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ES 2312595 T3

DESCRIPCION

Piruvato-quinasa como nueva molécula diana.

La presente invencion se refiere al uso de una piruvato-quinasa o un dcido nucleico que codifica la misma como dia-
na para la modulacién de procesos apoptéticos, particularmente como molécula diana para la diagnosis, la prevencién
o el tratamiento de trastornos asociados con apoptosis, tales como tumores.

La piruvato-quinasa (ATP: piruvato-2-O-fosfotrans-ferasa, PK), es una enzima glicolitica controladora de la ve-
locidad y cataliza la formacién de piruvato y ATP a partir de fosfoenolpiruvato y ADP. En los mamiferos, PK existe
como cuatro isoenzimas designadas como tipos M1, M2, L y R, cuya expresion difiere de un tipo de célula a otra (Ta-
naka et al. 1967, Ibsen et al. 1974, Nowak et al. 1981). El tipo M2, considerado como el prototipo, es predominante en
el feto, en las neuplasias (sic) y en tejidos no diferenciados o proliferantes, pero estd también distribuido ampliamente
en tejidos adultos (Mallati et al. 1992, Guminska et al. 1988). Esta forma es reemplazada progresivamente por el tipo
M1 en el miisculo esquelético, el corazén y el cerebro durante la diferenciacién. La carcinogénesis invierte aparen-
temente este proceso. Los tipos M1 y M2 son producidos a partir del mismo gen, por remodelacién alternativa. La
diferencia entras dos isoformas reside en un exén que codifica 51 residuos de aminodcidos, en los cuales 21 residuos
son diferentes. La propiedad enzimoldgica de la isoenzima tipo M1 es muy diferente de las otras tres formas, dado
que la misma es la tinica que no estd regulada alostéricamente. El tipo M1 exhibe cinética hiperbdlica y no es activado
por fructosa-1,6-bisfosfato (FBP); en contraste, el tipo M2 exhibe curva cinética que es activado por FBP (Saheki et
al. 1982).

La enzima glicolitica gliceraldehido-3-fosfato-des-hidrogenasa exhibe funciones no relacionadas con su actividad
glicolitica y juega un papel en diversos procesos celulares. Por ejemplo, se ha demostrado que GAPDH sufre translo-
caci6n al nicleo e induce apoptosis, para fijar t-RNAs especificos y posiblemente estd implicada en la activacién de
la transcripcion. Sin embargo, no se ha hecho sugerencia alguna en la bibliografia publicada en el sentido de que la
piruvato-quinasa esté asociada con procesos apoptoticos.

Asi, fue sorprendente que el andlogo anti-proliferativo de somatostatina TT-232 (Kéri et al., 1993a, Kéri et al.
1993b y Kéri et al. 1996) se fije a piruvato-quinasa, particularmente la isoenzima de piruvato-quinasa M2. La fija-
cioén de TT-232 a piruvato-quinasa conduce a una translocacién nuclear y una induccién de apoptosis. Este resultado
demuestra que la piruvato-quinasa estd implicada en procesos apoptdticos y representa una molécula diana para el
desarrollo de nuevos farmacos, particularmente de farmacos contra el cancer y las enfermedades inflamatorias.

La presente invencion se refiere a un método de identificacion de nuevos moduladores de apoptosis que comprende
cribado en busca de sustancias capaces de modular la actividad de piruvato-quinasa, en donde la actividad comprende
una translocacion al nicleo.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a una isoforma M2 de piruvato-quinasa nuclear, que exhibe
mayor movilidad electroforética comparada con la isoforma citosélica de piruvato-quinasa.

