis de los cultivos comerciales de ambas
setas comestibles. La interaccién entre las moléculas complementarias, «moléculas
diana», parece ser debida a la galactosa terminal unida en (1-4) al esqueleto de
manosa unido en (1-6) de la molécula del glucogalactomanano de V. fungicola.

Palabras clave: «Mole seca».—Verticiliosis.—Glucogalactomanano de Vertici-
llium fungicola.—Lectina de Agaricus bisporus.—Lectina de Pleurotus ostreatus.

INTRODUCTION

Verticillium fungicola (Preuss) Hassebrauk var. fungicola is a
mycoparasite that causes dry bubbles, stipe blow-out and necrotic
lesions («dry bubble» or verticillium disease) in the commercial
cultures of white button mushroom Agaricus bisporus (Lange) Imbach
(1, 2), the losses in the yield having been estimated at several hundred
million dollars. Control of the disease has been partially achieved by
the use of fungicides as well as cultural and sanitary practices, but
resistance to the most effective chemical (prochloraz) is increasing (3).
Therefore, to develop alternative strategies for its control, it has
been necessary to elucidate the nature of the interaction between
the mycoparasite and its host. Recently studies carried out in
this laboratory have demonstrated by different approaches:
i) agglutination of V. fungicola germinated spores by an A. bisporus
extract from fruit body cell walls; ii) inmunofluorescence microscopy
of A. bisporus hyphae from fruit bodies and vegetative mycelia
pretreated with purified V. fungicola cell wall glucogalactomannan (4),
and iii) by hemagglutination experiments carried out with an A.
bisporus fruit body glycoprotein lectin in the presence and absence of
the same V. fungicola glucogalactomannan, that a specific recognition
step is involved in this mycosis (5) before the development of the
external symptoms of the disease. This mechanism of specific
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recognition between complementary molecules, lectin-carbohydrate,
which are present on both the host and the mycoparasite, is similar to
those described in many other parasitic and symbiotic fungi (6-9).

On the other hand, P. ostreatus (Jacq.: Fries) Kumm fruit bodies
(oyster mushrooms) have also been described presenting the «dry
bubble» disease in their commercial cultures (10). For this reason,
parallel studies were carried out on in order to purify and
characterize another similar lectin in this fungus (11, 12). So the
aim of the present work is to confirm that the same mechanism of
recognition and binding of carbohydrate-lectin is the previous step
to the mycosis symptoms development in both mushrooms, and to
establish a common molecular basis between the complementary
molecules, glucogalactomannan-lectin, in this verticillium disease.

MATERIALS AND METHODS
Organisms and culture conditions

Fruit bodies of Agaricus bisporus (commercial strain Fungisem
H 25) and Pleurotus ostreatus (commercial strain Amycel 3000)
were grown in the CIES (Centro de Investigaciéon, Experimentacién
y Servicios del Champinén, Quintanar del Rey, Cuenca, Spain).
Verticillium fungicola var. fungicola (CBS 992.69) was grown on
Raper medium (13).

Preparation of V. fungicola cell wall glucogalactomannan
The preparation of V. fungicola cell walls and the fractionation

and purification procedure for obtaining the glucogalactomannan
were performed as reported in earlier studies (14).

Purification, characterization and carbohydrate specificity
of A. bisporus and P. ostreatus lectins

The purification of A. bisporus and P. ostreatus lectins from their
corresponding mushrooms were carried out by ammonium sulfate
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precipitation and ion-exchange chromatography and their respective
characterizations performed as previously described (5, 12).
Hemagglutination inhibition procedure was used for comparative
carbohydrate specificity determination of both lectins (5).

RESULTS AND DISCUSSION

A. bisporus and P. ostreatus lectins purified and characterized
as previously reported (5, 12) have shown that both molecules
are structurally distinct glycoproteins, the former constituting
a tetramer and the latter being dimeric in nature, accounting
their respective monomer molecular masses for 16014 m/z and
44270 m/z. Comparison of the sugar binding specificities
of the two lectins studied by hemagglutination inhibition assays
is exhibited in Table I. Most of the neutral sugars tested had no
effect, except for the galactose at different concentration in each
case. N-acetylgalactosamine also showed a distinct degree of the
hemagglutination inhibition, being more significant with the P.
ostreatus lectin. However purified V. fungicola glucogalactomannan
behaved rather similarly against both lectins, and was even a little
more effective when the same glucogalactomannan was isolated from
cell walls of phrocloraz-Mn pretreated V. fungicola mycelium. This
effect can be explained by the increase of the terminal galactose
residues of the molecule caused by the fungicide (14).

