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1. INTRODUCCION

La nucleofosmina (NPM1, B23, NO38 o numatrina) es una proteina abundante en el
nucléolo que participa en numerosos procesos de crecimiento celular, como el ensamblaje y
transporte de ribosomas al citoplasma™. Ademds, juega un papel fundamental en la
regulacién de varios supresores tumorales e interviene en la duplicacién del centrosoma, asi
como en la replicacién, recombinacion, transcripcion y reparacion del DNAY. También se
localiza en el citoplasma, donde presenta actividad como chaperona®™. Para poder cumplir
con sus funciones esta proteina se transporta continuamente entre el citoplasma y el nucleo, y
del nucleoplasma al nucléolo, para lo que dispone de sefiales de importacidn y exportacion

nuclear, y de retencidn nucleolar a lo largo de su secuencia”.

NPM1 adquiere una estructura cuaternaria pentamérica. Cada mondmero esta compuesto
por 294 aminodacidos organizados en tres dominios. El dominio N-terminal o core responsable
de la oligomerizacion esta formado por los primeros 122 residuos dispuestos en forma de
barril B (Figura 1.1) y contiene dos motivos ricos en leucina que sirven como sefiales de
exportacion nuclear (NES). A continuacién se dispone un linker de conformacion flexible que
contiene la sefial de localizacién nuclear (NLS) y en el extremo C-terminal los ultimos 50
residuos se agrupan formando un pequefio nucleo hidrofédbico compuesto por tres o-hélices

(Figura 1.2), cuya estructura terciaria genera un dominio de unién nucleolar (NoLS)"*.

Figura 1.1. Estructura pentamérica del dominio Figura 1.2. Estructura del dominio C-terminal de NPM1
N-terminal NPM1 de Xenopus laevis". mostrando W288 y W290 2
La nucleofosmina, relacionada con diversas patologias tumorales, estd sobreexpresada en
tumores solidos de origenes histoldgicos diversos’ y su gen NPM1 presenta diversas
mutaciones en tumores de origen hematolégico®’, como la leucemia mieloide aguda (AML), en
la que aproximadamente el 30% de los pacientes sufre alguna mutacién en dicho gen®®. Se han

descrito cerca de 50 variantes mutantes de NPM1 en AML>®, siendo el mas comun el
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denominado mutante A (NPM1mutA) en el que la insercién de un segmento de 4 nucledtidos
(TCTG), conlleva un cambio del marco de lectura y la consiguiente pérdida de los residuos
W288 y W290% (Figura 1.3) esenciales en el plegamiento del dominio C-terminal y en la unién

al nucléolo®.

NPM1: GATCTCTG. .. .GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG
286D L W Q W R K S L STOP
NPMImutA: GATCTCTGTCTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG

286D L C L A V E E V S L R K STOP

Figura 1.3. Secuencia de nucleédtidos y aminoacidos del segmento del C-terminal salvaje y mutante A. Triptéfanos
288y 290 (verde) y motivo de exportacidn nuclear generado (rojo)s.

Esta mutacidn genera también un nuevo motivo de exportacién nuclear. La adquisicién de
esta nueva NES favorece la interaccion de la nucleofosmina con la exportina Crm1 (Figura 1.4),
y por lo tanto la direccionalizacidn y acumulacidon de la NPM1 mutada en el citoplasma de las

células leucémicas®’?

. El hecho de que los mutantes sean capaces de oligomerizar con NPM1
salvaje provoca que aun siendo mutaciones heterocigéticas NPM1 salvaje también se acumule
mayoritariamente en el citoplasma®’. Esta deslocalizacién de la NPM1 probablemente
perturbe varias vias celulares ya sea por pérdida de funciones en el nucléolo o por ganancia y
aparicion de nuevas funciones en el citoplasma“**%. La localizacién citoplasmatica de NPM1
que se da en AML es una caracteristica exclusiva de este tipo de patologia lo que ha llevado a
la OMS a clasificar la AML con NPM1 mutada como una entidad provisional en la clasificacion
de tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides™®.