El término “piruvato-quinasa”, tal como se utiliza en la presente solicitud, hace referencia a la isoenzima de piru-
vato-quinasa M2. Particularmente, la piruvato-quinasa es la isoenzima M2 (Swiss-Prot. nimero 14786). La secuencia
de DNA que codifica las isoformas de piruvato-quinasa se describe en Genbank, niimero de acceso X56494. Las pi-
ruvato-quinasas pueden obtenerse a partir de fuentes animales humanas o no humanas, particularmente de fuentes de
mamifero, tales como hombre, ratén, rata, hadmster, mono, cerdo, etc. Es especialmente preferida la piruvato-quinasa
M2 humana que comprende:

a) la secuencia de aminodcidos que se muestra en Swiss-Prot. nimero P14786 o

b) una secuencia de aminoécidos que tiene una identidad de al menos 80%, particularmente de al menos 90%
y mds particularmente de al menos 95% con aquélla, en donde la identidad de secuencia de aminodcidos
puede determinarse por un programa de computadora adecuado, tal como GCG o BLAST.

Adicionalmente, el término “piruvato-quinasa” abarca derivados recombinantes o variantes de la misma, as{ como
fragmentos de la misma que tienen actividad biolégica. Estos derivados, variantes y fragmentos de aquélla pueden
obtenerse como productos de expresion de genes alélicos variantes o de genes alterados recombinantemente, v.g. genes
modificados o truncados y/o como productos de la escision proteolitica. El término “actividad biolégica” o “actividad”
en el contexto de la piruvato-quinasa comprende preferiblemente la aptitud para modular la apoptosis, particularmente
la fijacion al andlogo de somatostatina TT-223 y/o la translocacién en el nicleo. Residuos particularmente importantes
para actividad de piruvato-quinasa son los residuos de aminodcidos 334-420 que contienen una sefial de localizacién
nuclear.

Una variante de piruvato-quinasa particularmente preferida es una isoforma nuclear de piruvato-quinasa M2 que
difiere de la piruvato-quinasa citosélica en que la misma exhibe una movilidad electroforética mayor. La isoforma
nuclear puede obtenerse a partir de la isoforma citosdlica por translocacion y procesamiento nucleares.
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La proteina piruvato-quinasa es codificada por un 4cido nucleico que puede ser un DNA o un RNA. preferiblemen-
te, el 4cido nucleico comprende:

(a) la secuencia de 4cido nucleico que se muestra en Genbank, nimero de acceso X56494 o complementaria
de la misma

(b) una secuencia de dcido nucleico que corresponde a la secuencia correspondiente a (a) dentro del alcance de
la degeneracion del cédigo genético o

(c) una secuencia de 4cido nucleico que se hibrida en condiciones severas con una secuencia de (a) y/o (b).

El término “hibridacién en condiciones severas” de acuerdo con la presente solicitud se utiliza como se describe
en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour, Laboratory Press (1989), 1101-
1104. Por consiguiente, la hibridacién en condiciones severas ocurre cuando una sefial de hibridacién positiva se
detecta todavia después de lavado durante una hora con 1 x SSC y 0,1% SDS a 55°C, preferiblemente a 62°C y muy
preferiblemente a 68°C, en particular durante 1 h en 0,2 x SSC y 0,1% SDS a 55°C, preferiblemente a 62°C y muy
preferiblemente a 68°C. Una secuencia de nucleétidos que se hibrida en tales condiciones de lavado con una secuencia
como se muestra en el listado de secuencias o una secuencia de nucleétidos complementaria o una secuencia dentro
del alcance de la degeneracidn del cédigo genético estd abarcada por la presente invencion.

Las moléculas de 4cido nucleico de la invencién pueden ser moléculas de dcido nucleico recombinantes genera-
das por métodos recombinantes, v.g. por procedimientos de amplificacién conocidos tales como PCR. Por otra parte,
las moléculas de acido nucleico pueden ser también 4cidos nucleicos sintetizados quimicamente. Preferiblemente, las
moléculas de dcido nucleico estdn presentes en un vector, que puede ser cualquier vector procariota o eucariota, en
el cual la secuencia de 4cido nucleico estd presente preferiblemente bajo control de una sefial de expresién adecuada,
v.g. promotor, operador, intensificador, etc. Ejemplos de vectores procariotas son vectores cromosémicos tales co-
mo bacteriéfagos y vectores extracromosomicos tales como plasmidos, prefiriéndose vectores plasmidicos circulares.
Ejemplos de vectores eucariotas son vectores de levadura o vectores adecuados para células superiores, v.g. células de
insecto o células de mamifero, pldsmidos o virus.