The carbohydrate-protein interaction appears to be due to the
terminal galactose linked at (1-4) to the (1-6) mannose bone of
the V. fungicola glucogalactomannan molecule (5) in which, the
importance of the similar position of the axial C-3 and C-4 hydroxyl
groups of the monosaccharide linked to the galactose molecule was
previously demonstrated by conformational analysis (15). The fact
that this glucogalactomannan behaves as a specific complementary
molecule for both lectins could explain the same mechanism of
recognition and binding of such specific molecules —«target
molecules»— in this disease, as well as the absence of verticillium
disease on the A. bisporus vegetative mycelial phase due to the lack
of lectin (5).
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All these results suggest possible alternative strategies to
overcome the verticillium disease without the routinary use of
fungicides as could be, the production of A. bisporus and P. ostreatus
genetically lectin transformants, or the use of analogous molecules
to the V. fungicola glucogalactomannan ligand which can be
recognized by the carbohydrate-binding site(s) of each lectin.

This report may be the first establishing a close relationship
between the verticillium disease in A. bisporus and P. ostreatus fruit
bodies, demonstrating that the glucogalactomannan of V. fungicola
cell walls and a lectin from each mushroom behave as the «target
molecules» initiators of the subsequent molecular signaling which,
successively, will produce the respective «dry bubble» disease with
the necrosis of the fruit bodies. The present studies suggest that the
same glucogalactomannan-lectin interaction may occur in the V.
fungicola mycoparasitism described in the «hot mushroom» Agaricus
bitorquis also commercially grown (16) and, although up to now it
has not been described the presence of any lectin in these fruit
bodies, it presumably may exist.

Moreover, this article also suggests that other important
verticillium wilt diseases described in several crop plants (olive,
cotton etc.) could exhibit a rather similar mechanism of recognition
and binding between determined cell wall polysaccharides from
V. albo-atrum, V. dahliae, etc. (17) and their specific complementary
plant lectins, as the necessary step for the development of their
corresponding mycosis processes. Further studies are required to
prove whether this is a common phenomenon in the strategy of
Verticillium infections or if it occurred only in the cases previously
reported.
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RESUMEN

Mecanismo comiin de reconocimiento y unién de las moléculas
complementarias, carbohidrato-lectina, en la verticiliosis de las setas
cultivadas Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus

Se compara la interaccién carbohidrato-lectina entre el glucogalactomanano
aislado de las paredes celulares de Verticillium fungicola y las lectinas de los car-
péforos de Agaricus bisporus o de Pleurotus ostreatus, para establecer el mecanis-
mo molecular de la «mole seca» o verticiliosis de los cultivos comerciales de ambas
setas comestibles. La interaccién entre las moléculas complementarias, «moléculas
diana», parece ser debida a la galactosa terminal unida en (1-4) al esqueleto de
manosa unido en (1-6) de la molécula del glucogalactomanano de V. fungicola.

Palabras clave: «Mole seca».—Verticiliosis.—Glucogalactomanano de Vertici-
llium fungicola.—Lectina de Agaricus bisporus.—Lectina de Pleurotus ostreatus.

INTRODUCTION

Verticillium fungicola (Preuss) Hassebrauk var. fungicola is a
mycoparasite that causes dry bubbles, stipe blow-out and necrotic
lesions («dry bubble» or verticillium disease) in the commercial
cultures of white button mushroom Agaricus bisporus (Lange) Imbach
(1, 2), the losses in the yield having been estimated at several hundred
million dollars. Control of the disease has been partially achieved by
the use of fungicides as well as cultural and sanitary practices, but
resistance to the most effective chemical (prochloraz) is increasing (3).
Therefore, to develop alternative strategies for its control, it has
been necessary to elucidate the nature of the interaction between
the mycoparasite and its host. Recently studies carried out in
this laboratory have demonstrated by different approaches:
i) agglutination of V. fungicola germinated spores by an A. bisporus
extract from fruit body cell walls; ii) inmunofluorescence microscopy
of A. bisporus hyphae from fruit bodies and vegetative mycelia
pretreated with purified V. fungicola cell wall glucogalactomannan (4),
and iii) by hemagglutination experiments carried out with an A.
bisporus fruit body glycoprotein lectin in the presence and absence of
the same V. fungicola glucogalactomannan, that a specific recognition
step is involved in this mycosis (5) before the development of the
external symptoms of the disease. This mechanism of specific
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recognition between complementary molecules, lectin-carbohydrate,
which are present on both the host and the mycoparasite, is similar to
those described in many other parasitic and symbiotic fungi (6-9).