/\ Figura 1.4. El trifico de NPM1
P salvaje esta controlado por tres

W motivos principales; dos NES
localizados en el core, una NLS
localizada en el linker y una NolLS
en la que intervienen W288 vy
W290. La mutacion A implica la

/-\ pérdida de los triptéfanos de la

 Sefial localizacién [ sefial localizacién | NoLS y la ganancia de una NES
W \%) adicional  que  facilita la
NPM1 Mutante A _
CRM1

NPM1 Salvaje

exportacion mediada por Crml
(figura modificada de Falini B et al
2009)°.

Diferentes estudios de mutagénesis han demostrado que el plegamiento del dominio C-
terminal estd estrechamente ligado a la localizacidn celular de la proteina. Grummitt et al.
2008 demostraron que la sustitucidn de los residuos F268 y F276, o los residuos W288 y W290
por alaninas impide el plegamiento del dominio y por lo tanto su unién a acidos nucleicos’. Por

otro lado, Falini et al. 2006 comprobaron que tras reinsertar los residuos de triptéfano en la



secuencia del mutante, el dominio adquiere un plegamiento similar al de la proteina salvaje y
consecuentemente se da la relocalizacién mayoritaria en el nucléolo®. Por tanto, el dominio C-
terminal puede considerarse como diana farmacolégica en el tratamiento de la AML vy la
busqueda de chaperones farmacoldgicos que estabilicen la conformacién plegada de dicho

dominio puede abrir una via para el desarrollo de terapias™’.

Como primer paso, y en colaboracién con el departamento de biomedicina de la
Universidad de Bergen (Noruega), se ha realizado un cribado con metodologia HTS de una
biblioteca de compuestos naturales (MyriaScreen Diversity Collection). Se han identificado 25

compuestos que estabilizan el dominio C-terminal (manuscrito en preparacién).

2. OBJETIVOS

Validacion del efecto del compuesto N-(5-bromo-2-
piridinil)-2-metil-5-oxo-7-fenil-4-(2-piridinil)-1,4,5,6,7,8-
hexahydro-3-quinolinacarboxamida (Figura 2.1) (Sigma
Aldrich) (el cual a partir de ahora se denominard C1)

seleccionado del cribado HTS, analizando la estabilidad

térmica en ausencia y presencia de los hits
Figura 2.1. N-(5-bromo-2-piridinil)-2-

seleccionados en el dominio C terminal y en NPM1 de  metil-5-oxo-7-fenil-4-(2-piridinil)-
1,4,5,6,7,8-hexahydro-3-
secuencia completa. quinolinacarboxamida
Analisis semicuantitativo de la localizacidon nucleolar y de agregados de nucleofosmina en

células Hela transfectadas con YFP-NPM1 y YFP-NPM1mutA en ausencia y presencia del

compuesto citado.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sobreexpresion y purificacion de proteinas

El inserto con la secuencia deseada (NPM1 salvaje de secuencia completa (NPM1) o los
ultimos 50 aminoacidos C-terminales de NPM1 salvaje fusionados a GST (NPMI1Ct)) fue
clonado en el plasmido pET8c-6HTEV, que incluye una etiqueta de histidinas y confiere
resistencia a ampicilina. La sobreexpresion de proteina fue llevada a cabo en la cepa de E.coli
BL21(DE3), para cuya transformacion se utilizé el método del choque térmico. Tras mantener