La piruvato-quinasa es capaz de fijar el andlogo de somatostatina TT-232 y mediar su efecto, particularmente su
efecto para estimular procesos apoptéticos. Asi, una estimulacién de la apoptosis puede obtenerse por aumento de
la cantidad y/o actividad de piruvato-quinasa, particularmente la actividad de translocacién nuclear. En contraste con
ello, puede obtenerse una inhibicién de la apoptosis por reduccion de la actividad de piruvato-quinasa, particularmente
la actividad de translocacién nuclear.

Debido a su actividad, la piruvato-quinasa es una diana adecuada para agentes para el diagnéstico, la prevencion
o el tratamiento de un trastorno asociado con apoptosis, particularmente una enfermedad hiperproliferativa que puede
seleccionarse de tumores, v.g. cancer de colon, cdncer de mama o melanomas y enfermedades inflamatorias, v.g.
enfermedades inflamatorias neuronales, tales como neuroartritis, o una enfermedad degenerativa.

La presente invencién se refiere a un método de identificacién de nuevos moduladores de la apoptosis que com-
prende cribado respecto a sustancias capaces de modular la actividad de piruvato-quinasa M2. Particularmente, la
invencién se refiere a un método de identificacién de sustancias capaces de fijarse a piruvato-quinasa y estimular la
translocacion al nicleo.

El método de cribado puede ser un ensayo de cribado de alta capacidad, en el cual se testan en paralelo una plurali-
dad de sustancias. El ensayo de cribado puede ser un ensayo celular o un ensayo molecular, en el cual se determina una
interaccidn de una sustancia a testar con la actividad de piruvato-quinasa. La piruvato-quinasa puede proporcionarse
en un sistema celular, preferiblemente en un sistema celular que sobreexpresa piruvato-quinasa, v.g. un cultivo de cé-
lulas 0 un modelo animal no humano. Por otra parte, pueden utilizarse sistemas no celulares, v.g. fracciones de células
que contienen piruvato-quinasa o piruvato-quinasa sustancialmente aislada y purificada. Cualquier sustancia activa
identificada por este método, v.g. cualquier sustancia capaz de modular, particularmente estimular la translocacién
nuclear de piruvato-quinasa puede utilizarse como un agente farmacéutico o como una estructura conductora que se
modifica ulteriormente para mejorar las propiedades farmacéuticas. Asi pues, la invencién comprende adicionalmente
formular un modulador de piruvato-quinasa, como se identifica por el método que se ha descrito arriba o una sustancia
obtenida a partir del mismo, v.g. por derivatizacién quimica o por modelizacién molecular, como una composicién
farmacéutica junto con vehiculos, diluyentes o adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

La presente invencidn se explica con mayor detalle en las figuras y ejemplos siguientes:
Figura 1. Representacion esquemadtica de los mutantes de piruvato-quinasa generados.

Figura 2. Efecto de diferentes mutantes de delecion de piruvato-quinasa sobre la muerte celular inducida por TT-
232.

Figura 3. Localizacién de piruvato-quinasa. Células NIH3T3 se dejaron sin tratar (A) o se trataron con TT-232
50 uM durante 4 horas (B). Las células se fijaron con metanol, se bloquearon con PBS + 3% BSA y se sometieron
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a inmunotincién con anticuerpo policlonal PK-M2 primario especifico y secundario marcado con FITC (verde). Los
nucleos se visualizaron por tincién con yoduro de propidio (rojo, imagen insertada).

Figura 4. Translocacién nuclear de la piruvato-quinasa después de diferentes estimulos apoptéticos. Se transfec-
taron transitoriamente células Cos-7 con plasmido de expresion eucariota pEGFP-PK-M2 (produciendo piruvato-
quinasa de tipo salvaje fusionada en el terminal N a GFP).

