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Introduccid

El génere Clostridium (del grec closter, que significa fus) comprén bacteris anaerobis
formadors d’espores, essent la majoria d’espeécies Gram-positives. L’espora, en ser més
ampla en diametre que la cel-lula en si (Figura I-1), causa la seva dilatacié donant lloc a

la forma de fus a la qual es refereix el nom del genere (Hatheway, 1989).

Figura I-1. Espores del geénere

. Clostridium amb la classica forma de fus o
. ’ de raqueta.

El génere Clostridium comprén diverses espécies causants de greus afeccions
gastrointestinals (com 1’enterocolitis pseudomembranosa provocada per C. difficile) aixi
com especies productores de toxines, incloent-hi les més potents que es coneixen (C.

tetani, C. botulinum, 1 C. perfringens).

L’enterocolitis pseudomembranosa provocada per C. difficile és produida principalment
per les toxines A 1 B (Kelly i LaMont, 2008). Aquestes toxines s’uneixen a la membrana
de la cel-lula hoste produint-hi un porus (Barth et al., 2001; Giesemann et al., 2006)
penetrant aixi al citosol, on glicosilen diverses GTPases de la familia Rho i Ras en la
treonina 35/37, inhibint la senyalitzacio i1 funcié d’aquestes proteines (Just et al., 1995).
La malaltia, caracteritzada per una diarrea, és causada per I’administracid d’antibiotics
que provoquen una alteracid en la flora normal de I’intesti amb el conseqiient

creixement en excés d’aquest clostridi enfront la resta de la microflora intestinal.

D’ altra banda, C. tetani i C. botulinum produeixen les neurotoxines tetanica i botulinica,
respectivament. Ambdues s’uneixen especificament a cel-lules neuronals; presenten
activitat metal-loproteasa especifica sobre proteines SNARE, provocant el conseqiient
bloqueig en 1’alliberacié de neurotransmissor (Schiavo et al., 1992). La manifestacid
clinica de I’efecte d’aquestes toxines ¢€s el tetanus, en el cas de la toxina tetanica, 1 el
botulisme, en el cas de les toxines botuliniques, que es caracteritzen per una paralisi

espastica i flaccida respectivament.

L’especie C. perfringens és la principal causant de les malalties enteriques clostridials

en animals de granja (Songer, 1996). Hi ha diverses soques que produeixen diferents
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toxines (entre elles la toxina ¢epsilon); les malalties més destacades produides per
aquesta especie son la mionecrosi, gangrena gasosa, l’enteritis necrotica, 1’enteritis

hemorragica, I’enterotoxémia 1 I’enterocolitis (Taula 1).

1. L’espeécie Clostridium perfringens.

L’especie Clostridium perfringens es pot trobar al sol, a I’aigua 1 als aliments (sobretot a
carns que no estan ben cuinades). També és un hoste habitual dels intestins de moltes
especies animals (Niilo ez al., 1980), incloent-hi la humana (Johnson ef al., 1997) i, de
fet, la deteccio de petites quantitats d’algunes de les seves toxines, com és el cas de la
toxina ¢psilon (toxina-¢), als budells d’algunes espécies animals es consideren innocues.
Quan hi ha una alteracio intestinal a causa d’algun canvi en la dieta o altres factors,
aquests bacteris proliferen i produeixen diverses toxines molt potents que poden causar

malalties com I’enteritis necrotica o la gangrena gasosa que poden ser fatals.

Clostridium perfringens es classifica en diferents soques basant-se en les toxines que
produeix (a, B, € i 1). Els efectes i el ventall d’hostes afectats tamb¢ varia d’una soca a
I’altra (Taula 1). Aixi, les malalties produides per aquest bacteri solen afectar al tracte

digestiu i van des d’una colitis a greus enterotoxemies.

Soca Toxina Malaltia
A “ Mionecrosi, enverinament, enteritis necrotica a aus i porcs, enterotoxémia a
vaques i ovelles; possible colitis equina, gastroenteritis hemorragica canina.
B o B, ¢ Disenteria a bens, enteritis cronica a ovelles adultes, enteritis hemorragica a
T vedells i aus, enterotoxémia hemorragica a ovelles adultes.
Enteritis necrotica a humans i a aus; enterotoxémia necrotica o hemorragica a
C o, B porcs, bens, vedells, cabres i aus neonatals; enterotoxémia aguda a ovelles
adultes.
D we Enterotoxémia a ovelles (pulpy kidney) i cabres, enterocolitis a cabres,
i possible enterotoxémia a vaques adultes.
E . Enterotoxémia a vaques i bens, enteritis a conills; tipus de malaltia i ventall
d’hostes poc clars.
A-E Enterotoxina | Enteritis canina i porcina; possible enteritis bovina i equina.

Taula 1. Quadre on s’anomenen les diferents soques de C. perfringens, les toxines que produeixen i les malalties

associades. En negreta les malalties atribuibles a la toxina-g.
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2. La toxina epsilon.

La toxina-g¢ és la toxina clostridial més potent després de les neurotoxines tetanica 1
botulinica. Provoca enterocolitis a cabres i enterotoxémia a ovelles (Niilo, 1980; Uzal i
Kelly, 1998a) i, ocasionalment, a vaques (Barker et al., 1993). Rarament també s’ha
trobat a camells (Radostis et al., 2000), cavalls (Stubbings, 1990) i a humans (Gleeson-
White 1 Bullen, 1955; Khon 1 Warrack, 1955).

La toxina-¢ és produida per les soques B 1 D de C. perfringens. Aquest bacteri prolifera
a D’intesti en condicions en qué es crea un entorn anaerobic Optim com és el canvi
d’alimentacio, al substituir la llet pel pinso, o després d’una ingesta abundant i rica en
midd. La toxina-¢ €s secretada pels bacteris a ’intesti en la forma inactiva (protoxina-¢),
1 esdevé activa per 1’accid de la tripsina 1 a-quimiotripsina intestinals (Hunter et al.,
1992; Miyata ef al., 2001) o per I’activitat metal-loproteasa de la toxina A produida pel
propi bacteri (Jin ef al., 1996; Minami ef al., 1997). La toxina activa entra a la circulacid
sistémica a través de la mucosa intestinal i produeix els seus efectes en diversos organs,
principalment cervell, ronyons, pulmons i cor (Fernandez-Miyakawa et al., 2003a). En
els animals infectats la toxina-¢ ¢€s detectable a I’intesti 1 tamb¢ a fluids corporals, com

I’humor aquds i el liquid pericardic (Layana ef al., 2006).

L’enterotoxemia provocada per la toxina-€ és una causa de la mort sobtada, malaltia per
sobrealimentaci6 1 malaltia del rony6 esponjos (pulpy kidney disease); aquesta darrera
s’anomena aixi a causa de 1’aspecte malmes i del tacte tou que presenten els ronyons de
les ovelles afectades. Aquestes lesions son a causa de la rapida autolisi post-mortem que

pateixen els teixits danyats per la toxina (Figura I-2).

Figura I-2. Aspecte hemorragic que presenten els
ronyons d’un be mort per enterotoxemia (pulpy

kidney).

Val a dir que sembla que existeixen diferéncies importants entre les conseqiieéncies de la
malaltia a ovelles 1 a les cabres. Aixi, les ovelles presenten una greu afectacié del
sistema nervids central (Uzal et al., 2003) 1 una degeneracié de les cel-lules endotelials
del cervell després de I’exposicio a la toxina (Buxton i Morgan, 1976). En canvi, a

cabres el més freqiient és la produccié d’enteritis (diarrea i colitis hemorragica) encara
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que també s’observen, en menor grau que a les ovelles, afectacions en el sistema nervids

central (Uzal i Kelly, 1998a).

L’enterotoxemia és molt rapida pel que fa als seus efectes, i la majoria de vegades
resulta mortal. Aixi doncs, la vacunacid del bestiar és practicament 1’inica manera de
lluitar contra la malaltia, 1 aix0 és el que es fa de manera rutinaria en les explotacions
animals. La vacuna consisteix en la injeccid del toxoide (de la Rosa et al., 1997; Uzal et
al., 1998b 1 1999b; Ebert et al., 1999), perd també s’ha vist que anticossos contra un sol
epitop de la molecula son igualment eficagos per protegir els animals (Percival et al.,
1990). Malgrat s’han fet molts avencos en aquest camp, es continua treballant per
millorar els metodes de vacunacio, ja que la innoculacié del toxoide no ofereix una

proteccié completa a cabres (Finnie, 2003; McClain et al., 2006).

2.1. Estructura de la protoxina-¢ i toxina-¢.

El gen que codifica per la toxina-¢ es troba localitzat en un plasmidi d’alt pes molecular
(Betancor et al., 1999). La proteina se sintetitza en forma de protoxina inactiva i
requereix de dos talls proteolitics, un a cada extrem de la molecula, per activar-se
(Figura I-3).

\ |

neTerm (43| protoxina & [22 ) cTerm
\ l

—I prokeases Figura I-3. Activaci6 de la protoxina-g

™,
7 {]E] mitjangant el tall proteolitic de 13 aa a I’extrem
;”@" — aminoterminal i un tall de 22 aa a I’extrem

30 KDa carboxiterminal.

En la hidrolisi s’alliberen un petit peptid de 22 aa a ’extrem C-terminal i un altre de 13
aa a I’extrem N-terminal. La hidrolisi en I’extrem C-terminal és realment essencial per
I’activacio de la protoxina (Habeerb et al., 1973; Bhown et al., 1977), mentre que el tall

que es dona a N-terminal potencia la toxicitat de la proteina (Minami ef al., 1997).

Estudis bioquimics han permes identificar residus essencials per a I’activitat de la toxina,
com soOn I'unic triptofan que conté la molecula (Sakurai i Nagahama, 1985a i b), un
residu de tirosina (Nagahama et al., 1990), un d’histidina i alguns grups carboxil
(Sakurai i Nagahama, 1987a 1 b). Sembla ser que el residu d’histidina estaria implicat en

el lloc actiu de la toxina-¢ (Sakurai i Nagahama, 1987c; Oyston et al., 1998), i el

12



Introduccid

triptofan 1 la tirosina en el lloc d’unid de la toxina (Sakurai, 1985b). Vuit residus de
lisina es relacionen amb el manteniment de la conformacié de la proteina (Sakurai i
Nagahama., 1986). La modificacié d’aquests residus de lisina evita I’activacio de la
protoxina per la tripsina (pero no per la quimiotripsina) i, a la toxina, provoca la perdua

de la seva activitat letal (Sakurai i Nagahama., 1986).

Altres estudis han demostrat que ’estructura tridimensional de la protoxina té molta
homologia estructural (no de seqiiéncia) amb la toxina aerolisina d’Aeromonas
hidrophyla 1 amb la lectina produida pel fong parasit Laetiporus sulphureus (LSL)
(Figura I-4), que formen part de la familia f de toxines formadores de porus (B-PFT). La
toxina-¢ també mostra una homologia de seqiiencia del 24 i 21% amb les toxines
mosquitocides de Bacillus sphaericus, Mtx-3 (Liu et al., 1996) i Mtx-2 (Thanabalu et

al., 1996), respectivament.

Figura I-4. Estructures tridimensionals
aerolysin s-toxin LSL de I’aerolisina (a), de la toxina-¢ (b) i de
la LSL (c). El domini d2 i d3 de la
toxina-¢ mostren homologia estructural
amb el domini d3 i d4 de ’aerolisina i
amb el domini d2 i d3 de la LSL,
respectivament. Les molecules es
mostren colorejades des de gris, a
I’extrem N-terminal, fins a vermell, al
C-terminal. En groc es mostren els loops
amfipatics que podrien ser els que

facilitarien una primera insercio

transmembrana (Manchefio et al., 2005).

La LSL ¢és una toxina amb un domini I (d1) que actua com a lectina reconeixent
carbohidrats que contenen galactosa, un domini II (d2) hidrofobic i d’insercié a la
membrana i un domini III (d3) formador de porus, responsable d’oligomeritzar la LSL
formant hexamers en solucié (Manchefio ef al., 2005). De manera similar, el mecanisme
d’accid de ’aerolisina inclou la seva oligomeritzaci6 a la membrana de la ce¢l-lula diana
en forma d’anell per formar un porus que permeabilitza la cel-lula (Fivaz et al., 2001).
La toxina-¢ també presenta 1’estructura amb tres dominis i la capacitat de formar porus,
ja que s’ha demostrat que s’acomplexa en forma d’heptamer a la membrana de les
cel-lules diana, formant un porus permeable al pas d’ions, 1 per aixo se I’ha classificat

dins de la familia B-PFT (Cole et al., 2004).
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Posteriorment, s’ha descobert que un residu de serina localitzat en la posicio 156 (dins
el domini II de la toxina-¢, en les cadenes beta formadores de porus) té un rol important
en la citotoxicitat de la toxina-e essent essencial en la formacié del porus, ja que
diverses mutacions en aquest aminoacid (SI56E 1 S156C, canvi d’una serina per un acid
glutamic 1 cisteina, respectivament) promouen una reduccié en la citotoxicitat i una
reduccio en la resisténcia transepitelial (RTE) en les cél-lules Madine-Darby Canine
Kidney (MDCK, una linia cel-lular molt sensible a la toxina-g, veure més endavant
apartat 2.4.1) en comparacié amb el control. A més, la incubacid d’aquestes toxines
mutades amb membranes lipidiques artificials van revelar una reduccio en la mida del
porus i de la conductivitat del canal format, essent ambdues propietats critiques per la

citotoxicitat de la toxina (Knapp et al., 2009).

Recentment, s’han construit dos mutants més de la toxina-¢ als que se’ls ha introduit un
parell de substitucions per cisteines, bloquejant el domini II d’insercid a la membrana i
evitant la posterior formacio del complex a la membrana plasmatica. Aquestes dues
construccions es coneixen com Etx-I5S1C/A114C 1 Etx-V56C/F118C 1 ambdues
presenten les mateixes propietats, sent dominants negatius per la toxina-g, ja que en
concentracions equimolars amb la toxina-¢ salvatge inhibeixen la formacid del porus i la
posterior mort cel-lular en la linia MDCK (Pelish 1 McClain, 2009). Aquests mutants
poden esdevenir actius (novament toxics) a I’incubar-los amb un agent reductor com és
el DTT, indicant que les seves propietats es deuen a la formacié de ponts disulfur

(Pelish 1 McClain, 2009).

2.2. Mecanisme citotoxic de la toxina-g.

La toxina-g presenta activitat citotoxica en algunes linies cel-lulars, incloent diverses
linies cel-lulars d’origen renal de diferents especies. La més estudiada i sensible de totes,
¢s la linia MDCK, que son cel-lules epitelials de tubul distal de ronyé de gos, on la
toxina-¢€ s’uneix a un receptor localitzat als DRMs de la part apical de la seva membrana
plasmatica (revisat per Popoff, 2011). Un cop unida, la toxina-¢ oligomeritza formant
un complex (heptamer) d’alt pes molecular 1 s’inserta en la membrana de les cél-lules
formant un porus, provocant la permeabilitat cel-lular amb el conseqiient desequilibri

ionic 1 la posterior mort de la cel-lula (Petit ez al., 1997; Miyata et al., 2002).
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Per tal d’estudiar més a fons el tipus d’interaccid de la toxina-¢ amb el seu receptor, i
aixi com la posterior formacio de complexos a la membrana, i veure fins a quin punt els
lipids estarien implicats en aquesta interaccid, el grup del Dr. Popoff, va incubar la
toxina-€ amb membranes lipidiques artificials i va observar que la toxina-¢ era capag de
formar-hi porus sense la necessitat d’interaccionar amb cap receptor proteic en concret
(Petit et al., 2001). Aquest fet no és extrany ja que moltes toxines citolitiques
bacterianes com la toxina-a de S. aureus i I’aerolisina d’A. sobria també formen porus
en membranes lipidiques sense la necessitat d’un receptor especific, malgrat aquestes
toxines en necessiten per desenvolupar la seva activitat biologica. Per tant, es creu que
les toxines podrien interaccionar amb les cadenes hidrocarbonades de les membranes
lipidiques 1 insertar-se sense la necessitat de cap receptor especific (Nelson et al., 2000).
A més, s’ha demostrat que la fluidesa de les membranes promou 1’oligomeritzacié de la
toxina-¢ en liposomes (membranes lipidiques artificials recircularitzades), de manera
que com més fuida és una membrana, més facilment pot oligomeritzar la toxina. La
toxina-g doncs, s’uniria a regions hidrofobiques de les membranes on no hi ha receptors
especifics, encara que si que necessitaria aquests receptors per dur a terme la seva

activitat biologica (Nagahama et al., 2006).

Encara no se sap I’ordre exacte dels passos que segueix la toxina-g per inserir-se a la
membrana pero s’especula que la toxina-g, un cop activada, heptameritza a la membrana
de la cel'lula hoste, on es formaria un complex preporus. El pas final seria la insercid
del porus a la membrana plasmatica (Bokori-Brown et al., 2011). S ha vist, pero, que en
algunes condicions 1’heptameritzacié de la toxina-¢ pot tenir lloc sense la formacié del

porus a la membrana (Pelish i McClain, 2009).

2.3. Efectes de la toxina-€.
2.3.1. Efectes in vivo de la toxina-¢.
2.3.1.1 Via d’entrada i distribucio de la toxina-¢.

C. perfringens entra a 1’organisme per via oral. Normalment, els bovins ingereixen

quantitats continues d’aquests bacteris, pero els processos fermentatius i els moviments

peristaltics del tracte digestiu eviten la seva proliferacid. Perd quan es donen canvis en

I’alimentacid, com son el pas de 1’alletament al pinso o una gran ingesta de menjar en
2

algun moment puntual, aquest bacteri adquireix avantatge respecte la resta de flora
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intestinal 1 pot proliferar 1 produir toxina en grans quantitats. La toxina té capacitat de
permeabilitzar i travessar la mucosa intestinal i arribar a la circulacié sanguinia, donant
lloc a greus efectes sistemics (revisat per Finnie, 2004). Aquesta permeabilitzacio de la
mucosa causada per la toxina-g, es produiria per una reduccié de la resisténcia
paracel-lular, permetent aixi el pas del flux d’ions entre les cellules. Com a
conseqiiencia la mucosa intestinal esdevindria més permeable i entrarien al lumen aigua
1 electrolits que produirien una acumulacié de fluid intestinal, fet que podria explicar
I’aparicié de les diarrees (Goldstein ef al., 2009). Estudis de microscopia electronica
han revelat I’existencia de mort cel-lular apoptotica de cél-lules de la lamina propia de la
mucosa i ’obertura de les unions estretes de les cel-lules epitelials. La disrupcid
d’aquestes unions, amb un increment en la permeabilitat per macromolecules, induiria

canvis degeneratius en la lamina propia (Goldstein et al., 2009).

Per tal d’estudiar la distribucié de la toxina un cop es troba en el torrent sanguini,
diversos laboratoris hem utilitzat models animals. La toxina-¢ (i la protoxina-€)
injectades i.v a ratolins, s’uneixen a la part luminal de I’endoteli vascular de molts vasos
sanguinis cerebrals (Buxton, 1976; 1978a; Soler-Jover et al., 2007). Al ronyd, s’han
localitzat a la part luminal de les nanses de Henle, als tibuls contornejats distals, i en
petites quantitats, als capil-lars (Buxton, 1978a; Tamai et al., 2003; Soler-Jover et al.,
2004). Al fetge, s’ha trobat unié de la toxina-€ i protoxina-€ a la part luminal dels
sinusoids, a algunes venes centrelobulillars i a alguns conductes biliars (Buxton, 1978a).
També s’acumulen a cor, pulmons, estdémac (Nagahama i Sakurai, 1990) i als cornets
nasals, on sembla ser que hi ha una gran quantitat de receptors per a la toxina-¢ (Tamai
et al., 2003). No s’han trobat ni a budell, ni muscul esquelétic, ni a muscul llis (Buxton,

1978a).

Els efectes nocius de la toxina poden ser evitats per I’administraci6 prévia de protoxina
tractada amb formol, indicant que ambdues competeixen in vivo pels mateixos llocs
d’unié (Buxton, 1976). Curiosament, dels diferents organs on es detecta la unié de la
toxina-€, Unicament la que s’observa a cervell és desplacable amb la protoxina o la
toxina-¢ sense marcar (freda), demostrant la seva alta especificitat d’unié en aquest

organ (Soler-Jover et al., 2007).
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2.3.1.2 Efectes intestinals de la toxina-¢.

L’enterocolitis, caracteritzada per fortes diarrees, és molt més greu a cabres que a
ovelles. En canvi, I’enterotoxémia, causant dels efectes sisteémics 1 neurologics, és molt
greu a ovelles perd practicament inexistent en les formes comunes de la infeccid a
cabres (Uzal et al., 1998a). Estudis in vivo han demostrat que la toxina-¢ és capag¢ de
danyar les c¢l-lules epitelials de la mucosa del budell gros, tant a cabres com a ovelles,
tot 1 que els canvis son més marcats a cabres (Fernandez Miyakawa, et al., 2003b). Aixi
doncs, a ovelles la toxina-€¢ seria absorbida en I’ambit del budell prim, produint
I’enterotoxémia, mentre que a cabres passaria més rapidament cap al budell gros i la
seva absorci6 al budell prim seria menor (Uzal ef al., 1999a). Encara que no s’observen
lesions intestinals a ovelles afectades d’enterotoxemia (Finnie, 2003), si s’observen,
lesions a la mucosa del colon de cabres afectades per la malaltia, tant en condicions sub-
agudes com croniques (Barker ef al., 1993) o quan es fan inoculacions de toxina-g¢ a
segments relligats de colon tant a ovelles com a cabres (Uzal i Kelly, 1997; Fernandez
Miyakawa et al., 2003a; Fernandez Miyakawa et al., 2003b). De manera semblant,
s’han observat marcats canvis histologics en la mucosa del colon, perd no del budell
prim, de ratolins tractats amb la toxina-¢ (Figura I-5). En aquests experiments es va
observar que una concentracié elevada en glucosa feia augmentar I’absorcid intestinal
de la toxina-€ i un increment en la concentracié de clorur de sodi feia reduir la
supervivencia dels ratolins tractats amb toxina-€. Aquests resultats van ajudar a entendre
I’enterotoxémia a remugants, on grans quantitats de glucosa deuen estar presents en el
budell prim després de grans ingestes de midd acompanyat d’un augment dels nivells de
sodi (Lee, 1977). Aquestes alteracions en el budell prim farien augmentar I’absorci6 de
la toxina-€ provocant aixi I’enterotoxémia (Losada-Eaton ef al., 2008). Estudis més
recents demostren que la toxina-€ inoculada tant oralment com intravenosament a ratoli
provoca una reducci6 de la motilitat del tracte gastrointestinal que tindria un paper

important en el desenvolupament de 1’enterotoxemia (Losada-Eaton ez al., 2010).
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Figura I-5. Efectes morfologics produits per la toxina-g a colon de ratoli, on es veu un deteriorament de la mucosa.
Seccid de colon incubat amb la solucid vehicle (A) o amb 600 LDs, de toxina-& (B). Tincié amb hematoxilina-eosina;

la barra equival a 40 pm. (Losada-Eaton et al., 2008).

A més, a ratolins s’ha vist que d’altres toxines produides per la soca D de C. perfringens
com la toxina-a i la perfringolisina-O actuen de manera sinérgica amb la toxina-g,
incrementant 1’efecte letal d’aquesta, tot i que no se sap si aquests efectes es podrien
observar en intoxicacions naturals per C. perfringens (Fernandez-Miyakawa et al.,

2008).

2.3.1.3. Efectes sistémics de la toxina-g.

La toxina provoca la mort sobtada, perd si ’animal viu temps suficient, presenta
simptomes clinics com pal-lidesa, opistotonus i convulsions. En casos cronics, on els
temps de supervivéncia séon molt més llargs, es donen altres simptomes com

desorientacid, ceguesa o incapacitat per menjar (revisat per Songer, 1996).

En I’ambit del sistema vascular, un dels efectes més clars de la toxina-¢ és el greu
edema generalitzat que s’observa a cervell, pulmons 1 altres organs. La toxina és capag
d’augmentar la permeabilitat vascular (Buxton, 1978b; Nagahama et al., 1991b), i fins i
tot de permeabilitzar la barrera hematoencefalica (BHE) (Gardner, 1973b; Morgan et al.,
1975; Finnie, 1984a; Ghabriel ef al., 2000; Zhu et al., 2001), a més de produir danys a
les cel-lules endotelials de la microvasculatura del cervell (Finnie, 1984b). Per altra
banda, la sang dels animals afectats no presenta cap canvi en la concentracié d’ions de
sodi, potassi i clor perd si que presenten un hematocrit, uns nivells d’hemoglobina i de
glucosa més alts que els animals no afectats (Gardner, 1973a), a més els animals
afectats també presenten glicostria (Gardner, 1973a; Uzal 1 Kelly, 1998a; Uzal et al.,

2004a). La toxina tamb¢ provoca un augment dels nivells d’AMPc en sang, que podrien
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ser responsables de 1’augment de la glucemia, ja que ’AMPc pot estimular la

glucogenolisi a nivell hepatic (Buxton, 1978b; Worthington et al., 1979).

La toxina-¢ injectada intravenosament provoca un augment de la pressid sanguinia
sense afectar el ritme cardiac ni I’electrocardiograma, és a dir, sense actuar a nivell
cardiac. D’altra banda, aquest augment en la pressié sanguinia va acompanyada d’una
disminuci6 del flux sanguini cutani, suggerint que la toxina-¢ té¢ un efecte

vasoconstrictor (Sakurai ef al., 1983).

El ronyo també és un organ diana de la toxina. En ovelles mortes per enterotoxémia
s’observa una degeneracio post mortem molt rapida d’aquest organ. S’ha proposat que
I’acumulacié de toxina al ronyo seria una mena de defensa de I’organisme contra la
toxina, disminuint la quantitat de toxina-€ en circulacio 1 retardant els seus efectes
neurologics. Una prova d’aix0 és que una nefrectomia bilateral a ratolins injectats amb

toxina-€ incrementa la letalitat d’aquesta (Tamai et al., 2003).

2.3.1.4. Efectes neurologics de la toxina-e.

Els efectes al cervell depenen de la dosi de toxina aplicada. Si la dosi és alta provoca la
mort sobtada, essent els efectes al cervell microscopics i derivats d’un edema vasogenic
sever 1 generalitzat. En canvi, a dosi més baixes, situacié que es dona en animals
parcialment immunitzats, I’animal triga més en morir i les lesions al cervell esdevenen
macroscopiques, evolucionant des d’un edema vasogenic inicial fins a un focus de
malacia (estovament anormal de 1'estructura) (Figura I-6A) que seria la responsable dels
simptomes més tardans com la ceguesa, desorientacid, ataxia, bruxisme, augment de la

pressio cranial, nistagme, opistotonus, convulsions i coma (Finnie JW, 2003).

-

Figura 1-6. Cervell d’ovella infectada amb C.
perfringens tipus D. S’observa en la imatge A
una encefalomalacia simeétrica on apareix
hemorragia simetrica bilateral amb necrosi del
globus pallidus (taques fosques). S’observa en
la imatge B una hemorragia generalitzada
essent més acusada en el veérmix del cerebel

(Uzal, 2003).

La toxina provoca una s¢rie de lesions microscopiques, com és 1’augment del volum

dels astrocits, a nivell dels seus peus perivasculars, probablement a causa de la sortida
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de liquid de la microvasculatura, que seria absorbit per aquests peus (Finnie, 1984b).
Aquest efecte no es dona de manera generalitzada a tot el cervell, i també varia segons
I’especie. A ratoli, per exemple, el cerebel és la zona més afectada, mentre que a rata no
es veuen efectes en aquesta zona (Finnie, 1984a). S’ha observat un increment
d’expressié de I’aquaporina 4 (AQ4) en els astrocits de rates injectades amb toxina-g,
suggerint-se que ’AQ-4 jugaria un rol de proteccié o de reduccido de I’edema dels

cervells danyats per la toxina-¢ (Finnie ef al., 2008).

D’altra banda, s’ha proposat que una diana per la toxina-¢ podrien ser les cel-lules
endotelials de la microvasculatura del cervell. Aquestes cel-lules se separen poc després
de I’exposicio a la toxina-g, probablement a causa d’una disrupcio de les unions estretes
d’aquestes cel-lules. Com a conseqiiencia, es perd la integritat vascular amb 1’aparicid
de I’edema (Buxton i Morgan, 1976). Aquestes cellules inicialment mostren un
inflament 1 una perdua dels seus organuls amb la posterior reduccié del citoplasma i
aparicid de nuclis picnotics. Aquests canvis patologics es donen a ce¢l-lules endotelials
dels capil-lars (Gould, 1972; Finnie, 1984b), perd no en arteries o arterioles. No obstant,
no se sap amb certesa si els efectes a nivell cel-lular es donen per una accio6 directa de la
toxina sobre les cel-lules, o si es tracta d’un efecte indirecte de I’edema provocat a nivell

vascular (Miyamoto ef al., 1998).

Altres estudis amb injeccions intravenoses a rates demostren que les dosi letals
provoquen dany neuronal de manera generalitzada, en canvi si les injeccions son a dosi
subletals causen dany neuronal predominantment a les zones CA1 i CA3 de I’hipocamp.
En aquestes zones, les cel-lules piramidals esdevenen arronsades i els seus nuclis
queden picnotics, perdent aquestes cel-lules la immunoreactivitat contra la proteina
associada a microtubuls-2 (MAP-2, marcador postsinaptic 1 dendritic) (Miyamoto et al.,
1998). També a rates injectades amb toxina-g, es va observar una disminucié de la
concentraci6 de zinc associada a la secrecio6 de les vesicules de glutamat a la regio CA3
de I’hipocamp. Aquesta observacio revela que la toxina-¢ estaria actuant via sistema
glutamateérgic produint una secrecid excessiva de glutamat amb la conseqiient
excitotoxicitat (Miyamoto ef al., 1998 1 2000). A més, la secrecié de glutamat en
aquests animals intoxicats disminueix amb la injeccid previa de riluzol, un inhibidor de
la secrecié presinaptica de glutamat, reforcant la hipotesi que la toxina-¢ promou la

secrecid excessiva de glutamat (Miyamoto ef al., 2000). D’altra banda, se sap que dosis
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més altes provoquen I’augment de dopamina al cervell de ratoli (Nagahama i Sakurai,

1993).

2.3.1.5. Efectes renals de la toxina-¢.

Mitjangant técniques immunohistoquimiques, s’ha descrit I’acumulacié de la toxina-¢
als ronyons després de la seva injeccid intravenosa en ratolins, detectant-se
principalment a glomeruls, capil-lars, 1 cel-lules epitelials de tabuls col-lectors, distals i
també lleugerament als proximals. En les cel-lules epitelials dels tibuls proximals la
immunoreactivitat per la toxina es detecta a la seva part luminal, mentre que en els
tubuls distals es detecta a la part basolateral. Entre els canvis morfologics detectats s’ha
evidenciat un encongiment dels glomeruls amb una dilatacidé de 1’espai de Bowman. Els
tubuls proximals es mostren intactes, mentre que els distals 1 col-lectors degeneren,
observant-se nuclis picnotics i desorganitzacidé de ’epiteli (Tamai et al., 2003; Soler-

Jover et al., 2004).

En el nostre laboratori varem produir proteines recombinants de la toxina-¢ i la
protoxina-¢ amb la green fluorescent protein (toxina-e-GFP 1 protoxina-e-GFP,
respectivament), permetent detectar per fluorescéncia la toxina o protoxina. Aquestes
proteines injectades a ratoli van mostrar unié a I’endoteli vascular de diversos organs,
especialment al cervell, tot i que la majoria de fluorescéncia estava acumulada als
ronyons. Unicament els ratolins injectats amb la toxina-e-GFP van mostrar greus
alteracions als ronyons, incloent hemorragia medul-lar i degeneracio dels tibuls distals.
Coinjeccions amb la protoxina-¢ (freda) i protoxina-e-GFP van mostrar que hi havia un
desplacament de la uni6 de la protoxina-e-GFP en els tabuls distals, 1 no en els
proximals, demostrant que als tubuls distals la unié és especifica, mentre que en els

proximals no ho €s (Soler-Jover et al., 2004).

2.4. Models experimentals de la toxina-¢.

Cultius primaris: La primera aproximacié a ’estudi de I’efecte de la toxina-g& sobre

cultius cel-lulars la trobem 1’any 1978, quan Buxton va fer estudis de toxicitat sobre
cultius cel-lulars primaris de diferents especies. Només els macrofags peritoneals de

conill d’indies es van mostrar sensibles a la toxina, mentre que la resta de cel-lules
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estudiades, incloent-hi d’altres cél-lules de la linia blanca de conill d’indies, o

macrofags peritoneals d’altres especies, es van mostrar resistents (Buxton, 1978c).

Linies cel-lulars: Més endavant, el grup del Dr. Brown va crivellar diferents linies

cel-lulars 1, d’entre totes, només la linia epitelial renal MDCK es va mostrar sensible a
la toxina-¢ (Payne et al., 1994). Posteriorment, s’ha trobat la linia G-402, epitelial renal
d’origen huma, sensible als efectes de la toxina, perd en un grau molt menor que les
MDCK (Shortt et al., 2000). Més recentment, una altra linia cel-lular murina de
conductes col-lectors corticals (mpkCCD,j4) s’ha identificat sensible per la toxina
(Chassin et al., 2007), al igual que els cultius primaris de cel-lules epitelials humanes de

tubuls renals (HRTEC) (Fernandez Miyakawa et al., 2010).