en hielo durante 30 min una alicuota de células BL21(DE3) quimiocompetentes y 1 uL del
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plasmido correspondiente, las células se incubaron 90 s a 42°C, seguidos de 2 min en hielo. Las
células se incubaron 45 min a 37°C en medio LB sin antibidtico para la expresidén del gen que
confiere resistencia a ampicilina. Posteriormente se sembraron en una placa de Petri con
ampicilina a 100 ug/ml. Una Unica colonia fue crecida en medio LB con ampicilina a 37°C hasta
una absorbancia de 0.4 unidades, tras lo cual la temperatura se bajé a 18°C. A una absorbancia
de 0.7 unidades se anadid IPTG 1 mM para la sobreexpresién de proteina. El pellet
correspondiente a dos litros de cultivo se resuspendid en 40 ml de tampdn de lisis [tris 25 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, MgCl, 5 mM, glicerol 10% para NPM1 y 5% para NPM1Ct,
PMSF 1 mM, TCEP 1 mM, pH 7.5] suplementado con inhibidores de proteasas (Complete EDTA-
free, una pastilla por litro de cultivo) y lisozima (20 mg por litro de cultivo). Las muestras
fueron sonicadas a 10 micrones de amplitud en dos tandas de 10 ciclos cada una (15 s ON / 20
s OFF) y centrifugadas a 40000 r.p.m. 45 min. Tras filtrar los sobrenadantes con filtros PES de
0.22 um fueron inyectados a 1 ml/min en una columna Niquel-NTA HisTrap™ FF (Qiagen). Para
la elucidn de la proteina de interés se realizd un gradiente de 0 a 100% de tampdn de elucion
[misma composicion que los tampones de lisis a excepcion de la concentracién de imidazol: 1
M para NPM1 y 500 mM para NPM1Ct] a 4 ml/min, en 30 min en el caso de NPM1 y 15 min
para NPM1Ct. Las fracciones se seleccionaron en base a su pureza en geles SDS-PAGE 15%, se
les afiadid proteasa TEV (1 mg por cada 30-50 mg de proteina de interés) y se dializaron
overnight en tampdn de lisis para eliminar la cola de histidina. El dializado se concentrd
mediante un dispositivo Amicon (con un tamafio medio de poro de 10 KDa para NPM1y 3 KDa
para NPM1Ct) hasta 2 ml y se inyectaron en una columna de gel filtracion Superdex 200 16/60
(GE Healthcare Life Sciences) en el tampdn correspondiente [tris 25 mM, NaCl 100 mM,
glicerol 10% para NPM1y 5% para NPM1Ct, DTT 1 mM para NPM1 y 2 mM para NPM1Ct]. Las
fracciones se seleccionaron en funcidn de su purezay pertenencia a un pico homogéneo y tras
concentrarse hasta unos 10-20 mg/ml fueron alicuotadas, congeladas en nitrégeno liquido y
almacenadas a -80°C. La concentracién de proteina fue estimada mediante el método del

acido bicinconinico (BCA).

3.2. Medidas de fluorescencia

Los experimentos de fluorescencia se realizaron en tampdn fosfato 50 mM pH 7.5, en un
fluorimetro PTI controlado térmicamente por un sistema Peltier acoplado, en cubetas de
cuarzo de paso Optico de 3 mm (Hellma). La concentracién de proteina utilizada fue NPM1Ct
50 uM y NPM1 5-10 uM. El compuesto C1 (Sigma-Aldrich), disuelto en DMSO, se sometid a
sonicacién antes de incubarlo con la proteina. La relacién proteina:C1 utilizada fue 1:3. La

mezcla se incubd 30 min a 20°C. Los barridos de calentamiento se realizaron de 20 a 90°C vy a
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velocidad de calentamiento de 60°C/h. Se monitorizé la fluorescencia de emisidn de la sonda
SYPRO Orange (SYPRO) (Life technologies), concentracién 5X, Aee, Aem 490 y 575 nm,
respectivamente, slits 5x5 y en modo corregido. Los espectros se realizaron a 20°C antes y
después de los calentamientos en el rango de 500-700 nm. También se analizd la emisién de
los residuos de triptéfano, localizados en el dominio C-terminal, Aex, Aem 295 y 350 nm,
respectivamente, slits 5x5 y en modo corregido. Los espectros en este caso se llevaron a cabo
en el rango 310-500 nm. Se realizaron controles en ausencia de compuesto (se reemplazd por

el mismo volumen de DMSO) en iguales condiciones.

Asimismo se midié la emision de fluorescencia de los residuos de triptéfano a lo largo del
tiempo. El tampdn, la concentracién de proteina, longitudes de onda, y slits utilizados fueron
los mismos que los anteriormente mencionados. El tampdn, en ausencia o presencia de
compuesto C1 se calentd a la Tm determinada durante el proceso de desnaturalizaciéon de
cada proteina. Tras alcanzar el equilibrio térmico se afiadié la proteina y se midid el

incremento en la emision de fluorescencia a lo largo del tiempo.