Figura 5. Translocacién nuclear de los mutantes de delecién de piruvato-quinasa después de estimulos apoptdticos.
Se transfectaron transitoriamente células Cos-7 con el pldsmido de expresion eucariota pEGFP-PK-M2 (produciendo
mutantes de delecion diferentes de la piruvato-quinasa fusionada en el terminal N a GFP) y 48 horas después de la
transfeccion las células se dejaron sin tratar (A-L) o se trataron con TT-232 50 uM durante 4 horas (D’-L"). (Ex: 485
nm = GFP, Ex: 390 = yoduro de propidio).

Fig. 6. Fijacién in vitro de somatostatina y TT-232 a piruvato-quinasa muscular de conejo.

Fig. 7. Efecto de la sobreexpresién de piruvato-quinasa sobre la sensibilidad hacia TT-232. (A) Transferencia
Western de lisados de células totales de 293 HEK con o sin sobreexpresién marcada con HA de PK-M2 de tipo salvaje
(B) Células transfectadas de manera estable se trataron con concentracion creciente de TT-232 durante 24 horas la
cantidad de células vivas se midi6 por el ensayo MTT (n = 32, *: p < 0,005, **: p < 0,001 determinado por el test T
de Student).

Fig. 8. Localizacion subcelular de PK-M2 end6gena después de la estimulacion con perdxido o UV. Células Cos-
7 se dejaron sin tratar, se trataron con TT-232 50 uM (A), peréxido de hidrégeno 100 uM (B), o 120 mJ/cm? de
UV (C) y se incubaron durante periodos de tiempo diferentes como se indica. Las células se separaron en fracciones
citosdlica (c) o nuclear (n) cargadas por triplicado y se sometieron a transferencia con PK-M2 (paneles superiores,
Erk-2 (paneles centrales) o Histona H1 (paneles inferiores).

Fig. 9. Efecto de PK-M2 direccionada al niicleo sobre el crecimiento celular. (A y C). Se transfectaron células
Cos-7 durante 5 horas con vectores vacios, pPEGFP-PK-M2 (PKM?2) o con pEYFP-PKM2-NLS (PKM2-NLS) (A) o
pEGFP-PK-M1 (PKM2) o con pEYFP-PKMI-NLS (B). Las células se tripsinizaron, se extendieron en placas de 96
pocillos, se incubaron durante 24, 48, y 72 horas en medio que contenia FCS, y se midi6 la densidad de células por
el ensayo MTT. Las células se dejaron adherir durante 10 horas, se midieron y se consideré esto como el momento
cero (n = 12 de tres experimentos independientes). (B y D) Una porcién de las células transfectadas se incub6 durante
48 horas, se separd por electroforesis en gel con gradiente de SDS 6-15% y se analiz6 en transferencia Western con
anticuerpo GFP (panel superior). La re-exploracién del filtro con anticuerpo de tubulina (panel inferior) exhibi6 una
carga igual.

Fig. 10. Efecto de PK-M2 direccionada al nicleo sobre la apoptosis. Se transfectaron células Cos-7 con pEGFP (A,
A"), pPEYFP-NLS (B, B’), pEGFP-PKM2 (C’, C’) o pEYFP-PKM2-NLS (D, D’), pEGFP-PKM1 (E, E’) o pEYFP-
PKMI1-NLS (F, F’) incubados durante 48 horas en medios que contenfan FCS. Las células se fijaron, se tifieron
los nidcleos con Hoechst y se analizaron bajo microscopio fluorescente respecto a GFP (A-F) y respecto a tincién
nuclear (A’-F’). Los nticleos altamente fluorescentes, condensados, y fragmentados se consideraron como apoptéticos
(flechas).