Endoteli: Tot i que s’ha vist que les cel-lules endotelials de cervell son sensibles a
I’efecte de la toxina in vivo (Finnie, 1984b), els intents de reproduir aquesta mort in
vitro han fallat, si bé sempre s’ha provat en cultius endotelials no provinents de cervell
(Uzal et al., 1999Db). Per tal d’estudiar I’efecte de la toxina en les cél-lules endotelials, el
grup d’Adamson va fer estudis in vitro on es va perfundir amb la toxina-g petites venes
aillades de la microvasculatura del mesenteri de rata, revelant un augment en les seves
propietats hidrauliques i demostrant que aquesta microvasculatura era sensible a la
toxina de manera temps i1 dosi depenent. La toxina-€ va provocar canvis ultraestructurals
en aquesta microvasculatura. Aquests canvis incloien forats tant entre les c¢l-lules com a
través d’elles, essent la majoria de les cel-lules endotelials necrotiques. També es va
veure un dany directe sobre els pericits que envolten aquesta microvasculatura. Aquests
canvis serien els responsables de I’increment de permeabilitat. Aixi doncs, aquests
resultats confirmen que la toxina interacciona amb les cel-lules endotelials de la
microvasculatura, causant un dany directe que incrementa la permeabilitat dels vasos
amb la posterior aparicido d’edema 1 facilitant I’accés de la toxina al teixit circumdant

(Adamson ef al., 2005).

Sistema nervids: El grup del Dr. Okabe va proposar I’augment en la secrecid de
glutamat per les neurones de 1’hipocamp després de I’administracio de la toxina-€ via i.v
(Miyamoto et al., 1998). Amb la idea d’estudiar més a fons aquesta interaccid van
incubar la toxina-€ amb fraccions sinaptosomals de cervell de rata, observant-se un sol
tipus d’unié 1 d’alta afinitat. A més, diversos tractaments postulen que la unié es deu a
un receptor de natura proteica, probablement una sialoglicoproteina, i que un ambient

lipidic determinat seria important per permetre aquesta interaccié (Nagahama i Sakurai,
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1992). Curiosament, la toxina-¢ €s capa¢ de formar oligomers en els DRMs de les
fraccions sinaptosomals de cervell de rata, igual que ho fa en el cas de les cel-lules

MDCK, tal i com demostren estudis fets amb diferents detergents (Miyata et al., 2002).

Posteriorment, estudis realitzats en el nostre laboratori demostren que la toxina-e-GFP
injectada i.v a ratoli, a banda d’unir-se a les cel-lules endotelials de la microvasculatura,
també s’uneix a algunes cel-lules glials, tant a astroglia com a microglia, on podria estar
produint un efecte citotoxic. Per estudiar més a fons aquest efecte es van tractar cultius
primaris mixtes glials (d’astroglia i microglia) amb la toxina-g, revelant un efecte
citotoxic en ambdues poblacions de cel-lules (Soler-Jover et al., 2007). Més recentment,
s’ha demostrat que la toxina-¢€ també és capag¢ d’unir-se a cel-lules granulars de cerebel
de ratoli, provocant un increment del Ca*" intracel-lular i de la secrecié de glutamat. A
més, la toxina-€ provoca una reduccidé en la resisténcia de la membrana neuronal
associada amb 1’obertura del porus 1 la despolaritzacié de la membrana (Lonchamp et

al., 2010).

Sistema renal: Tot i els efectes observats amb les injecccions i.v de la toxina comentats
anteriorment, en el nostre laboratori hem dut a terme altres models experimentals per tal
d’estudiar la unio de la toxina-¢ al ronyo. Hem realitzat incubacions amb les proteines
recombinants protoxina-e-GFP i toxina-e-GFP sobre crioseccions de rony6 de diferents
especies (ratoli, rata, ovella, vaca i huma). Hem vist que aquesta s’uneix de manera
especifica a la part luminal dels tubuls distals del rony6. La especificitat d’aquesta
interaccid va ser demostrada mitjangant la coincubacié amb protoxina-¢ (freda) en excés,
on la marca de la protoxina-e-GFP va disminuir considerablement a totes les especies
provades. Estudis en cél-lules MDCK van demostrar que aquest tipus d’unié es dona
principalment als DRMs, ja que pretractaments de les mostres amb Trité X-100 al 0.2%
van revelar una disminuci6 en la uni6 de la toxina-g, coincidint aixi amb el tipus d’uni6

en les fraccions sinaptosomals anteriorment comentades (Soler-Jover ef al., 2004).

2.4.1. Estudis en cél-lules MDCK.

Les cel-lules MDCK, han estat el principal model cel-lular per a I’estudi de la toxina-e.
Tant la toxina-€ com la protoxina-€¢ es poden unir a la membrana plasmatica de les
cel'lules MDCK, i ho fan amb més afinitat pel domini apical de la cel-lula que pel

domini basolateral (Petit et al., 1997). La uni6 de la proteina recombinant protoxina-¢-

23



Introduccid

GFP a la membrana cel-lular és desplagable tant per toxina-€ com per protoxina-e,
indicant I’existéncia de llocs d’unié especifics comuns (Soler-Jover et al., 2004). En
canvi, només la toxina €s citotoxica, i provoca canvis morfologics als cultius de
cel-lules MDCK, caracteritzats per I’inflament i la deformaci6 de les cel-lules, acabant
amb la mort per lisi. La toxina no entra dins la c¢l-lula, si no que roman en la membrana
durant tot el procés, formant uns complexos amb una mobilitat electroforética en gels
d’acrilamida d’aproximadament 155 kDa que es formen amb més estabilitat si la
incubacio es fa a 37°C que no pas si es fa a 4°C (Petit et al., 1997). Posteriorment s’ha
vist que aquest complex és en realitat un heptamer format per molecules de toxina
(Miyata et al., 2001) 1 que permeabilitza la c¢l-lula al pas d’ions, obrint porus de
diametre d’almenys 2 nm (Petit ef al., 2001), mentre que la protoxina no és capag de
formar-los. Aixi, la toxina provocaria una sortida rapida d’ions K" i una entrada més
lenta d’ions C1 i Na', i finalment una entrada lenta d’ions Ca®" que desestabilitzarien la
cel-lula (Petit et al., 2001). La toxina-¢ fa disminuir la RTE (resisténcia transepitelial)
de les cel-lules MDCK sense tenir cap tipus d’efecte sobre les unions intercel-lulars 1 el
citoesquelet d’actina, i de fet, la permeabilitat de la via paracel-lular no es veu
modificada. S’ha suggerit que aquesta reduccio de la RTE pot ser deguda a I’increment
de transport d’ions 1 petites molecules carregades a través de la membrana cel-lular

(Petit et al., 2003).

Pel que fa als complexos que la toxina forma a la membrana de les cel-lules, es va
definir que la toxina-€ oligomeritza exclusivament en els dominis resistents a detergents
DRMs (o lipid rafts) (Miyata ef al., 2002), ja que tractaments amb MBCD 1 inhibidors
de la sintesi del colesterol van evidenciar una disminucié en la formacioé d’heptamers i
de la citotoxicitat de la toxina (Miyata et al., 2002; Chassin et al., 2007; Lonchamp et
al., 2011). La presencia d’esfingomielina 1 gangliosids en els lipid rafts tenen una
important influéncia en la unid de la toxina-¢ a la cel-lula facilitant I’heptameritzacid i
citotoxicitat (Shimamoto ef al., 2005; Nagahama et al., 2006). A més, un inhibidor de la
sintesi d’esfingomielina o 1’addicio externa del gangliosid GM1 disminueix la uni6 de
la toxina-¢ 1 la seva subseqiient heptameritzaci6 en cel-lules MDCK (Shimamoto et al.,

2005).

Encara no s’ha trobat cap candidat pel receptor de la toxina-g, pero estudis fets amb
columnes d’afinitat amb la toxina han permes aillar una proteina d’uns 37 kDa de la

membrana de les cél-lules MDCK com a possible receptor (Petit et al., 1997). Més
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recentment, estudis amb insercions mutacionals sobre cel-lules MDCK han permes
identificar diverses mutacions en diversos gens, que estarien directament relacionats
amb la sensibilitat per a la toxina-e. Un dels gens detectats és el gen que codifica pel
receptor 1 del virus de I’hepatitis A (HAVCRI), que és altament expressat en algunes
linies cel-lulars humanes provinents de ronyd, com és la linia ACHN, tamb¢ sensible a
la toxina-¢ (Ivie et al., 2011). A més, estudis d’RNA d’interferéncia pel gen que
codifica per ’THAVCRI tant en cel-lules MDCK com en cel-lules ACHN van produir un
increment en la resisténcia per la toxina-g, confirmant la implicacié d’aquest receptor en
la citotoxicitat. Reforcant aquesta hipotesi, estudis in vitro demostren que la toxina-¢ és
capa¢ d’unir-se a ’HAVCRI. Tot i aix0, no es considera en si mateix el receptor
funcional ja que I’expressi6 d’HAVCRI a cel'lules HEK-293 (una linia cel-lular
resistent a la toxina i que no expressa de manera natural HAVCRI1), no va evidenciar
cap increment en la uni6 o sensibilitat per la toxina-¢ (Ivie ef al., 2011) 1 per tant s’ha

catalogat ’'HAVCRI1 com a possible coreceptor

2.4.2. Estudis en cel-lules mpkCCD¢4 i HRETC.

Recentment s han identificat nous models de cél-lules sensibles a la toxina-€. Entre elles
hi ha una nova linia cellular provinent de tubuls collectors renals de ratoli,
mpkCCDC 4, sensible a la toxina-¢. La toxina s’uneix i forma complexos de 220 kDa en
els DRMs de la seva membrana plasmatica, de manera similar a com ho fa en les

cel-lules MDCK.

Les proteines unides a la membrana plasmatica a través d’un grup glicosil
fosfatidilinositol (GPI) no estarien implicades en la uni6 de la toxina-¢ en aquestes
cel-lules, ja que tractaments per extreure proteines unides a aquests grups, no
modifiquen la formacidé de I’oligomer (Chassin et al., 2007). L’oligomeritzacié als
DRMs fa estimular 1’absorcidé de sodi que indueix un augment del calci intracel-lular
amb una rapida deplecio6 de I’ATP. Aquest fet permeabilitza les membranes
mitocondrials 1 produeix una mort cel-lular independent de caspases. Curiosament, la
disrupcid dels DRMs amb MBCD impedeix la formacio dels oligdmers perd no inhibeix
la deplecid cel-lular d’ATP ni la posterior mort cel-lular. Aquets resultats indiquen que
la toxina-¢ indueix una rapida necrosi cel-lular en les cel-lules mpkCCDc 4, pero el

mecanisme seria diferent de com ho fan la resta de toxines formadores de porus
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conegudes fins ara, ja que la mort de la cel'lula no estaria relacionada amb la
permeabilitzacié de la membrana cel-lular ni amb la conseqiient difusié d’ions (Chassin

et al., 2007).

Un nou model cel-lular d’utilitat per estudiar la toxina-e son les cel-lules epitelials
tubulars renals humanes, HRTEC, que exposades a la toxina mostren un inflament, una
vacuolitzacid 1 una reduccio de la viabilitat depenent de la dosi 1 el temps. La sensibilitat
en les cel-lules HRTEC ¢és 25 cops més baixa que en les cel-lules MDCK, no obstant la
toxina-¢ s’uneix a les cel-lules HRTEC formant un complex de 160 kDa similar al de les
cel-lules MDCK. Per aquest motiu aquestes c¢l-lules podrien ser un bon model per
entendre el mecanisme d’accio involucrat en el dany cel-lular promogut per la toxina a

cel-lules humanes (Fernandez Miyakawa et al., 2010).

3. Diagnostic i prevencio de ’enterotoxémia en bestiar.

L’enterotoxémia produida a ovelles joves és molt rapida en els seus efectes ja que en
situacions d’intoxicaci6 aguda pot portar a la mort de 1’animal entre pocs minuts fins a
poques hores (no més de 12 h) després de ser intoxicat (revisat per Popoff, 2011). Aixi
doncs, la vacunacié del bestiar és practicament I'inica manera de lluitar contra la
malaltia, i es fa de manera rutinaria a les explotacions animals. A cabres, pero, la
vacunacié és menys efectiva a causa que la titulacié d’anticossos i la seva durada és

menor que en ovelles (Uzal et al., 1998b).

En casos en qué la vacunacio no €s eficag, o en animals no vacunats, és molt important
la deteccio i la diagnosi de I’enterotoxémia, i sobretot la rapidesa amb que es fa. Aixi,
son nombrosos els treballs encaminats a millorar aquests factors, i s’han desenvolupat
tecniques de Radio Immuno-Assaig (RIA) (Bernath ef al., 1975 1 1976), técniques de
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 1 Polymerase Chain Reaction (PCR) per
detectar les toxines en el contingut intestinal del duode i de 1I’il'li o en fluids corporals
com |’orina, fluid pericardic, humor aquds i serum (Weddel et al., 1984; Sojka et al.,
1989; Nagahama et al., 1991b; El Idrissi et al., 1992; Uzal ef al., 1996 1 1997; Kadra et
al., 1999; Gkioutzidis et al., 2001; Layana et al., 2006).

Pel que fa a la vacunacio, classicament s’ha fet amb la injeccié de toxoide, toxina o
protoxina pretractades amb formol (de la Rosa et al., 1997; Uzal et al., 1998b i 1999b;

Ebert et al., 1999), pero també s’ha vist que anticossos contra un sol epitop de la
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molecula sén igualment eficagos per protegir els animals (Percival et al., 1990). Més
recentment, s’han descrit dos anticossos que neutralitzen 1’efecte citotoxic de la toxina-¢
(anticossos 5B7 1 4D7). Aquests reconeixen els aminoacids compresos entre el 134 1 el
145 de la toxina, inhibint I’acci6 d’aquesta. En estudis in vitro amb cél-lules MDCK, es
demostra que els anticossos inhibeixen la uni6 de la toxina a les cel-lules, i per tant no
permeten la seva posterior oligomeritzacio i1 formacié del porus a la membrana

plasmatica.

A més, també s’ha descrit que a ratoli les injeccions del mutant Etx-H106P, que té una
substitucidé d’una histidina per una prolina en I’aminoacid 106 de la toxina-g, permet
protegir 1’animal enfront la toxina-¢ activa, ja que indueix la formacid d’anticossos
contra aquesta, quedant protegits contra una dosi 1000 LDs, de toxina salvatge (Oyston
et al., 1998). Actualment, tal com s’ha dit abans, la practica més comu per combatre els
efectes de la toxina-¢ a les explotacions animals continua sent la vacunacié amb toxoide
concentrat o amb cultius inactivats de diferents soques de C. perfringens. Nous metodes
de vacunacié amb proteines recombinants de la toxina-¢ estan en procés d’investigacid
(Oyston et al., 1998; Titball., 2009; Lobato ef al., 2010; Mathur et al., 2010; Souza et
al., 2010). Per exemple, nous mutants als que se’ls ha fet un parell de substitucions per
cisteines, coneguts com Etx-I5S1C/A114C 1 Etx-V56C/F118C i que no presenten
citotoxicitat, poden ser bons candidats com a nou metode de vacunacid (Pelish 1

McClain., 2009).

Més recentment, s’ha descobert que tres components quimics (N-cycloalkylbenzamida,
furo[2,3-b]quinolina i 6H-antra[l,9-cd]isoxazol) tenen la capacitat d’inhibir 1’activitat
del canal format per la toxina 1 la posterior mort cel-lular, perd no la uni6 de la toxina al
seu receptor i tampoc la seva oligomeritzacid. Aquests inhibidors probablement
bloquegen el porus o interfereixen amb factors de la ceél-lula hoste encara no coneguts

que estarien involucrats en produir la citotoxicitat (Lewis et al., 2010).

D’altra banda, estudis in vitro demostren que el creixement de C. perfringens, obtinguts
d’intestins d’animals sans i intoxicats, es redueix en preséncia de tanins de quebratxo,
castany o combinacions d’ambdds, reduint-se també la citotoxicitat en cultius de
cel-lules MDCK tractats conjuntament amb toxina-¢ (també amb toxina-o) i1 tanins.
Aquests resultats suggereixen que una dieta complementada amb tanins podria ajudar a

prevenir malalties produides per clostridis (Elizondo et al., 2010).
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Objectius

La toxina-¢ de Clostridium perfringens és la tercera toxina més potent que existeix
després de les toxines tetanica i botulinica. Causa grans perdues econdmiques a les
explotacions animals. No es coneix un metode per curar la malaltia una vegada s’han
iniciat els efectes de la infeccid en 1’animal, i la vacunacié €s I’unica eina de prevencid
de la malaltia que existeix actualment. Darrerament, s’ha avancat molt en el
coneixement a nivell molecular de la toxina-g, de la seva estructura i del seu mecanisme
d’accid. No obstant, es desconeix gran part dels mecanismes cel-lulars implicats en els
pasos inicials de la seva accid toxica com, per exemple, el reconeixement de les
cel-lules diana, la natura del seu receptor, i el mecanisme d’insercié i oligomeritzaci6 a

la membrana plasmatica.

Els hostes habituals de C. perfringens son animals de granja com xais, cabres 1 vaques.
En comptades ocasions la toxina-¢ també s’ha detectat a humans encara que no se n’han
descrit efectes associats. Les rates i els ratolins son molt sensibles a la toxina-g¢ i han

resultat ser un model idoni per al seu estudi al laboratori.

Al nostre laboratori hem generat valuoses eines moleculars com son les proteines de
fusi6 recombinants de la protoxina-€ i la toxina-¢ amb la proteina verda fluorescent
(GFP), que faciliten ’estudi de la distribucid de la toxina-¢ in vivo, en un model muri

d’intoxicaci6 aguda per toxina-€.

L’objectiu general d’aquesta tesi ¢s aprofundir en el coneixement de les primeres
etapes de la intoxicacié per la toxina-g, tot caracteritzant la seva uni6 i distribucio

en els diferents organs i sistemes, en especial en el renal i nervios.
Per dur a terme aquest objectiu es van plantejar els seglients objectius parcials:

° Estudiar la distribucioé i caracteritzar la unié de la protoxina-e-GFP i

toxina-g-GFP a diversos teixits i organs (de ratoli i d’altres espécies).

Aquest primer objectiu s’ha dut a terme mitjancant incubacions de la protoxina-e-GFP 1
la toxina-e-GFP sobre crioseccions de diferents organs i teixits de ratoli 1 d’altres

especies hoste per a la toxina-¢ (Apartat A de resultats i Annex).

Un cop establert quins organs i estructures estaven implicats en la uni6 de la toxina-g, el
seglient pas va ser estudiar aquest tipus d’unid, fent us de diversos tractaments
(proteases, glicanases 1 detergents), sobre les seccions on posteriorment fariem les
incubacions amb la protoxina-e-GFP. Els mateixos estudis es van fer en cultius de

cel-lules MDCK ja que és una linia cel-lular molt sensible a la toxina-€, que presenta
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llocs d’unio especifics i d’alta afinitat a la membrana plasmatica (Apartat A de resultats).
A més, s’han utilitzat diferents cross-linkers a fraccions de cel-lules MDCK 1 s’han
realitzat técniques d’immunoprecipitacid 1 pull-down per tal d’aillar el receptor de la

toxina-¢ (Annex). Aixi doncs, el nostre segon objectiu ha estat:

. Caracteritzar els elements que intervenen en la uni6 de la toxina-g¢ a

cél-lules MDCK.

La toxina-¢ injectada, a banda de presentar el seu efecte renal, produint la malaltia del
ronyd esponjos, també provoca greus efectes neurologics i €s capag¢ de permeabilitzar la

BHE (Apartat B de resultats). Poc se sap pero, sobre el seu efecte al sistema nervios.
El nostre darrer objectiu ha estat:

. Estudiar i caracteritzar el pas de la toxina-¢ a través de la BHE i el seu

efecte al sistema nervios.

Aquest objectiu s’ha complertat produint diverses mutacions de la toxina-e-GFP amb la
posterior injeccid intravenosa d’aquesta a ratolins i la segiient extraccid, fixacid 1 analisi
dels seus organs diana amb diverses proves immunohistoquimiques (Apartat B de
resultats 1 Annex). Amb aquest objectiu també es pretén trobar una mutacio de la

toxina-¢ capag de travessar la BHE perd que no presenti toxicitat per I’animal.
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Materials 1 Métodes

1. Expressio de toxina recombinant.

El ¢cDNA de fusio entre la GFP 1 la protoxina-¢ (que a partir d’ara s’anomenara
protoxina-e-GFP) es va clonar al vector d’expressid de proteines en bacteris pGEX 4T
(Figura M-1). Es van utilitzar bacteris de la soca BL21(DE3)pLys (Rosetta) per produir
les proteines de fusi6 GST-protoxina-e-GFP 1 la GST-protoxina-e.

La GST permet la purificacié de la proteina en un sol pas, utilitzant una columna
d’afinitat amb glutati6. Posteriorment, la GST s’elimina mitjancant la incubacié amb
trombina, que té un lloc de tall especific entre la GST i la proteina que volem purificar

(Figures M-1 1 M-2).
Els passos seguits per la producci6 1 purificacio son els segiients:

- S’inicia un cultiu bacteria a petita escala inoculant els bacteris que contenen el plasmid

en 3 ml de medi LB (veure apartat solucions) suplementat amb ampicil-lina (50 pg/ml).

- Es deixa créixer el cultiu durant la nit a 37°C 1 en moviment constant (220 rpm).

BamH | - Sal |

EcoR | - Sal |

iy ([Protoxina-<)

b

Leu Val Pro ’q.’-{ Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gy Arg Leu Glu
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s | Tth111 |
Bal | analer® S
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e
Ptac<— _‘ck. % 1 ]
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i pSj{10aBam7Stop? ?é’-
— Pstl
pGEX
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BsEN T—0 ! pBR322
ori

Miu |

Figura M-1. Vector pGEX-4T on es va clonar el cDNA de protoxina-e-GFP, GFP o protoxina-¢ per produir una
proteina de fusié amb la GST. A sobre de cada requadre s’indiquen els enzims de restricci6 utilitzats per clonar cada

insert.
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- S’inocula un matras d’Erlenmeyer que conté¢ 250 ml de medi LB suplementat amb

ampicil-lina (50 pg/ml) amb el cultiu bacteria crescut durant la nit.

- S’incuba a 37°C 1 amb moviment constant (220 rpm) durant 2-3h fins que la D.Og se
situa entre 0.6 1 0.9, fet que indica que el cultiu es troba en fase exponencial de

creixement.

- S’afegeix 1 mM d’isopropil B-D-tiogalactopiranosid (IPTG) per induir 1’expressio de

proteines.

- S’incuba durant la nit a temperatura ambient (TA) 1 en moviment constant (220 rpm).

En el cas de les construccions que contenen GFP també s’incuba resguardat de la llum.

- Els cultius se centrifuguen a 5000 rpm (rotor GSA, Sorval) durant 20 min a 4°C per tal
de concentrar els bacteris. El pellet es resuspen en 20 ml de tampo6 PB-1 (veure apartat
solucions) i1 es congela a -20°C per un minim de 2h; aquest procés inicia la lisi dels
bacteris. Els pellets descongelats se soniquen durant 30 seg (repetint el procés 2 cops) i

se centrifuguen durant 20 min a 10.000 rpm (rotor SS-34, Sorvall) a 4°C.

- El sobrenedant obtingut es passa per columnes de glutatio-sefarosa (Glutathione
Sepharose™ 4B, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Alemanya) préviament
equilibrades amb tampo6 PB-1 (veure apartat solucions) durant 1h, a 4°C i protegit de la

llum. A continuacid es fan 3 rentats amb tampé PB-1.

- Per tal de separar la proteina recombinant d’interes de la GST, la glutatié-sefarosa es
disposa en tubs eppendorf i s’incuba amb 5 U/ml de trombina (Sigma Aldrich T 6884)
en presencia de CaCl, ImM durant la nit en moviment constant i a 4°C (veure Figura M-

2).
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Lloc de reconeixement de la trombina

Sefarosa

Sefarosa

e Glutatio

Figura M-2. Boles de glutatid-sefarosa on el glutatié reconeix la GST, capturant aixi, la proteina recombinant.

També es mostra el lloc de tall de la trombina entre la GST i la protoxina-e-GFP on es produeix la hidrolisi.

- A continuaci6 se centrifuguen els eppendorfs a 20.000 x g durant 1 min a 4°C i es

recupera el sobrenedant, que conté la proteina d’interes.

Les boles de glutatio-sefarosa que queden després de la incubacid amb trombina es

guarden per la seva analisi posterior amb un gel d’acrilamida.

Alternativament es pot obtenir GST-protoxina-e-GFP o GST-protoxina-¢ eluint amb 10
ml de glutati6 10 mM en PB-1 i dialitzant posteriorment (Slide-A-Lyzer” Dialysis
Cassette de 10,000 MWCO, Thermo Scientific) en 3 L de PBS durant la nit a 4°C per
eliminar 1’excés de glutatié (veure Figura M-3). Seguidament, es quantifica la proteina

dialitzada, s’aliquota i es guarda a — 80°C fins la seva utilitzacio.
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Sefarosa

Incubacié amb excés de glutatid

Sefarosa

e Glutatid
Dialisi amb PBS a 4°C durant la nit

Figura M-3. Esquema del procés d’elucid de la GST-protoxina-e-GFP de les boles de glutatié-sefarosa. Per a I’elucid
s’utilitza un excés de glutati6 (boles marrons) i posteriorment es dialitza amb PBS per obtenir la GST-protoxina-g-

GFP pura.

2. Quantificacio de la proteina produida.

Es va dur a terme pel metode colorimétric de Bradford (Bradford, 1976). Per a la corba

patré es van utilitzar 0, 2, 5, 10, 151 20 ug de BSA.

En aquest metode, les mostres s’incuben amb solucié de Bradford (veure solucions)
durant 5 min a TA 1 es llegeixen els seus valors d’absorbancia a una longitud d’ona de
595 nm. Aquests valors s’interpolen a la recta patrd per obtenir la concentracid de

proteina de les mostres utilitzant el programa informatic RADLIG (Biosoft, UK).

Pels nostres experiments, una concentracié adequada se situa entorn els 900 pg/ml de
proteina i quan no s’ha obtingut aquesta concentracio les mostres han estat concentrades
posteriorment utilitzant uns dispositius concentradors de filtracié per centrifugacid

(Centricon, Millipore).
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2.1. Obtencio de la toxina-g-GFP activa.

La protoxina-e-GFP es pot activar a toxina-e-GFP mitjangant la incubacié durant 30
min a TA amb 0.2 U/ml de tripsina (Sigma). Amb aquesta incubacio es produeix el tall

proteolitic en I’extrem C-terminal, necessari per a 1’activacié de la toxina.

3. Electroforesi de gels d’acrilamida (SDS-PAGE) i Western blot.

3.1. Electroforesi de gels d’acrilamida.

Per comprovar 1’estat de la proteina (i veure si ’enzim ha actuat correctament) es van
analitzar 2 pg de la mostra, préviament preparats en tampd de mostres (veure apartat
solucions), en un gel d’acrilamida. La fase concentradora del gel es va fer al 4%, i la
fase separadora al 12% d’acrilamida (veure apartat solucions), i 1’electroforesi es va

efectuar durant 45 min a 200 V (font d’alimentacié BioRad), resguardat de la llum.

A continuacid es va fotografiar el gel al transil-luminador amb llum UV, donat que la
GFP és fluorescent, per visualitzar la protoxina-e-GFP i la toxina-e-GFP com a bandes
fluorescents (Figura de resultats R2, A). Posteriorment el gel es va tenyir amb Coomasie

Brillant Blue R250 (veure apartat solucions).

3.2. Analisi de la protoxina-¢-GFP i toxina-e-GFP purificades per Western blot.

Alternativament a la tincié amb Coomasie, es van transferir els gels a membranes de
nitrocel-lulosa (BioRad; Hercules, CA), per realitzar el Western blot amb anticossos

contra la toxina-€ o contra la GFP.

Un cop transferits els gels, es van bloquejar les unions inespecifiques amb solucio de
bloqueig (veure apartat solucions) durant 45 min i les membranes es van incubar amb
els anticossos primaris policlonals de conill, anti-toxina-¢ o anti-GFP, a una dilucid
1:2000 en el mateix tampd de bloqueig durant 1h a TA. Les membranes es van rentar 3
cops amb TBS (veure solucions) i es van incubar amb immunoglobulines anti-IgG de
conill conjugades amb peroxidasa de rave (HRP) durant 1h a TA (DAKO; Glostrup,
Dinamarca). Després de 5 rentats amb TBS, les membranes es van incubar amb els

reactius quimioluminiscents de 'ECL (Enhanced Chemilluminescence) durant 1 min
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(veure apartat de solucions) i es van exposar fins a 10 min (captant imatges cada minut)

en el Gene Gnome (Syngene Bio Imaging), utilitzant el software Gene Snap.

4. Produccio d’antisérums de conill contra la protoxina-¢.

Es van immunitzar conills per produir serum contra la protoxina-¢. Abans de la primera

injeccio es va extreure sang per obtenir un sérum preimmune.

Com a pauta d’immunitzacié es van injectar subcutaniament en la regié escapular del
conill una mescla de protoxina-¢ (100 pg) préviament tractada amb paraformaldehid al
0.2%, per assegurar la seva inactivacio, i adjuvant complet de Freund (1:1 en volum).

La mescla va ser préviament sonicada per obtenir una emulsié homogenia.

A les tres setmanes de la injeccid es va extreure 5 ml de sang a cada conill. Després de
4h a TA, es va deixar a 4°C durant la nit. El seérum s’obté del sobrenedant després de

centrifugar a 800 x g durant 15 min.

Es va fer una segona immunitzacié amb la mescla perdo amb adjuvant incomplet de

Freund. A les tres setmanes es van sagnar els conills per obtenir tot el serum restant.

Els serums dels diferents conills van ser aliquotats i conservats a — 80°C.

5. Titulacio dels antisérums contra la protoxina-¢.

Per tal de dur a terme la titulacié dels anticossos es va fer un dot blot amb membranes
de nitrocel-lulosa on s’hi va afegir quantitats conegudes de protoxina-¢-GFP (0, 0.5, 1,

2,5,10, 20, 50, 100, 200, 500 1 1000 ng per dot).

Després d’incubar amb solucid de bloqueig (veure apartat solucions) durant 45 min, la
membrana es va incubar durant la nit a 4°C amb els sérums anti-protoxina-¢ (dilucions
1:1000 1 1:5000). Com a control es va utilitzar els serums preimmunes dels conills a una

dilucio 1:1000.

Després de 3 rentats amb solucié de bloqueig, la membrana es va incubar amb anti-IgG

de conill unides amb HRP durant 1h a TA.
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Les membranes es van rentar 3 cops amb solucié de bloqueig i després de 2 rentats més
amb PBS (veure apartat solucions) es van revelar per quimioluminiscéncia amb I’ECL

tal i com s’ha explicat anteriorment.

6. Obtencio i preparacio dels diferents teixits i organs per al seu

estudi.

6.1. Obtencio d’organs de ratoli.

Varem utilitzar ratolins OF1 mascles de 20-25 g de pes que havien estat estabulats en
habitacions climatitzades amb lliure accés a menjar i aigua. Tots els experiments amb
ratolins s’han dut a terme segons les lleis de la EU (86/609/EU) i les lleis espanyoles
(BOE 67/8509-12, 1988) per 1’ts d’animals al laboratori 1 el protocol experimental ha

estat aprovat pel Comité Etic d’Experimentacié Animal de la UB.

Es van anestesiar els ratolins amb una mescla de 100 mg/kg de 2-(2-clorofenil)-2-
metilamino-ciclohexa-1 (ketamina, Ketolar") i 10 mg/kg de clorhidrat de 2-(2,6-
xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina, Rompun®) i es van perfundir amb
paraformaldehid al 4% durant 30 min. Es van disseccionar els animals per obtenir els
segiients teixits i organs: cervell, medul-la espinal, ronyons, bufeta, pulmons, cor,
llengua, glandules salivals, esofag, estdmac, intesti prim, intesti gruixut, pancrees, fetge,
gangli limfatic, melsa, timus, vesicules seminals, testicles (amb epididim i conducte

deferent), prostata, mascul de cuixa i ull.

Els organs es van incubar 24h més amb fixador i després es van crioprotegir traspassant-

los a una solucio de sacarosa al 30% durant 48h a 4°C.

A continuacid, es van englobar en O.C.T (Optimal Cryostat Temperature) (Tissue-Tek”,
Sakura) utilitzant uns motlles. A continuacid, es van congelar els motlles que ja van
quedar llestos per obtenir seccions. Els teixits i organs es van seccionar al criostat
(Cryocut 1800, Reichert-Jung) a -23°C, efectuant talls de 10 um de gruix. Aquests talls
es van enganxar a portaobjectes polilisinats (veure apartat solucions) o pretractats

(Superfrost Plus, Thermo scientific).
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6.2. Obtencio d’organs d’altres espécies.

Els organs frescos de cabra, vaca i xai es van obtenir de I’Escorxador de Barcelona, on
van ser rapidament trossejats i introduits en solucio fixadora (paraformaldehid 4%)
durant al menys 24h a 4°C. Els organs obtinguts varen ser: cervell, cerebel, medul-la

espinal, ronyo 1 bufeta.

Les mostres de cervell huma es van obtenir de I’Institut de Neuropatologia, Hospital
Universitari de Bellvitge-IDIBELL, i les mostres de rony6 1 bufeta humanes del Servei
d’Anatomia Patologica de 1I’Hospital de Bellvitge. Les mostres de ronyd i bufeta
humanes van ser englobades en O.C.T sense ser fixades i per aixo, els talls fets al
criostat es van fixar durant 2 min en PFA 4% 1 posteriorment es van rentar 3 cops amb

PBS abans de fer-los servir.

6.3. Teasing de nervis periférics.

Per tal d’obtenir fibres nervioses aillades, es va dur a terme el teasing de nervis
periferics de ratoli (nervi ciatic) 1 de cauda equina humana. Un cop separades les fibres
amb 1’ajuda d’unes pinces, es van col-locar en portaobjectes SuperFrost, varen ser
fixades amb PFA 4% durant 10 min, rentades amb PBS i congelades a — 20°C fins a la

seva utilitzacio.