3.3. Dicroismo circular (CD)

Las medidas de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro Jasco-810
controlado térmicamente por un sistema Peltier acoplado Circulator C-400. La proteina
NPM1Ct 25 uM, se prepard en tampdn fosfato 50 mM pH 7.5. Los espectros se realizaron en
cubetas de cuarzo (Hellma) de 0.1 - 0.01 cm de paso éptico a 20°C, en el rango 200-250 nm,
con una sensibilidad estandar, anchura de banda de 1 nm, tiempo de respuesta de 0.5 sy
velocidad de barrido de 50 nm/min. Cada espectro se obtuvo al promediar 20 barridos. Los
barridos de temperatura se realizaron en el rango 20-90°C, monitorizando la elipticidad a 222

nm, tiempo de respuesta de 8 s y una velocidad de calentamiento de 60°C/h.

3.4. Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Los barridos se realizaron en un microcalorimetro VP-DSC (Microcal). Las muestras se
dializaron con cutoff de 3500 Da en tampdn fosfato 50 mM pH 7.5. Tras dializar overnight a 4°C
se afiadié DMSO al 4% o C1 (relacidn 1:3). Las disoluciones fueron desgasificadas y los barridos
se llevaron a cabo bajo presidén de 28 psi. La concentracion de proteina fue de 230 uM vy los

barridos se realizaron entre 20 y 90°C a 1°C/min.



3.5. Efecto del compuesto C1 en células que expresan NPM1mutA

NPM1 salvaje y NPM1mutA se clonaron y sobreexpresaron en el plasmido pEYFP-C1
(ClonTech), fusionadas N-terminalmente a YFP. Para la sobreexpresiéon y el analisis las células
Hela se sembraron sobre cubres estériles en placas de 12 pocillos. Al llegar a una confluencia
del 70-80%, se transfectaron y 3 h después el medio de crecimiento DMEM (suplementado con
10% FBS y 1% ampicilina/estreptomicina) fue reemplazado por medio fresco con C1 a 50 uM
en DMSO (0.5% concentracion final) y se incubaron 24 h. En el caso de la Leptomicina B (LMB,
Apollo Scientific) las células se trataron 3 h con LMB a 5.4 ng/ml (concentracion final). Tras los
tratamientos las células se fijaron con 3.7% formaldehido en PBS, se incubaron con Hoechst
33258 (Sigma, dilucién 1:5000) y se montaron sobre portas usando Vectashield aqueous
mounting medium (Vector Laboratories) para su observacién al microscopio. Las muestras
fueron analizadas por microscopia de fluorescencia (Zeiss Axioscop) y las imagenes se
obtuvieron con una cdmara Nikon DS-QilMc y el software NIS-Elements F. El analisis
semicuantitativo se realizé clasificando un minimo de 200 células en base a la localizacién

subcelular de YFP-NPM1 y a la agregacién proteica.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis in vitro del efecto de C1 en la estabilidad térmica del dominio C-terminal

Se ha analizado el efecto del compuesto C1 en la estabilidad térmica del dominio C-
terminal aislado (NPM1Ct) y de dicho dominio en el contexto de la proteina de secuencia

completa (NPM1) utilizando técnicas espectroscépicas y calorimétricas

La estabilidad térmica de NPM1Ct (DMSO 4%) ha sido monitorizada por los cambios en la
emision de la sonda SYPRO la cual es sensible a la polaridad del medio. SYPRO se une a las
regiones hidrofébicas que se exponen durante el desplegamiento de las proteinas,
desplazando su mdaximo de emisidn a longitudes de onda mas bajas y aumentando su
rendimiento cuantico™. En presencia de NPM1Ct en condiciones nativas SYPRO tiene una
emision centrada en 615 nm, que se desplaza a 595 nm en condiciones desnaturalizantes, con
el consiguiente incremento en su rendimiento cuantico (Figura 4.1 (A)). Se ha seguido el
desplegamiento térmico del dominio C-terminal analizando el incremento de la emision de
esta sonda a longitudes de onda que corresponden al estado desplegado de la proteina. La
desnaturalizacion térmica de NPM1Ct es un proceso poco cooperativo, con una transicion