Fig. 11. Deteccién de la degradacion del DNA. (A y B) Se transfectaron células Cos-7 con constructos diferentes,
se incubaron durante 48 horas en medios que contenian FCS, se dividieron las muestras en dos partes, y el DNA se
extrajo y analiz6 en gel de agarosa al 0,6%. (C y D) Se analiz6 la segunda parte de la muestra respecto a expresion de
proteinas. Se cargaron lisados de células totales en gel en gradiente al 6-15% y se analizaron en transferencia Western
con anticuerpo GFP (panel superior). La re-exploracion del filtro con anticuerpo de tubulina (panel inferior) exhibi6
carga igual.

Fig. 12. Expresion de piruvato-quinasa deficiente en quinasa en células Cos-7. Se cargaron lisados de células totales
en gel en gradiente 6-15% y se analizaron en transferencia Western con anticuerpo GFP (panel superior, GFP se indica
por puntas de flecha y las proteinas de fusion GFP-piruvato-quinasa M2 por flechas). La re-exploracion del filtro con
anticuerpo de tubulina (panel inferior) exhibia una carga igual.

Fig. 13. Actividad de piruvato-quinasa de células Cos-7 que sobreexpresan piruvato-quinasa de tipo salvaje
(PKM2wt) o piruvato-quinasa M2 deficiente en quinasa (PKM2KM). Los lisados de células totales se ensayaron
respecto a actividad de piruvato-quinasa por ensayo de LDH acoplada. (n = 6).

Fig. 14. Efecto de PK-M2 deficiente en quinasa y direccionada al niicleo sobre la apoptosis. Se transfectaron
células Cos-7 con pEYFP-NLS (GFP-NLS), pEYFP-PKM2wtNLS (GFP-NLS PKM2wt) o pEYFP-PKM2 K/M-NLS
(GFP-NLS PKM2 K/M), incubadas durante 48 horas en medios que contenian FCS. Se fijaron las células, se tifieron
los nidcleos con Hoechst y se analizaron bajo microscopio fluorescente respecto a GFP (parte superior) y respecto
a tincioén nuclear (parte inferior). Los nicleos altamente fluorescentes, condensados y fragmentados se consideraron
como apoptoticos (flechas).
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Ejemplos

Se estudié el efecto apoptético de un nuevo andlogo de somatostatina selectivo de tumores; TT-232, y se encontrd
que el compuesto se fija a piruvato-quinasa M2. La isoforma de piruvato-quinasa M2 se cloné a partir de RNA
derivado de la linea de células de carcinoma epidermoide A431, con PCR. Se generaron varios mutantes de delecién
de la isoforma M2 de piruvato-quinasa en el vector de expresion eucariota pCDNA3.1 (Invitrogen) se muestra en la
Figura 1.

Efecto de los mutantes sobre la induccién de apoptosis por TT-232 se investigd en células Cos-7 que sobreexpresa-
ban transitoriamente estos mutantes. Las células se transfectaron a 70% de confluencia con 1 ug de DNA utilizando el
método de lipofectamina. Se indujo la apoptosis 48 horas después de la transfeccion con TT-232 25 uM y las células
se sometieron a recuento 24 horas mds tarde. Con objeto de discriminar entre células vivas o muertas se utilizé la
exclusién con azul de metilo (Figura 2).

La sobreexpresion del aminodcido 100 N-terminal (sic) de la molécula de piruvato-quinasa era suficiente para
bloquear el efecto del andlogo de somatostatina TT-232. Este resultado sugiere que la piruvato-quinasa, andlogamente
a GAPDH, juega un papel en la apoptosis. Sin embargo, dado que la actividad de piruvato-quinasa no se vefa afectada
por tratamiento con TT-232, este efecto apoptético es independiente de la actividad catalitica de la enzima.

Se ha informado previamente de la fijaciéon de PK a tubulina (Ovadi et al. 1999) y se ha encontrado que TT-232
inhibe esta interaccion. Por esta razdn, se estudi6 en detalle la localizacion de la piruvato-quinasa. Células NIH3T3 se
dejaron sin tratar (Figura 3A) o se trataron con TT-232 50 M durante 4 horas (Figura 3B), se fijaron con metanol y
se sometieron a inmuno-tincién con la isoforma PK-M2 policlonal especifica y el anticuerpo secundario marcado con
FITC. El nticleo se visualiz6 con yoduro de propidio y se detectd la tincién por microscopia laser confocal.