7. Obtencio de fraccions sinaptosomals de rata i ratoli.

Per a I’obtencid de sinaptosomes vam emprar una rata de 150 g o tres ratolins de 20 g
per experiment. Després de sacrificar els animals es va extreure rapidament el cervell 1
el cerebel 1 es van submergir en sacarosa 320 mM. Es va homogeneitzar el teixit en un
potter (B. Braun Biotech International) a 600 rpm (10 pujades i baixades de pistd), i es
va centrifugar I’homogenat a 5000 rpm en un rotor SS34 (Sorvall) durant 2 min a 4°C.
El sobrenedant resultant es va tornar a centrifugar a la mateixa centrifuga a 11.000 rpm
durant 12 min a 4°C. El nou sobrenedant es va descartar i el pellet es va resuspendre en
4 ml de sacarosa 320 mM. Aquest volum es va carregar sobre un gradient discontinu de

Ficoll amb les segiients fases: 4 ml de Ficoll al 12%, 1 ml al 9% 1 4 ml al 5%.

El gradient es va centrifugar a 22.500 rpm durant 35 min a 4°C en un rotor vasculant

SW41 a I'ultracentrifuga Beckman L-60. Amb aquest procés es formen dues fraccions
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enriquides en sinaptosomes (a les interfases entre el 5% i el 9%, 1 entre 9% 1 el 12% de
Ficoll). Es van recuperar les fraccions i es va determinar la concentracid de proteina pel
metode de Bradford (Bradford, 1976). Després de quantificar-ne la concentracio de
proteina total, es van fer aliquotes de 500 pg i es van centrifugar a 20.800 x g en una
microcentrifuga Eppendorf 5417R durant 12 min a 4°C. El pellet resultant de les
fraccions sinaptosomals es pot mantenir en gel durant varies hores sense que els

sinaptosomes perdin la seva capacitat d’alliberar glutamat.

8. Cultiu de cél-lules MDCK.

La linia cel-lular MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) prové de cel-lules epitelials de
tubuls distals de rony6 de gos i €s una linia disponible comercialment (ATCC, CCL-34).

Les cel'lules s’han mantingut en cultiu a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%, amb
medi DMEM-F12 suplementat amb 10% de serum fetal bovi (FBS) 1 amb 1% de

penicil-lina-streptamicina.

Per a alguns experiments les cel-lules es van fer créixer fins a la confluéncia en plaques
de 24 pous sobre cobreobjectes polilisinats 1 es van fixar amb PFA al 4%. Per a la
fixacid, es va aspirar el medi de cultiu, es van rentar els cobreobjectes 2 cops amb PBS,
es va afegir el PFA al 4% durant 15 min i per ultim es van fer 3 rentats de 5 min amb

PBS, abans de dur a terme els experiments.

Per als estudis de citotoxicitat les cel-lules es van fer créixer directament a les plaques

de 24 pous.

9. Incubacio de cel'lules i teixits amb protoxina-e-GFP o amb toxina-g-
GFP i deteccio per microscopia de fluorescéncia.

Hem utilitzat un sistema de muntatge dels portaobjectes en carros per realitzar les
incubacions (Sequenza™ Slide Rack and Coverplate™ system), evitant aixi la

dessecacid del teixit. Les incubacions s’han fet a les fosques per tal de no malmetre la

fluorescencia de la GFP.

Els portaobjectes amb les seccions de teixit es van deixar descongelar durant uns 10 min

1 es van rentar 3 cops amb PBS. Les unions inespecifiques es van bloquejar amb tamp6
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de bloqueig (veure solucions) durant 1h a TA. A continuacid, es van incubar les mostres
amb 300 nM de protoxina-e-GFP (o toxina-e-GFP) amb tamp6 d’incubaci6d (veure

apartat solucions) durant 1h a TA.

Les mostres es van rentar 3 cops amb PBS i es van incubar amb el marcador de nuclis
TO-PRO-3 (Molecular Probes) diluit 1:1000 en PBS durant 7 min a TA. Seguidament,
es van rentar 3 cops amb PBS i es van muntar amb medi de muntatge aquds
(GEL/MOUNT ™ Biomeda corp.) per a la seva observacié al microscopi de

fluorescencia.

Les preparacions van ser observades i fotografiades amb un microscopi confocal
LEICA TCS-SL (spectral confocal) als Serveis Cientificotécnics de la Universitat de
Barcelona al Campus de Bellvitge (CCiTUB). Per tal de comparar les diferents
situacions experimentals, dins de cada experiment, es van mantenir els mateixos

parametres a I’hora de captar les imatges.

En el cas de les cel-lules MDCK crescudes en cobreobjectes i fixades, es va seguir el

mateix protocol pero utilitzant plaques de 24 pouets (TPP) per a les incubacions.

10. Estudis de citotoxicitat.

La citotoxicitat de les diferents construccions de la protoxina-€ o toxina-¢ es va analitzar
sobre cel-lules MDCK. Aquestes es van fer créixer fins a un 80% de confluéncia i es
van incubar amb les diferents construccions de toxina-¢ i1 protoxina-¢ a una concentracio
de 50 nM durant 1h a 37°C, ja que aquesta és la concentracid en qu¢ es veuran
diferéncies clares entre la citotoxicitat produida per la protoxina-¢ i la toxina-¢ (Soler-
Jover et al., 2004). Es va comprovar la viabilitat dels cultius amb I’assaig de MTT
(Sigma Aldrich M5655), afegint 0.5 mg/ml de MTT a cada pou i mantenint-ho durant
30 min a 37°C. La reaccidé es va aturar amb una solucidé d'isopropanol-HCI (veure
apartat solucions) en un volum equivalent al volum de medi. Aquest assaig es basa en la
capacitat de les cel-lules vives de reduir el tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-
2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) a formazan, generant equivalents reduits com
NADH i NADPH. El formazan acumulat és de color porpra i es pot solubilitzar i
quantificar per espectrofotometria. La quantitat generada és proporcional al nombre de

cél-lules vives.
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Un cop el formazan acumulat s’ha dissolt completament, s’agafa una mostra de 100 pl
per mesurar-ne 1’absorbancia a 550 nm en una placa de 96 pouets en un lector de

plaques (ASYYS).

11. Immunofluorescéncia en fraccions sinaptosomals, cél-lules i teixits.

Hem utilitzat immunofluorescéncia per detectar la toxina-¢ i protoxina-¢ a fraccions

sinaptosomals, crioseccions de teixits i cel-lules MDCK.

D’entrada les unions inespecifiques es van bloquejar amb tamp6 de bloqueig (veure
apartat solucions) durant 1h a TA. Després es va incubar 1’anticos primari a les
concentracions indicades a la Taula M-1, en tampd d’incubacié (veure apartat

solucions) durant la nit a 4°C.

Les mostres es van rentar 3 cops amb PBS i1 es van incubar amb 1’anticos secundari
[anticossos contra immunoglobulines de ratoli o de conill conjugats amb fluorocroms
Alexa 488 (verd) o Alexa 546 (vermell), Molecular Probes] en tampd d’incubacid
durant 1h a TA. Pels dobles marcatges, es va coincubar en aquest pas l’anticos

secundari amb la protoxina-e-GFP o la toxina-e-GFP durant 1h a TA.

Les mostres es van rentar 3 cops amb PBS, es van tenyir els nuclis i es van muntar les

preparacions com ja s’ha descrit anteriorment.
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Anticos ; Dilucio
S Origen| . . Font

primari optima

Anti-CD68 Rata 1:100 Serotec MCA1957GA, clon FA-11
Anti-F4/80 Rata 1:50 Serotec MCA497R, clon A3-1

Anti-Citoqueratina | Rata 1:100 DAKO N1590, clon AE1/AE3
BD Ph ingen 553863, clon MECA-

Anti- PNAd Rata 1:50 ARRgE 7; 3 gl Bk
Anti-CDI11b Rata 1:100 Serotec MCA711G, clon 5C6
Anti-GFAP Conill 1:500 DAKO 70334
Anti-MBP Conill 1:300 SIGMA M3821

Seérum obtingut a partir d’SNAP25

Anti-SNAP 25 Conill 1:100
o o recombinant (Binz et al., 1994)

Anti-GFP Conill 1:100 Produit per nosaltres
Anti-S100B Conill 1:500 DakoCytomation Z0311
Anti-Iba 1 Conill 1:400 Wako 019-19741
Anti-g-toxin Conill 1:100 Produit per nosaltres
Anti-NG2 Conill 1:200 Millipore AB5320
Anti-a SMA Conill 1:100 abcam ab5694
Anti-MAL Conill 1:200 abcam ab15418
Anti-AQ4 Ratoli 1:500 abcam ab11026, clon 3D2
Anti-CD31 Ratoli 1:50 Chemicon MAB1393Z, clon MEC13.3
Ati-palecting 3 Ratoli 1:500 Affinity BioReagﬁents MA1-940, clon
A3A12
At At DA Ratoli 1100 BD Transduction Laboratories 610068,
clon 5
Anti-VAMP 2 Ratoli 1:300 SYSY 104211, clon 69.1
Anti-Neurofilament| Ratoli 1:100 Chemicon MABS5262, clon RT-97

Taula M-1. Taula de les caracteristiques dels diferents anticossos utilitzats per immunofluorescencia.

12. Incubacio de cel-lules i teixits amb lectines.

Es va seguir el mateix protocol per incubar lectines tant a crioseccions de teixit com a

cel-lules fixades.

Es van incubar les seccions (o les cel-lules) amb PBS-BSA 1% durant 30 min a TA per
tal de bloquejar les unions inespecifiques. A continuacid, es van incubar les mostres

amb PBS-BSA 1% durant 1h a TA amb les diferents lectines biotinilades: Datura

stramonium (DSA), Canavalia ensiformis (ConA), Lycopersicum esculentum (LT),
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Arachis hypogaea (PNA), Dolichos biflorus (DBA), Ulex europaeus (UEA-1) i
Amaranthus caudatus (ACA) (Taula M-2).

Les mostres es van rentar 3 cops amb PBS i es van incubar amb PBS-BSA 1% durant
1h a TA amb estreptavidina-Alexa 546 (1:500). Després de 3 rentats amb PBS, es van

muntar com ja s’ha indicat anteriorment.

En el cas dels dobles marcatges amb la lectina i la protoxina-e-GFP, després de la
incubaci6 amb la lectina i els corresponents rentats, es va coincubar la protoxina-e-GFP

a 300 nM amb I’estreptavidina-Alexa 546 i, finalment, es va rentar i muntar com esta

descrit anteriorment.

. .. ) .. Concentracio .
Lectina Unio especifica Deteccio utilitzada (ugiml) Proveidor
Armaranthus caudalus Galp1-3GalMAc,
agglutinin MNeuSAceZ- O-glycans 30 EY Laboratories
(ACA) 3Galp1-3GalNAc
Canavaila ensiformis
agglutinin a-Man, o-Glc, a- N-glycans 20 SIGMA,
GlcNAC
(Con A)
Daolichos bifforus
aggiuiinin a-GallAC O-glycans 50 SIGMA
{DBA)
Datura stramonium
agglutinin Galp1-4GIcMNAC N-glycans 10 WVector lab.
{DSA)
Lycopersicum M-acetyl-p-D-
esculentum agglutinin glucosamine N-glycans 10 SIGMA
(LEA) oligomers
Arachis hypogasa Gal p1-3GalNAC,
aggiufinin a-Gal, O-glycans a0 SIGHA
{PNA) B-Gal
Ulax auropasus
agglutinin a-L-Fucose N-glycans 10 SIGMA
{(UEA-1)

Taula M-2. Taula de les caracteristiques de les lectines utilitzades en les incubacions.

Estudis de la toxina-¢ in vitro.

13. Tractaments a cél-lules i teixits.

13.1. Tractament amb Pronasa E.

Es van utilitzar seccions de cerebel, ronyo, timus, muscul esquelétic, llengua i1 bufeta de

ratoli 1 cobreobjectes de cel-lules MDCK fixades.

Es van incubar amb diferents concentracions de Pronasa E (Sigma) (de 0.1 a 1 mg/ml) a

37°C durant diferents temps (5, 10, 30 1 60 min) en PBS 0.1 M. Després del tractament,
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les mostres es van rentar amb PBS i es van incubar amb la protoxina-e-GFP com ja s’ha

indicat anteriorment.

Com a control de I’experiment es van incubar les seccions i les cél-lules amb PBS 0.1 M
en absencia de Pronasa E durant els temps indicats en cada cas, 1 es va continuar amb el

protocol esmentat més amunt.

13.2. Tractament amb detergents.

Es van utilitzar seccions de cerebel, ronyd, timus, bufeta i llengua de ratoli 1

cobreobjectes de cel-lules MDCK fixades.

Les seccions es van tractar préviament amb els seglients detergents: Trito X-100
(Sigma), nonidet p-40 (Sigma) i CHAPS (Boehringer Mannheim) a unes concentracions
de 0.5% 1 2% en PB-2 (veure apartat solucions) durant 1h a 4°C. En el cas del ronyo,
cerebel 1 timus també es va utilitzar colat de sodi (Sigma) i deoxicolat de sodi (Sigma) a
unes concentracions del 0.5 i del 2% en PB-2 durant 1h en 3 condicions de temperatura:

4°C, TA137°C.

Les cel'lules MDCK es van tractar amb Tritdé X-100, nonidet p-40, CHAPS, colat de
sodi 1 deoxicolat de sodi a concentracions del 0.5% 1 del 2% en PB-2 durant 1h a 4°C,

TA 137°C.

Cada mostra es va rentar 3 cops amb PBS a 4°C, TA o 37°C segons la temperatura de
pretractament utilitzada per tal d’eliminar I’excés de detergent. Seguidament, cada

mostra es va incubar amb la protoxina-e-GFP tal i com s’ha indicat anteriorment.

Com a control es van incubar les seccions 1 cel-lules MDCK amb PB en abséncia de

detergents durant 1h a 4°C, TA o 37°C.

13.3. Tractament amb N-glicosidasa F.

Es van utilitzar seccions de cerebel, ronyd, timus, bufeta i llengua de ratoli 1

cobreobjectes de cel-lules MDCK fixades.

Les seccions es van incubar amb 10 U/ml de N-Glicosidasa F (Roche) a 37°C durant la
nit en PB-2. En el cas de les seccions de rony6 també es van incubar amb 100 U/ml de

N-Glicosidasa F a 37°C durant la nit en PB-2.
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Les cél'lules MDCK es van incubar amb 1, 10, 20 i 50 U/ml en PB-2 durant la nit a
37°C.
Després del tractament es van rentar les mostres amb PBS i es van incubar amb la

protoxina-e-GFP com ja s’ha indicat anteriorment.

Com a control de I’experiment es van incubar les seccions i les cel-lules MDCK amb

PB-2 en abséncia de N-Glicosidasa F.

13.4. B-eliminacio.

Es van utilitzar seccions de ronyd 1 bufeta de ratoli, vaca, xai, cabra i huma i seccions de

cerebel de ratoli i cobreobjectes de cel-lules MDCK fixades.

Les seccions 1 les cel-lules MDCK es van incubar amb 0.055 N de NaOH a 37°C durant
diferents temps: 1h, 3h 1 durant la nit, 1 en el cas de les bufetes de vaca, xai i cabra fins a

un maxim de 5 dies.

Es va aturar la reaccié amb 0.055 N H,SO4 durant 30 seg. Es van rentar les mostres amb

PBS 1 es van incubar amb la protoxina-e-GFP com ja s’ha indicat anteriorment.

Com a control de I’experiment es van incubar les seccions i les cel-lules MDCK amb

aigua mQ en absencia de NaOH.

14. Deteccio de la protoxina-e-GFP unida a ce¢l-lules MDCK mitjancant
una técnica d’ELISA.

Es van fer créixer les cel-lules MDCK en plaques de 96 pouets (Techno Plastic
Products, TPP, Switzerland) fins a la confluéncia, es van rentar 3 cops amb PBS, i es
van fixar amb PFA al 4%. A continuacio, les cel-lules es van bloquejar amb PBS-BSA

3% durant 1h a TA.

Després de rentar amb PBS, les cél-lules es van incubar amb concentracions creixents
de protoxina-e-GFP (0, 0.2, 0.4, 0.8, 2, 4, 8, 20, 40, 100 nM) en PBS-BSA 1% durant 1h
a TA.

A continuacid, les cél-lules es van rentar 4 cops amb PBS i es van incubar amb I’anticos

policlonal anti-GFP a una diluci6 1:1000 en PBS-BSA 1% durant 1h a TA i en agitacid.
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Després de rentar 4 cops amb PBS, les cel-lules es van incubar amb immunoglobulines
anti-conill conjugades amb la peroxidasa de rave (HRP) (DAKO, Glostrup, Denmark) a
una dilucid 1:1000 en PBS-BSA 1% durant 1h a TA.

Les cel-lules es van rentar 4 cops 1 I’activitat peroxidasa es va revelar utilitzant una
solucié preparada amb pastilles d’o-Fenilendiamina dihidroclorur (SIGMAFAST™

OPD). L’absorbancia es va mesurar amb 1’espectrofotometre de plaques (ASYS) a una

longitud d’ona de 450 nm.

Per eliminar les unions inespecifiques es van preincubar les cel-lules amb un excés de
protoxina-¢ (freda) (2 uM) durant 30 min abans d’afegir les concentracions creixents de

protoxina-e-GFP abans esmentades.
La unio especifica es va calcular sostraient la uni6 inespecifica de la unié total.

Com a control negatiu, algunes cel-lules es van incubar amb concentracions creixents de

GFP en lloc de fer-ho amb protoxina-e-GFP.

Els estandards es van fer afegint diferents quantitats de protoxina-e-GFP (0, 0.2, 0.4,
0.8, 2, 4, 8, 20, 40, 100 ng) a pouets buits durant 1h a TA. Després de rentar 3 cops amb
PBS, els pouets es van tractar com s’ha descrit anteriorment perd ometent les

coincubacions amb protoxina-¢ (freda) i protoxina-e-GFP.

Els resultats es van ajustar a una analisi de regressid no-lineal utilitzant el programa
informatic Graph Pad Prism 3, on es va calcular la constant de dissociacio (Kq) 1 el

nombre maxim de llocs d’unié (Bax).

Per tal de calcular I’afinitat d’uni6 de la toxina-¢ activa a les cél-lules MDCK, es van
realitzar experiments utilitzant la toxina-e-GFP en comptes de la protoxina-e-GFP, i per
tal de calcular la unié inespecifica es van fer les coincubacions amb toxina-¢ (freda).
També es va realitzar el mateix experiment que s’ha explicat anteriorment amb la
protoxina-e-GFP pero, en alguns casos, es va fer després d’un tractament de B-
eliminacio durant 6h a 37°C, i en altres casos, després d’haver tractat les c¢l-lules amb
1’1 i/0 el 2% de colat de sodi durant 1h a 4°C. En tots els casos es va calcular la Ky ila

Bmax mitjangant el mateix programa informatic.
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15. Cross-linking i immunoprecipitacio amb cél-lules MDCK.

La linia cel-lular MDCK es va fer créixer en plaques de 10 cm de diametre fins a la
confluencia. Després de rentar les cel-lules amb 5 ml de medi Ringer (veure apartat
solucions), es van incubar amb protoxina-e-GFP, toxina-e-GFP, GST-protoxina-¢ o

GFP (com a control) en medi Ringer a una concentracié de 100 nM durant 1h a TA.

Passat aquest temps, es van rentar les cel-lules 3 cops amb PBS i es van incubar amb el
cross-linker (DMS, DTSSP, DSS o ANB-NOS) (Pierce) a una concentracié de 2 mM en
medi Ringer durant 10 min a TA (veure figura M-4).

Els cross-linkers ANB-NOS (fotoactivable) i DSS no sén solubles en aigua i, per tant,
previament s’han de dissoldre amb un dissolvent organic com el DMSO. Els altres
cross-linkers si son solubles en aigua. En qualsevol cas, la concentracié final de DMSO
no va superar 1’1%, concentracié que no afecta els assaigs tal com van mostrar els

controls pertinents.

0
0 0 I NH,*CI
'\ 0 i
| 8 0
A 0 N*
] HotCr
0 N N 2 C
ANB-NOS DMS
M.W.:GS.?O A M.W. 273.20
SpacerAm 7.7 Spacer Arm 11.0 A
0
1 0 0 Na*0" 9 0
e N i M 0 N ;._.. 0=§ 5 L . . 0 §
| o/ 0 $7 N §=0
0 o 4 0 0 )
0 0; 0 Na*
DSS DTSSP
M.W. 368.35 M.W. 608.51
Spacer Arm 11.4 A Spacer Arm 12.0 A

Figura M-4. Cross-linkers utilitzats. El cross-linker ANB-NOS ¢és fotoactivable i s’ha d’utilitzar a les fosques fins
que s’irradia amb llum UV a 360 nm i llavors la seva unio a les proteines esdevé irreversible. El cross-linker DTSSP

es pot hidrolitzar mitjangant un agent reductor (s’observa al mig del seu brag¢ un pont disulfur).
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Seguidament es va saturar el cross-linker i es van inhibir les posteriors unions afegint

NH4CI 50mM durant 10 min a TA.

Després de rentar 3 cops amb PBS, es van aixecar les cel-lules amb 1 ml de PBS amb
inhibidors de proteases (veure apartat solucions) i es va centrifugar la mostra a 14.000

rpm durant 5 min en una microcentrifuga Eppendorf 5417R.

A continuacié es va afegir 50 ul de tampo6 de carrega a cada pellet resultant i es va

incubar a 95 °C durant 3 min.

Es va correr la mostra en un gel d’acrilamida al 10% 1 es va transferir a una membrana

de nitrocel-lulosa per fer un Western blot per tal de detectar la GFP.

En el cas de les immunoprecipitacions, el pellet es va incubar amb 0.5 ml de PBS-Trit6
X-100 a I’1% durant 15 min a 4°C 1 en moviment per tal de solubilitzar les proteines, 1
es va centrifugar posteriorment a 14.000 rpm durant 5 min. El sobrenedant resultant es
va incubar amb anticos anti-GFP policlonal a una dilucié de 1:2000 en tamp6 PBS-Tritd
X-100 al 0.2% (per evitar que la part de membranes solubilitzades precipitessin) durant

1h a TA i en moviment.

A continuacid, es va incubar amb 40 pl de suspensid de proteina G-sefarosa (Protein G
Sepharose, GE Healthcare) durant 1h a TA i es va centrifugar a 14.000 rpm durant 5

min.

Es va descartar el sobrenedant i es van rentar les boles 3 cops amb PBS-Trit6o X-100 al

0.2%.

Es va afegir 40 pl de tampo de carrega a les boles de proteina G-sefarosa i es va incubar
la mostra a 95°C durant 3 min (per separar i desnaturalitzar la proteina unida a proteina

G-sefarosa).

A continuaci6 es va correr la mostra en un gel d’acrilamida al 10% 1 es va realitzar un

Western blot amb 1’anticos policlonal anti-protoxina-¢ a una dilucié 1:2000.

En els casos en que es van incubar les cel-lules amb GST-protoxina-g, un cop aixecades
les cel-lules es van incubar amb 100 pl de boles magnétiques recobertes amb glutatio
(MagneGST™ Protein Purification System, Promega), préviament equilibrades amb
PBS, durant 1h a TA. Després, les boles es van rentar 3 cops amb PBS 1 s’hi va afegir
tampo de carrega per correr un gel d’acrilamida al 10% i realitzar el mateix Western

blot explicat anteriorment.
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16. Elaboracio de gels bidimensionals (SDS-PAGE 2D).

Després de fer els tractaments amb els cross-linkers (explicat en l'apartat anterior) i un
cop obtingut el pellet de les cel-lules MDCK, aquest es va tractar amb 30 pl de tamp6 de
lisi per 2D (veure apartat solucions) durant 10 min a TA, i seguidament es va
centrifugar a 20.000 x g durant 10 min. El sobrenedant resultant es va passar a un altre

tub afegint 300 pl de tampd de lisi-2 per 2D (veure apartat solucions).

Es van rehidratar dues tires de gel d’acrilamida de 18 cm (Immobiline™ DryStrip pH 3-
10 NL, 18 cm, Amersham) amb els 330 pl del sobrenedant, durant la nit a TA i
protegides de la dessecacio cobrint-les amb oli mineral. Cada tira es va destinar a fer un

gel, un per tincio de plata 1 l'altre per Western blot per detectar la toxina-e.

Seguidament es va fer I’isoelectroenfoc de les tires (Ettan TPGPhor3 d'Amersham
Biosciences) aplicant diferents voltatges. Tots el voltatges es van aplicar en la mateixa
tira que havia estat en contacte amb la mostra: 50 V durant 8h, 250 V durant 1h, 500 V
durant 1h, 1000 V durant 1h, 8000 V durant 7h i 50 V durant 5h.

Les tires es van tractar durant 10 min amb 2 ml de tampd d'equilibri amb DTT al 2%
(veure apartat solucions), i a continuacié es va treure el tampd amb DTT i es van
incubar les tires durant 10 min amb 2 ml de tamp6 d'equilibri amb IAA al 2,5% (veure

apartat solucions).

Finalment, es va treure el tampd amb IAA 1 es van deixar les tires amb 2 ml de tampo de

transferéncia (veure apartat solucions).

Es van preparar dos gels de 20 x 16 cm d'acrilamida al 10% on es van col-locar les tires
isoelectroenfocades, com a gel concentrador d’aquest nou gel, on se separen les
proteines segons el seu pes molecular. Finalment es van correr els gels a 50 V durant la

nit.

17. Tinciéo amb nitrat de plata dels gels d’acrilamida.

Per realitzar la tincio amb nitrat de plata del gel d’acrilamida, es va incubar el gel amb

una solucid fixadora (metanol al 40% 1 acid acetic al 10%) 2 cops durant 15 min.

A continuacid es va tractar el gel amb la soluci6 1 (veure apartat solucions) durant 30

min i es van fer 5 rentats de 5 min amb aigua mQ.
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A continuacid, es va tractar amb la soluci6 II (veure apartat solucions) durant 20 min,

resguardat de la llum, i seguidament es van fer 2 rentats d’ 1 min amb aigua mQ.

Seguidament, es va incubar el gel amb solucié III (veure apartat solucions) on el temps

d'incubaci6 optim per visualitzar la nostra marca va ser de 8 min.

Finalment, es va aturar la reaccid traient la solucio III i afegint la solucié IV (veure
apartat solucions) durant 10 min. Després el gel es va rentar 2 cops amb aigua mQ i es

va deixar cobert amb aigua mQ a 4°C.

En el casos en que va interessar seqiienciar alguna banda, aquestes es van retallar 1 es
van enviar a seqiienciar per MALDI-TOF als Serveis Cientificotécnics de la Universitat

de Barcelona (CCiTUB).

18. Assaig de secrecio de glutamat en sinaptosomes aillats de cervell de

rata i ratoli.

Els sinaptosomes (terminals nerviosos aillats) mantenen les seves propietats
fisiologiques durant unes quantes hores. Si despolaritzem la membrana en presencia de
Ca®", aquest entra dins el sinaptosoma i estimula la fusi6é de vesicules sinaptiques amb
la conseqiient alliberacié de neurotransmissor, glutamat en el cas que ens interessa.
L’alliberacié de glutamat es pot mesurar en un fluorimetre gracies a la reaccio de la
glutamat deshidrogenasa (GDH) que, en convertir el glutamat a a-cetoglutarat, redueix
el NADP" a NADPH. L’aparici6 de NADPH pot ser mesurada en un
espectrofluorimetre excitant a una longitud d’ona de 340 nm 1 mesurant la fluorescéncia

emesa a 440 nm.

Per comprovar si la toxina-¢ era capa¢ d’estimular la secrecid de glutamat en
sinaptosomes, tant de rata com de ratoli, es van utilitzar aliquotes de sinaptosomes de
500 pg de proteina cada una (obtinguts segons s’explica en 1’apartat 7 de materials 1
metodes). Els sinaptosomes es van resuspendre en 500 pl de tampo6 de sodi i es van
atemperar durant 15 min a 37°C. Després es van afegir 1500 pl de tampo6 de sodi
preescalfat a 37°C 1 es van afegir els reactius necessaris per la mesura de 1’alliberacio de

glutamat: 1 mM NADP", 0.5 mM CaCl, i 60 U GDH.

La despolaritzaci6 de la membrana dels sinaptosomes control es va fer amb una

concentraci6 final de KCl 50 mM, i es va mesurar 1’aparici6 de NADPH en un
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espectrofluorimetre Shimadzu RF-500 IPC durant 8 min, abans d’afegir una quantitat
control de 10 nmols de glutamat com a standard. La quantitat de glutamat secretat es
calcula comparant 1’area sota la corba del pic control amb 1’alliberada per la

despolaritzacié.

Per comprovar si la toxina-¢ era capa¢ de despolaritzar per si sola la membrana dels
sinaptosomes, es va substituir el KCI per toxina-€ i es van provar dues concentracions
finals diferents, una a 50 nM i I’altra a 100 nM 1 es va mesurar I’aparici6 de NADPH de

la manera descrita.

19. Obtencio dels mutants de protoxina-e-GFP.

Per a I’obtenciéo del DNA mutat vam reproduir al nostre laboratori els estudis descrits
per Pelish i McClain, generant els dos mutants dominant negatius per la toxina-g: Etx-
I51C/A114C 1 Etx-V56C/F118C (Pelish 1 McClain, 2009). També vam produir un

mutant Etx-H106P que €s una toxina-¢ inactiva (Oyston et al.,1998).

Partint del DNA plasmidic de la protoxina-e-GFP, es van generar les mutacions
mitjancant el kit de mutagénesi “QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene)” utilitzant els encebadors indicats a la Taula M-3. L'amplificacio de les
mutacions es va fer per PCR segons un programa d’ 1 cicle d’ I min a 95°C seguit de 30

cicles d’ 1 min a 95°C, 1 min a 55°C i 10 min finals a 65°C.

El producte de la PCR es va digerir utilitzant 1 pl de l'enzim de restriccid Dpn 1
(proporcionat pel kit) durant 1h a 37°C, que digereix el DNA metilat i hemimetilat de la

cadena mare.

Amb el DNA mutat obtingut, de cadena simple, es va transformar c¢l-lules
ultracompetents XL10-Gold per produir la cadena doble. La transformacio es va dur a

terme per shock termic (30 seg a 42°C).

Els bacteris transformats es van seleccionar en plaques de medi LB suplementat amb

ampicil-lina (50 pg/ml).
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Mutants Encebadors
Etx-I51C/A114C 5" AGGAAATGATTTTTATTGTAATAATCCTAAAGTTG 3
(Mutant 1) 5" GGGAACTTCGATACAATGTACTGCTAAGTTTACTG 3’
Etx-V56C/F118C 5 TATTAATAATCCTAAATGTGAATTAGATGGAGAAC 3
(Mutant 2) 5" ACAAGCAACTGCTAAGTGTACTGTTCCTTTTAATG 3’
Etx-H106P
5 AACTGCAACTACTACTCCTACTGTGGGAACTTCGA 3’
(Mutant 3)

Taula M-3. Encebadors utilitzats per fer les mutacions de la protoxina-g-GFP.

De les colonies crescudes en les plaques es van seleccionar cinc i es va extreure el DNA
® . .. . . . . . . poo.
amb QIAprep™ Spin Miniprep kit (Qiagen), i es van seqiienciar (Sistemas Genomicos,

Valencia).

Finalment es va transformar bacteris de la soca BL21(DE3)pLys (Rosetta) amb el DNA

mutat per a la produccid de la proteina.

20. Obtencio de la construccio 6xHis-protoxina-g.

Es va insertar la cua d’histidines en pauta de lectura a la part amino terminal de la
protoxina-g, per tal de no perdre-la en el cas de tractar la protoxina-¢ amb tripsina per a

I’obtencid de la toxina activa.

Es van dissenyar els oligonucleodtids especifics (D: directe i I: invers) que codifiquen per
una cua de 6 histidines. Els extrems dels oligonucledtids contenien els nucleotids
corresponents a les seqiliencies de tall dels enzims de restriccid adients per digerir el
vector pGEX-4T (que té préviament insertat el DNA de la protoxina-¢ en pauta de
lectura amb la GST) tal i com es representa en el quadre segiient (veure també la figura
M-1, on la insercid de la cua d’histidines seria semblant al de la GFP, ja que ambdos

casos es tallen amb els mateixos enzims de restriccio).
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Enzims

Oligonucledtids S

D: 5 CGCGGATCCCATCATCACCATCACCACGAATTCCGC 3 5": Bam H1

I: 8 GCGGAATTCGTGGTGATGGTGATGATGGGATCCGCG 3 3" Eco R

Per generar les dobles cadenes dels oligonucleotids es van incubar concentracions
equimolars de cada oligonucleotid (200 pM) en tamp6 d’unid per oligonucleotids (veure
solucions) a 95°C durant 4 min, i a continuacié es va deixar refredar la mescla durant 20
min a TA. Es va digerir amb els enzims de restriccié adients i es va eliminar 1’excés
d’enzim de restriccid 1 impureses mitjangant el protocol de “desalting” per fragments

<100 pb, de QIAEX II Gel extraction kit (QIAGEN)).

Per altra banda, es va digerir el vector p-GEX-4T amb els mateixos enzims de restriccid
1 es va correr un gel d’agarosa 1%, la banda del vector digerit es va retallar i es va eluir

de I’agarosa mitjangant el kit de purificaci6 de DNA QIAEXII (QIAGEN).

Seguidament, es va fer la lligacié del vector (200 ng) amb 1’oligonucleotid de doble
cadena (1 pg) en preseéncia de I’enzim T4 DNA Lligasa (Fermentas) en el tampo del

propi enzim, durant 1h a 22°C.

Amb el producte resultant es van transformar bacteris competents de la soca XL-1 Blue
d’E. coli igual que es va fer en el cas de les cel-lules ultracompetents XL10-Gold

comentades en 1’apartat anterior.

Les colonies obtingudes es van fer créixer en 3 ml de medi LB i es va obtenir el seu
DNA plasmidic amb el kit de mini-preps de QIAGEN. Un cop identificades les colonies
positives, se’n van fer stocks glicerinats i es van guardar a -80°C. Amb el DNA es van
transformar bacteris de la soca BL2I(DE3)pLys (Rosetta) per a la produccio de

proteines tal i com esta explicat anteriorment.