ancha (aproximadamente 20 °C), y una Tm de 56.7 + 1.6°C (Figura 4.1 (B)). La disminucion de



fluorescencia que se produce después de la transicion puede explicarse por la agregacién

proteica que se produce tras el desplegamiento.
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Figura 4.1. Medidas de fluorescencia realizadas con SYPRO. (A) Espectro de emision de NPM1Ct nativo (negro, eje
derecho) y NPM1Ct desnaturalizado (rojo, eje izquierdo). (B) Termograma de NPM1Ct (negro, eje izquierdo) y
NPM1Ct en presencia de C1 (rojo, eje derecho).

La solubilidad de la sonda SYPRO en medio acuoso es baja e incrementa su rendimiento
cuantico en presencia de Cl1 debido al caracter apolar de este compuesto (datos no
mostrados). Para favorecer la interaccidon de C1 con la proteina, y evitar su posible particién
por SYPRO, se incubd la mezcla NPM1Ct:C1 en ausencia de sonda fluorescente, ésta se anadio
antes de comenzar el calentamiento de la muestra. Sin embargo, dado que SYPRO siempre
estd en exceso, el rendimiento cudntico respecto a la muestra preparada en ausencia de C1

aumenta, por lo que se asume que una fraccién de la sonda se une a C1.

NPM1Ct en presencia de C1 presenta un termograma complejo, en el que ademas de una
transicion a la temperatura correspondiente al dominio C-terminal en ausencia de compuesto,
aparece una transicidn a temperaturas superiores que se adjudica a la fraccién de proteina
unida y por lo tanto estabilizada por C1 (Figura 4.1 (B)). A pesar de que las dos transiciones no
estan perfectamente resueltas, se estima una Tm superior a 70°C. Ademas, la proporcidn
relativa de las fracciones de proteina estabilizada y no estabilizada asi como la magnitud del
desplazamiento en la Tm es variable. Esta variabilidad se atribuye a la baja solubilidad de C1,

que afecta a la concentracion efectiva de compuesto que puede unirse a la proteina™.

Considerando que el incremento del rendimiento cudntico de SYPRO en presencia de C1
indica una interaccion de la sonda fluorescente con el compuesto, durante el proceso de
desnaturalizacion de NPM1Ct se estableceran distintos equilibrios entre los tres componentes
presentes en la muestra, por lo que el propio compuesto C1 y SYPRO pueden estar
compitiendo entre si por la unidon a la proteina. Por tanto, se decidié seguir la
desnaturalizacion térmica de NPM1Ct analizando la fluorescencia intrinseca de la proteina. La

emision de los residuos de triptdéfano es sensible a la polaridad del entorno, se desplaza hacia
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el rojo cuando dichos residuos se exponen al medio acuoso®®. NPM1Ct presenta una banda de
emisién centrada en 340 nm en condiciones nativas, que se desplaza hacia 350 nm tras el
calentamiento (Figura 4.2 (A)) por lo que se siguio la intensidad de emisién a esa longitud de

onda durante el desplegamiento de NPM1Ct.

Al igual que con SYPRO, NPM1Ct presenta una transiciéon poco cooperativa con una Tm a
52 + 0.4°C (Trp) (Figura 4.2 (B)). La Tm estimada es ligeramente mas baja que cuando se
determina en presencia de SYPRO, lo que podria indicar que la accesibilidad de los residuos
triptéfano al medio es un evento anterior a la exposicidn total de los entornos hidrofébicos de

la proteina durante el proceso de desnaturalizacion.
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Figura 4.2. Seguimiento de NPM1Ct por fluorescencia intrinseca de residuos de triptéfano. (A) Espectro de emision
de NPM1Ct nativo (negro) y NPM1Ct desnaturalizado (rojo). (B) Termograma de NPM1Ct (negro) y NPM1Ct en

presencia de C1 (rojo).