La Figura 3 demuestra que la piruvato-quinasa sufre translocacidn al niicleo durante el tratamiento con el andlogo
de somatostatina TT-232. A fin de ver si este efecto es un proceso general durante la apoptosis, se investigé la translo-
cacion nuclear después de tratamiento con peréxido de hidrégeno y UV. Se transfectaron transitoriamente células Cos-
7 con el plasmido de expresion eucariota pPEGFP-PK-M?2 y, 48 horas después de la transfeccion se trataron las células
con peréxido de hidrégeno 1 mM durante 4 horas. Las células se trataron con 60 J/cm? de radiacién UV y se incuba-
ron durante tiempos diferentes. Las células se fijaron con aldehido glutdrico al 1% y se analizaron con microscopia
fluorescente y software de formacién de imigenes confocales InoVision. La Figura 4 muestra que la translocacién
nuclear de la piruvato-quinasa se produce después de tratamiento con peréxido-perdxido y UV, confirmando que la
translocacion de la piruvato-quinasa es un fendémeno general.

Finalmente, los autores de la invencion estudiaron la ubicacion de la sefial de localizacion nuclear. Por esta razon,
varios fragmentos truncados de la piruvato-quinasa se fusionaron a GFP y se estudi6 la localizacion de estos frag-
mentos por tratamiento con el andlogo de somatostatina TT-232. Las células Cos-7 transfectadas transitoriamente se
dejaron sin tratar o se trataron con TT-232 50 uM durante 4 horas. Se fijaron las células con aldehido glutérico al
1% y la localizacién de GFP se detectd y analizé con microscopia fluorescente y software de formacién de imagenes
confocales InoVision. Los nicleos se tifieron con propidio-yodo (sic) (Figura 5).

La translocacién nuclear era detectable con el tipo salvaje y el mutante AC (aminoécidos 1-420) pero no con el
mutante truncado PK1-334. Por consiguiente, la proteina piruvato-quinasa tiene una sefial de localizacién nuclear
entre los aminodcidos 334 y 420.

Se aisl6 previamente la piruvato-quinasa M2 como el receptor para el farmaco anticdncer TT-232. Para confirmar
la interaccién entre la piruvato-quinasa M y la somatostatina o TT-232 se realizé un ensayo de fijacion in vitro con
piruvato-quinasa aislada de misculo de conejo y '*I-somatostatina (SS-14). La constante de fijacién (dada como
valores Cls) para SS-14 o TT-232 se midi6 por competicién entre SS-14 radiomarcada y péptidos “frios” (Figura 6)
y se midi6 la radiactividad con Phospholmager después de electroforesis en gel de las proteinas reticuladas.

Para investigar el papel biolégico de PK-M2 en el efecto anticdncer de TT-232 se generaron células 293HEK
estables que sobreexpresaban PK-M2 de tipo salvaje marcada con HA y se midi6 la sensibilidad de estas células a las
concentraciones de TT-232. Como se muestra en la Figura 7, el aumento de la cantidad de proteina piruvato-quinasa
en las células da como resultado una sensibilidad incrementada a TT-232, lo que sugiere que dicha piruvato-quinasa
juega un papel importante en el efecto del farmaco.