20.1. Cross-linking amb 6xHis-protoxina-¢ i 6xHis-toxina-¢ a cél-lules MDCK.

La linia cel-lular MDCK es va fer créixer en plaques de 10 cm de diametre fins a la
confluencia. Les cel-lules es van incubar amb 6xHis-protoxina-¢ i 6xHis-toxina-¢ a una
concentracié de 50 nM en 4 ml del mateix medi durant 20 min a 37°C, ja que aquestes

son les condicions suficients per a que la toxina-¢ oligomeritzi (Petit ez al., 1997).
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Després de rentar les cel-lules 2 cops amb PBS, es van incubar amb el cross-linker DMS

(tal i com esta explicat en I’apartat 15 de materials i metodes).

Les cellules es van rentar 3 cops amb PBS, amb inhibidors de proteases, i es van
aixecar amb 150 pl del mateix tampd. A continuacié es van centrifugar a 600 x g per
separar els nuclis, i el sobrenedant resultant es va centrifugar a 100.000 x g per tal

d’obtenir en el pellet les membranes plasmatiques.

El pellet es va solubilitzar amb 100 pl de tampo de solubilitzacid (veure apartat
solucions) durant 1h a 25°C 1 es va centrifugar a 100.000 x g durant 30 min a 4°C. El
sobrenedant es va incubar durant 30 min amb 15 pl de boles de reina (IMAC)
acomplexades amb cobalt (Metal Affinity Resin, TALON®), que tenen una alta afinitat
per unir-se a histidines. A continuacio, les boles es van rentar 3 cops amb PBS i es va
afegir tampo de carrega. Les mostres es van correr en dos gels d’acrilamida de 16 x 20
cm al 8%, un dels quals es va tenyir amb plata i1 I’altre es va transferir per realitzar un

Western blot per detectar la toxina-¢ (tal i com esta explicat anteriorment).

Estudis in vivo.

21. Estudis in vivo amb protoxina-e-GFP o amb toxina-¢-GFP en un

model muri.

El protocol experimental utilitzat ha estat aprovat pel Comité Etic d’Experimentacid

Animal de la UB (tal i com s’explica en I’apartat 6.1 de materials i metodes).

Es van utilitzar en cada condicié 5 ratolins mascles OF1 Swiss de 20 g. La toxina-g-
GFP o la protoxina-e-GFP (en PBS amb BSA al 1%) es van injectar intravenosament
per la vena caudal a una dosi de 2.5 pg/g de ratoli. Tots els animals injectats amb la
toxina-e-GFP van acabar morint als 7 min, i els animals injectats tant amb protoxina-¢-
GFP com amb GFP sola es van sacrificar després de transcorrer el mateix temps. En
alguns experiments els ratolins es van coinjectar amb la toxina-e-GFP (o protoxina-g-
GFP) conjuntament amb 200 pg de BSA-Alexa 647. En altres casos, els ratolins es van
injectar simultaniament amb protoxina-¢ i1 protoxina-e-GFP o toxina-e-GFP (10:1

relacid molar). Finalment, alguns animals es van coinjectar amb toxina-¢ i GFP.
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Altres experiments es van realitzar amb D’injeccié dels diferents mutants (Etx-
I51C/A114C, Etx-V56C/F118C 1 Etx-H106P) conjuntament amb 200 pg de BSA-Alexa
647.

En tots els casos, es van extreure els ronyons i cervell, es van fixar amb PFA al 4%, es
van submergir posteriorment amb sacarosa al 30% i es van tallar amb el criostat. Alguns
talls es van muntar immediatament i es van observar pel microscopi confocal. Altres
talls, com els de cervell, es van utilitzar per fer estudis d’immunofluorescéncia. En
aquests casos, les unions inespecifiques es van bloquejar incubant els talls amb tampd
de bloqueig (veure apartat solucions) durant 1h a TA. Seguidament, es va incubar
durant la nit a 4°C en tampd d’incubacio (veure apartat de solucions) amb anticos
primari anti-GFAP per marcar els astrocits, amb anti-SMA per marcar pericits (Taula
M-1) o amb lectina de tomaquet biotinilada (LEA) per marcar la microglia (Taula M-2).
Finalment es va incubar amb 1’anticds secundari corresponent o amb estreptavidina-
Alexa 546 en el cas de la lectina biotinilada. Les preparacions es van muntar i es van
observar al microscopi confocal LEICA TCS-SL (spectral confocal) als Serveis

Cientificotecnics de la Universitat de Barcelona al Campus de Bellvitge (CCiTUB).
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22. Solucions.

Gel Concentrador:

Es prepara en HO mQ:

e 4% acrilamida/bisacrilamida
e Tampd concentrador al 25% (veure solucions)
e 0.1% N,N,N’,N’-tetra-metil-etilendiamina (TEMED)

e 0.2% persulfat d’amoni

Gel Separador:

Es prepara en H,O mQ:

e 8-12% acrilamida/bisacrilamida
e Tampd separador al 25% (veure solucions)
e 0.1% TEMED

e 0.1% persulfat d’amoni

Gradients de Ficoll:

e 5%,9%112% (p/v) de Ficoll en 320 mM de sacarosa
e 5 mM Hepes/NaOH pH 7.4

Medi Luria-Bertani (LB) agar:

e 10% triptona
e 5% extracte de llevat
e 10% NaClpH 7.0

Medi NZY":

e lgde NZ amine (hidrolisat de caseina)
e (.5 g d'extracte de llevat
e (.5gdeNaClpH 7.5

e 100 ml amb aigua mQ 1 s’autoclava.
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A aquesta solucié se li afegeix, préviament al seu us, els seglients suplements

esterilitzats:

e 1.25mld IM MgCl,
e 1.25mld 1M MgSO,4
e 2 ml de glucosa 20% (p/v)

Medi Ringer (pH 7.4 i 290 mOsm):

e 130 mM NaCl

e 2.7mM KCI
e 2 mM MgCl,
e 10 mM Hepes
e | mM CaCl,

e 10 mM glucosa

Paraformaldehid al 4%:

Es prepara en HO mQ:

e 25% de paraformaldehid stock al 16%
e PB0.1 MpH74.
e Filtrar i guardar a TA.

Paraformaldehid al 16%:

Per preparar 11 de paraformaldehid al 16%, es barregen 160 g de paraformaldehid en
pols (Fluka) en 600 ml d’aigua mQ a 60-65°C. A continuacio, s’afegeix a poc a poc

NaOH 10M i es deixa agitant fins que la solucid es torni transparent.
S’enrasa fins a 11 amb aigua mQ), es filtra, s’aliquota i es guarda a -20°C.
PBS 0.1M:

Es prepara en H,O mQ:

e 120 mM NacCl
e PBO.1M.
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Solucio de bloqueig per Western blot:

e 5% de llet en pols desnatada

e TBS 1x (veure solucions).

Solucié tenyidora Coomasie:

Es prepara en H,O mQ:

e 25% d’isopropanol
e 10% d’acid acetic

e 0.15% (p/v) de colorant Coomasie brilliant blue R250

Solucio de Bradford:

Es prepara en HO mQ:

e 0.012% (p/v) de Coomasie brillant G250 (Sigma)
e 6% (v/v) d’etanol al 95%
e 12% (v/v) d’acid fosforic al 85%

S’agita molt bé, es filtra i es guarda a TA.
Solucié destenyidora turbo:

Es prepara en H,O mQ:

e 25% d’isopropanol

e 10% d’acid acetic.

Solucié per ’ECL:

La solucid de I’ECL esta formada per la mescla de dos reactius: el reactiu A 1 el reactiu

B en una proporcid 1:1.

e Reactiu A: Tris 100 mM pH 8.5, 0.5% acid cumaric i 1% Luminol.
e Reactiu B: Tris 100 mM pH 8.5, 0.06% H,0, al 30%.

62



Solucié d’isopropanol-HCL:

Es prepara en H;O mQ:

Solucié de poli-L-lisina (per polilisinar els portaobjectes):

45% d’isopropanol
1.85% d’HCl
5% Trit6é X-100

Materials 1 Métodes

Es prepara una solucid al 50% de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich) en aigua mQ.

Tampo de bloqueig per immunofluorescéncia:

Es prepara en PBS:

Gelatina 0.2%

NGS 20%

Tampé concentrador:

0.5 M Tris-HCI a pH 6.8.

Tampo d’electrodes 10x:

Es prepara en HO mQ:

1.92M de Glicina
0.25M de Tris
1% de SDS

Tampo6 equilibri IAA 2.5%:

Es prepara en H,O mQ:

Urea 6M

Tris-HC1 375 mM, pH 8.8
SDS 2%

Glicerol 20%

IAA 2.5% (p/v)
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Tampo6 equilibri DTT 2%:

Es prepara en HO mQ:

e Urea 6M

e Tris-HC1 375 mM, pH 8.8
e SDS 2%

e Glicerol 20%

e DTT 2% (p/v)

Tampé fosfat 0.2 M (PB 0.2M):

El tamp¢ fosfat esta format per una mescla de dos solucions A i B en una relacio A/B:

19/81 i portat a un pH de 7.4.

e Solucid A (acida): 0.2 M fosfat sodic monobasic (NaH,POy).
e Solucid B (basica): 0.2 M fosfat sodic dibasic (Na,HPO,).

Tampo fosfat-1 (PB-1):

Es prepara en H,O mQ:

e PB20mM
e NaCl 250 mM
e pH7.S

Tampé fosfat-2 (PB-2):

Es prepara en HO mQ:

PB 20 mM
EDTA 10 mM
pH 7.2

Tampo fosfat sali (PBS):

Es prepara en H,O mQ:

10 mM PB
150 mM NacCl
2.7 mM KCI
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Tampé fosfat sali (PBS) amb inhibidors de proteases:

Es prepara en PBS:

e 0.1 mg/ml de phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)
e IuM d’EGTA

e 10 pg/ml de leupeptina

e 10 pg/ml d’aprotinina

Tampé d’incubacié per immunofluorescéncia:

Es prepara en PBS:

e (Qelatina 0.2%
e NGS 1%

Tampo6 de lisi per a gels bidimensionals:

Es prepara en HO mQ:
e Tris 40 mM
e Urea M

e Tiourea 2M
e Chaps 4%

Tampé de lisi 2 per a gels bidimensionals:

Es prepara en H,O mQ:
e Tris 40 mM
e Urea 7M

e Tiourea 2M

e Chaps 4%

e Tributil fosfina 2 mM (TBP) (ReadyPrep ™ TBP Reducing Buffer, Bio-Rad)
e Amfolits 0.2% (Bio-Lyte 3/10, Bio-Rad)

e 2% de blau de bromofenol al 0.1%
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Tampo de mostres:

Es prepara en HO mQ:

e 120 mM de Tris a pH 6.8

e 40% (v/v) de SDS al 10%

e 20% de glicerol

e 0.004% de Blau de bromofenol

Tampé separador:

Es prepara en H,O mQ:

e 1.5M Tris-HCl a pH 8.8
e 0.1% SDS

Tampo6 de sodi:

Es prepara en HO mQ:

e Hepes/NaOH 20 mM, pH 7.4
e Glucosa 10 mM

e KCI5mM

e NaCl 140 mM

e NaHCO; 5 mM

e MgCl, 1 mM

e Na,HPO,; 1.2 mM

Tampé de solubilitzacio:

Es prepara en PBS:

o &M urea
o 1% de Tritéo X-100

e Inhibidors de proteases (veure solucions)
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Tampé de Tris Sali (TBS):

Es prepara en H;O mQ i s’ajusta a pH 7.4:

e 10 mM de Tris
e 140 mM de NaCl
o 1% de Tween-20

Tampé de transferéncia 10x:

Es prepara en H,O mQ:

e 1.92M de Glicina
e (0.25M de Tris

Per preparar tampd de transferéncia 1x es fa una diluci6 1/10 d’aquest tampd i s’afegeix

20% de metanol.

Tampé d’unio6 per oligonucleotids:

e 25 mM Tris-HCI
e 5 mM MgCl,
e 50 mM NacCl.

Tincié amb nitrat de plata:

Per fer la tincid dels gels d’acrilamida amb nitrat de plata es va utilitzar un kit per tenyir

les proteines (Silver Staining kit, Protein, Amersham).

e Soluci6 I: 30% de metanol, 5 ml de tiosulfat de sodi (solucid preparada al kit al

5%), 8.5 g d'acetat sodic i es porta a un volum de 125 ml amb aigua mQ.

e Solucio II: 12.5 ml solucio6 de plata (solucio preparada al kit al 2.5 %) i es porta

a un volum de 125 ml amb aigua mQ.

e Solucio III: 3.12 g de carbonat de sodi, 50 pl de formaldehid (s'afegeix a I’ultim

moment) 1 es porta a un volum final de 125 ml d'aigua mQ.

e Soluci6 IV: 1.82 g d'EDTA Na,-2H,0 1 s’ajusta a un volum de 125 ml d'aigua
mQ.
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Resultats

1. Titulacio dels anticossos policlonals obtinguts dels conills

immunitzats amb la protoxina-g.

Per tal de titular els anticossos contra la protoxina-g¢ generats als conills es van dur a

terme experiments de dot blot amb diferents concentracions de protoxina-e.

Es demostra que els anticossos obtinguts dels conills immunitzats son aptes per realitzar
estudis de Western blot i detectar la protoxina-¢ o la toxina-¢. Els serums diluits 1:1000

detecten entre 1 12 ng de protoxina-¢ (Figura R1).

ng de protoxina-¢
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Figura R1. Dot blot on les tres primeres fileres corresponen a serums preimmunes (PI), les tres segiients a sérums

diluits 1:1000 i les dues del final a la dilucié 1:5000. S’observa com el sérum diluit 1:1000 (filera central) detecta

entre 1 i 2 ng de la protoxina-¢.
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2. Caracteritzacio de les diferents formes recombinants de la toxina-g.

2.1. Analisi de les toxines recombinants en gels d’acrilamida.

Varem correr en paral-lel dos gels d’acrilamida al 12% amb les proteines de fusio:
protoxina-g, protoxina-e-GFP, GST-protoxina-¢, GST-protoxina-e-GFP, 1 les
respectives formes activades amb tripsina. Un gel es va tenyir amb Coomasie Blue 1

’altre es va transferir a una membrana de nitrocel-lulosa per fer Western blot.

Abans de tenyir amb Coomasie les proteines de fusio amb GFP varen ser visualitzades 1

fotografiades amb llum UV (Figura R2, A).

Els Western blots amb anticossos contra GFP (Figura R2, B) 1 protoxina-¢ (Figura R2,
D), aixi com el gel tenyit amb Coomassie Blue (Figura R2, C) van permetre identificar
els pesos moleculars de les diferents proteines obtingudes: 61 kDa la protoxina-e-GFP,
33 kDa la protoxina-g, 90 kDa la GST-protoxina-¢-GFP, 62 kDa la GST-protoxina-¢, 59
kDa la toxina-e-GFP (asterisc vermell, Figura R2, C) i 30 kDa la toxina-¢ (asterisc

negre, Figura R2, C).

En el cas de la protoxina-e-GFP obtenim una petita banda per sobre dels 61 kDa
(fletxa vermella, Figura R2, C) i en la GST-protoxina-e-GFP obtenim una altra per
sobre dels 90 kDa (fletxa negra, Figura R2, C). No tenim identificades aquestes bandes,
que no es detecten a I’irradiar amb llum UV (Figura R2, A), pero que si s’hi detecten al
revelar tant amb anti-toxina-¢ com amb anti-GFP policlonals produits al nostre

laboratori. Es pensa que pot tractar-se d’una contaminacié amb proteina bacteriana.

De les digestions realitzades amb tripsina, per tal d’activar la toxina, varen donar una
petita banda adicional de baix pes molecular que podria correspondre a la GST o a un
fragment d’aquesta (triangle negre i vermell, Figura R2, C) ja que no s’identifiquen amb

cap dels anticossos utilitzats, anti-GFP 1 anti-protoxina-.

Les mateixes membranes es van incubar amb anti-GFP monoclonal detectant-se només
les bandes que corresponen a 61 1 90 kDa, respectivament (imatge no mostrada),
reforgant la idea que aquestes bandes més fines que s’observen corresponen a una

contaminacio6 de proteina bacteriana.
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Figura R2. A) Fotografia del gel d’acrilamida a 1’aplicar llum ultraviolat en el transil-luminador (UV) on s’indiquen

els diferents pessos moleculars de les proteines i s’observa la fluorescencia de la protoxina-e-GFP, toxina-e-GFP i
GST-protoxina-e-GFP. B) Western blot amb 1’anticos contra la GFP (a-GFP) on s’observa el mateix resultat. C)

Fotografia del gel d’acrilamida tenyit amb Coomasie Blue (Coomasie) on s’indiquen els diferents pesos moleculars

de les proteines. Les fletxes corresponen a petites contaminacions de proteines bacterianes tant en el cas de protoxina-

&-GFP com de GST-protoxina-e-GFP. Els asteriscs corresponen a la toxina-¢ activa tant en el cas de toxina-e-GFP
com de toxina-¢. Els triangles corresponen a la GST hidrolitzada o a un fragment d’aquesta per 1’efecte de la tripsina.

D) Western blots amb 1’anticos contra la protoxina-¢ i la toxina-g (0-toxina-¢) on s’observen els mateixos resultats.

2.2. Estudis de citotoxicitat de les toxines recombinants en cél-lules MDCK.

Es van incubar les c¢l-lules MDCK amb protoxina-g, protoxina-e-GFP, GST-protoxina-
e, GST-protoxina-e-GFP, toxina-¢, toxina-e-GFP, GST-toxina-¢ i GST-toxina-e-GFP a

una concentracié de 50 nM. La figura R3 mostra els resultats de supervivencia de les

cel-lules tractades obtinguts mitjancant un assaig MTT.

En tots els casos, varem detectar diferéncies significatives entre els tractaments amb

protoxina-¢ 1 toxina-e. Mentre que la supervivencia en presencia de protoxina-¢ va ser

del 100%, en el cas de la toxina-€ només va ser entre el 51 el 10%.
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Figura R3. Assaig de supervivéncia MTT en cél-lules
MDCK. A) Histograma on es mostra la supervivéncia de
les cel'lules MDCK després de ser tractades amb les
diferents proteines recombinants de protoxina o toxina-¢
a una concentraci6 de 50 nM durant 1h a 37°C. S’observa
difereéncies significatives (*** p<0.001) entre els tractats
amb toxina-g i amb protoxina-e. B) Taula on es mostren

els valors numeérics de I’experiment.
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3. Caracteritzacio de 1a unio de la toxina-¢ a teixits i cel-lules.

Per tal de caracteritzar la unid de la toxina-¢ a diferents oOrgans i teixits de ratoli varem

incubar seccions histologiques, obtingudes al criostat, amb protoxina-e-GFP.

Estudis previs del nostre laboratori van revelar que la toxina-e-GFP injectada i.v a ratoli
s’acumulava en gran part als ronyons, on hi produeix greus alteracions, incloent
hemorragia medul-lar i degeneracio selectiva dels tubuls distals, unint-se especificament
a la part luminal d’aquests. També es va demostrar que la protoxina-¢ i la toxina-¢ tenen
el mateix lloc d’unid, podent-se utilitzar la protoxina-g, no toxica, per a la
caracteritzacido de la unio de la toxina. A més, incubacions de la toxina-e-GFP sobre
seccions de ronyd van revelar unid especifica a ’epiteli de revestiment dels tubuls
distals, coincidint amb el patr6 dels experiments in vivo. El mateix patrdo d’unid es va

confirmar en d’altres especies animals (Soler-Jover et al., 2004).

En aquest apartat s’amplia 1’estudi de 1’uni6 de la toxina-¢ al sistema renal aixi com la
seva unio especifica a 1’epiteli de transicid de la bufeta, uréters i uretra i es mostren les
constants d’afinitat de la unié de la toxina a la linia cel-lular MDCK. Finalment, es
mostren els estudis realitzats en el sistema nervids on demostrem que la protoxina-e-

GFP s’uneix a estructures mieliniques tant a SNC com a SNP (Dorca-Arévalo et al.,

2008).
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Taula R1. Taula on es mostren els diferents organs i teixits de ratoli als que s’uneix la toxina-¢. La intensitat d’unié

. INTENSITAT
ORGAN/TEIXIT | ESTRUCTURA .
UNIO
Ronyo Tuabuls distals -
Epitel-l1 de
Ureter revestiment ++
(Urotel1)
Epitel-l1 de
Bufeta revestiment +H+
(Urotel1)
Epitel-l1 de
Uretra revestiment ++
(Urotel1)
Cerebel (SNC) Substal.101.a blanca ++
(mielina)
Medul-la espinal | Substancia blanca .
(SNC) (mielina)
Muscul cuixa .
e
(SNP) Nervi (mielina)
Glandules salivals Conductes +
excretors
Timus (No 1dentificat) +

es representa segons la simbologia:

+++ : intensitat elevada, ++ : intensitat mitja , + : intensitat baixa

3.1. Estudi de la unié de la toxina-¢ a sistema renal de ratoli i d’altres espécies.

En el present treball hem volgut caracteritzar de manera precisa la unié de la toxina-¢ a

ronyo 1 identificar la possible unid de la toxina-¢ a altres estructures del sistema renal.

La figura R4 mostra la unid de la toxina-¢ a I’epiteli de revestiment dels tubuls distals

(A), de la bufeta (B), del ureter (C) i de la uretra (D).
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Figura R4. Uni6 de la protoxina-e-GFP a diferents organs i teixits del sistema urinari de ratoli. La columna de
I’esquerra correspon a fotografies de microscopia de fluorescéncia confocal, on s’identifica en verd la protoxina-e-
GFP i en blau els nuclis cel'lulars del ronyd (A), bufeta (B), ureter (C) i uretra (D). Es localitza marca fluorescent
associada a ’epiteli de revestiment dels tibuls distals del rony6 (TD, A), de la bufeta (B), de 1’uréter (C) i de la uretra
(D). La columna de la dreta correspon a fotografies de microscopia de camp clar de seccions dels mateixos teixits,
tenyits amb hematoxilina-eosina (E: ronyo, F: bufeta, G: uréter i H: uretra). Les barres corresponen a 40 pm (imatges
A,B1iC),ia?20 pm (imatge D). TD: Tubul distal; GL: Glomerul i TP: Tubul proximal. Les fletxes negres de les

imatges F, G i H marquen I’uroteli de la bufeta, uréter i uretra, respectivament.
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Per estudiar més a fons els tipus de tubuls als que s’esta unint la toxina-¢ varem utilitzar

lectines, proteines que s’uneixen amb alta especificitat a glucids.

Als éssers vius es troba una gran diversitat de glacids, tant a cel-lules procariotes com

eucariotes, 1 en ambdos casos els glucids poden ser del tipus O-glicans o N-glicans.

En els vertebrats, els N-glicans son oligosacarids que s’uneixen mitjancant una N-
acetilglucosamina a un residu d’asparragina que forma part d’una seqiiencia consens del
tipus : Asn-Xaa-Ser/Thr. Els O-glicans son oligosacarids que s’uneixen mitjangant una

N-acetilgalactosamina a un residu de serina/treonina (Varki et al., 1999).

La segiient taula resumeix la uni6 de les diverses lectines en els tibuls renals de ronyo
de ratoli i la uni¢ de la toxina-¢ (Taula R2). Les incubacions demostren que la uni6 de la
toxina-¢ es realitza a 1’epiteli de revestiment dels tubuls col-lectors 1 de la nansa d’Henle

ascendent (Figura RS).

Lectina Tibuls Tubuls distals (nansa Henle ascendent | Tubuls Colocalitzacié amb
proximals + Tiibul contornejat distal) col-lectors toxina-g?
Arachis + (nansa Henle ascendent) Si, a nansa (l‘l:lenle
hypogaca (PNA) + ++ ascendent i tibuls
ypogaea (PN/ - (tabul contornejat distal) col-lectors
Du!u'::[.;.:; f::,)i’?oms _ - ++ Parcialment
Datura
stramonium ++ - - No
(DSA)

Taula R2. Taula on es mostra un resum de les diferents estructures del ronyo6 reconegudes per les diferents lectines

que s’han utilitzat en aquet estudi (Hanai ez al., 1994; Laitinen et al., 1987) i la colocalitzacié amb la toxina-¢.

(++) intensitat elevada, (+) intensitat mitja, (-) no hi ha unio.
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Figura RS. Imatges de microscopia confocal on s’observa la unid de la toxina-¢ a tibuls distals i col-lectors de ronyd

de ratoli. Es mostren seccions de rony6 de ratoli que s’han incubat conjuntament amb protoxina-e-GFP (verd) i
diferents lectines (vermell). La imatge B i C correspon al marcatge dels tibuls proximals (fletxes) amb la lectina
Datura stramonium DSA. Laimatge E i F correspon al marcatge dels tibuls col-lectors o nanses d’Henle ascendents
(fletxes) 1 proximals (puntes de fletxa) amb la lectina Arachis hypogaea PNA. La imatge H i I correspon al marcatge
dels tubuls col-lectors (fletxa) amb la lectina Dolichos biflorus DBA. Les imatges C, F i I sén superposicions de les
diferents lectines amb la protoxina-e-GFP on es mostra la colocalitzacié als tabuls col-lectors o nanses d’Henle

ascendents (F) i col-lectors (I). Les barres corresponen a 40 um.

Tal i com s’ha comentat anteriorment, estudis previs al nostre laboratori van revelar que
la toxina-¢ incubada sobre seccions de ronyd d’altres espécies (vaca, ovella, cabra i

huma) també mostra unié especifica als tabuls distals (Soler-Jover et al., 2004).
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3.1.1. Tractaments a sistema renal.

Per tal de caracteritzar la natura de la uni6 de la protoxina-e-GFP en el sistema renal, es
van dur a terme diferents tractaments en alguns dels seus components, com el ronyd 1 la

bufeta.

D’una banda, per determinar la implicacid de proteines en la uni6 de la toxina-g, varem
tractar els teixits amb Pronasa E, una proteasa d’ampli espectre formada per una mescla
d’enzims proteolitics (cinc serin-proteases, dos endopeptidases, dos leucin-

aminopeptidases 1 una carboxipeptidasa).

Dr’altra banda, per determinar la implicacid dels lipids i la integritat de la membrana en
la uni6 de la toxina-g, varem tractar els teixits amb diferents detergents: Trité X-100,
Nonidet p-40, CHAPS, colat de sodi 1 deoxicolat de sodi, mostrats en la taula segiient

(Taula R3).

CMC | CMC ,
Detergent . Propietats
% (w/v) | Molaritat
o Trité X-100 0.021 3.0 x 104 |Hidrolitza la unio _Iipid-lipid? i lipid-prote‘l‘n_a,
5 Tenen poca capacitat per hidrolitzar la unio
'5 proteina-proteina.
Z Nonidet p-40 0.017 3.0x 104
2
5 Combina propietats de les sals biliars i N-
5 1.3 |alquil sulfobetaines. Protegeix I’estructura
E CHAPS 0.49 1.4x10 nativa de la proteina sense alterar la seva
[f] carrega.
2 ) . ; - 102
:g Colat de sodi 0.60 1.4x10 Combinen propietats de les sals biliars.
"<E Provoquen la completa disrrupcio de les
Deoxicolatdesodi | 021 | 5.0x 103 [estructures cellulars.

Taula R3. Taula on es mostra algunes de les propietats de cada un dels detergents utilitzats en aquet estudi. Tots ells
solubilitzen proteines de membrana. La CMC dona el valor de la concentracié micel-lar critica, corresponent els

valors més baixos per als detergents més agressius (Biochemica information, boehringer mannheim).

Per tal de determinar la implicacio dels glicids en la unié, d’una banda varem tractar els

teixits amb N-glicosidasa F, enzim que hidrolitza els oligosacarids (N-glicans). D’altra
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banda, varem fer estudis de B-eliminacio per tal d’hidrolitzar els O-glicans (Desantis et
al, 2006).

3.1.1.1. Tractament amb Pronasa E a seccions de ronyo i bufeta de ratoli.

Les criosseccions de ronyd i bufeta de ratoli van ser tractades amb diferents
concentracions de Pronasa E (0.1, 0.2, 0.5 1 1 mg/ml) durant diferents temps (5, 15, 30 i

60 min) a una temperatura de 37°C, abans de ser incubats amb protoxina-e-GFP.

La figura R6 correspon a un tractament amb Pronasa E a una concentracid significativa
de 0.5 mg/ml durant 30 min a 37°C. S’observa una forta disminuci6 de la unié després
del tractament. Tractaments per sota de 0.5 mg/ml no van tenir efectes evidents en la
uni6 de la protoxina-e-GFP 1 els tractaments a 1 mg/ml van donar uns resultats similars

als de 0.5 mg/ml.

Figura R6. Imatges de microscopia confocal que corresponen a rony6 (A i B) i bufeta de ratoli (C i D). Les imatges
A i C corresponen als controls, sense tractar, i les imatges B i D corresponen a talls tractats amb Pronasa E a una
concentracié de 0.5 mg/ml durant 30 min a 37°C. S’observa que el tractament amb Pronasa E fa disminuir la marca
de la protoxina-e-GFP tant als tubuls distals (B, puntes de fletxa), com a I’epiteli de revestiment de la bufeta (D).

S’observa en verd la unid de la protoxina-e-GFP i en blau els nuclis cel-lulars. Les barres corresponen a 40 pm.
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3.1.1.2. Tractament amb detergents a seccions de ronyo de ratoli.

Les crioseccions de ratoli van ser tractades amb diferents detergents: Trité X-100
(detergent no 1ionic), Nonidet p-40 (detergent no ionic), CHAPS (detergent

zwitterionic), colat de sodi (detergent anionic) 1 deoxicolat de sodi (detergent anionic).

Les concentracions utilitzades dels detergents van ser: de 0.5 1 2% a 4°C durant 1h pel
Nonidet p-40 i el CHAPS. Pel Trito X-100, colat de sodi i deoxicolat de sodi vam
utilitzar concentracions de 0.1, 0.5, 1 1 2% durant 1h a 4°C, TA 1 37°C.

La segiient figura mostra ’efecte que tenen els diferents detergents en la unid de la
protoxina-e-GFP a rony6. En aquesta imatge s’observa una reduccié de la unié de la
toxina als tibuls distals i col-lectors del ronyd en tractar amb el 2% de Nonidet p-40 i

CHAPS a 4°C pero no amb el colat de sodi (Figura R7).

Control

Detergent 0.5% Detergent 2%

Nonidet p-40

CHAPS

Colat de sodi

Figura R7. Imatges de microscopia confocal que corresponen a talls de rony6 de ratoli control o tractats amb Nonidet
p-40 (A, BiC), CHAPS (D, E i F) i colat de sodi (G, H i I) durant 1h a 4°C. Els diferents detergents s’han utilitzat a
una concentraci6 del 0.5% (B, E i H) i del 2% (C, F i I). Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense

detergents) amb les mateixes condicions de temps i temperatura. S’observa que els tractaments amb Nonidet p-40 i
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CHAPS al 2% (C i D, respectivament) fan disminuir considerablement la unié protoxina-e-GFP als tubuls distals i
col-lectors del rony6 respecte al control (puntes de fletxa). En canvi, no s’observen diferéncies en el cas del

tractament amb colat de sodi. Les barres corresponen a 40 um.

La unid, pero, a TA 1 37°C augmenta amb el colat de sodi al 2% (veure figura AN11 de

I’annex).

Per ultim, s’observa un lleuger augment de la uni6 de protoxina-e-GFP en el tractament
amb Tritdé X-100 al 0.5% en qualsevol condicid provada (veure figura AN9 de 1’annex),
augment que també té lloc en el tractament al 0.5% amb deoxicolat de sodi a 37°C
(veure figura AN10 de ’annex). En tots dos casos, hi ha, pero, una disminuci6 en la

unid després dels tractaments al 2% per a qualsevol temperatura.

Els resultats dels diferents tractaments a concentracions de 0.5 1 del 2% es resumeixen

en la taula segiient (Taula R4).

DETERGENT
COLAT DE |DEOXICOLAT DE o
TRITO X-100| NONIDET p-40| CHAPS SODI SODI T°C
CONCENTRACIO
0.5% - = = = =
4°C
2% - - - = -
0.5% - Np Np - -
TA
2% - Np Np + N
0.5% + Np Np = +
37°C
2% - N p Np - -

Taula R4. Es va utilitzar el Nonidet p-40 i el Tritd6 X-100 com a detergents no ionics, el CHAPS com a detergent
zwitterionic i el colat de sodi i deoxicolat de sodi com a detergents anionics. Es mostra la intensitat d’uni6 de la

protoxina-e-GFP als tubuls distals i col-lectors de ronyd segons el tractament utilitzat.

(+) : Augment del marcatge, (-) : Disminuci6é del marcatge, (=) : No hi ha diferéncies, (Np) : No provat
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3.1.1.3. Tractaments amb N-glicosidasa F i B-eliminaci6 a ronyo i bufeta de ratoli.

Per tal d’estudiar la implicacid dels glucids en la uni6 de la protoxina-e-GFP es van fer

tractaments amb N-glicosidasa F 1 -eliminacio.

Després del tractament amb 10 U/ml de N-glicosidasa F a 37°C s’observa un augment
del marcatge de la protoxina-e-GFP als tibuls distals i col-lectors del ronyo6 i a Iepiteli

de revestiment de la bufeta (Figura RS).

En canvi, tractaments amb 100 U/ml de N-glicosidasa F a 37°C durant la nit, no van
revelar diferéncies respecte el control en la unid de la protoxina-e-GFP als tubuls distals
i col-lectors de rony¢ de ratoli (Figura R9). Tot 1 que si que s’observa una reducci6 en la
unio de la lectina Datura stramonium que reconeix N-glicans, i no en la lectina Arachis
hypogaea que reconeix O-glicans (veure taula M-2 de 1’apartat de materials 1 metodes),

demostrant que la N-glicosilasa F ha actuat correctament.