El compuesto C1 estabiliza el dominio C-terminal y produce un aumento en la Tm de
desplegamiento de la proteina, obteniéndose una ATm de 4°C. También en este caso se
observa una transicidon a una temperatura correspondiente a la proteina no unida a C1. Dado
que C1 se encuentra en exceso (3X), la baja afinidad del compuesto por la proteina (no
determinada) o la baja concentracidn efectiva del compuesto™ podrian explicar la presencia de

una fraccién de NPM1Ct libre.

Aunqgue la ATm estimada si se analiza la emisidon de los triptéfanos es menor que la
calculada con SYPRO, se estudid la cinética de desplegamiento de NPM1Ct en ausencia y
presencia de C1 mediante el seguimiento de la fluorescencia de residuos de triptéfano (la
temperatura del experimento se fij6 a la Tm caracteristica de la proteina sola). El tiempo
necesario para producir un incremento del 50% en la emisidon a Asso (tso) de NPM1Ct en
presencia de C1 (96 s) es superior al observado en su ausencia (60 s) (Figura 4.3 (A)), lo que
indica que la cinética de exposicidon de los triptéfanos al medio acuoso es mas lenta en

presencia del compuesto C1, y corrobora su efecto estabilizador.
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Con objeto de determinar los parametros termodinamicos de la unién de C1 a NPM1Ct se
realizé calorimetria diferencial de barrido, DSC, que permite asignar valores de ATm, de
variaciéon en entalpia (AH) y de variacidon en la capacidad calorifica (ACp) a los cambios

conformacionales inducidos por la temperatura que sufren las proteinas®.

NPM1Ct presenta una transicion ancha, poco cooperativa (Figura 4.3 (B)), tras la que no
se recupera la linea de base, la cual decae bruscamente tras la transicion, probablemente por
efecto de la agregacion e impide la determinacién de la AH y la ACp. No obstante, se estima
una Tm aproximada de 51°C. La presencia de C1, que no mejora el problema de recuperacién
de la linea de base y por tanto el fenédmeno de la agregacion de NPM1Ct, parece aumentar su

Tm hasta de 53°C, siendo las estimaciones en ambos casos de baja fiabilidad.
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Figura 4.3. (A) Cinética de desnaturalizacion de NPM1Ct en ausencia (negro) y presencia (rojo) de C1 manteniendo
la temperatura constante a la Tm de NPM1Ct en ausencia de compuesto. (B) Termograma DSC de NPM1Ct en
ausencia (azul) y presencia (rojo) de C1.

Para determinar si la estabilizacion mediada
por el compuesto C1 también afecta a |Ia
estabilidad de la estructura secundaria del
dominio C-terminal, se analizé6 su comportamiento

frente a la temperatura por dicroismo circular

Elipticidad (mdeg)
2

(CD). NPM1Ct presenta un espectro caracteristico

de proteina rica en a-hélice, con dos minimos a 20 a0 o0 80
Temperatura *C)

222 nmy a 208-210 nm, y un maximo a 193 nm
. Figura 4.4. Espectro y termograma de NPM1Ct
(Flgura 4.4). realizados por dicroismo circular.

La Tm estimada al monitorizar la elipticidad de NPM1Ct a 222 nm es 58.5 °C (Figura 4.4).
No se obtuvo ninguna variacidn en el valor de Tm estimada en presencia de C1 (termograma

no mostrado por la baja relacién sefial/ruido debida al efecto del DMSO y del compuesto).
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En conclusién, como cada técnica da informacidon de un evento diferente del proceso
general de desplegamiento de NPM1Ct, se puede decir que el compuesto C1 seleccionado en

el cribado realizado con metodologia HTS estabiliza el plegamiento terciario de NPM1Ct.