En las células sin tratar, PK-M2 era citopldsmica. TT-232, peréxido de hidrégeno y UV inducian la translocacién
nuclear de PK-M2 que precedia a la aparicién de la morfologia apoptética. Este resultado soportaba los datos previos
de los autores de la invencién de que, como la GAPDH, la piruvato-quinasa sufre translocacién al nicleo después de
los estimulos apoptéticos. Con objeto de investigar ulteriormente, se trataron células Cos-7, se separaron en fracciones
citosolica y nuclear por lisis con NP-40 y se analizaron con anticuerpo policlonal PK-M2 especifico (Weernink et
al., 1988) respecto a PK-M2 enddgena por transferencia Western. Para excluir la contaminacién cruzada, se cargaron
las muestras por triplicado y se sometieron a transferencia con anticuerpos PK-M2, Erk-2 o Histona H1. Como se
muestra en la Figura 8, el tratamiento con TT-232, peréxido de hidrégeno y UV inducia la translocacién de la PK-M2
enddégena al nicleo con cinéticas similares.
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Sin embargo, la enzima presente en el nicleo exhibia movilidad electroforética incrementada, lo cual es debido
probablemente a escision proteolitica o a desfosforilacion. Para testar el papel de las proteasas, se pretrataron células
Cos-7 con serina-proteasa (AEBSF, TPCK), caspasa (zDEVD) o inhibidor de calpaina (ALLN), pero no se logré
invertir este efecto. Esto sugiere que ninguna de estas proteasas es responsable de la transformacién aparente.

Adicionalmente, se investigd el papel de la isoforma M2 en el nicleo. Por esta razdn, se subclonaron PK-M2 y PK-
M1 en el vector pEYFP-Nuc que llevaba la sefial de localizacién nuclear del antigeno T grande de SV-40 fusionada a
GFP, y se transfectaron células Cos-7 con los diferentes constructos. Después de 5 horas, se tripsinizaron las células
y se extendieron en placas de 96 pocillos y de 6 pocillos, y se dejaron crecer durante tiempos diferentes. Después
de 10 horas, se afiadi6 MTT a una de las placas, se midié y se considerd esto como el momento cero. Los ensayos
de MTT demostraron una inhibicién significativa del crecimiento celular en las células transfectadas con la NLS-PK-
M2 direccionada al nicleo, mientras que las propiedades de crecimiento de las células Cos-7 que llevaban GFP, GFP-
NLS, PK-M1, NLS-PK-M1 o PK-M2 no se veian afectadas (Fig. 9A y C). Para confirmar la expresién del constructo
GFP, se llevaron a cabo transferencias Western con un anticuerpo GFP a partir de los lisados de células totales de las
placas de 6 pocillos y se re-exploraron con anticuerpo de tubulina (Fig. 9B y D).

Este resultado sugeria que la translocacion nuclear de PK-M2 inhibe el crecimiento celular y/o induce apopto-
sis. Se analizaron células Cos-7 transfectadas tefiidas con tinte Hoechst por microscopia fluorescente. Los nicleos
altamente fluorescentes, condensados o fragmentados que exhibfan manchas de cromatina compacta se consideraron
como apoptéticos. La Figura 10 muestra que las células que expresaban la proteina de fusion GFP-PKM?2, GFP-PKM 1
o GFP-NLS-PKMI1 exhibian tincioén nuclear normal (Fig. 4C, E, F, C’, E’ y F’) similar a las células que llevaban GFP
o GFP-NLS (Fig. 10A-B’). Al mismo tiempo, se encontrd en el nicleo GFP-PK-M2-NLS vy las células que expresaban
la proteina exhibian morfologia apoptética (Fig. 10D y D’).

Este resultado respalda que la translocacién de la piruvato-quinasa después de estimulos apoptdticos es importante
para la entrega a la muerte celular. Esto estd en asociacién con resultados previos que demuestran que la translocacién
nuclear de GAPDH estd implicada en la apoptosis. Con objeto de testar el efecto de la sobreexpresiéon de PK-M2-
NLS sobre la fragmentacion del DNA, se trasfectaron células Cos-7 con constructos diferentes, después de 48 horas de
incubacién, y el DNA se extrajo y se analizé por electroforesis en gel de agarosa. La expresién de PK-M2 direccionada
al nicleo inducia la degradacién de DNA en fragmentos mayores diferenciados (3500, 7000 pb), lo que era diferente
del escalonamiento cldsico del DNA (Fig. 11).