Figura R8. Imatges de microscopia confocal que corresponen a talls de ronyd (A i B) i bufeta (C i D) de ratoli
tractats amb N-glicosidasa F a 37°C durant la nit. Les imatges A i C corresponen a talls sense tractar amb N-
glicosidasa F (control), mentre que les imatges B i D corresponen a talls tractats amb 10 U/ml de N-glicosidasa F.
S’observa un lleuger augment en la unié de la protoxina-e-GFP tant a I’epiteli de revestiment dels tubuls distals (B,
puntes de fletxa) com de la bufeta (D, punta de fletxa). S’observa en verd la unié de la protoxina-e-GFP i en blau els

nuclis cel-lulars. Les barres corresponen a 40 pum.
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Control N-glycosidase F Control

N-glycosidase F

Figura R9. Imatges de microscopia confocal que corresponen a talls de ronyo de ratoli tractats amb N-glicosidasa F a
37°C durant la nit. A-C i G-I corresponen a talls sense tractar amb N-glicosidasa F (control), mentre que les imatges
D-F i J-L corresponen a talls tractats amb 100 U/ml de N-glicosidasa F. S’observa en verd la uni6 de la protoxina-g-
GFP (la i 3a columnes), en vermell el marcatge per la lectina Datura stramonium (DSA) que reconeix N-glicans
(fletxes, B, C, E i F) i el marcatge per la lectina Arachis hypogaea (PNA) que reconeix O-glicans (fletxes, H, I, K i
L). No s’observa cap canvi en la uni6 de la protoxina-e-GFP a ’epiteli dels tibuls distals del ronyo de ratoli després
del tractament (D, F, J i L). S’observa una perdua de la marca per la lectina Datura stramonium (E 1 F) després de fer
el tractament, en canvi no s’observen canvis per a la lectina Arachis hypogaea (K i L). Les barres corresponen a 40

pm.

Per tal de determinar la implicacio dels O-glicans en la unié de la toxina-g, vam fer

tractaments de B-eliminacid a ronyd i bufeta de ratoli.
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S’observa com, després de la B-eliminacio, la uni6 de la protoxina-e-GFP practicament
desapareix tant en els tabuls distals i col-lectors de la zona cortical del rony6 (Figura
R10) com de la zona medul-lar (Figura R11) aixi com la marca de la lectina PNA,
demostrant que els O-glicans estan involucrats en la unié de la protoxina-e-GFP en el

ronyo.

e-prototoxin-GFP Lectin

Control

B-elimination

Control
b,

B-elimination

- PNA = ot
Figura R10. Imatges de microscopia confocal que corresponen a talls de rony6 de ratoli després del tractament de f3-
eliminaci6 D-F i J-L. Com a control algunes seccions es van tractar amb aigua miliQ en les mateixes condicions A-C
i G-I. Les seccions es van incubar amb la protoxina-e-GFP (la i 3a columnes) després de la preincubacié amb la
lectina Datura stramonium DSA (vermell, B, C, E i F) i la lectina Arachis hypogaea PNA (vermell, H, I, KiL). La
DSA marca els N-glicans dels tiibuls proximals (puntes de fletxa) i la PNA marca els O-glicans dels tibuls distals i

tubs col-lectors (fletxes). S’observa una disminuci6 en la uni6 de la protoxina-e-GFP (D, F,JiL)ila PNA (KiL)

pero un increment en la unié de la DSA (E i F) després del tractament. Les barres corresponen a 40pm.
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Figura R11. Imatges de microscopia confocal que corresponen a ’efecte de la P-eliminacié en la unié de la
protoxina-e-GFP i la PNA a seccions de medul-la renal de ratoli. A-C son controls de teixit no tractat i D-F és teixit
sotmes a B-eliminacid. S’observa la uni6 de la PNA als tubuls distals i col-lectors (fletxes en B) i una colocalitzacio
completa entre la protoxina-e-GFP i la PNA (C). El tractament de B-eliminacié disminueix considerablement la unié
de la protoxina-e-GFP (puntes de fletxa, D) i la PNA (E) als tubuls distals i col'lectors. Les barres corresponen a 40

pm.

La marca de la protoxina-e-GFP a I’epiteli de revestiment de la bufeta de ratoli també

disminueix drasticament després de la B-eliminacio6 (Figura R12).

Figura R12. Imatges de microscopia confocal que corresponen a 1’efecte de la B-eliminacié en la unié de la
protoxina-e-GFP en seccions de bufeta de ratoli. El tractament de -eliminacié (B) disminueix considerablement la

unid de la protoxina-e-GFP a I’uroteli. (A) és el control sense tractar. Les barres corresponen a 40 pm.

89



Resultats

3.1.1.4. Tractaments de P-eliminacio en talls de ronyd i bufeta d’altres especies.

La toxina-¢ és capa¢ d’unir-se als tibuls distals i1 col-lectors de ronyd d’altres especies
com rata, ovella, vaca i huma tal i com ho fa en ratoli (Soler-Jover et al., 2004). Amb
I’objectiu d’aprofundir en I’estudi de la unid de la toxina-¢ en aquestes especies es van

ur a terme tractaments de [-eliminacio a talls de ronyo d’ovella, vaca, cabra 1 huma.
d t tract ts d 1 talls d d’ovella, ,cabraih

En la segiient imatge (Figura R13) s’observa com la marca de la protoxina-e-GFP és
meés intensa en els tibuls distals i1 col-lectors de cabra i ovella, els hostes naturals de la
toxina, que en els de vaca i huma. En totes les especies, la unié de la protoxina-e-GFP

practicament desapareix després del tractament.

Incubacions amb la protoxina-e-GFP sobre seccions de bufetes de cabra, vaca i ovella
també van revelar la seva uni6 a D’epiteli de revestiment. El tractament de B-eliminaci6
també va disminuir la unié de la protoxina-e-GFP. Aquesta disminuci6 es va veure,

pero, a partir dels 5 dies de tractament (Figura R14).
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Figura R13. Imatges de microscopia confocal on es mostra I’efecte de la B-eliminacié en la unié de la protoxina-e-
GFP als tubuls distals i collectors de ronyd de vaca (A i B), cabra (C i D), ovella (E i F) i huma (G i H). Les seccions
de ronyo de vaca (B), cabra (D), ovella (F) i huma (H) es van tractar amb (0.055 N de NaOH a 37°C durant la nit) i
com a control algunes seccions es van tractar amb aigua miliQ a les mateixes condicions (A, C, E i G). S’observa la
unid de la protoxina-e-GFP als tabuls distals i col-lectors a totes les espécies provades (fletxes), havent-hi molta més
marca en el cas de la cabra (C) i ’ovella (E) que en els altres casos. La unié de la protoxina-e-GFP practicament

desapareix després del tractament a totes les especies. Les barres corresponen a 40 pm.

9
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Figura R14. Imatges de microscopia confocal on es mostra I’efecte de la B-eliminacid en la unié de la protoxina-e-
GFP a I’epiteli de revestiment de la bufeta de vaca (A, D), cabra (B, E) i ovella (C, F). A-C son els controls i D-F els
tractaments. S’observa la unié de la protoxina-e-GFP a I’epiteli de revestiment de la bufeta a les tres especies (verd).
La uni6 de la protoxina-e-GFP després del tractament disminueix considerablement en tots els casos (fletxes). Les

barres corresponen a 40 pm.

3.2. Estudi de la uni6 de la protoxina-e-GFP a cellules MDCK.

L’any 1994 es va identificar la linia cel-lular MDCK com el model cel-lular més
sensible a la toxina-¢ (Payne ef al., 1994) i, posteriorment, el grup del Dr. Popoff va
demostrar que la toxina-¢ oligomeritzava en la membrana d’aquestes ce¢l-lules formant
uns porus que provocaven la mort cel-lular (Petit et al., 1997). Es desconeixia, pero, el
possible receptor per a la toxina-g. Aixi doncs, amb 1’objectiu de caracteritzar la natura
del possible receptor en les cel-lules MDCK varem realitzar tractaments amb Pronasa E,
detergents, N-glicosidasa F, aixi com B-eliminacions; semblants als fets en teixit. No es
va poder reproduir el tractament amb Pronasa E en les c¢l-lules MDCK fixades, ja que
aquest tractament desenganxava les cel-lules del cobreobjectes, inclis reduint la

concentracio d’enzim i el temps d’incubacio.
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3.2.1. Tractament amb detergents a cél-lules MDCK.

Les cel-lules MDCK van ser tractades amb diferents detergents: Trité X-100, Nonidet p-
40, CHAPS, colat de sodi i deoxicolat de sodi.

Es va observar que tant el Tritd X-100 com el deoxicolat de sodi al 2% provoquen una

disminuci6 de la unié de la protoxina-e-GFP (Figura R15).

En el cas del colat de sodi al 2% no es va observar cap diferéncia amb el seu control al
fer tractaments a 4°C, perd si que es va observar una davallada de la uni6 de la
protoxina-e-GFP amb els tractaments a TA 1 37°C. S observa que el patré d’unié de la
protoxina-e-GFP a la membrana plasmatica de les cel-lules MDCK esdevé puntejat

després del tractament amb colat de sodi a TA (Figura R15).

37°C

Control

2% Colat de 2% Trité X-100
sodi

2% Deoxicolat
de sodi

Figura R15. Imatges de microscopia confocal de cél'lules MDCK fixades i incubades amb la protoxina-e-GFP
després de fer un tractament amb diversos detergents. Les cel-lules van ser tractades amb Trité X-100 (D-F), colat de
sodi (G-I) i deoxicolat de sodi (J-L) al 2% durant 1h. Els controls es van incubar en abséncia de detergent (A-C). Els
experiments es van realitzar a diferents temperatures: 4°C (columna de I’esquerra), TA (columna central) i a 37°C
(columna de la dreta). S’observa una reducci6 en la unié de la protoxina-e-GFP a la membrana plasmatica després de
tractar amb Trité X-100 i deoxicolat de sodi a qualsevol temperatura. La unid no varia al tractar amb colat de sodi a
4°C. Es mostra una reducci6 de la uni6 al tractar amb colat de sodi a 37°C i s’observa un patrd puntejat en la unié de

la protoxina-e-GFP (fletxa) al tractar a temperatura ambient. Les barres corresponen a 40um.
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Els resultats dels diferents tractaments a concentracions de 0.5 1 del 2% es resumeixen

en la taula segtient (Taula R5).

DETERGENT
COLAT DE |DEOXICOLAT DE o
TRITO X-100{ NONIDET P-40 | CHAPS SODI SODI T°C
(CONCENTRACIO
0.5% - = + + -
4°C
2% - - = = -
2% - Np Np - - TA
(puntejat)
2% - N p N p - - 37°C

Taula RS5. Es va utilitzar el Nonidet p-40 i el Tritd X-100 com a detergents no ionics, el CHAPS com a detergent
zwitterionic i el colat de sodi i deoxicolat de sodi com a detergents anionics. Es mostra la intensitat d’uni6 de la

protoxina-e-GFP a la membrana plasmatica de les cel-lules MDCK segons el tractament utilitzat.

(1) : Augment del marcatge, (-) : Disminuci6 del marcatge, (=) : No hi ha diferéncies, (Np) : No provat

3.2.2. Tractament amb N-glicosidasa F en cél-lules MDCK.

Les cel-lules MDCK van ser tractades amb N-glicosidasa F (per eliminar els N-glicans)

aunes concentracions de 10, 20 1 50 U/ml a 37°C durant la nit.

A continuacid, es van rentar, es van incubar amb la protoxina-e-GFP i es van muntar tal

1 com s’ha descrit anteriorment a 1’apartat dels materials 1 metodes.

Com a controls de I’efecte enzimatic del tractament amb N-glicosidasa F es va utilitzar
la lectina Datura stramonium (DSA) que reconeix N-glicans i la lectina Arachis

hypogaea (PNA) que reconeix els O-glicans.

Tal com era d’esperar, en la figura segiient (Figura R16) s’observa una disminucio dels
N-glicans (detectats per la lectina DSA) després del tractament amb N-glicosidasa F a

50 U/ml, en canvi, no s’observa cap reduccid en els O-glicans, on s’hi uneix la lectina

PNA.
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Respecte a la unié de la protoxina-e-GFP, no s’observa cap canvi després de fer el
tractament amb la N-glicosidasa F a cap de les concentracions provades, demostrant que

la unid de la protoxina-e-GFP no depén de N-glicans en les cel-lules MDCK.

A

PNA DSA

Figura R16. Imatges de microscopia confocal de cel-lules MDCK tractades amb N-glicosidasa F a 37°C durant la nit.
Les imatges A-C corresponen a cél-lules sense tractar (control), i les imatges D-F corresponen a c¢l-lules tractades
amb 50 U/ml de N-glicosidasa F. S’observa la unié de la protoxina-e-GFP (A i D), de la lectina Arachis hypogaea
PNA, que reconeix O-glicans (vermell, B i E) i la lectina Datura stramonium DSA, que reconeix N-glicans (vermell,
C i F). El tractament amb N-glicosidasa F no afecta la marca de la protoxina-e-GFP a la membrana plasmatica de les

cel-lules MDCK. Les barres representen 40 pm.

3.2.3. Tractament de B-eliminacio6 en cél-lules MDCK.

Per valorar la possible implicacid dels O-glicans en la uni6 de la protoxina-e-GFP a les
cel-lules MDCK, es van fer tractaments de -eliminacid sobre cobreobjectes de cel-lules

fixades tal com esta explicat en I’apartat de materials i metodes.

A la segiient imatge (Figura R17) es veu com després de fer la f-eliminacié hi ha una
disminuci6 quasi total de la unid de la protoxina-e-GFP a la membrana plasmatica de les
cel-lules, aixi com també de la lectina PNA, que reconeix els O-glicans, mentre que fins

1 tot hi ha un augment en la uni6 de la lectina DSA, que reconeix N-glicans.
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Figura R17. Imatges de microscopia confocal on es mostra I’efecte de la B-eliminacid en la unid de la protoxina-e-

GFP a la membrana plasmatica de les cel-lules MDCK (verd, A i D), la lectina Arachis hypogaea PNA (vermell, B i
E) i la lectina Datura stramonium DSA (vermell, C i F). Les cel-lules es van tractar amb 0.055 N NaOH durant 1h a
37°C (D-F), i com a control algunes cél-lules es van tractar amb aigua miliQ a les mateixes condicions (A-C). La f3-
eliminaci6 aboleix la uni6 de la protoxina-e-GFP (D) i de la lectina Arachis hypogaea (E), mentre que s’incrementa la

uni6 de la lectina Datura stramonium (F). Les barres representen 40 pm.

Paral-lelament, hem quantificat la constant de dissociacié (K4) i el nombre maxim de
receptors ocupats (Bmax) per les cel-lules MDCK un cop fet el tractament de -
eliminacio. Els resultats van indicar una davallada de la (Bp,y) al voltant d’un 95% en
comparacio amb el no tractat, en canvi no es va mostrar diferéncia significativa respecte

la constant de dissociacid (Kq) (veure segilient apartat).

3.2.4. Estudis d’afinitat de la protoxina-e-GFP en cél'lules MDCK fixades
mitjancant la técnica A’ELISA (Engyme-Linked Immuno-Sorbent Assay).

Estudis previs realitzats amb la toxina-¢ radioactiva marcada amb '*’I (Nagahama i
Sakurai, 1992) havien demostrat una alta afinitat d’unié de la toxina-¢ a homogenats de
cervell de rata i a les fraccions sinaptosomals, presentant un sol tipus d’uni6 amb unes

constants de dissociacio (Kq4) de 2.5 1 3.3 nM, respectivament.
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No obstant, encara no hi havia dades sobre 1’afinitat de la unié de la toxina en un model
renal. Per estudiar les constants de dissociacid de la toxina-¢ varem utilitzar la linia
cel-lular MDCK. Per portar a terme els experiments varem utilitzar cél-lules MDCK
fixades, havent vist que una vegada fixades, les c¢l-lules mantenen les propietats d’uni6

a la toxina-g, tal com ho demostren els nostres estudis de microscopia de fluorescéncia.

Per tal de calcular la constant de dissociacio i determinar si la unié de la protoxina-g-
GFP era saturable, varem desenvolupar un assaig d’ELISA, incubant la proteina de
fusié protoxina-e-GFP i/o la toxina-e-GFP sobre les cél-lules i1 utilitzant un anticos

contra GFP.

Per tal d’eliminar les unions inespecifiques, es va coincubar la protoxina-e-GFP (en les
diferents concentracions) amb la protoxina-¢ en excés sobre els cultius de cel-lules
MDCK, 1 aquest valor es va sostraure al valor que s’obté en la incubacid de la

protoxina-e-GFP amb les c¢l-lules MDCK.

Les corbes d’afinitat obtingudes es van ajustar a una analisi de Scatchard on es demostra
que la uni6 de la protoxina-e-GFP correspon a un sol tipus de poblacié amb una
constant de dissociaciéd Ky de 3.8 = 1.9 nM 1 una unié maxima B, de 67.3 =+ 10.2
pmol/mg de proteina (Figura R18, A). Es van obtenir resultats similars en la K4 en el
cas de fer I’assaig amb toxina-e-GFP activada amb tripsina (Figura R18, B) perd amb

un increment significatiu en la Byax (5.8 £4.7 nM 1 201 + 49 pmol/mg, respectivament).
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Figura R18. Uni6 de la protoxina-e-GFP (A) i toxina- e-GFP (B) a cél'lules MDCK. Les c¢l-lules MDCK es van fer
créixer en una placa de 96 pouets fins a la confluéncia (0.8-1.8 pg de proteina/pou segons la determinacié per
Bradford). Un cop fixades les cel-lules, es van incubar en PBS-BSA 1% amb concentracions creixents de protoxina-g-
GFP o toxina-e-GFP. Per determinar la uni6 especifica, abans d’incubar amb la protoxina-e-GFP o toxina-e-GFP, les
cel-lules es van preincubar amb protoxina-¢ o toxina-¢ (fredes) durant 30 min. La insercié mostra 1’ajustament a una
corba Scatchard mitjancant el programa informatic GraphPad Prism 3. B/F, protoxina-e-GFP o toxina-e-GFP
unida/protoxina-e-GFP o toxina-e-GFP lliure. S’observa un increment del triple en la B,,,, en ’assaig amb toxina-¢-

GFP respecte al de protoxina-e-GFP (p=0.002).

Amb aquest metode, també varem poder determinar la uni6 de la protoxina-e-GFP a les

cel-lules MDCK després de fer els tractaments amb detergents i B-eliminacid.
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Pel que fa als detergents, préviament haviem observat un augment en la uni6é de la
protoxina-e-GFP a ronyd després de tractar les seccions amb colat de sodi al 2% i1 amb
Tritdé X-100 al 0.5%. Aixi doncs, vam voler estudiar I’afinitat de la uni6 de la protoxina-
e-GFP després de tractar les cel-lules MDCK amb colat de sodia I’1 i al 2% a 4°C. En el
cas dels tractaments al 2% de colat de sodi no vam trobar diferéncies en la K4 1 1a Byax
respecte el control sense tractar (no mostrat). En canvi, els tractaments amb colat de
sodi a I’1% van revelar un augment significatiu (p=0.002) d’aproximadament un 40%
en la Byax amb un valor de 115.8 = 14.9 pmol/mg, 1 una tendeéncia a la reduccié de la K4

amb un valor d’1.65 £ 0.81 nM (Figura R19, A).

Per altra banda, els estudis amb protoxina-e-GFP 1 microscopia confocal havien
demostrat que després del tractament de PB-eliminacié hi havia una reducci6é gairebé
completa en la unié de la protoxina-e-GFP, tant a la membrana plasmatica de les
cel-lules MDCK com a les cel-lules epitelials dels tubuls distals i col-lectors del rony6
de ratoli. Per tal de caracteritzar la uni6 de la protoxina-e-GFP després de la (-
eliminacio, es va realitzar el mateix experiment que en els casos anteriors pero,
previament, les cel-lules fixades es van tractar amb 0.055 N de NaOH durant 6h a 37°C.
No es van trobar variacions en la constant de dissociacio Ky 3.3 + 2.3 nM pero si que es
va trobar una disminucid significativa (p<0.001), al voltant del 95%, en el maxim de

receptors ocupats Byax 3.4 + 0.62 pmol/mg de proteina (Figura R19, B).
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Figura R19. Unié de la protoxina-e-GFP a c¢l-lules MDCK fixades després de fer un tractament amb colat de sodi a
I’1% durant 1h a 4°C (A) i després d’un tractament de B-eliminacié amb 0.055 N NaOH durant 6h a 37°C (B). Les
cel-lules MDCK es van fer créixer en una placa de 96 pouets fins a la confluéncia (0.8-1.8 pg de proteina/pou segons
la determinacio per Bradford). Les c¢l-lules fixades es van incubar en PBS-BSA 1% amb concentracions creixents de
protoxina-e-GFP. Per determinar la unid especifica, abans d’incubar amb la protoxina-e-GFP, les cel'lules es van
preincubar amb protoxina-¢ (freda) durant 30 min. La insercié mostra I’ajustament a una corba Scatchard mitjangant
el programa informatic GraphPad Prism 3. B/F, protoxina-e-GFP unida/protoxina-e-GFP lliure. No s’observa una
modificacié significativa en la Ky després dels tractaments, encara que si s’observa un increment significatiu en la
Bnax després dels tractaments amb 1’1% de colat de sodi (p=0.002) i una reduccié significativa del 95% després de la

B-eliminacio (p<0.001).
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3.3. Estudi de la unié de la toxina-¢ a sistema nervios de ratoli i d’altres espécies.

La toxina-¢ té un greu efecte neurologic, provocant la mort de les cel-lules endotelials
de la microvasculatura del cervell (Gould, 1972; Finnie, 1984b). També s’ha suggerit
que provoca la mort neuronal per una accid via sistema glutamatergic, que produeix una

secrecio excessiva de glutamat amb la conseqiient excitotoxicitat (Miyamoto et al.,

1998).

En aquest apartat mostrem com les injeccions i.v tant de protoxina-e-GFP com de
toxina-e-GFP a ratolins provoquen la uni6 a I’endoteli, 1 que la toxina-e-GFP també té la
capacitat de travessar la BHE 1 arribar al parénquima del cervell on desenvoluparia el
seu efecte neurotoxic, en canvi, la protoxina-e-GFP no presenta aquesta capacitat

(Soler-Jover et al., 2007).

Per tal de caracteritzar la uni6 de la toxina-¢ en el sistema nervids, hem realitzat
incubacions de la protoxina-e-GFP i toxina-e-GFP sobre diverses seccions del sistema
nervids de ratoli i I’hem comparat amb el marcatge obtingut en injectar la protoxina-e-

GFP i toxina-¢-GFP.

Tal 1 com estava previst, les injeccions a ratoli de protoxina-e-GFP 1 toxina-e-GFP
mostraven la unié d’aquestes a I’endoteli de la microvasculatura del cervell. En el cas
de la toxina-e-GFP també es detectava edema i extravasaci6 de la toxina (Figura R30,
apartat B). En canvi, les incubacions de protoxina-e-GFP 1 toxina-e-GFP sobre seccions
revelaven unio a estructures mieliniques, tant en sistema nervids central com en el
periféric, sense marcar les cel-lules endotelials (Figura R20). Per altra banda,
incubacions amb protoxina-e-GFP i toxina-e-GFP sobre crioseccions de cervell d’altres
especies (ovi 1 bovi) van mostrar uni6 a estructures mieliniques, com en el cas del ratoli,

pero també a cel-lules endotelials.
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Figura R20. La columna de 1’esquerra correspon a fotografies de microscopia de fluorescéncia confocal, on
s’identifica en verd la protoxina-e-GFP i en blau els nuclis cel-lulars del cerebel (A), medul-la espinal (B) i muscul
esquelétic (C). La columna de la dreta correspon a fotografies de microscopia de camp clar de seccions dels mateixos
teixits, tenyits amb hematoxilina-eosina (D: cerebel, E: medul-la espinal i F: miscul esquelétic). Es localitza marca
fluorescent associada a la substancia blanca del cerebel (A) i de la medul‘la espinal (B) aixi com a la mielina d’un
nervi periferic (C) situat entre fibres musculars esquelétiques (fletxa, F). Les barres corresponen a 40pm (imatges A i
B), i a 20 pm (imatge C). SB: Substancia blanca; CG: Capa granular; CP: Capa de c¢l-lules Purkinje; CM: Capa

molecular i SG: Substancia grisa.
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3.3.1. Unio de la toxina-¢ a estructures mieliniques de seccions de cervell de ratoli.

Estudis previs realitzats pel grup del Dr. Okabe van suggerir que la neurotoxicitat de la
toxina-¢ venia donada per una accid directa sobre el sistema glutamatergic, provocant
una secrecio excessiva de glutamat, que portaria a la mort neuronal (Miyamoto et al.,
1998 i 2000). A més, s’havia descrit que la toxina-¢ s’uneix especificament a les

membranes de sinaptosomes aillats de cervell de rata (Nagahama i Sakurai, 1992).

Vam voler estudiar aquesta uni6 1 la capacitat de la toxina-¢ per provocar la secrecio de
glutamat dels terminals nerviosos, d’acord amb la hipotesi excitotoxica. Els nostres
resultats, perd, van mostrar que la toxina-¢ no era capa¢ d’estimular la secrecio de
glutamat de terminacions nervioses aillades de cervell de rata o ratoli (sinaptosomes)

(Figura R21).
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Figura R21. Grafic on es mostra 1’alliberacié de glutamat en fraccions sinaptosomals de ratoli. Es va mesurar
I’alliberacié de glutamat després de despolaritzar quimicament els sinaptosomes (50 mM KCl) i després d’afegir la
toxina-¢ 50 o 100 nM (fletxa). No s’observa sortida de glutamat dels sinaptosomes en cap de les concentracions de

toxina-¢ utilitzades (Dorca-Arévalo et al., 2008).

A més, estudis de doble marcatge per la toxina-¢ 1 la proteina basica de la mielina
(MBP) sobre fraccions sinaptosomals van evidenciar que la toxina-¢ no s’estava unint
als sinaptosomes sind a petites estructures de mielina recircularitzada que s’aillen amb

la fracci6 sinaptosomal (Figura R22).
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Figura R22. Imatges de microscopia confocal corresponents a fraccions sinaptosomals fixades sobre cobreobjectes i
incubades amb protoxina-e-GFP (verd, A, C, D, F, G i I) després de preincubar-les amb els anticossos contra SNAP-
25 (vermell, B i C), sinaptobrevina/VAMP?2 (vermell, E i F) i MBP (vermell, H i I). C, F i I sén superposicions de les
imatges de protoxina-e-GFP amb els diferents anticossos. Les ampliacions corresponen a un detall de la superposicid
on es mostra colocalitzacié entre la protoxina-e-GFP i la MBP (I) i la manca de colocalitzacié entre la protoxina-g-
GFP i la SNAP-25 (C) i entre la protoxina-e-GFP i la sinaptobrevina/VAMP2 (F). Les barres corresponen a 20 um

(CiD)ia 10 pm (F). Les barres a les ampliacions corresponen a 1 pm (Dorca-Arévalo et al., 2008).

Aixi mateix, varem demostrar, mitjancant dobles marcatges en talls de cerebel de ratoli,

que la unié de la toxina-¢ es produia a estructures mieliniques.

En la segilient figura (Figura R23) s’observa com la uni6 de la protoxina-e-GFP a
cerebel de ratoli colocalitza amb el marcatge d’estructures mieliniques (detectades per
I’anti-MBP), i no colocalitza amb altres estructures del sistema nervids basicament
associades a neurones 1 detectades amb anti-SNAP25 (proteina associada a la membrana

presinaptica) o anti-RT97 (neurofilaments).
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Figura R23. Unio de la prototoxina-e-GFP al cervell i colocalitzacié de la prototoxina-e-GFP amb components de la
mielina. Les crioseccions de cerebel de ratoli es van incubar amb protoxina-e-GFP (A, C, D, F, G, I, J i L) juntament
amb anti-SNAP-25 (B, C), MBP (E, F) o marcador de neurofilaments (RT97, H, I, K i L). S’observa colocalitzacio
entre la protoxina-e-GFP i I’anticos contra MBP (F). J, K i L mostren una ampliacié de la substancia blanca on
s’observa I’abséncia de colocalitzacio entre la protoxina-e-GFP i ’anticos contra neurofilament RT97. S’observa que
RT97 marca axons neuronals i aquests estan envoltats per protoxina-e-GFP. C, F, I i L s6n superposicions d’imatges
de la protoxina-e-GFP amb els diferents anticossos. Les barres corresponen a 50 um, excepte a J, K i L que correspon

a 15 um (modificat de Dorca-Arévalo et al., 2008).
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3.3.2. Uni6 de la toxina-¢ a estructures mieliniques d’altres espécies.

La toxina-¢ és capa¢ de reconcixer tant estructures mieliniques de ratoli com d’altres
especies (ovella 1 vaca), tal 1 com queda representat en la figura R24. Pero a ovella 1
vaca la protoxina-e-GFP marca, a més de les estructures mieliniques, 1’endoteli de la

microvasculatura del cervell, unié que no s’observa a ratoli.

Figura R24. S’observa la unié de la protoxina-e-GFP a estructures mieliniques de crioseccions de cervell d’ovella
(A, BiC)ivaca (D). La imatge A correspon a una secci6 del cerebel on es mostra la unié de la protoxina-e-GFP a la
substancia blanca (WM) i microvasculatura (fletxes). La imatge B és un detall d’una secci6 d’estriat d’ovella on es
mostra la uni6 de la protoxina-e-GFP a estructures mieliniques (WM) i microvasculatura (fletxa). En la imatge C es
pot veure la uni6 de la protoxina-e-GFP a la microvasculatura (fletxes) de la capa molecular del cerebel d’ovella. La
imatge D correspon a un tall de cerebel de vaca on es mostra la unié de la protoxina-e-GFP a estructures mieliniques
(WM) i microvasculatura (fletxa). WM: substancia blanca; GL: capa granular; PL: capa de cel-lules de Purkinje i ML:
capa molecular. Les barres corresponen a 75 pm (A i C), 40 um (B) 1 25 pm (D) (Dorca-Arévalo et al., 2008).
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3.3.3. Unio de la toxina-¢ a estructures mieliniques de nervi periféric de ratoli i

huma.

La toxina-e¢ també reconeix estructures mieliniques del sistema nervids periferic, tal 1

com es veu en la segiient imatge (Figura R25), tant a ratoli com a I’espécie humana.

Figura R25. S’observa la uni6 de la toxina-g¢ a estructures mieliniques del sistema nervids periféric. A: seccid
transversal de nervi vague de ratoli incubat amb la protoxina-e-GFP. Incubacions de la protoxina-e-GFP sobre fibres
del feasing obtingudes de nervi ciatic de ratoli (B) i de cauda equina d’huma (D). La imatge C correspon a la uni6 de
la toxina-e-GFP sobre fibres del teasing de nervi ciatic de ratoli on es veu el mateix patré que amb protoxina-e-GFP.
En tots els casos es veu marcatge tant a la mielina com en els nodes de Ranvier (fletxes). Les barres corresponen a

40um (A), 8 um (B), 20 um (C), i 15 um (D) (Dorca-Arévalo et al., 2008).

3.3.4. Tractaments al sistema nervios.

Per tal de caracteritzar la natura de la uni6 de la toxina-¢ a les estructures mieliniques

del sistema nervids, es van dur a terme els mateixos tractaments que en el cas del
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sistema renal. Es van utilitzar seccions de cerebel de ratoli (SNC) i en alguns casos

també seccions de muscul esquelétic (SNP).

3.3.4.1. Tractament amb Pronasa E a seccions de cerebel i miscul esquelétic de

ratoli.

Les crioseccions de cerebel i muscul esquelétic de ratoli van ser tractades amb diferents
concentracions de Pronasa E (0.1, 0.2, 0.5 1 1 mg/ml) durant diferents temps (5, 15, 30 1

60 min) a una temperatura de 37°C.

Les seglients imatges corresponen a un tractament amb Pronasa E a una concentracid
significativa d’1 mg/ml durant 30 min a 37°C. Es mostra com la uni6é de la toxina

disminueix sensiblement (Figura R26).

Figura R26. Imatges de microscopia confocal que corresponen a seccions de cerebel (A, B) i de muscul esquelétic
(C, D) de ratoli tractats o no amb Pronasa E a una concentraci6é d’1 mg/ml durant 30 min a 37°C. Les imatges (A, C)
corresponen als controls sense tractar i (B, D) corresponen a talls tractats amb Pronasa E. S’observa que el tractament
amb Pronasa E fa disminuir la marca de la protoxina-¢-GFP a la mielina tant al cerebel (B) com al nervi periferic (D,
fletxa). S’observa en verd el marcatge de la protoxina-e-GFP i en blau el marcatge dels nuclis cel-lulars. Les barres

corresponen a 40pm.
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3.3.4.2. Tractament de seccions de cerebel de ratoli amb detergents.

Es van tractar les seccions de cerebel de ratoli amb els mateixos detergents i1 en les

mateixes condicions que en el cas del sistema renal (veure apartat 3.1.1.2 de resultats).

Cap dels detergents utilitzats va modificar la marca de la protoxina-e-GFP en els tractes
mielinics grans. En canvi, si que vam observar perd, variacions en la unié de la
protoxina-e-GFP a tractes mielinics petits. A altes concentracions de detergents (Tritd
X-100 1 deoxicolat de sodi al 2%) a TA 1 37°C vam observar una reduccid en el
marcatge de la protoxina-e-GFP en tractes mielinics més petits, corresponents a petites
agrupacions d’axons mielinitzats que travessen la capa granular del cerebel i arriben a la

part medul-lar més gruixuda.