Como el objetivo a medio plazo del proyecto en el que se incluye este trabajo es
encontrar ligandos que faciliten la localizacion nucleolar causada por el replegamiento del
dominio C-terminal de los mutantes oncogénicos, se expresaron tanto el dominio C-terminal
como la proteina completa correspondientes al mutante A (mismo procedimiento que con sus
correspondientes salvajes). Sin embargo, ambas proteinas presentaban una tasa muy elevada
de protedlisis en la regiéon C-terminal. Por ello, se estudio el efecto del compuesto C1 en NPM1

y se analizo su efecto sobre NPM1Ct en el contexto de la proteina de secuencia completa.

Se aplicd la misma metodologia utilizada con NPM1Ct. Durante el proceso de
desplegamiento térmico de NPM1 en presencia de SYPRO se observé la existencia de dos
transiciones, correspondientes a la disociacion/desplegamiento del dominio core y a la
desnaturalizacién del dominio C-terminal (Figura 4.5 (A)). Para asignar las transiciones al
desplegamiento de cada uno de los dos dominios plegados de la proteina, se utilizaron: el
mutante NPM1mutA, que a pesar de estar degradado en su extremo carboxilo terminal,
mantiene intacto el dominio core, y por lo tanto sirve para establecer qué transicidon
corresponde al dicho dominio. Y NPM1 salvaje, la cual es util para determinar la transicion del
C-terminal por seguimiento de la fluorescencia intrinseca de los residuos de triptéfano
localizados en sus extremos C-terminales. El uso de ambas aproximaciones ha permitido
indicar que la primera transicién corresponde al desplegamiento y/o disociaciéon del core
pentamérico (Tm 43-44 °C), y la segunda pertenece al dominio C-terminal (Tm 56 °C) (figura
4.5 (A)). Por otra parte, la Tm de desplegamiento del dominio C-terminal en el contexto de

NPM1 de secuencia completa es ligeramente superior a la del dominio C-terminal aislado.
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Figura 4.5. Termogramas de desnaturalizaciéon de NPM1 de secuencia completa. (A) Seguimiento por SYPRO
(negro) y por fluorescencia intrinseca de Trp (azul), (morado) control realizado con NPM1mutA. La flecha
indica el dominio core. (B) Desnaturalizacidn en ausencia (negro) y presencia (rojo) de C1.
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El compuesto C1 no afecta a la transicidon correspondiente al dominio core de NPM1, pero
si que desplaza la Tm del dominio C-terminal (Figura 4.5 (B)), lo que indica que es un ligando
efectivo para estabilizar térmicamente dicho dominio. Este efecto también se observa al
analizar la cinética del desplegamiento del C-terminal en ausencia y presencia de C1 (Figura
4.6). Asi, el dominio C-terminal de NPM1 (en ausencia de C1) presenta varias fases de

desplegamiento; una primera fase rdpida, que

1,2e+5

transcurre en los primeros 200 s del

1,0e+5

calentamiento y una o varias fases posteriores,

8,0e+4 +

en las que los dominios C-terminales exponen

6,0e+4 -

totalmente los triptéfanos al medio. En

4,0e+4 +

presencia de C1, la cinética de desnaturalizacién

2,0e+4 +

Emision de Trp de NPM1 |, (u.a.)

del dominio C-terminal es mas lenta: muestra 00 1

4 . ; ;

una primera fase de aumento de la emisién a ° 1000 . 2°°°() 3000
iempo (s

Asso (tsg aproximado 1000 s), seguida de otro
L Figura 4.6. Cinética de desnaturalizacion de NPM1
proceso en el que el aumento de la emision  en ausencia (negro) y presencia (rojo) de CL.

muestra una cinética mas lenta.

Esta estabilizacion de NPM1 por C1 se asemeja al patrén observado previamente en el C-
terminal aislado. Sin embargo, las cinéticas de desnaturalizacidon son mds lentas en el caso de
la proteina de secuencia completa. Aunque no se ha realizado ninglin experimento que trate
de explicar este comportamiento, se puede decir que el dominio core ejerce una funcidn

estabilizadora del dominio C-terminal, tanto en ausencia como presencia de C1.