On the other hand, P. ostreatus (Jacq.: Fries) Kumm fruit bodies
(oyster mushrooms) have also been described presenting the «dry
bubble» disease in their commercial cultures (10). For this reason,
parallel studies were carried out on in order to purify and
characterize another similar lectin in this fungus (11, 12). So the
aim of the present work is to confirm that the same mechanism of
recognition and binding of carbohydrate-lectin is the previous step
to the mycosis symptoms development in both mushrooms, and to
establish a common molecular basis between the complementary
molecules, glucogalactomannan-lectin, in this verticillium disease.

MATERIALS AND METHODS
Organisms and culture conditions

Fruit bodies of Agaricus bisporus (commercial strain Fungisem
H 25) and Pleurotus ostreatus (commercial strain Amycel 3000)
were grown in the CIES (Centro de Investigaciéon, Experimentacién
y Servicios del Champinén, Quintanar del Rey, Cuenca, Spain).
Verticillium fungicola var. fungicola (CBS 992.69) was grown on
Raper medium (13).

Preparation of V. fungicola cell wall glucogalactomannan
The preparation of V. fungicola cell walls and the fractionation

and purification procedure for obtaining the glucogalactomannan
were performed as reported in earlier studies (14).

Purification, characterization and carbohydrate specificity
of A. bisporus and P. ostreatus lectins

The purification of A. bisporus and P. ostreatus lectins from their
corresponding mushrooms were carried out by ammonium sulfate
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precipitation and ion-exchange chromatography and their respective
characterizations performed as previously described (5, 12).
Hemagglutination inhibition procedure was used for comparative
carbohydrate specificity determination of both lectins (5).

RESULTS AND DISCUSSION

A. bisporus and P. ostreatus lectins purified and characterized
as previously reported (5, 12) have shown that both molecules
are structurally distinct glycoproteins, the former constituting
a tetramer and the latter being dimeric in nature, accounting
their respective monomer molecular masses for 16014 m/z and
44270 m/z. Comparison of the sugar binding specificities
of the two lectins studied by hemagglutination inhibition assays
is exhibited in Table I. Most of the neutral sugars tested had no
effect, except for the galactose at different concentration in each
case. N-acetylgalactosamine also showed a distinct degree of the
hemagglutination inhibition, being more significant with the P.
ostreatus lectin. However purified V. fungicola glucogalactomannan
behaved rather similarly against both lectins, and was even a little
more effective when the same glucogalactomannan was isolated from
cell walls of phrocloraz-Mn pretreated V. fungicola mycelium. This
effect can be explained by the increase of the terminal galactose
residues of the molecule caused by the fungicide (14).

The carbohydrate-protein interaction appears to be due to the
terminal galactose linked at (1-4) to the (1-6) mannose bone of
the V. fungicola glucogalactomannan molecule (5) in which, the
importance of the similar position of the axial C-3 and C-4 hydroxyl
groups of the monosaccharide linked to the galactose molecule was
previously demonstrated by conformational analysis (15). The fact
that this glucogalactomannan behaves as a specific complementary
molecule for both lectins could explain the same mechanism of
recognition and binding of such specific molecules —«target
molecules»— in this disease, as well as the absence of verticillium
disease on the A. bisporus vegetative mycelial phase due to the lack
of lectin (5).
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All these results suggest possible alternative strategies to
overcome the verticillium disease without the routinary use of
fungicides as could be, the production of A. bisporus and P. ostreatus
genetically lectin transformants, or the use of analogous molecules
to the V. fungicola glucogalactomannan ligand which can be
recognized by the carbohydrate-binding site(s) of each lectin.

This report may be the first establishing a close relationship
between the verticillium disease in A. bisporus and P. ostreatus fruit
bodies, demonstrating that the glucogalactomannan of V. fungicola
cell walls and a lectin from each mushroom behave as the «target
molecules» initiators of the subsequent molecular signaling which,
successively, will produce the respective «dry bubble» disease with
the necrosis of the fruit bodies. The present studies suggest that the
same glucogalactomannan-lectin interaction may occur in the V.
fungicola mycoparasitism described in the «hot mushroom» Agaricus
bitorquis also commercially grown (16) and, although up to now it
has not been described the presence of any lectin in these fruit
bodies, it presumably may exist.

Moreover, this article also suggests that other important
verticillium wilt diseases described in several crop plants (olive,
cotton etc.) could exhibit a rather similar mechanism of recognition
and binding between determined cell wall polysaccharides from
V. albo-atrum, V. dahliae, etc. (17) and their specific complementary
plant lectins, as the necessary step for the development of their
corresponding mycosis processes. Further studies are required to
prove whether this is a common phenomenon in the strategy of
Verticillium infections or if it occurred only in the cases previously
reported.
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