D’altra banda, els tractaments a 4°C van revelar un augment de la marca de la
protoxina-e-GFP a les petites fibres mieliniques que travessen la capa granular. Aquest
augment també s’ha vist a qualsevol temperatura provada, utilitzant les concentracions
més baixes dels detergents (al 0.5%). Curiosament en el cas del colat de sodi sempre
s’ha vist un augment de la uni6 de la protoxina-e-GFP en aquestes petites fibres
mieliniques. A més, tractaments amb colat de sodi al 2% durant 1h a 37°C amb les
posteriors coincubacions amb la protoxina-e-GFP i a-MBP van revelar un augment tant
de la marca de la protoxina-e-GFP com de I’a-MBP demostrant que realment la
protoxina-e-GFP s’estava unint a fibres mielinitzades 1 que el detergent promou una

desemmascaracio del possible receptor de la toxina-¢ (veure figura AN15 annex).

La segtient figura (Figura R27) mostra I’efecte de dos dels detergents més rellevants, el
Tritd X-100 com a detergent no-ionic 1 el colat de sodi com a detergent anionic, en la
uni6 de la protoxina-e-GFP a cerebel. S’observa un augment de la uni6 a petites fibres
mieliniques tractades amb Trito X-100 al 0.5% i amb colat de sodi al 2%. En canvi,

s’observa una reduccié de la uni6 en aquestes fibres al tractar amb Trité X-100 al 2%.
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A

Figura R27. Imatges de microscopia confocal que corresponen a talls de cerebel de ratoli tractats amb Trité X-100
(B 1C)icolat de sodi (D) durant 1h a TA. Els diferents detergents s’han utilitzat a una concentraci6 del 0.5% (B) i
del 2% (C i D). Laimatge A correspon al control sense detergent. S’observa que els tractaments amb Trité X-100 al
0.5% i colat de sodi al 2% (B i D, respectivament) fan augmentar el marcatge de la protoxina-g-GFP als petits tractes
mielinics respecte al control (puntes de fletxa). En canvi, comparant amb B i D, s’observa una reduccié de la unié en

aquestes fibres al tractar amb Trité X-100 al 2% (C). Les barres corresponen a 40 um.

En els tractaments amb Trit6 X-100 s’observa un augment de la marca a les petites
fibres mieliniques tant als tractaments a TA com a 37°C a una concentracio de 0.5%, en
canvi s’observa una reduccid de la unid a una concentracié del 2% per a les mateixes
temperatures (Figura AN12 de D’annex). Els mateixos resultats s’observen en els
tractaments amb deoxicolat de sodi (Figura AN13 de I’annex). En el cas dels
tractaments amb colat de sodi s’observa un augment de la marca a les petites fibres

mieliniques a totes les condicions (Figura AN14 de I’annex).

Els resultats dels diferents tractaments es resumeixen en la segiient taula (Taula R6).
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DETERGENT
- COLAT DE |DEOXICOLAT DE
TRITO X-100| NONIDET P-40 | CHAPS SODI SODI T°C
CONCENTRACIO
0.5% + + + + +
4°C
2% + + + + +
0.5% + Np Np + +
TA
2% - Np Np + -
0.5% + Np Np + +
37°C
2% - N p N p + -

Taula R6. Taula on s’indica la intensitat d’uni6 de la protoxina-e-GFP a les petites fibres mieliniques segons el

tractament utilitzat.

(+) : Augment del marcatge, (-) : Disminuci6 del marcatge, (Np) : No provat.

3.3.4.3. Tractaments amb N-glicosidasa F i B-eliminacio6 a cerebel de ratoli.

Per tal d’estudiar la implicacid dels glicids en la unié de la protoxina-e-GFP al cerebel

de ratoli, varem fer els mateixos tractaments amb N-glicosidasa F i tractaments de f3-

eliminaci6 que en el cas del rony6 (veure apartat 3.1.1.3 de resultats).

En el cas del cerebel es va utilitzar la N-glicosidasa F a una concentracié de 10 U/ml a

37°C durant la nit. Es va observar un lleuger augment de la uni6 de la protoxina-e-GFP

després de tractar amb N-glicosidasa F (Figura R28), podent concloure que la unié de la

protoxina-e-GFP no és depenent de N-glicans.
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Figura R28. Imatges de microscopia confocal que corresponen a talls de cerebel de ratoli tractats o no amb N-
glicosidasa F a 37°C durant la nit. La imatge A correspon a un tall sense tractar (control), mentre que la imatge B
correspon a un tall tractat amb 10 U/ml de N-glicosidasa F. S’observa un lleuger augment en la uni6 de la protoxina-
&-GFP a la part medul‘lar corresponent a estructures mieliniques. S’observa en verd el marcatge de la protoxina-e-

GFP i en blau el marcatge dels nuclis cel-lulars. Les barres corresponen a 40 pm.

Per tal de provar si els O-glicans podrien estar involucrats en la unid de la protoxina-¢-

GFP a la mielina es van realitzar experiments de B-eliminacio.

En la figura segiient (Figura R29) es mostren diferents imatges on les seccions de
cerebel s’han tractat amb B-eliminacid, observant-se una disminucié de la marca de la
protoxina-e-GFP després del tractament. Concloent, aixi, que la unié de la protoxina-g-

GFP és depenent d’O-glicans.

Com a control de I’experiment es van utilitzar dues lectines: la PNA (marca O-glicans) i
la Con A (marca N-glicans). Després del tractament s’observa una disminucié de la

lectina PNA 1 cap canvi en la unid de la Con A.
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protoxina-e-GFP Lectina

A

Control

Tractat

Control

Tractat

Figura R29. Imatge de microscopia confocal on es mostren tractaments de -eliminaci6 sobre seccions de cerebel de
ratoli. A-C i G-I s6n els controls sense tractar. D-F i J-L corresponen als tractaments. S’observa una disminucié de la
unid de protoxina-e-GFP a les estructures mieliniques després del tractament (D, F, J i L, fletxes), i també s’observa
una disminucié de la lectina PNA que detecta O-glicans (vermell , E). No s’observa cap canvi en la unié de la lectina
Con A que detecta N-glicans després del tractament (vermell, K). Les imatges (C, F, I 1 L) sén superposicions de la

protoxina-e-GFP amb les respectives lectines. Les barres corresponen a 40 pum.
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1. Estudis de la distribucio de la toxina-¢ administrada

intravenosament a ratoli.

Estudis utilitzant la toxina-¢ radioactiva administrada i.v havien demostrat que aquesta
s’acumulava principalment als ronyons 1 al cervell (Nagahama i Sakurai, 1991a). L’any
1998, Miyamoto i col-laboradors van descriure ’aparicid6 de dany neuronal a varies
arees del cervell després d’injectar la toxina-¢ a una dosi letal (100 ng/kg). Les dosis
subletals (50 ng/kg) van provocar dany neuronal predominantment a 1’hipocamp, on les
cel-lules piramidals apareixien encongides 1 picnotiques. A més, 1’administracid prévia
de riluzol, un inhibidor de la secrecidé de glutamat, o dels antagonistes glutamatergics
CNQX 1 MK-801, va protegir les cel-lules de I’hipocamp enfront I’efecte de la toxina-g,
suggerint que la toxina-¢ actuaria en el sistema glutamatérgic promovent una
sobresecrecié de glutamat que conduiria a la mort neuronal. Aquestes observacions
demostren si més no que la toxina-¢ te la capacitat d’accedir al sistema nervids central

on provoca tots aquests efectes.

Amb la finalitat d’estudiar la distribucio de la toxina-¢ en I’ambit del sistema nervios, es
va injectar 1.v toxina-e-GFP o protoxina-e-GFP juntament amb BSA conjugat amb un
fluorocrom (BSA-Alexa 647). Els resultats obtinguts demostren que la toxina-e-GFP t¢é
la capacitat de travessar la barrera hematoencefalica (BHE) i1 accedir al parénquima del
cervell. La protoxina-¢-GFP, en canvi, queda limitada a la llum de la microvasculatura
del cervell aixi com a les seves cel-lules endotelials sense travessar la BHE. La BSA
roman dins el vas en el cas de les injeccions amb protoxina-e-GFP, pero s’extravasa en
el cas de les injeccions amb toxina-e-GFP (Figura R30) encara que queda retinguda pels

peus astrocitaris, mentre que, la toxina-e-GFP els travessa (Figura R31).
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10 pm 20 jm

Figura R30. Localitzacié de la BSA-Alexa 546 als vasos sanguinis després de I’administracio i.v de protoxina-g-GFP
o toxina-e-GFP a ratoli. Els ratolins es van injectar amb protoxina-e-GFP (columna esquerra) o toxina-e-GFP
(columna dreta) en combinaci6 amb BSA-Alexa 546. Es van obtenir seccions dels cervells al criostat i es van
examinar al microscopi de fluorescencia confocal. La marca verda correspon a la protoxina-e-GFP (A1 E)o ala
toxina-e-GFP (B i F) i la marca vermella correspon a la BSA (C, D, E i F). S’observa que la protoxina-e-GFP roman
associada a la part luminal dels vasos sanguinis, mentre que la toxina-e-GFP tamb¢ s’observa en aquesta zona pero a
més, és capag de travessar el vas i sortir al parénquima del cervell (fletxa). Les barres corresponen a 10 pm a les

imatges de ’esquerra i a 20 pm a les imatges de la dreta (Soler-Jover et al., 2007).
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Figura R31. Localitzacié de la BSA Alexa-546 i astrocits després d’una injeccié intravenosa de toxina-e-GFP a
ratoli. La immunofluoresceéncia es va realitzar contra la GFAP per detectar els astrocits (vermell, B) en crioseccions
de cervell de ratoli coinjectat amb toxina-e-GFP (verd, A) i BSA Alexa-546 (blau, C). La superposicioé de les imatges
anteriors (D) mostra els astrocits (vermell) que estan envoltant els vasos sanguinis que contenen la toxina (verd) i la
BSA (blau). S’observa com la BSA es pot trobar fora del vas perd sempre esta retinguda pels peus astrocitaris, en
canvi, la toxina es localitza fora dels peus astrocitaris (fletxes) demostrant que aquesta té la capacitat de travessar la

BHE i accedir al parenquima del cervell (Soler-Jover et al., 2007).

2. Estudis de les mutacions Etx-V56C/F118C, Etx-I51C/A114C i Etx-
H106P en I’ambit del SNC.

Donada la capacitat de la toxina-¢ de travessar la BHE, fora de gran utilitat trobar un
mutant no toxic que mantingui la capacitat de travessar la barrera per utilitzar-lo com a

vehicle 1 poder fer arribar certes molecules al parénquima del cervell, que per si

mateixes no tindrien aquesta habilitat.
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Per aquest motiu, varem construir tres mutants diferents, dos dels quals sén mutants
dominants negatius per a la toxina-¢, de manera que inhibeixen 1’activitat toxica de la
toxina salvatge 1 la seva capacitat per formar porus en la membrana plasmatica de les

cel-lules MDCK (Pelish i McClain, 2009) (veure annex apartat E).

Els mutants Etx-IS1C/A114C (mutant 1) 1 Etx-V56C/F118C (mutant 2) presenten un
parell de substitucions per cisteines que formarien un pont disulfur intramolecular que
inhibiria la posterior insercio de la toxina-¢ a la membrana plasmatica. EI mutant Etx-
H106P (mutant 3) té una substitucié d’una histidina per una prolina en 1’aa 106 1 aixo li

confereix la caracteristica de ser una molécula no toxica (Oyston et al., 1998).

Per tal d’estudiar aquests mutants, es va injectar toxina-e-GFP i protoxina-e-GFP i.v de
la mateixa manera que es va fer amb les formes no mutades (wt), coinjectant cada
mutant amb BSA-Alexa 647 a ratolins. Es van fer seccions dels ronyons (veure annex

apartat E.2) i dels cervells i es van observar al microscopi confocal.

Tant el mutant 1 com el mutant 2 provoquen la mort de I’animal en el mateix temps que
ho fa la toxina-¢ no mutada (wt). Ambdds mutants produeixen un edema generalitzat a
ratoli 1 es detecten a ronyd. Distribuint-se pels capil-lars, tibuls proximals, distals 1
col-lectors (veure annex Figura AN20). De manera similar a com ho fa la toxina-e-GFP
(wt), on la unid a tabuls proximals és inespecifica i la unid a tibuls distals i1 col-lectors

¢s especifica.

Pel que fa al sistema nervids, tant el mutant 1 com el 2 son capagos de travessar la BHE
1 arribar al parénquima del cervell igual que ho fa la toxina-¢ no mutada (wt). En canvi,
el mutant 3 es comporta igual que la protoxina-g, i no té la capacitat de travessar la BHE

(Figura R32).

Fins ara, tots els resultats correlacionen el fet de travessar la BHE amb la mort de
I’animal. No obstant, encara esta en estudi trobar alguna mutaci6 per a la toxina-¢ que

presenti la capacitat de travesar la BHE pero que no presenti toxicitat per a I’animal.
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Figura R32. Imatges de crioseccions de cervells de ratoli coinjectats amb BSA-Alexa 647 (en blau) i protoxina-¢-

GFP (A), toxina-e-GFP (B i C), mutant 1 (D), mutant 2 (E) i mutant 3 (F). En tots els casos s’observa acumulacié de
la toxina-¢ a I’endoteli vascular. La toxina-e-GFP, el mutant 1 i el mutant 2 son capagos de travessar la BHE arribant
aixi al parénquima del cervell (caps de fletxa), mentre que la protoxina-e-GFP i el mutant 3 no tenen la capacitat de
travessar la BHE i la marca roman a I’interior dels vasos. La barra de mesures correspon a 40 um (A), 20 um (B, C, D

iE)i 16 um (F).

3. Estudi dels components de la barrera hematoencefalica implicats en

I’accio de la toxina-¢.

La toxina-¢ s’uneix a cel-lules glials tant d’astroglia com microglia. A més, assajos de
citotoxicitat sobre cultius primaris mixtes de cel-lules glials van demostrar I’efecte

citotoxic de la toxina-€ sobre aquestes cel-lules (Soler-Jover et al., 2007).

També haviem vist que la toxina-e-GFP injectada, perd no la protoxina-e-GFP,
reconeixia un tipus cel-lular al voltant de les cél-lules endotelials, que tant per la seva
morfologia com per la seva localitzacid, podrien correspondre a pericits (Figura R33
imatge I, fletxa). Aquestes son unes cel-lules que formen part de la BHE, es troben entre
I’endoteli 1 els peus astrocitaris (Majno, 1965) i expressen actina de fibres musculars

llises (SMA) 1 el proteoglica NG2.
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En la seglient imatge (Figura R33) es mostren dobles marcatges amb toxina-¢ i SMA.
S’observa que la toxina-e-GFP travessa la BHE en les zones de microvasculatura on no

es detecta SMA, en canvi, no s’observa extravasacio quan si que s’hi detecta.

Figura R33. Imatges de microscopia confocal on es mostren crioseccions de cervell de ratoli injectat amb la toxina-g-

GFP. S’observa la immunofluorescéncia contra la SMA (vermell, B, C, E, F, HiI) i la localitzacio de la toxina-g-
GFP (verd, A, C, D, F, Gil). S’observa com la toxina travessa la BHE en alguns vassos arribant aixi al parénquima
(cap de fletxa, C i F). Es veu com les zones dels vasos que queden marcats per 1’anti-SMA no hi ha extravasacié de la
toxina (fletxa, F). S’observa un tipus cel-lular (possibles pericits) marcat amb la toxina que envolta el vas (fletxa, I).

Les barres corresponen a 16 pm (imatges A, B i C), 20 pm (imatges D, E i F) 1 8 um (imatges G, H1i I).
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A. Unio de la protoxina-e-GFP a glandules salivals i timus de ratoli.

Les incubacions de seccions de ronyo i cervell amb la protoxina-e-GFP revelen unid
d’aquesta a les cellules epitelials dels tabuls distals i col-lectors del rony6 i a les

estructures mieliniques tant de SNC 1 SNP tal com hem comentat anteriorment.

Fent un estudi més complert incubant diferents teixits i 0rgans amb la toxina-e-GFP o la
protoxina-e-GFP, varem observar que, a més d’unir-se a aquelles estructures, també ho
feia a D’epiteli de revestiment dels conductes excretors de les glandules salivals, 1 al
timus a estructures amb un patrd reticular que encara estan per identificar i que es

detalla en I’apartat segiient (Figura AN1).

Figura AN1. Imatges de microscopia confocal (columna esquerra), on s’identifica en verd la protoxina-e-GFP i en
blau els nuclis cel-lulars del timus (A) i glandules salivals (C). La columna de la dreta correspon a fotografies de
microscopia de camp clar de talls obtinguts a partir del mateix bloc que els de la columna esquerra, tenyits amb
hematoxilina-eosina (B i D). Es localitza marca fluorescent associada a 1’epiteli de revestiment dels conductes
excretors de les glandules salivals (C), i també a la medul-la del timus (A). Les barres corresponen a 40 pm. Les

imatges d’hematoxilina-eosina corresponen a 10x (B) i 40x (D). Cx: Cortex del timus, Med: Medul-la del timus.
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A.l. Unioé de la toxina-¢ a timus de ratoli.

La marca de la toxina-€ en el timus es localitza a la zona medul-lar 1 corticomedul-lar.
Aquesta unid es presenta amb un patré més aviat de tipus reticular que no pas de cel-lula

individual.

Hem provat d’identificar I’estructura a la que s’uneix la toxina-¢ en seccions de timus
de ratoli. Per fer aixo, s’han realitzat diversos immunomarcatges per detectar possibles

dianes cel-lulars que podrien estar relacionades amb la uni6 de la toxina-e.

Per una banda, pensant que podria tractar-se de macrofags, s’han utilitzat marcadors
com el CD68, que és una glicoproteina que es troba a la membrana plasmatica dels
macrofags, o I’Iba-1, una proteina que s’expressa a macrofags i microglia. En cap cas
s’ha vist una colocalitzaci6 total amb la toxina-g, si bé en alguna zona es veu una
colocalitzacio parcial. S’observa, pero, que la marca de la toxina-¢ 1 la dels macrofags es
troben molt properes (Figura AN2), o com en el cas de I’Iba-1 hi ha zones on es veu

com el macrofag envolta 1’estructura marcada per la toxina-¢ (Figura AN3).

Per altra banda, per tal d’estudiar si la uni6 de la toxina-¢ podria estar relacionada amb
un marcatge endotelial, vam fer incubacions dobles amb la toxina-€ i els anticossos
contra CD31 i PNAd que marquen endoteli. No vam trobar colocalitzaci6 amb aquests

marcadors (no mostrat).

En les segilients imatges s’observa una localitzacid molt propera entre la toxina-¢ i els

macrofags, detectats amb 1’anti CD68 o I’Iba-1 (Figura AN2 1 AN3, respectivament).

La uni6 de les lectines al timus esta ben caracteritzada a la literatura. Hi ha lectines com
la Ulex europaeus agglutinin 1 (UEA 1) 1 la Tetragonolobus purpureas (TPA) que
marquen estructures que es troben a la zona medul-lar. L’UEA 1 marca cel-lules o
conjunt de cel-lules que tenen un patrd de xarxa reticular, mentre que la TPA marca
cel-lules individuals. Ambdods reconeixen residus L-fucosa (Farr et al., 1985; Odaka,
2009). Hi ha altres lectines que reconeixen la part cortical i corticomedul-lar del timus,
com la lectina Datura stramonium (DSA) 1 la Galanthus nivalis (GNA) que detecten
N-glicans. També hi ha I’ Arachis hypogaea (PNA) que detecta timocits immadurs de la
zona cortical perd no els madurs, que es troben majoritariament a la medul-la; aquesta
lectina detecta O-glicans. Hi ha altres lectines de marcatge més general com la lectina
Canavalia ensiformis (ConA) i la Pisum sativum (PSA) que reacciona amb el cortex i

medul-la; també detecten N-glicans. A més, les lectines DSA, UEA i PNA interactuen
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amb la molécula CD31 (PECAM-1) (Paessens et al., 2007), marcador d’endoteli i

macrofags.

Aixi doncs, varem fer incubacions dobles amb la toxina i diverses lectines, DSA, UEA-
1 1 PNA, ja que son les que interactuen també amb el CD31 que marca macrofags 1
endoteli. A més, la UEA-1 es troba a la part medul-lar tal i com es troba la toxina-e.
També s’ha utilitzat la ConA ja que és una lectina de marcatge generalitzat i es troba
tant a la medulla com al cortex. Amb les lectines utilitzades no s’ha trobat
colocalitzacio amb la toxina-¢ ni a la part corticomedul-lar ni a la part medul-lar del

timus.

En el cas de ’'UEA-1 en alguns casos el marcatge d’aquest es troba molt a prop al de
toxina-e-GFP, a més de tenir un patré d’unid6 molt similar. ConA, PNA i DSA no

mostren ni aquest patrd similar (Figura AN4).

Per veure si la marca del timus podria estar relacionada amb un marcatge epitelial, vam
fer incubacions dobles amb la toxina-¢ i I’anti-AE1/AE3, un anticos que reconeix de
manera generalitzada diferents tipus de citoqueratines. Les citoqueratines son proteines
amb un pes molecular entre 40-70 kDa que formen el citoesquelet de les cel-lules
epitelials (Woodcock-Mitchell ef al., 1982). L’anticos AE1/AE3 és una mescla de dos
anticossos on ’anticos AE1 identifica un determinant antigénic que presenta la majoria
de citoqueratines de la familia A (citoqueratines 10, 13, 14, 15, 16 1 19) 1 I’anticos AE3
identifica una determinant antigénic compartit per citoqueratines de la familia B

(citoqueratines 1, 2, 3,4, 5,6, 71 8).

No es va trobar colocalitzacio entre la toxina-¢ i1 el marcador de citoqueratines (imatge

no mostrada).

També es van fer estudis d’immunofluoresceéncia amb marcador d’apoptosi, ja que hi ha
un elevat nombre de timocits que pateixen apoptosi al timus 1 que son posteriorment

eliminats pels macrofags. No es va obtenir cap colocalitzacio (no mostrat).
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Figura AN2. Imatges de microscopia confocal on es mostra el marcatge per la protoxina-e-GFP (verd, A, C,DiF) i
els macrofags marcats per I’anti-CD68 (vermell, B, C, E i F). D-F son una ampliacié on s’observa en detall el patrd
d’unié de la toxina-g¢ i el CD68. Només en algun cas hi ha una colocalitzacié parcial (fletxa, F). Les barres

corresponen a 40 pm (A-C). En les imatges D-F corresponen a 20 pm.

Figura AN3. Imatges de microscopia confocal on es mostra el marcatge per la protoxina-e-GFP (verd, A, C,DiF) i
els macrofags marcats per 1’anti-Iba-1 (vermell, B, C, E i F). D-F s6n una ampliacié on s’observa en detall el patrd
d’unié de la toxina-¢ i I’Iba-1. No hi ha colocalitzacio, tot i que en alguns casos els macrofags embolcallen les
estructures marcades per la toxina-g¢ (fletxa, F). Les barres corresponen a 40 um (A-C). En les imatges D-F

corresponen a 20 pm.
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Figura AN4. Imatges de microscopia confocal de crioseccions de timus de ratoli on es mostra el marcatge per la
protoxina-e-GFP (verd, A, C, D, F, G, I, J i L) i les segiients lectines (vermell): UEA-1 (B i C), ConA (E i F), DSA
(HiDiPNA (KiL). No s’observa colocalitzacié entre la toxina-¢ i les lectines en cap cas. En el cas de 'UEA-1,
pero, el patrd de distribucid és molt similar al de toxina-g, tots dos a la part medul-lar del timus. DSA i PNA detecten
les zones cortical i corticomedul‘lar i la ConA té una distribucié més generalitzada, tant al cortex com a la medul-la.

Les barres corresponen a 40 pm.
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A.1.1. Tractament amb Pronasa E a seccions de timus de ratoli.

De la mateixa manera que es va caracteritzar la natura de la unié de la toxina-¢ en el
sistema renal 1 nervids de ratoli, també es va fer en el timus. Els tractaments utilitzats

van ser amb pronasa E 1 diversos detergents.

Les crioseccions de timus de ratoli van ser tractades amb diferents concentracions de
Pronasa E (0.1, 0.2, 0.5 1 1 mg/ml) durant diferents temps d’exposicid (5, 15, 30 1 60
min) a 37°C.

La segiient imatge correspon a un tractament amb Pronasa E a una concentracid
significativa de 0.2 mg/ml durant 30 min a 37°C. No s’observa unid de la toxina en les

seccions tractades amb Pronasa E (Figura ANS).

A

Figura ANS5. Imatges de microscopia confocal que corresponen a seccions de timus de ratoli tractats amb Pronasa E a
una concentracié de 0.2 mg/ml durant 30 min a 37 °C. La imatge A correspon a un tall control, sense tractar, i la
imatge B correspon a un tall tractat amb Pronasa E. En verd és el marcatge de la protoxina-¢-GFP i en blau els nuclis
cel-lulars. S’observa que el tractament amb Pronasa E evita la posterior unié de la protoxina-e-GFP (fletxes, B). Les

barres corresponen a 40 pm.

A.1.2. Tractament amb detergents a seccions de timus de ratoli.

Es van tractar les seccions de timus de ratoli tal i com s’havia fet amb ronyd i cerebel,
utilitzant els mateixos detergents i les mateixes condicions experimentals (veure seccid

3.1.1.2 de resultats).

Els detergents Tritd X-100 (Figura AN6) i colat de sodi (Figura AN7) no van modificar
la unio de la protoxina-e-GFP al timus. En canvi, el tractament amb deoxicolat de sodi

al 2% a 37°C va presentar una lleugera disminucid (Figura ANS).
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Control 0.5% Trit6 X-100 2% Trité X-100

Figura AN6. Imatges de microscopia confocal de seccions de timus de ratoli tractats amb Tritdé X-100. A-C

correspon a tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per
a tots els casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E 1 H a 0.5% de Trito
X-100 i les imatges C, F i1 a tractaments al 2%. No s’observen canvis en la unié de la protoxina-e-GFP a cap de les

condicions provades. Les barres corresponen a 40 pm.
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Control 0.5% Colat de sodi 2% Colat de sodi

Figura AN7. Imatges de microscopia confocal de talls de timus de ratoli tractats amb colat de sodi. A-C correspon a

4°C

37°C

tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per a tots els
casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E i H a 0.5% de colat de sodi i
les imatges C, F i I a tractaments al 2%. No s’observen canvis en la unié de la protoxina-e-GFP a cap de les

condicions provades. Les barres corresponen a 40 pm.
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0.5% Deoxicolat 2% Deoxicolat
de sodi de sodi

Figura ANS8. Imatges de microscopia confocal de talls de timus de ratoli tractats amb deoxicolat de sodi. A-C

Control

correspon a tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per
a tots els casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E i H a 0.5% de
deoxicolat de sodi i les imatges C, F i I a tractaments al 2%. No s’observen canvis en la unid de la protoxina-e-GFP,

excepte en el tractament del 2% a 37°C (I) on s’observa una lleugera reduccid. Les barres corresponen a 40 pm.
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B. Tractament amb detergents sobre seccions de ronyo de ratoli.

En el cas del ronyd, en paral-lel als tractaments amb CHAPS 1 Nonidet p-40, es van
provar altres detergents com el Trité X-100, el colat de sodi i el deoxicolat de sodi, a
diverses temperatures i concentracions, tal i com esta explicat en 1’apartat 3.1.1.2 de

resultats.

El tractament amb 0.5% de Tritd6 X-100 provoca un lleuger augment de la marca de la
protoxina-e-GFP als tibuls distals en totes les condicions de temperatura, perd una gran
disminucié en els tractaments al 2%. Resultats similars en van observar per als

tractaments amb deoxicolat de sodi.

Curiosament, en el cas dels tractaments amb colat de sodi es va observar un augment de
la marca en els tibuls distals després de tractar amb el 2% en totes les condicions de

temperatura, 1 no es van observar canvis respecte el control al tractar amb el detergent al

0.5% (Figures AN9, AN101 AN11).
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Control 0.5% Trito X-100 2% Trit6 X-100
C

Figura AN9. Imatges de microscopia confocal de talls de ronyd de ratoli tractats amb Trité X-100. A-C correspon a
tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per a tots els
casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E i H a 0.5% de Trité X-100 i
les imatges C, F i I a tractaments al 2%. S’observa que en els tractaments amb 0.5% de Trité X-100 hi ha un lleuger
augment en la uni6 de la protoxina-e-GFP a I’epiteli dels tibuls distals (punta de fletxa, B, E i H), en canvi, en el
tractament al 2% hi ha una disminucid en la unié de la protoxina-e-GFP a 1’epiteli dels tubuls distals. Les barres

corresponen a 40 pm.
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0.5% Deoxicolat 2% Deoxicolat
Control de sodi de sodi

C

Figura AN10. Imatges de microscopia confocal de talls de ronyd de ratoli tractats amb deoxicolat de sodi. A-C
correspon a tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per
a tots els casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E i H a 0.5% de
deoxicolat de sodi i les imatges C, F i I a tractaments al 2%. S’observa un lleuger augment en la unié de la protoxina-
&-GFP a l’epiteli dels tubuls distals al tractar a una concentracié del 0.5% a 37°C (punta de fletxa, H), i una

disminucié de la unié al tractar al 2% a qualsevol temperatura. Les barres corresponen a 40 um.
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Control 0.5% Colat de sodi 2% Colat de sodi

Figura AN11. Imatges de microscopia confocal de talls de ronyé de ratoli tractats amb colat de sodi. A-C correspon a
tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per a tots el
casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E i H a 0.5% de colat de sodi i
les imatges C, F i I a tractaments al 2%. S’observa un augment en la uni6 de la protoxina-e-GFP a I’epiteli dels tubuls
distals al tractar a una concentracié del 2% a TA i 37°C (puntes de fletxa, F i I). No hi ha canvis en la unié de la

protoxina-e-GFP al tractar a 4°C (punta de fletxa, C). Les batres corresponen a 40 pm.
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C. Tractament amb detergents sobre seccions de cerebel de ratoli.

Les seccions de cervell incubades amb la toxina-¢ revelen la uni6 d’aquesta a

estructures mieliniques de ratoli i d’altres especies (veure apartat 3.3 de resultats).

Per tal de caracteritzar la unidé de la toxina-¢ a les estructures mieliniques, les seccions
de cerebel de ratoli les varem tractar amb els mateixos detergents que les seccions de

ronyo.

Tal 1 com s’ha comentat anteriorment (veure apartat 3.3.4.2 de resultats), tractaments
amb detergents al cerebel no van provocar canvis significatius en la unié de la
protoxina-e-GFP als grans tractes de mielina localitzats a la zona medul‘lar, tot i que, en
alguns casos es va observar un lleuger augment. El que si varem detectar, després de
tots els tractaments a 4°C, va ser un augment en la unid de la protoxina-e-GFP a petites

fibres mieliniques que travessen la capa granular.

Aquest mateix patro es va repetir a d’altres temperatures per algunes condicions

experimentals (Figures AN12, AN13 1 AN14).

Per als tractaments amb Trité X-100 i deoxicolat de sodi al 2% en les condicions de TA
1 37°C varem observar una davallada de la unié de la protoxina-e-GFP en aquestes
fibres (Figures AN12 i AN13), en canvi, vam observar un augment de la unié de la

protoxina-e-GFP per a tots els tractaments amb colat de sodi (Figura AN14).
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Control 0.5% Tritd X-100 2% Tritd X-100
C

37°C

Figura AN12. Imatges de microscopia confocal de talls de cerebel de ratoli tractats amb trité X-100. A-C correspon a
tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i les imatges G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per a
tots els casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E 1 H a 0.5% de Trité X-
100 i les imatges C, F i I a tractaments al 2%. S’observa un petit augment en la uni6 de la protoxina-g-GFP a petites
fibres mieliniques, que es troben al voltant del gran tracte central, a una concentracio del 0.5% (puntes de fletxa, B, E
i H). En canvi, s’observa una reduccio en la unid de la protoxina-e-GFP a una concentracié del 2% a TA i/o 37°C (F i

I), pero no en el tractament a 4°C (punta de fletxa, C). Les barres corresponen a 40 pm.
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c | 0.5% Deoxicolat 2% Deoxicolat
ontro de sodi de sodi

Figura AN13. Imatges de microscopia confocal de talls de cerebel de ratoli tractats amb deoxicolat de sodi. A-C
correspon a tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per
a tots els casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E i H a 0.5% de
deoxicolat de sodi i les imatges C, F i I a tractaments al 2%. S’observa un petit augment en la uni6 de la protoxina-¢-
GFP a petites fibres mieliniques, que es troben al voltant del gran tracte central, a una concentracié del 0.5% (puntes
de fletxa, B, E i H). En canvi, s’observa una reduccid en la uni6 de la protoxina-e-GFP a una concentraci6 del 2% a

TA i/0 37°C (F i I), pero no en el tractament a 4°C (punta de fletxa, C). Les barres corresponen a 40 pm.
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Control 0.5% Colat de sodi 2% Colat de sodi

Figura AN14. Imatges de microscopia confocal de talls de cerebel de ratoli tractats amb colat de sodi. A-C correspon
a tractaments a 4°C, D-F correspon a tractaments a TA i G-I correspon a tractaments a 37°C, durant 1h per a tots els
casos. Les imatges A, D i G corresponen a controls (sense detergent). Les imatges B, E i H corresponen a 0.5% de
colat de sodi i les imatges C, F i I a tractaments al 2%. S’observa un augment en la uni6 de la protoxina-e-GFP a
petites fibres mieliniques, al voltant del gran tracte central, en totes les condicions (puntes de fletxa, B, C, E, F, HiI).

Les barres corresponen a 40 pm.

Per tal de demostrar que aquestes petites fibres, després de tractar amb els detergents,
eren mieliniques, vam fer un doble marcatge per ’a-MBP i la protoxina-e-GFP.