4.2. Andlisis del efecto de C1 in vivo

En células portadoras de YFP-NPM1 salvaje la
proteina se encuentra en el nucléolo mientras que en las

transformadas con YFP-NPM1mutA se da una salida

. . 257 (c: Normal AML
masiva al citoplasma (Figura 4.7). Figura 4.7. Localizacién de NPM1 en células normales 'y

leucémicas. Nucléolo en rojo y NPM1 en verde °.
Mediante el tratamiento con el inhibidor especifico de Crm1 Leptomicina B se comprueba

que la exportacion de NPM1 al citoplasma estd mediada por Crm1**>°

, Ya que en presencia de
este compuesto la fluorescencia de YFP-NPM1 (tanto salvaje como mutante A) se encuentra en
el nucleo. En ausencia de Leptomicina B, se observa que en las células con YFP-NPM1 salvaje la
fluorescencia se mantiene en el nucléolo mientras que en YFP-NPM1 mutante A la

fluorescencia se registra principalmente en el citoplasma. En este tipo de células se han visto
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puntos brillantes en el citoplasma los cuales se atribuyen a la agregacion proteica. En el
tratamiento de la forma mutante con Leptomicina B se observa también que la fluorescencia
se mantiene en el nucleo, pero no se llegan a apreciar los nucléolos®®®, lo cual corrobora la
hipdtesis de que la mutacion ademas de provocar la aparicion de una nueva sefial NES,

provoca la pérdida de la capacidad de unién de NPM1 a acidos nucleicos del nucléolo (Figura

4.8).
Figura 4.8. Células Hela transformadas
o - - - - con YFP-NPM1 salvaje y mutante A. La
= ® fluorescencia asociada a YFP se ve en los
! V. paneles de la izquierda en verde y a la
derecha el DNA en azul por la tincion de
Hoechst. En los paneles inferiores las
o0 células han sido tratadas con Leptomicina
= B (LMB).
+
WT Mutante A

Al tratar las células transformadas con YFP-NPM1mutA con C1 se observa como el nivel de

agregacion se reduce aproximadamente a la mitad respecto a las que no han sido tratadas. El

efecto positivo de Cl se observa también en la Bl —————
= YFP-NPM1mutA

localizacién proteica. Como se ha dicho anteriormente en w0 | m—YFP-NPM1mutA + C1
s . 2]
células portadoras de NPM1 mutante A la fluorescencia £ «;

T
se encuentra principalmente en el citoplasma, pero al 3 «
afiadir Cl1 el efecto de la mutacién se revierte . ’j—‘ i
parcialmente dandose un aumento del 12% en la 0 : :

agregados proteicos localizacion nucleolar

localizacién nucleolar (Figura 4.9). En el caso de las . . }
Figura 4.9. Porcentaje de células con

células mutantes tratadas con C1, a pesar de verse un  2gregados y células en las cuales se
encuentra la proteina mayoritariamente

aumento en la localizacién nucleolar YFP-NPM1mutA no  en el nucléolo. Valores para la proteina
salvaje, el mutante con DMSO (control) y
llega a ser Unicamente nucleolar tal y como ocurre con la  efecto de C1 sobre el mutante A.

proteina salvaje.

5. CONCLUSIONES

De los estudios realizados in vitro se concluye que durante su desnaturalizacién el C-
terminal expone de manera secuencial los residuos de triptéfano del nicleo hidrofdbico, lo
que lleva a la exposicién de sus zonas apolares y posterior pérdida de su estructura secundaria

a-hélice. Ademas, el compuesto C1 estabiliza el dominio C-terminal tanto cuando se encuentra
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aislado (NPM1Ct) como cuando se encuentra en el contexto de la proteina de secuencia

completa (NPM1).

In vivo Cl favorece que la proteina mutante A la cual tiene el dominio C-terminal
desplegado, adquiera una conformacién que se asemeja a la salvaje, ya que presenta
localizacién nucleolar, aunque no de manera exclusiva, lo cual se interpreta como

recuperacion parcial de su capacidad de unién a acidos nucleicos en el nucléolo.

Estos resultados sugieren que este compuesto (u otros de naturaleza similar) pueden ser
interesantes como punto de partida para la creacién de farmacos utiles en terapia contra la

leucemia mieloide aguda.
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