Dado que la degradacién del DNA durante la apoptosis es un proceso multietdpico que da como resultado pri-
meramente productos de escision del DNA grandes y finalmente fragmentos oligonucleosémicos, los autores de la
invencion proponen que la piruvato-quinasa estd implicada en un paso inicial de degradacién del DNA, y son necesa-
rios otros factores, como la activacion de caspasas, para la transformacién ulterior. Dado que la PK-M2 sobreexpresada
direccionada al nicleo era suficiente para la muerte celular con independencia de la proteina endégena, este efecto no
es debido probablemente a la inhibicién de la glicélisis y el empobrecimiento en ATP de las células. Esta hipétesis
se ve respaldada por el hecho de que, aunque la GAPDH estd relacionada con condiciones degenerativas en la enfer-
medad de Huntington, la actividad glicolitica de la enzima no parece alterarse (Kagedal ef al., 2001). Para testar el
requerimiento de la actividad de piruvato-quinasa en el niicleo, los autores de la invenciéon generaron PK-M?2 deficiente
en quinasa (PKM2K/M) y se transfectd transitoriamente a células Cos-7. En primer lugar, se test6 la expresion y la
transformacion de las diferentes proteinas de fusion en transferencias Western (Fig. 12).

A continuacién, se midi6 la actividad catalitica de piruvato-quinasa de los lisados de células totales (Fig. 13).
La sobreexpresion de la PK-M2 de tipo salvaje aumentaba significativamente la actividad global de PK (p > 0,005),
mientras que la actividad de PK en las células que expresaban el mutante deficiente en quinasa era reducida comparada
con las células falsamente transfectadas (p > 0,0001). Esto sugiere que la mutacién PKM?2 K269M, que afecta al sitio
de fijacion de ATP, conduce a la desactivacion catalitica de 1a proteina PKM. Esto se ve respaldado por el hecho de que
la sobreexpresion del mutante PKM2K/M interferia también con la actividad end6gena de PK y daba como resultado
una actividad global reducida de PK.

Para investigar el requerimiento de la actividad de piruvato-quinasa en el niicleo se analizaron células Cos-7 trans-
fectadas transitoriamente respecto a apoptosis por tinciéon con Hoechst (Fig. 14).

Considerado en su conjunto, se encontrd que la piruvato-quinasa es el receptor de un potente agente antitumoral
con efecto apoptético fuerte. Resultados ulteriores demostraron que la piruvato-quinasa juega un papel importante
en el proceso apoptdtico, y ulteriormente la enzima sufre translocacién al nicleo. La translocacién nuclear de PK
parece ser un fendmeno general, dado que en la apoptosis inducida por estrés oxidante (peréxido de hidrégeno) o por
UV se encontrd piruvato-quinasa en el nicleo. La isoforma de piruvato-quinasa nuclear difiere de la piruvato-quinasa
citosdlica en el sentido de que exhibe una mayor movilidad electroforética.

Se llega a la conclusién de que, al igual que GAPDH, la piruvato-quinasa estd implicada en el proceso apoptético
y podria ser una molécula diana para el desarrollo de formacos contra el cdncer y enfermedades inflamatorias.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de identificaciéon de nuevos moduladores de apoptosis que comprende cribado respecto a sustancias
capaces de modular la actividad de piruvato-quinasa M2, en el cual la actividad comprende una translocacién al nicleo.

2. El método de la reivindicacién 1 para identificacién de nuevos estimuladores de apoptosis para uso como agen-
te farmacéutico o como estructura conductora adecuada para el diagndstico, la prevencién o el tratamiento de una
enfermedad hiperproliferativa.

3. El método de la reivindicacion 2, en el cual la enfermedad hiperproliferativa se selecciona de tumores, y/o una
respuesta inflamatoria.

4. Isoforma nuclear M2 de piruvato-quinasa, que exhibe mayor movilidad electroforética comparada con la isofor-
ma citosdlica de piruvato-quinasa.
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FIGURA 2
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 8
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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