Observant una completa colocalitzacié (Figura AN15).
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Figura AN15. Imatges de microscopia confocal de seccions d’hipocamp de ratoli després de fer un tractament amb

colat de sodi al 2% a 37°C durant 1h. A-C correspon al control (sense detergent) i D-E correspon al tractament amb
colat de sodi al 2%. Les seccions es van incubar amb protoxina-e-GFP (verd, A, C, D i F) i amb anti-MBP (vermell,
B, C, E i F). S’observa un augment del nombre de fibres mieliniques al tractar amb colat de sodi (D-F) i es mostra

una colocalitzacié d’aquestes fibres amb la MBP (fletxes, F). Les barres corresponen a 40 pm.

D. Unio de la GST-protoxina-e-GFP a estructures mieliniques, tabuls

distals de ratoli i cultius de cél-lules MDCK.

Per veure si la GST-protoxina-e-GFP té la capacitat d’unir-se a les mateixes estructures
que ho fan la protoxina-e-GFP o protoxina-& vam incubar seccions de cerebel, de ronyo
de ratoli i cobreobjectes amb cel-lules MDCK fixades, tant amb GST-protoxina-¢-GFP
com amb protoxina-e-GFP a les mateixes concentracions, i vam comparar el patrd

d’unio en cada cas.

El patr6 d’unio tant per la GST-protoxina-e-GFP com per la protoxina-e-GFP era
exactament el mateix, reconeixent estructures mieliniques i unint-se a D’epiteli de
revestiment dels tibuls distals en seccions de cerebel i ronyd respectivament. També
vam observar unié a la membrana plasmatica de les cel-lules MDCK (Figura AN16).
Aix0 demostra que també la GST-protoxina-e-GFP ¢€s una bona eina per estudiar la unié

de la toxina-¢.
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Figura AN16. Imatges de microscopia confocal on s’observa la uni6 de la protoxina-e-GFP (A, B i C) i la GST-
protoxina-e-GFP (D, E i F) a estructures mieliniques de cerebel de ratoli (A i D), a tiibuls distals i col-lectors de ronyd
de ratoli (B i E) i a la membrana plasmatica de les cél'lules MDCK (C i F). Protoxina-e-GFP i GST-protoxina-e-

GFP presenten el mateix patré d’unio en tots els casos. Les barres corresponen a 40 pum.

E. Estudis de les diferents mutacions de la toxina-<.

E.1. Produccié dels diferents mutants de toxina i estudi de la seva citotoxicitat en

cél-lules MDCK.

Un dels nostres objectius és generar un mutant per a la toxina-& que no presenti

citotoxicitat perd que mantingui la seva capacitat de travessar la BHE.

Pelish 1 Mc.Clain van construir uns mutants dominants negatius per a la toxina-¢ (Etx-
I51C/A114C 1 Etx-V56C/F118C, mutant 1 1 2 respectivament) que inhibien en les
cel-lules MDCK la formaci6 de porus al incubar-les amb la toxina-¢ (wt) en condicions

equimolars. A més, aquests mutants no son citotoxics per a la cel-lula.

Hem reproduit aquests mutants al laboratori, aixi com el mutant inactiu Etx-H106P

(mutant 3), tal com esta explicat en I’apartat de materials i metodes.
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Les proteines mutades van ser analitzades préviament en gels d’acrilamida tenyits amb

Coomasie Blue i tamb¢ mitjangcant un Western blot contra la GFP (Figura AN17).
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Figura AN17. Fotografia del gel d’acrilamida tenyit amb Coomasie Blue (Coomasie) on observem les bandes
corresponents als diferents pesos moleculars de les proteines (61 kDa per a protoxina-e-GFP i les seves mutacions, i
59 kDa per a toxina-e-GFP activada amb tripsina, i les seves mutacions). En el transil-luminador observem la
fluorescencia de les protoxines-e-GFP i toxines-e-GFP a I’aplicar llum ultraviolat (UV). També s’observen per

Western blot les mateixes bandes utilitzant un anticos contra la GFP (a-GFP).

La citotoxicitat de les mutacions va ser quantificada mitjangant assajos amb MTT, tal 1
com esta explicat en I’apartat de materials i meétodes. Vam incubar cel-lules MDCK amb
les toxines mutades, aixi com amb les seves formes preincubades amb DTT. En el cas

del mutant 3 també es va tractar amb DTT com a control negatiu, malgrat no té cap pont

disulfur. Excepte en el cas de la protoxina-e-GFP, la resta de formes de la toxina es van

pretractar amb tripsina per tal d’activar-les.
Després de quantificar 1’assaig amb MTT en les diferents formes de toxines (wt i

mutants) es va observar mort cel-lular significativa en les cel-lules tractades tant amb
toxina-e-GFP com amb el mutant 1 preincubat amb DTT. No hi va haver mort cel-lular

en el cas dels mutants 2 1 3 (Figura AN18), pretractats o sense pretractar amb DTT.
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Figura AN18. Resultats de ’assaig de citotoxicitat on es mostra el percentatge de supervivéncia de les cel-lules
MDCK en preséncia de les diferents mutacions de la toxina-g-GFP. Unicament s’observa mort cel-lular en el
tractament amb toxina-e-GFP (barra blau fosc) i en el tractament amb mutant 1 activat amb DTT (barra taronja fosc).

No s’observa mort cel-lular significativa en cap dels altres casos. (*** p<0.001).

La capacitat d’unié de les diferents formes mutades de la toxina va ser estudiada
mitjangant incubacions d’aquestes sobre cultius de cél-lules MDCK igual que es va fer

en el cas de la protoxina-e-GFP, explicat en I’apartat de materials i metodes.

Les diferents mutacions mantenen la capacitat d’unir-se a la membrana plasmatica de
les cel-lules MDCK (Figura AN19), tal 1 com ho fa la protoxina-e-GFP. A més, els
mutants mostren el mateix patrd d’unié que el de la protoxina-e-GFP i la toxina-e-GFP

a cerebel 1 a rony0 (imatge no mostrada).
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Figura AN19. Imatges de microscopia confocal
on s’observa la unié a la membrana plasmatica
de les cel'lules MDCK de: protoxina-e-GFP (A),
mutant 1 (B), mutant 2 (C) i mutant 3 (D). Les

barres corresponen a 40 pm.

E.2. Distribucié dels mutants de la toxina-¢ administrats intravenosament (i.v) a

ratoli.

Per tal d’estudiar la distribucié dels mutants i els seus efectes a nivell renal, es van
injectar ratolins amb: mutant 1 (Etx-I51C/A114C), mutant 2 (Etx-V56C/F118C) i

mutant 3 (Etx- H106P). Aquests es van injectar a ratoli un cop activats amb tripsina.

Tant el mutant 1 com el mutant 2 provoquen la mort de I’animal en el mateix temps que
ho fa la toxina-¢ salvatge (wt). Ambdos mutants produeixen un edema generalitzat a
ratoli 1 s’acumulen majoritariament als ronyons, on es distribueixen pels tubuls renals.
Els mutants presenten unid a la part luminal dels tibuls proximals (unié inespecifica) i
també a tubuls distals i collectors (uni6 especifica) on s’observen nuclis picnotics
indicant la seva mort cel-lular (imatge no mostrada). Aquests resultats coincideixen amb
els descrits en estudis previs realitzats amb la toxina-¢ wt injectada a ratolins (Tamai et

al., 2003; Soler-Jover et al., 2004).

El mutant 3 (Etx- H106P) es comporta com la protoxina-g, sense provocar la mort de
I’animal ni cap efecte citotoxic, encara que també presenta unid a tubuls proximals de
manera inespecifica 1 unio especifica a tubuls distals (sense produir la mort de les
cel-lules d’aquests). Curiosament, la unié als tubuls proximals en el mutant 3 és

lleugerament superior que a la resta dels mutants (Figura AN20).
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Figura AN20. Imatges de microscopia confocal de talls de ronyons de ratoli injectats amb 50 pg de protoxina-e-GFP

(A), toxina-e-GFP (B), mutant 1 (D i E), mutant 2 (F) i mutant 3 (C). En tots els casos hi ha un marcatge puntejat
inespecific, als tibuls proximals (fletxes), i un marcatge especific als tubuls distals i col-lectors (puntes). La imatge E
correspon a la part medul‘lar del rony6 de ratoli i la resta d’imatges a la part cortical. S’observa com hi ha més unié
als tiibuls proximals en el cas de les injeccions amb protoxina-e-GFP i mutant 3, respecte als casos de les injeccions

amb toxina-e-GFP, mutant 1 i mutant 2. Les barres corresponen a 40 pum.

F. Estudis de cross-linking i immunoprecipitacions a cél-lules MDCK.

La linia cel-lular MDCK ha estat un dels principals models per a 1’estudi de la toxina-e.
Tant la toxina-¢ com la protoxina-¢ s’uneixen a la seva membrana plasmatica perd
unicament la toxina-g té D’activitat citotoxica 1 provoca la mort cel-lular. La toxina
forma un complex heptameric d’uns 155 kDa mentre que la protoxina-¢ no és capac de
formar-lo (Miyata et al., 2001), de manera que s’ha relacionat directament la capacitat

de formar heptamers amb [’activitat citotoxica.

Aixi doncs, amb la idea d’aillar i d’identificar el receptor per a la toxina-g, hem tractat
cel-lules MDCK amb toxina-¢ o protoxina-¢ amb diversos cross-linkers per tal d’unir
covalentment els possibles complexos de toxina-¢ (heptamer)-receptor i de protoxina-¢
(monomer)-receptor. Per aquests experiments hem utilitzat protoxina-g, protoxina-g-

GFP i 6xHis-protoxina-g, i les respectives toxines activades.
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F.1. Incubacions de les cél'lules MDCK amb protoxina-¢ i toxina-¢ amb els

diferents cross-linkers.

Per tal d’intentar purificar el receptor de la toxina-¢ varem realitzar incubacions amb la
protoxina-g, protoxina-e-GFP o 6xHis-protoxina-¢ (i1 les corresponents toxines
activades) sobre cultius cel-lulars confluents de cel-lules MDCK 1 utilitzant cross-

linkers.

Els cross-linkers DMS 1 DSS s6n molt similars i tenen practicament la mateixa llargada
de brag, la diferéncia entre ells és que el DSS no és soluble en aigua. El cross-linker
DTSSP és soluble en aigua (al igual que el DMS) perd enmig del seu brag té un pont
disulfur que es pot hidrolitzar mitjangant un agent reductor (veure apartat 15 de

materials 1 metodes).

La figura AN21 mostra diferents tractaments amb diversos cross-linkers (DMS, DSS 1
DTSSP) en les cel-lules MDCK. Varem seguir dues aproximacions experimentals
després d’incubar amb la protoxina-¢ (o toxina-g): unes mostres es van rentar (R) i les
altres no (NR), trobant-se doncs, en aquest darrer cas, la protoxina-¢ en excés. En
ambdos casos es va incubar posteriorment amb el cross-linker, tal i com esta explicat en

’apartat de materials i metodes.

En la figura AN21 es pot observar que en els tres casos (utilitzant el cross-linker DMS,
DSS o DTSSP) es detecta una banda d’uns 200 kDa a I’incubar amb toxina-¢ (activa),
coincident amb una possible oligomeritzacié de la toxina-¢ a la membrana plasmatica
(cap de fletxa vermell). Aquests resultats, coincideixen amb els estudis realitzats pel
grup del Dr. Popoff que va demostrar que la intoxicaci6 de les cel-lules MDCK amb la
toxina-¢ correlacionava amb la formacié d’un complex en la membrana plasmatica de
les cel-lules, d’uns 155 kDa, que formaria un porus 1 produiria un desequilibri idnic amb

la posterior mort cel-lular (Petit et al., 1997).

En les incubacions amb protoxina-¢ apareix una banda a uns 60 kDa (assenyalada en
groc a la figura AN21) en el cas del DMS i del DSS, encara que en aquest darrer és una
banda molt més debil. Aquesta banda podria correspondre a un homodimer de
protoxina-¢ o a un heterodimer corresponent a la unié de la protoxina-¢ amb el seu
receptor. En aquest cas, el receptor tindria un pes molt similar al de la propia protoxina-
g, d’uns 30 kDa, fet que coincidiria novament amb els estudis realitzats pel grup del Dr.

Popoff en que¢ mitjancant columnes d’afinitat amb la toxina-¢ van aillar una proteina
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d’uns 37 kDa, postulada com el seu receptor, de la membrana de les cél-lules MDCK

(Petit et al., 1997).

En el cas del DTSSP aquesta banda no s’observa donat que el cross-linker s’ha
hidrolitzat amb el tractament amb agents reductors, demostrant que es un complex de

proteines unides pel cross-linker.

Una banda de pes similar, d’uns 66 kDa, s’observa en el carril de la toxina-¢ 1 podria
correspondre a un homodimer de toxina-¢ o a un heterodimer de toxina-¢ amb el seu
receptor (cap de fletxa blau en els gels de DMS 1 DSS). S’observa també una banda a
uns 30 kDa en tots els casos que correspon a monomers de protoxina-¢ (cap de fletxa
verd), que també és detectable en el cas de la toxina. Aquests monomers de toxina

s’observen amb claretat en el cas de tractar amb DMS.

Com a control es van incubar les cél-lules MDCK amb protoxina-¢ inactivada per calor,
(Figura AN21, 1). En aquest cas no apareix cap banda d’uni6 especifica, pero en el cas
del DMS s’observa la banda corresponent al mondomer de protoxina-¢ (que també
s’observa amb els altres cross-linkers perd amb menys intensitat). No es varen observar
diferéncies en el fet de rentar o no les cel-lules després de la incubacié amb la
protoxina-g, unicament les cel-lules rentades presentaven un patré de bandes més net

perd menys intens.
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Figura AN21. Imatges de Western blot revelats amb anti-protoxina-¢ on es mostra el resultat del tractament dels
cross-linkers DMS, DSS i DTSSP a les cél-lules MDCK. S’observen les diferents bandes corresponents a oligomers
de toxina-g (marcat en vermell), homodimers de toxina-¢ (marcat en blau), possibles heterodimers de protoxina-¢ amb
el receptor (marcat en groc) i el monomer de protoxina-e¢ (marcat en verd). Els diferents carrils corresponen a
experiments amb : protoxina-¢ inactivada per calor (1), protoxina-g (2) i toxina-g (3), ja estigui rentat (R) o no (NR)

després de la incubacié. Els pesos moleculars en kDa s’indiquen a ’esquerra de cada gel.

Aixi doncs, es detecta una banda d’uns 60 kDa que podria correspondre a un
homodimer de protoxina-¢ o a un heterodimer de protoxina-¢ (complex de protoxina-¢ i

el seu receptor).

Els cross-linkers més adients son el DMS 1 el DSS, encara que amb el DMS s’obté una
banda més intensa del possible complex protoxina-e-receptor. Per descartar la
possibilitat de que la banda correspongués a 1’homodimer, vam fer els mateixos
experiments amb protoxina-e-GFP, ja que si aixi fos, obtindriem una banda d’uns 120

kDa (60 kDa de cada protoxina-e-GFP). En canvi, si la banda correspongués a un
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heterodimer (protoxina-e-GFP més el receptor al voltant dels 30 kDa), obtindriem una

banda d’aproximadament 90 kDa.

F.2. Incubacio de les cel-lules MDCK amb protoxina-e-GFP i cross-linker DMS.

Es van incubar les cel-lules MDCK amb protoxina-e-GFP per veure si la banda que es
troba al voltant dels 60 kDa correspon a un homodimer de protoxina-¢ o a un

heterodimer de protoxina-¢ unit a alguna proteina d’uns 30 kDa.

Varem utilitzar el cross-linker DMS. Com a control es van incubar cel-lules amb
protoxina-¢ inactivada per calor i d’altres amb GFP sola. No s’observen diferéncies en

les bandes en el fet de rentar o no abans d’incubar amb el cross-linker en cap dels casos.

En la imatge segiient (Figura AN22) s’observa les bandes que corresponen a la
protoxina-&¢ amb un pes al voltant dels 30 kDa (cap de fletxa verda) i les bandes del
proposat complex al voltant dels 60 kDa (cap de fletxa groga). En el cas de la protoxina-
e-GFP s’observa una banda una mica inferior dels 60 kD corresponent a la protoxina-¢-
GFP (cap de fletxa blava) 1 una banda al voltant dels 95 kDa que podria correspondre a

la protoxina-e-GFP unida al seu receptor (cap de fletxa vermella).

Per tant, amb aquest experiment podem assumir que la protoxina-¢ s’esta unint al seu
receptor i aquest té un pes d’uns 35 kDa, coincidint amb els resultats abans esmentats

que va obtenir el grup del Dr. Popoff amb membranes de ce¢l-lules MDCK.
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Figura AN22. Imatge de Western blot revelat amb anti-protoxina-g on es mostra les bandes obtingudes al tractar les
cel'lules MDCK amb protoxina-¢ o protoxina-e-GFP i el cross-linker DMS. S’observen les diferents bandes
corresponents a monomers de protoxina-g (marcat en verd) o monomers de protoxina-e-GFP (marcat en blau). També
s’observen les bandes corresponents a 1’heterodimer de protoxina-¢ amb el seu receptor (marcat en groc) i les de la
protoxina-e-GFP amb el seu receptor (marcat en vermell). Es mostren els diferents tractaments en presencia de GFP
(1), protoxina-¢ inactivada per calor (2), protoxina-¢ (3) i protoxina-e-GFP (4), ja estigui rentat (R) o no (NR) després
de la incubacié amb la protoxina-¢ o protoxina-e-GFP en cada cas. Els pesos moleculars en kDa s’indiquen a

I’esquerra del gel.

F.3. Incubacio de les cél-lules MDCK amb protoxina-¢ i analisi per gels SDS-PAGE

bidimensionals.

Per tal de caracteritzar millor la banda corresponent al complex de protoxina-€ i el
possible receptor varem preparar gels bidimensionals després d’incubar les cel-lules

amb protoxina-¢ 1 el cross-linker DMS.

Es van fer dues electroforesis bidimensionals en paral-lel. Un gel es va tenyir amb plata

i I’altre es va transferir per realitzar el Western blot contra la toxina-¢. Es va detectar la
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marca de dos pesos moleculars diferents (com succeia en els gels d’una sola dimensio),
perd en aquest cas es van trobar diverses formes (diferents punts isoeléctrics) de cada un

dels dos pesos moleculars.

Del gel tenyit amb plata (Figura AN23, A) es varen retallar diversos fragments
corresponents als punts positius del Western blot revelat contra la protoxina-¢ (Figura
AN23, B). Els punts estan marcats amb diferents colors, on el color vermell correspon a
la protoxina-g, i la resta de colors a les diferents formes del complex de protoxina-¢ amb
el possible receptor. Els fragments que es varen obtenir del gel van ser seqiienciats al
servei de proteomica dels serveis cientificotecnics de la UB al Parc Cientific de

Barcelona (PCB).

La seqlienciacié dels diferents fragments va revelar una proteina desconeguda en cada

cas, sense la deteccio de la protoxina-e.
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Figura AN23. La imatge A correspon al gel bidimensional tenyit amb plata on s’indiquen els diferents punts
seleccionats. La imatge B correspon al Western blot contra la toxina-e¢ del mateix gel on s’observen les diferents
isoformes de protoxina-g. S’observa el monomer de protoxina-¢ al voltant de 30 kDa (marcada en color vermell) i 4
formes del complex de protoxina-¢ amb el seu receptor al voltant dels 60 kDa (colors verd, blau, groc i taronja). Els

pesos moleculars en kDa s’indiquen a I’esquerra de cada gel.

F.4. Incubacions de les cél‘lules MDCK amb protoxina-¢ o toxina-¢ amb el cross-

linker DMS i separacio de les seves bandes en un gel d’acrilamida de 20 x 16 cm.

En veure que el millor metode fet fins ara per obtenir la banda de pes molecular
corresponent al complex de protoxina-¢ amb el seu receptor era incubar les cél-lules
amb el cross-linker DMS 1 després analitzar tot I’homogenat en un gel d’acrilamida per

fer la posterior deteccid mitjancant un Western blot. Es va reproduir el mateix
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experiment pero aquest cop en un gel de dimensions més gran, de 20 x 16 cm, per tal de

separar millor les bandes i poder retallar les d’interes 1 seqiienciar-les.

La segiient imatge correspon a incubacions amb protoxina-¢ i el posterior tractament
amb el cross-linker DMS on s’observa la tincid amb plata a I’esquerra i el Western blot

contra la protoxina-¢ a la dreta (Figura AN24).

200 — 200—— E— ]
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Figura AN24. Imatge on es mostra la tincid en plata (gel de I’esquerra) i el Western blot contra la protoxina-¢ (gel de
la dreta) dels tracatments de cel-lules MDCK amb : protoxina-¢ i DMS (carril 2), amb toxina-¢ i DMS (carril 3),
protoxina-¢ sola com a control positiu (carril 4) i cel-lules MDCK amb DMS com a control negatiu (carril 1). En el
Western blot s’observa el monomer de protoxina-¢ (cap de fletxa verd), el complex de protoxina-¢ amb el seu
receptor (cap de fletxa groc), el monomer de toxina-¢ (cap de fletxa blau), ’oligomer de toxina-¢ (cap de fletxa
vermell) i la protoxina-¢ sola (cap de fletxa taronja). En la tincid en plata s’observa amb fletxes les bandes retallades
que es van seqiienciar. S’assenyala I’oligdomer de toxina-¢ (fletxa vermella), el complex de protoxina-¢ amb el
receptor (fletxa groga) i la protoxina-g& com a control positiu (fletxa negra). Els pesos moleculars en kDa s’indiquen a

I’esquerra del gel.

Com a control positiu es va retallar la banda corresponent a la protoxina-¢ (carril 4,
fletxa negra), i, tal com era d’esperar, la seqiienciacié va revelar la presencia del
precursor de la toxina-¢ amb una puntuacio elevada (puntuacio: 882). Puntuacions per

sobre de 67 son significatives (Pappin et al., 1993).
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La seqiienciaci6 de la banda retallada del carril 3 corresponent a I’oligomer de toxina-g,
que podria estar unit al seu receptor, també va revelar la preséncia de la toxina-¢ amb
una puntuacid de 86, pero la resta de proteines identificades van ser irrellevants per al

nostre estudi.

La seqiienciacié de la banda del carril 2, que correspon al complex de la protoxina-¢
amb el receptor, no s’hi va detectar la protoxina-e. Si que s’hi van detectar moltes
proteines com per exemple la caseina alfa S1, o d’altres que no es van poder identificar

0 que no arribaven a puntuacions significatives (imatge no mostrada).

F.5. Incubacions de les cél'lules MDCK amb 6xHis-protoxina-¢ o 6xHis-toxina-¢
amb el cross-linker DMS i separacioé de les seves bandes en un gel d’acrilamida de

20 x 16 cm.

Es va provar de fer immunoprecipitacions amb proteina G-sefarosa tal i com esta
explicat en I’apartat 15 de materials i metodes utilitzant anticossos tant contra la toxina-
€ com contra la GFP, després d’haver incubat les cel-lules amb protoxina-e-GFP o amb

toxina-e-GFP 1 d’haver incubat amb el cross-linker DMS.

No obstant, no es va poder immunoprecipitar en cap cas la protoxina-e-GFP unida al
seu receptor, ja que la major part del receptor es troba en una fraccid insoluble (imatge

no mostrada).

Per tal d’intentar solubilitzar el receptor de la toxina-g, vam fer incubacions tant amb
6xHis-protoxina-¢ com amb 6xHis-toxina-g sobre c¢l-lules MDCK i les vam tractar amb
tampo de solubilitzaci6 (veure apartat solucions de materials i métodes). El sobrenedant
resultant es va incubar amb boles acomplexades amb cobalt 1 després de 3 rentats es va
afegir tampo de carrega i1 es van fer dues electroforesis en paral-lel. Un gel es va tenyir
amb plata 1 Paltre es va transferir a membranes de nitrocel-lulosa per realitzar el
Western blot contra la toxina-e. Amb aquest metode es va detectar una banda d’un pes
molecular al voltant de 200 kDa (Figura AN25, 3), que es va retallar i es va portar a
seqlienciar al servei de proteomica dels serveis cientificotécnics de la Facultat de

Medicina de la UB.

En la banda retallada es va detectar la toxina-¢ i I’anexina 2 amb valors de puntuacio6
similars (al voltant de 80), i amb valors una mica més baixos (al voltant de 70) la

podocalixina. També es van detectar altres proteines que no eren d’interés (queratina
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tipus I 1 II, actina citoplasmatica, tripsina anionica, desmogleina-1 i serina/treonina
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Figura AN25. Imatge on es mostra la tincié amb plata (gel de ’esquerra) i el Western blot contra la toxina-¢ (gel de
la dreta) dels tractaments de cél-lules MDCK amb: GFP i DMS com a control negatiu (carril 1 i 4), 6xHis-protoxina-¢
1 DMS (carril 2 i 5) i amb 6xHis-toxina-g i DMS (carril 3 1 6). Els carrils 1-3 corresponen a la fraccid solubilitzada de
les cel-lules MDCK, i els carrils 4-6 corresponen a la fraccié insoluble de les mateixes cél-lules. En el Western blot
s’observa I’oligomer de 6xHis-toxina-¢ amb el seu possible receptor tant en la fraccié solubilitzada (cap de fletxa
vermell), com en la fraccié insoluble (cap de fletxa blau). S’observa un complex d’alt pes molecular en la fraccié
insoluble (cap de fletxa verd). La fletxa vermella de la tincié amb plata correspon a la banda retallada i seqiienciada

de I’oligomer de toxina-e amb el receptor. Els pesos moleculars en kDa s’indiquen a I’esquerra del gel.
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Discussio

A. Generacio d’eines moleculars per a I’estudi de la toxina-&.

Tradicionalment, els estudis sobre els efectes de la toxina-¢ s’han fet amb extractes
proteics de cultius bacterians de C. perfringens els quals produeixen un gran nombre de
toxines diferents, reduint per tant el grau de puresa de la toxina-¢ obtinguda, a banda

dels inconvenients que suposa treballar amb bacteris anaerobis.

Donat que 1’obtencio de proteines recombinants facilita la producci6 rapida i efectiva de
proteines, al nostre laboratori hem clonat 1 expressat a E. coli tant la toxina-e¢ com la
protoxina-g. A més, hem dissenyat diferents proteines de fusi6 amb la GFP i la toxina-¢
amb 1’objectiu de visualitzar directament la toxina i la protoxina amb microscopia de

fluorescéncia, tant en experiments in vivo com in vitro.

Les diferents proteines de fusié produides i caracteritzades al laboratori varen ser:
protoxina-g-GFP, protoxina-g, GST-protoxina-e-GFP, GST-protoxina-¢, toxina-e-GFP,

toxina-g, GST-toxina-e-GFP, GST- toxina-¢, 6xHis-protoxina-¢ i 6xHis-toxina-e.

Totes elles han resultat ser bones eines per estudiar 1’accié de la toxina-g, tal i com van
mostrar els assaigs de citotoxicitat sobre les cel-lules MDCK, una linia de cel-lules
epitelials renals de tubul distal de ronyd (Gaush et al., 1966) que €s la més sensible que
es coneix per a la toxina-€¢ (Lindsay, 1996; Petit et al., 1997). Val a dir, pero, que la
tripsina, a banda de tenir un lloc d’hidrolisi a 1’extrem carboxiterminal de la protoxina-¢
(permetent la seva activacid a toxina-g), també té un lloc d’hidrolisi entre la GST i la
protoxina. Aixi doncs, no va ser possible obtenir una construccié de GST- toxina-€ o

GST- toxina-g-GFP.

D’altra banda, hem generat anticossos policlonals contra la toxina-& que han resultat ser
d’una elevada sensibilitat, ja que son capacos de detectar fins a 1 ng de protoxina-¢ pura.
Val a dir, que existeix un kit comercial amb anticossos monoclonals per detectar la
toxina-¢ (Bio-X Epxilon Toxin Elisa Kit), perd unicament és util per fer assajos
d’ELISA, i no de dot blot, Western blot o immunofluorescéncia. Els nostres anticossos,

en canvi, son Utils per a tots els assajos.
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B. Caracteritzacio de la unio de la toxina-¢.

B.1. Determinacio de P’afinitat de la unio de la toxina-¢ a cél-lules MDCK.

Estudis previs realitzats per Nagahama i Sakurai I’any 1992 havien demostrat que la
toxina marcada radioactivament s’unia a homogenats de cervell de rata i fraccions de
membranes sinaptosomals mitjangant un sol lloc d’uni6. Per als homogentas de cervell,
la constant d’afinitat (Kg) 1 el nombre maxim de receptors ocupats (Bma.x) va ser de 2.5
nM 1 9 pmol/mg, respectivament, i per a les fraccions sinaptosomals va ser de 3.3 nM 1

25.5 pmol/mg.

Tot 1 ser el sistema renal una diana per a la toxina-¢, fins al moment no hi havia dades

sobre I’afinitat 1 quantitat dels possibles receptors de la toxina-¢ en models renals.

En el present treball hem dissenyat 1 validat un assaig d’ELISA d’alta sensibilitat 1
reproductibilitat per a estudis d’unié i afinitat de la toxina-g, que hem aplicat per
I’estudi de la uni6 de la toxina-¢ a la linia cel-lular MDCK. Els resultats van revelar que
hi havia un sol tipus d’uni6 1 que aquesta era saturable en aquesta linia cel-lular. A més,
es va observar la mateixa afinitat tant per la protoxina-¢ com per la toxina-g, reforgant la
hipotesi de la seva unié al mateix receptor (Buxton, 1976). En ambdds casos la K4 va
ser al voltant de 4 nM, 1 la Bp,x d’uns 70 pmol/mg per a la protoxina-e-GFP i d’uns 200
pmol/mg per a la toxina-e-GFP. Si comparem aquests resultats amb els obtinguts amb
d’altres toxines clostridials, esta descrit que la constant d’afinitat de la toxina tetanica a
teixit nervids és elevada 1 esta al voltant d’1.2 nM (Rogers i Snyder, 1981), aquest
resultat no és molt diferent al nostre, corroborant que la uni6 de la toxina-¢ també ¢&s

d’afinitat elevada.

Aixi mateix, els nostres resultats de Ky estan en consonancia amb els trobats per
Nagahama i Sakurai I’any 1992 sobre homogenats de cervell i fraccions sinaptosomals.
Les cel-lules MDCK, pero, tenen una major densitat de receptors en comparacié amb les
fraccions sinaptosomals 1 els homogenats de cervell, tal com es representa en els valors
de Bnax. En el cas de les cel-lules MDCK aquest valor €s vuit cops superior al trobat a

les fraccions sinaptosomals per als estudis de toxina-e.

A més, els nostres estudis mostren una By, tres cops més elevada per la toxina-e-GFP
que per la protoxina-e-GFP, fet que podria estar relacionat amb 1’oligomeritzacié de la

toxina-e-GFP a la membrana plasmatica de la cel-lula.
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A la vista d’aquests resultats podriem especular, doncs, que per cada receptor, la
protoxina-e-GFP s’uniria a la membrana plasmatica formant dimers, mentre que la
toxina-e-GFP formaria heptamers (Petit et al., 1997; Miyata et al., 2002) o hexamers,
detectant, aixi, un nombre de molecules de toxina-e-GFP tres cops superior al de
protoxina-e-GFP. Evidentment, aquesta proposta és especulativa i es requereix un estudi

més acurat per arribar a aquesta conclusid.

B.2. Caracteritzacio de la unié de toxina-g a cél-lules MDCK.

La toxina-¢ s’uneix a la membrana plasmatica de les cel-lules MDCK on oligomeritza i
s’inserta formant un porus que provoca la mort de la cel-lula (Petit e al.,, 1997).
Actualment no s’ha pogut identificar el receptor al qual podria unir-se i/o desenvolupar
la seva activitat biologica. En realitat, tampoc es segur, pero, si existeix un receptor a la
membrana d’aquestes cel-lules implicat en aquest procés, o si al igual que succeeix amb
moltes toxines citolitiques, la toxina-¢ podria interacionar directament amb les cadenes
hidrocarbonades 1 insertant-se sense la necessitat d’un receptor especific 1 formar un
porus en les membranes lipidiques (Nelson et al., 2000). De fet, incubacions de la
toxina-¢ a membranes lipidiques artificials van revelar que aquesta era capa¢ de formar-
hi porus sense la necessitat d’interaccionar amb cap receptor proteic en concret (Petit et
al., 2001). No obstant, degut a I’especificitat que presenta aquesta toxina sobre certs
tipus cel-lulars, la majoria d’autors, si no tots, estan d’acord en l’existéencia d’un

receptor a la membrana cel-lular de les cel-lules diana.

En aquest treball hem conduit una serie d’experiments per con¢ixer la natura d’aquesta
unio. Per extreure els glucids varem fer servir una glucosidasa genérica, coneguda com
N-glicosidasa F, que hidrolitza els N-glicans, essent aquests els més abundants en el
mon dels mamifers. Per extreure els O-glicans varem fer servir un tractament de B-
eliminacié amb NaOH. I per extreure els lipids varem fer servir una bateria de

detergents.

Tal com demostren els nostres experiments, podem concloure que la unié de la toxina-
€ a les cel-lules MDCK depen d’un arbre glucidic, concretament un O-glica. La unid de
la toxina-e no es va veure alterada amb els tractaments de N-glicosidasa F, suggerint

que els N-glicans no estarien involucrats en la unid de la toxina-¢€. En canvi, si que es va
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quantificar una reduccid del 95% en la uni6 de la toxina-¢ després de la B-eliminacid, tal

com demostren els experiments d’ELISA.

Amb la idea d’identificar els glicids implicats en la uni6 de la toxina-g¢ varem coincubar
les cel'lules MDCK fixades amb la toxina-e-GFP juntament amb una bateria de
carbohidrats en exces: D(-)fructosa, D(+)glucosa, D(-)manitol, D(-)sorbitol, acid sialic,
galactosa, lactosa, sucrosa, N-acetilglalactosamina i1 sacarosa. No varem observar cap
tipus de reduccid en la unid de la toxina a la membrana plasmatica de les cel-lules (no
mostrat). Pel que fa a 1’acid sialic, aquesta observacid estaria en contradiccié amb la de
Nagahama 1 Sakurai (Nagahama 1 Sakurai, 1992), que van trobar que la uni6 de la
toxina era sensible al tractament amb neuraminidasa (que extreu I’acid sialic) perd en

fraccions sinaptosomals.

Per altra banda, també varem fer estudis de competicié utilitzant un carbohidrat amb
més complexitat, anomenat Galacto-N-biose (T-antigen), de composicid : B-D-Gal-
(1-3)-D-GalNAc, que és el més abundant en els O-glicans (Ju et al., 2002). No vam
observar cap canvi en la uni6 de la toxina-¢ a les cel-lules MDCK (no mostrat).
Probablement, I’arbre glucidic involucrat en la unié de la toxina tingui una composicid
més complexa, ja que el T-antigen €s un de les components més senzills d’O-glicans,
essent el principal precursor per a la formacié d’aquests. Segurament per aquest fet, la
toxina s’uneixi a estructures concretes d’alguns organs i tamb¢ ho faci selectivament a
poques linies cel-lulars i no a la gran majoria, ja que es deu unir a un complex glucidic

especific i present a determinades estructures.

Per altra banda, també podem concloure que un ambient lipidic (o la integritat de la
membrana plasmatica) és important en permetre la unié de la toxina-g, ja que tot i que
tractaments a concentracions baixes de detergent fan augmentar la unié de la toxina a la
membrana plasmatica, els tractaments a concentracions elevades la fan disminuir
totalment. Amb els nostres resultats podem afirmar, que el possible receptor de la
toxina-¢ estaria emmascarat, ja que tractaments a concentracions més baixes de colat de
sodi i CHAPS a 4°C fan augmentar en el doble, la unié de la toxina-& a la membrana
plasmatica de les cel-lules MDCK, tal com demostren els experiments d’ELISA. En
canvi, no vam observar cap alteracio en la constant d’afinitat, suggerint unicament el
desemmascarament dels receptors, deixant-los aixi, més exposats a la toxina-€. A més,
es postula que el possible receptor de la toxina-¢ es localitzaria en els dominis de la

membrana resistents a detergents, DRMs (Miyata et al., 2002; Soler-Jover et al., 2004).
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Aixi mateix, els nostres tractaments amb colat de sodi a TA mostren un patrd puntejat
en la unidé de la toxina-¢ a la membrana plasmatica de les cel-lules MDCK, reforgant

aquesta idea.

B.3. Caracteritzacio de la unio de la toxina-¢ a sistema renal.

Se sap que la toxina-¢ injectada i.v a ratolins s’acumula als ronyons i es distribueix pels
tubuls distals 1 col-lectors, on produeix la mort de les seves cel-lules epitelials revelada

per I’observaci6 dels seus nuclis picnotics (Tamai ef al., 2003; Soler-Jover ef al., 2004).

Hem confirmat, mitjangant incubacions de la toxina-g sobre seccions de rony6 i1 bufeta
de ratoli i d’altres especies (vaca, xai, cabra i huma), que la uni6 de la toxina es doéna
principalment a les cel-lules de la part luminal dels tubuls distals i col-lectors 1 en menor
grau a la part basolateral de les cel-lules d’ambdos tubuls, coincidint amb un patrd
d’unié similar al de la toxina-¢ injectada. Les unions de la toxina-¢ als tibuls distals 1
col-lectors de rony6 de cabra i ovella és més elevada que a la resta d’especies, aixo
podria explicar per que les cabres 1 ovelles son els hostes més habituals (o especies més
sensibles) per a la toxina-g, ja que podrien presentar més quantitat de receptors. A més,
incubacions de la toxina-¢ amb seccions de bufeta, ureter i uretra de ratoli 1 d’altres
especies (vaca, xai i cabra), van mostrar unid de la toxina a I’epiteli de revestiment en
cada cas, 1 compartiria, juntament amb els tibuls distals i1 col-lectors del ronyd, una
composicid similar que permetria la unié de la toxina-e. Aquests resultats demostren

que el possible receptor per a la toxina-¢ a sistema renal es troba a diferents especies.

Per estudiar la natura de la uni6 de la toxina-¢ en I’ambit renal, varem dur a terme els
mateixos tractaments (Pronasa E, detergents, N-glicosidasa F i B-eliminacid) que en les

cel-lules MDCK, pero amb seccions de bufeta 1 ronyd de ratoli i d’altres espécies.

Amb els nostres resultats podem concloure que la uni6 de la toxina-€ a sistema renal €s
depenent de proteines, ja que després dels tractaments amb Pronasa E varem veure una
reduccio de la unio de la toxina-¢. A més, I’ambient lipidic estria implicat en la uni6 de
la toxina-g, ja que tractaments amb detergents redueixen completament la unié de la
toxina-g, excepte en el cas del colat de sodi que té una CMC elevada (detergent suau) i
on es va veure un augment en la seva uni6. Sembla ser, doncs, que els lipids tindrien un
paper important en permetre aquest emmascarament parcial del possible receptor al

ronyo. Per altra banda, tal 1 com demostren els experiments de f-eliminacio, la unié de
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la toxina-¢ al sistema renal és depenent de glicids, concretament d’O-glicans. Val a dir,
que en el cas de les bufetes de cabra, ovella 1 vaca, es va veure una reduccid
significativa després de cinc dies de tractament, suggerint que en aquestes especies hi
podria haver una major densitat de receptors en la bufeta que en els tabuls distals 1
col-lectors del rony6 o simplement podria ser degut a la disposicio cel-lular del I'uroteli,
que li dona la caracteristica de ser impermeable i més resistent a agents externs

(Junqueira i1 Carneiro, Histologia basica 5 edicion., 2000).

Tots aquests resultats coincideixen amb els obtinguts en cél-lules MDCK, on els
tractaments amb colat de sodi van mostrar un increment d’aproximadament el doble, en
la unié de la toxina a la membrana plasmatica. I els tractaments de B-eliminacié van
reduir al voltant del 95% la unié de la toxina. Aixi doncs, amb els nostres estudis,
podem hipotetitzar que tant en cel-lules MDCK com en el sistema renal en general,
aquest ambient glucidic podria ser algun O-glica que estaria unit a una proteina (que in

vivo produiria els efectes biologics de la toxina-¢), ja sigui de manera directa o indirecta.

B.4. Unio de la toxina-¢ a sistema nervios.

El grup del Dr. Okabe defensava la hipotesi de que la neurotoxicitat de la toxina-¢ venia
donada per una acci6 directa sobre el sistema glutamatérgic, provocant una secrecid
excessiva de glutamat, que conduiria a la mort neuronal per excitotoxicitat (Miyamoto
et al., 1998 1 2000). A més, s’ha descrit que la toxina-¢ té un lloc d’unié especifica a les
membranes de sinaptosomes aillats de cervell de rata (Nagahama i Sakurai, 1992). Vam
voler estudiar aquesta unio i la capacitat de la toxina-g¢ per provocar la secrecid de

glutamat.

Vam intentar demostrar aquest efecte incubant la toxina en fraccions sinaptosomals
aillades de rata 1 ratoli. Els sinaptosomes, un cop aillats, mantenen durant unes hores les
propietats bioquimiques i metaboliques, 1 es pot estimular la fusié de vesicules
sinaptiques mitjancant la despolaritzacié de la membrana amb KCI, que provoca
I’obertura de canals idnics dependents de voltatge, i per tant, 1’entrada d’ions Ca”>". El
glutamat alliberat es pot mesurar en un fluorimetre, gracies a la reaccio de la glutamat
deshidrogenasa (GDH). Segons la hipotesi excitotoxica, la toxina formaria porus a les
membranes dels sinaptosomes amb la conseqiient entrada de Ca®", i per tant, la secrecid

de glutamat. Els resultats obtinguts al laboratori van mostrar que la toxina no era capag
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de provocar I’alliberaci6 de glutamat pels sinaptosomes, tot i que aquests eren
funcionals. Aix0 ens va fer pensar que la toxina possiblement tampoc s’estava unint
directament als sinaptosomes sino que potser ho feia a alguna estructura que es trobaria
dins la mateixa fraccié a I’hora d’aillar els sinaptosomes; de fet, esta descrita la
copurificaci6 de restes de mielina considerades com a contaminants a les fraccions

sinaptosomals (Takamori ef al., 2006).

Per estudiar aixd vam fixar aquests sinaptosomes sobre cobreobjectes de vidre tractats
amb polilisina 1 vam realitzar incubacions amb la protoxina-e-GFP juntament amb
anticossos contra proteines sinaptiques com SNAP-25, VAMP-2 i sintaxina-1, perod no
vam trobar colocalitzacié. En canvi, si que vam trobar colocalitzacié en utilitzar
anticossos contra la proteina basica de la mielina (MBP), confirmant que la toxina

s’estava unint a fragments de mielina recircularitzada presents a la preparacio.

Per tal de determinar si aquesta uni6 era caracteristica de la mielina aillada 1 també tenia
lloc en el teixit nervids, varem dur a terme les mateixes incubacions en seccions de
cervell de ratoli. Vam detectar unio de la toxina-¢ als tractes mielinics del cervell,
coincidint amb els resultats anteriors. Aquesta unio es va veure incrementada després
d’un pretractament amb el detergent colat de sodi, segurament a causa d’una millor
exposicio del receptor de la toxina-g, coincidint amb els resultats obtinguts a sistema

renal 1 comentats anteriorment.

A més, incubacions amb seccions de cervell d’ovella i vaca van revelar que la toxina
també s’unia a estructures mieliniques. A més, en aquestes espeécies també ho fa a
I’endoteli de la microvasculatura del cervell, mentre que a ratoli inicament reconeix
estructures mieliniques. Aix0 podria estar relacionat amb que 1’ovella 1 la vaca son els
hostes naturals, on s’hi trobaria una major densitat del receptor de la toxina-¢ a la
microvaculatura del cervell. També pero, podria ser a causa que 1’endoteli en el cas del

ratoli fos més sensible als processos de manipulacio i fixacid.

La toxina-¢ també reconeix la mielina del SNP. Curiosament, també reconeix la zona
dels nodes de Ranvier, probablement, a causa que la toxina estaria reconeixent una
proteina especifica d’aquesta zona. També podria ser que en els nodes de Ranvier el
possible receptor estigués més ben exposat i per aquest motiu es detecta més que no pas
en la coberta externa de la mielina, ja que la mielina té un alt component lipidic, al

voltant del 70% (Tzakos ef al., 2005), 1 podria estar emmascarant el receptor.
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Per estudiar la natura de la uni6 de la toxina-g en 1’ambit del sistema nervids vam dur a
terme els mateixos tractaments (Pronasa E, detergents, N-glicosidasa F i1 -eliminacid)

que haviem fet anteriorment amb el sistema renal.

Amb els nostres resultats podem concloure que la toxina-¢ s’uneix a una proteina de la
mielina, que es troba tant al SNC com del SNP, ja que es mostra una reduccié en la unid
de la toxina-¢ després del tractament amb Pronasa E. Aquests resultats estan en
consonancia amb els resultats de Nagahama i Sakurai I’any 1992, on van demostrar que
la toxina-¢ a homogenats de cervell de rata i fraccions sinaptosomals també era sensible
a Pronasa E. També estan en consonancia amb els nostres resultats trobats a sistema
renal on es produeix una reduccié de la uni6 de la toxina-¢ als tibuls distals i1 col-lectors
després del tractament amb Pronasa E. Val a dir, que la concentraciéo de Pronasa E
requerida en el sistema nervids €s més alta que la requerida en el sistema renal per veure
uns efectes similars en la reduccié de la marca de la toxina. Aix0 podria explicar-se a
causa d’una major densitat de receptor per a la toxina-¢ en la mielina, o bé, que a la
mielina el receptor esta més emmascarat que al sistema renal. Aquest emmascarament
podria donar-se per lipids, ja que la mielina té un alt component lipidic. Aixo no seria
estrany, ja que tant a sistema renal com a nervids s’observa un augment en la marca de

la toxina-¢ després de tractar amb colat de sodi.

Aixi mateix, els tractaments amb detergents no van mostrar cap modificacio en la unié
de la toxina-¢ a tractes mielinics grans. Si que es va observar pero, canvis en la unio6 a
tractes mielinics més petits, on després de tractar amb colat de sodi s’hi va notar un
augment en la marca de la toxina-g, revelant que el receptor de la toxina-¢ a estructures
mieliniques estaria protegit per una molecula de natura lipidica, coincidint amb els

resultats obtinguts a sistema renal.

Per altra banda, els glucids (O-glicans) també estarien involucrats en la uni6o de la
toxina-g¢ en les estructures mieliniques, tal i com succeeix en el sistema renal. Amb
aquests experiments, perd, no podem saber si el tipus d’O-glica seria el mateix en

ambdos sistemes.

B.S. Valoracio general de la unio de la toxina-¢ a sistema renal i nervios.

Amb els resultats obtinguts a sistema renal 1 nervios, podem concloure que la uni6 de la

toxina-¢ podria ser del tipus lectina, que estaria reconeixent un arbre glucidic especific.
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Aix0 ha estat descrit per altres toxines com ¢€s el cas de la lectina produida pel fong
parasit Laetiporus sulphureus (LSL), també classificada com a proteina -formadora de
porus, amb una estructura tridimensional similar a I’aerolisina d’Aeromonas hydrophila
1 a la propia toxina-€. Aquesta toxina t¢ un domini N-terminal que actua com a lectina i

un domini C-terminal que actua com a formador de porus (Manchefio et al., 2005).

L’efecte biologic de la toxina es produeix a 1’endoteli vascular i en el sistema renal (tant
en cel-lules MDCK com a tubuls distals 1 col-lectors de ronyd), on hi trobem uni6 de la

toxina-€.

Nosaltres proposem dues hipotesi per explicar 1’efecte biologic de la toxina a nivell

cel-lular:

Hipotesi directa: La toxina-¢ s’estaria unint a una proteina O-glicosilada gracies a la

qual oligomeritzaria i s’inseriria a la membrana plasmatica, on duria a terme el seu

efecte biologic.

Hipotesi indirecta: Hi hauria dues molécules implicades en la unid i acci6 de la toxina-e.

Una primera proteina (receptor) amb una composicido O-glucidica determinada, que
permetria que la toxina-¢ s’hi unis 1 oligomeritzés independentment de temperatura.

Aquesta proteina és la que detectariem en els nostres experiments d’ELISA.

Unicament, perd, a 37°C I’oligdmer format s’insertaria a la membrana de la cél-lula
produint possiblement un canvi de conformacié d’aquest receptor i permetria el contacte
d’aquest complex amb una segona proteina de membrana (coreceptor), que podria estar
localitzada a la cara citosolica. El contacte amb el coreceptor acabaria d’insertar

I’oligdmer i es formaria un porus que portaria al desenvolupament de 1’efecte biologic.
Aquestes hipotesis es resumeixen en la figura segiient (Figura D1) en forma d’esquema.

D’altra banda, la toxina-¢ també reconeix estructures mieliniques, tot i que en aquest cas
no s’ha relacionat amb cap efecte biologic. A arrel dels resultats obtinguts, proposem
que la protoxina-e-GFP ¢és una bona eina per a la identificacié directa d’estructures

mieliniques, amb el valor afegit que en forma de protoxina-€ no presenta toxicitat.
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Figura D1. Hipotesis directa i indirecta sobre I’accid de la toxina-g en cel-lules MDCK. La hipotesi directa la toxina
oligomeritza en unir-se al seu receptor (proteina X) on també s’insereix i provoca el desequilibri ionic que condueix a
la mort cel'lular. En la hipotesi indirecta, la toxina oligomeritza i es preinsereix a la membrana, aixo provoca un canvi
de conformacio en el seu receptor (proteina X amb canvi de conformacid). Aquest receptor que té associat 1’oligdomer
de toxina viatja per la membrana fins trobar el coreceptor (proteina Y) que permet la insercié completa de 1’oligdmer

provocant el desequilibri ionic amb la posterior mort cel-lular.
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Per una banda, vam pensar que el receptor tant a sistema renal com a nervios podria ser
el mateix (o si més no, presentar alguna homologia). Per tant, vam buscar a la
bibliografia estructures que es trobessin en tots els organs. Malauradament, quasi no hi
ha estructures compartides en aquests dos tipus de teixits, 1 d’entre els pocs candidats,
vam trobar una molécula anomenada Myelin and lymphocyte-associated protein, MAL
o VIP17, també coneguda com (MAL/VIP17). Aquesta molecula €s un proteolipid que
es troba unit a I’aquaporina 2 (AQ2) en les cél-lules dels tabuls col-lectors del ronyo
(Kamsteeg et al., 2007). T¢ una distribucidé molt reduida, a banda de trobar-se al ronyd
(tabuls distals 1 col-lectors), també es troba a la medul-la espinal (mielina), cervell
(mielina), estomac i el cec de l'intesti gros (Kim et al., 1995; Magyar et al., 1997).
Estudis posteriors van demostrar que MAL copurifica amb certs glicoesfingolipids dels
DRMs, indicant una associacio propera o fins 1 tot alguna possible interaccié funcional
entre el MAL 1 aquests (Frank, 1999). Aquesta informacio esta en consonancia amb el
que se sap fins ara sobre el possible receptor de la toxina-g, malgrat que la MAL ¢és un
proteolipid 1 el receptor de la toxina es postula que podria ser una proteina O-glicosilada.
De fet, immunodeteccions dobles de I’anticos contra la MAL amb la protoxina-e-GFP
no van mostrar colocalitzacid, Uinicament en el cas dels tibuls distals es va trobar la
marca de la toxina molt propera a la de la MAL (imatges no mostrades). Per tant, no

hem trobat evidencia directa de que MAL estigui involucrat en la uni6 de la toxina.

B.6. Unioé de la toxina-¢ a altres organs.
Vam voler estendre 1’estudi de la unid de la toxina-¢ a altres organs.

La toxina-¢ també reconeix [’epiteli de revestiment dels conductes excretors de
glandules salivals de ratoli. També vam observar uni6 de la toxina-¢ a seccions de timus
de ratoli, on presentava un patré reticular 1 es localitzava a la part medul-lar i

corticomedul-lar, tal i com ho demostren les incubacions amb diverses lectines.

Si bé hi ha una colocalitzacié parcial de la marca del timus amb algun marcador de
macrofags com I’anti-CD68 (Kim et al., 2010), i la marca de la toxina es troba molt a
prop, inclis embolcallada pel marcador anti-Iba-1, encara no hem identificat 1’estructura
al timus a la que s’uneix la toxina. El marcatge de la toxina en el timus segueix un patrd

reticular, la qual cosa ens va fer pensar en la distribucié de les ce¢l-lules reticulars
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d’aquest organ. Aix0 no ha pogut ser confirmat i la uni6 de la toxina-¢ al timus encara

esta en estudi.

Podem dir que aquesta uni6é depeén de proteines, ja que s’observa una reduccio en la unid
de la toxina-g després del tractament amb Pronasa E. D’altra banda, els tractaments amb
detergents no van mostrar cap tipus d’alteracio en la seva unid. Aixo0 explicaria per que
al timus la uni6 de la toxina-¢ no dependria de lipids (els lipids no emmascararien el
possible receptor), si no que dependria més d’una natura proteica. Val a dir, que la
concentracid de Pronasa E requerida en el timus €s molt més baixa que la requerida a
sistema nervios 1 renal per veure uns mateixos efectes en la reduccié de la uni6 de la
toxina, per tant, juntament amb les conclusions anteriors podem assumir que en el timus
el possible receptor estaria més ben exposat, i estaria principalment format per una
estructura proteica. Encara esta en estudi la implicacié dels sucres en la unié de la

toxina al timus.

C. Cross-linking i immunoprecipitacions en cél-lules MDCK.

Vam pensar que una bona aproximacio per trobar el receptor de la toxina-¢ seria fent
servir el model de cel-lules MDCK, el més sensible a la toxina-¢ (que vindria a ser una
representacio fisiologica del que succeeix en el ronyo). Varem utilitzar metodes de
cross-linking per fixar la toxina-¢ al seu receptor i1 poder captar posteriorment el

complex.

Es va detectar un complex d’alt pes molecular, d’uns 200 kDa, al tractar les cel-lules
MDCK amb toxina i cross-linker, mentre que amb la protoxina-¢ es forma un complex
en forma de banda electroforética d’uns 60 kDa. Aquesta banda podria correspondre o
bé a un homodimer de protoxina-g¢ o bé a un heterodimer de protoxina-& amb el seu

receptor, on el receptor tindria un pes similar al de la protoxina-¢, d’uns 30 kDa.

Les incubacions amb protoxina-e-GFP van evidenciar una banda al voltant dels 95 kDa,
que podria correspondre a un heterodimer format per la protoxina-e-GFP (de 65 kDa)
més una proteina d’uns 30 kDa. No tenim, pero, cap resultat que demostri de manera
directa I’existéncia de 1’heterodimer. Tot i que, aquests resultats coincidirien amb un
estudi previ on el grup del Dr. Popoff va detectar una proteina al voltant de 37 kDa

aillada mitjancant teécniques de purificacié amb columnes d’afinitat (Petit ez al., 1997).
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C.1. Identificacid i seqiienciacio de la banda on es localitza el receptor de la toxina-

€.

Amb la idea de recuperar la banda on estaria localitzat 1’heterodimer del receptor amb la
toxina-g, o el receptor amb la protoxina-e¢, hem dut a terme diverses aproximacions
experimentals sobre les cel-lules MDCK: utilitzacid de cross-linkers (DMS, DSS,
DTSSP i ANB-NOS), immunoprecipitacions i analisi amb gels d’acrilamida (d’una 1

dues dimensions).

Pel que fa als gels bidimensionals 1 les immunoprecipitacions amb proteina G-sefarosa,
no varem obtenir cap resultat positiu, degut a la baixa solubilitat del receptor. Aixd no
era d’estranyar ja que aquest es troba majoritariament en els DRMs, els quals sén

dominis resistents a detergents (Miyata et al., 2002).

Per altra banda, vam fer una técnica que consistia en incubar les cel-lules MDCK amb
GST-protoxina-¢ 1 un dels cross-linkers que era fotoactivable (ANB-NOS).
Posteriorment es va purificar la mostra incubant-la amb boles magnétiques recobertes
amb glutati6. Aquest metode tampoc va donar cap resultat aclaridor. Els tractaments
amb la resta de cross-linkers si que van evidenciar una banda que correspondria a
I’heterodimer, i concretament, el cross-linker que millor va permetre la seva
visualitzacié va ser el DMS amb la posterior separaci6 de proteines en els classics gels
d’acrilamida. Aixi doncs, varem retallar les bandes d’interés i les varem enviar al servei
de protedomica dels serveis cientificotecnics de la UB al Parc Cientific de Barcelona.
Amb aquest metode no es va detectar la protoxina-¢ en la banda corresponent al
possible heterodimer. Si que es va detectar, pero, la toxina-¢ en la banda del complex
d’alt pes molecular. Els resultats obtinguts de la seqiienciacié on detectaven la toxina-¢

no van revelar, pero, cap proteina d’interés a la que hi pogués estar unida.

Finalment, vam desenvolupar una técnica més fina on s’incuben les cel-lules MDCK
amb 6xHis-toxina-¢ o 6xHis-protoxina-g, i posteriorment es tracta amb el cross-linker
DMS. Aquesta construccié (6xHis-toxina-g) la vam produir amb la idea de poder
utilitzar detergents 1 urea (altament desnaturalitzant a concentracions elevades) per
solubilitzar al maxim les proteines que es troben als DRMs (on es localitzaria el
complex de toxina-¢ 1 receptor). Podem detectar la toxina-¢ en condicions
desnaturalitzants (8M urea) ja que la cua d’histidines no perd la seva habilitat per unir-

se a metalls (boles de cobalt).
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Els resultats demostren que el receptor es pot solubilitzar amb aquestes condicions, ja

que es detecta una banda d’alt pes molecular en el sobrenedant després de tractar amb

detergents i urea (al voltant de 200 kDa). En canvi, no es detecta cap banda en el

sobrenedant després de tractar unicament amb detergent sense urea.

La banda detectada es va seqiienciar i vam identificar dues proteines candidates: la

podocalixina i ’anexina A2.

La podocalixina és una sialoglicoproteina que conté glucids del tipus N-glica i
O-glica (Dekan ef al., 1991). La podocalixina es troba sobre tot a la part luminal
de les cel-lules epitelials del glomerul i els podocits, on tindria una funcié anti-
adherent, mantenint 1’estructura del glomerul (Seiler ez al., 1977; Kerjaschki et
al., 1986). També es troba a les neurones durant el seu desenvolupament, i
estaria implicada en el creixement de la neurona aixi com en la formacio de
I’arbre dendritic 1 la fasciculacié axonal (Vitureira et al., 2010). També es troba
a la part luminal de les cel-lules endotelials (Horvat et al., 1986). Per aquestes
implicacions en el sistema renal, nervids i en I’endoteli, a banda, de la seva

composicid O-glucidica, creiem que és un bon candidat a estudiar.

D’altra banda 1’anexina A2 també és un bon candidat a estudiar, ja que és una
glicoproteina amb un pes molecular d’uns 36 kDa (i aix0 coincideix amb els
nostres resultats 1 els del Dr. Popoff on es postula que el receptor de la toxina
hauria de tenir un pes similar). L’anexina A2 es membre de la familia de les
proteines d’uni6 a fosfolipids i actines dependents de calci, 1 estan implicades en
nombroses funcions a nivell intracel-lular (Gerke 1 Moss, 2002). A més,
I’anexina A2 s’expressa tant a SNC (Eberhard et al., 1994; Naciff et al., 1996;
Zhao et al., 2004) com a SNP; on es localitza a les regions paranodals 1 a les
insisures de Schmidt-Lanterman (Hayashi et al., 2007), coincidint amb els
nostres resultats de feasing de nervi ciatic de ratoli incubat amb la toxina on vam

veure unid a aquestes mateixes regions.

C.2. Conclusions obtingudes dels tractaments amb cross-linkers, i especulacions

sobre els possibles receptors de la toxina-e.

Els tractaments amb urea 8M 1 Trito X-100 a 1’1% permeten solubilitzar

aproximadament la meitat dels receptors on s’uneix la toxina-¢ (imatge no mostrada).
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Aquestes concentracions tan elevades d’urea, desnaturalitzen les proteines i fa que sigui

impossible d’immunoprecipitar-les amb els anticossos disponibles.

La produccié de la toxina-¢ amb una cua de 6 histidines a la part aminoterminal (6xHis-
toxina-g) va permetre unir la toxina al seu receptor, 1 captar posteriorment el complex

toxina-receptor mitjangant boles recobertes de cobalt.

Tal com s’ha dit més amunt, la seqiienciacid del complex (>200 kDa) va revelar la
preséncia de podocalixina 1 anexina A2 que podrien estar relacionades, directament o
indirectament, amb la unid de la toxina-¢ al seu receptor. Aixi doncs, aquestes proteines

podrien prendre joc en les nostres hipotesis directa i indirecta explicades anteriorment.

D. Caracteritzacio dels diferents mutants de la toxina-g. Estudi de la

distribucio de la toxina-¢ i els seus diferents mutants in vivo.

El nostre laboratori esta interessat en trobar alguna mutaciéo de la toxina-e¢ que no
presenti citotoxicitat perd que tingui la capacitat de travessar la BHE. Estan descrits dos
mutants de la toxina-e (mutant 1 1 mutant 2) que no soén citotoxics, tot i que es poden
tornar toxics al tractar-los amb un agent reductor (Pelish 1 McClain, 2009). Hi ha també
un altre mutant (mutant 3) que ha perdut completament la seva activitat toxica (Oyston

etal., 1998).

Aixi doncs, al laboratori varem produir aquests mutants de la toxina-¢ perd com a
proteines de fusié amb la GFP. Els estudis d’unid (tant mitjangant injeccions i.v com
incubacions) demostren que tots els mutants, ja estiguin activats o no amb tripsina,
reconeixen les mateixes estructures que la protoxina-e-GFP i la toxina-e-GFP. Respecte
als estudis de citotoxicitat a les cel-lules MDCK, només el mutant 1, després de ser
activat amb tripsina i DTT, presenta una toxicitat igual a la de la toxina-e-GFP salvatge
(wt). La resta de mutants no presenten citotoxicitat. Aquests resultats no concorden
exactament amb els resultats de Pelish 1 McClain que mostren que tant el mutant 1 com
el 2 presenten toxicitat després de ser activats amb tripsina i DTT, tot 1 que encara en
desconeixem les causes. El mutant 3 és una toxina-e-GFP inactiva 1 no és citotoxic,

coincidint aixi amb el que ja estava descrit pel mutant no fusionat amb GFP (Oyston et

al., 1998).
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D.1. Distribucio i efectes de la toxina-e-GFP i dels diferents mutants a ronyo.

El ronyd és 1’0rgan on més toxina-¢ s’acumula després de la seva injeccid i.v. A més, en
casos naturals d’enterotoxémia a ovelles, és també un dels organs més afectats (pulpy

kidney disease).

Resultats obtinguts al nostre laboratori després d’injectar i.v la toxina-e-GFP a rata 1
ratoli van revelar marca fluorescent en els tibuls proximals i en els distals, amb algunes
diferéncies. Mentre que els tubuls proximals presentaven gran quantitat de fluorescéncia
a la part apical, els distals presentaven molta menys fluorescéncia, 1 aquesta
s’acumulava de manera uniforme al voltant de tota la membrana plasmatica de les
cel-lules epitelials. Aixi mateix, la toxina-e-GFP provocava la mort de cel-lules
epitelials dels tabuls distals, manifestada en un principi per I’aparicié de nuclis picnotics,
1 posteriorment per la completa desorganitzacié d’aquests tibuls, mentre que aquests
efectes no es donaven a I’injectar la protoxina-e. A més, aquesta marca als tabuls distals
era desplacada amb la coinjeccid en excés de protoxina-¢ no marcada, mentre que la
marca observada als proximals restava intacta (Soler-Jover ef al., 2004), suggerint que
només la unid a tubuls distals s especifica. Aixo es va acabar de demostrar injectant la
GFP sola que s’acumulava als tubuls proximals perd no n’apareixia en absolut als

distals.

Encara no se sap quina ¢és la via d’arribada de la toxina als tibuls renals. De fet, hi

hauria dues vies d’arribada no excloents de la toxina als tabuls distals.

Una primera via d’arribada podria fer-se a través del filtrat glomerular. Una certa
quantitat de toxina arribaria als tubuls proximals, on seria reabsorbida juntament amb la
resta de proteines que hi arribessin. Una petita part, perd, podria escapar cap als tibuls

distals on trobaria els seus llocs d’unié especifics provocant aixi la citotoxicitat.

Una segona via d’arribada de la toxina als tibuls distals seria mitjancant la circulacio
sistémica a través dels capil-lars que nodreixen les seves cel-lules. A més, també s’ha

vist que hi ha acumulaci6 de toxina als capil-lars renals (Soler-Jover et al., 2004).

Estudis comparatius entre les injeccions i.v de toxina-¢ i les incubacions sobre teixit
reforcen la hipotesi de la combinacié de totes dues vies d’arribada, ja que la toxina-¢
injectada presenta marcatge en els tubuls distals perd aquesta marca es doéna
principalment en els vasos i en la zona basolateral de les cel-lules epitelials dels tubuls

distals (indicant que la toxina-¢ tindria accés a través dels vasos i un primer contacte
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amb aquesta part basolateral on produiria els seus efectes citotoxics). Una quantitat molt
menor es detecta a la zona apical de les cél-lules epitelials (aix0 podria ser causat o bé
per una petita part de la toxina-¢ que s’ha escapat del filtrat glomerular 1 ha arribat als
tabuls distals, o bé a causa d’alteracions en les unions intercel-lulars de les cél-lules
epitelials dels tubuls distals per on podria passar la toxina-¢ i tenir accés aixi a la part

apical).

En canvi, les incubacions amb la toxina-¢ mostren unié a la part luminal dels tabuls
distals que correspondria a la part apical de les cel-lules epitelials i també en menor grau
a la part basolateral. Aix0 podria explicar-se ja que a la part apical dels tubuls distals si
que hi hauria receptor (i en gran quantitat) perd aix0 no es detectaria aixi en les
injeccions 1i.v, a causa de la molt poca quantitat de toxina-¢ que arribaria als tubuls
distals després de fer-se el filtrat glomerular (la major part quedaria retinguda als tabuls
proximals i1 vasos). Possiblement, per aquest motiu, no es detecta als tibuls distals tanta
fluorescencia després de ser injectada com amb les incubacions. Aixi doncs, sembla ser

que el receptor per a la toxina-¢ es troba tant en la part apical com en la basolateral.

Pel que fa als mutants, hem observat que el patré d’unio6 1 efecte tant a tibuls distals
com a proximals, és molt similar al de la toxina-e-GFP o protoxina-e-GFP salvatges
(wt). En tots els casos s’observa un marcatge puntejat a la part apical de les cel-lules
epitelials dels tabuls proximals 1 un marcatge uniforme al voltant de tota la membrana
plasmatica de les cel-lules epitelials dels tabuls distals. Assumim doncs, que 1’tinica
marca especifica és als tubuls distals, tal i com passa en el cas de la toxina-e-GFP o

protoxina-g-GFP (wt).

Curiosament, els animals injectats amb els mutants 1 1 el 2 van morir en els mateixos
temps que els injectats amb toxina-e-GFP (wt). També van presentar un edema
generalitzat 1 uns ronyons hemorragics amb la mort de les cel-lules epitelials dels tibuls
distals evidenciada per la deteccidé dels nuclis picndtics en aquesta zona. Aquests
mutants, pero, no havien estat activats amb agents reductors (com el DTT), la qual cosa
es contradiu amb els resultats obtinguts en les proves de citotoxicitat en les cel-lules
MDCK, ja que els mutants injectats varen ser activats amb tripsina perd no varen ser
tractats amb DTT, per tant, no haurien de presentar toxicitat en 1’animal (tal i com no la
mostren en les cel-lules MDCK). A més, la mort de I’animal també es produeix fins i tot
a I’injectar el mutant 2, on en el cas dels tractaments sobre les cel-lules MDCK no

mostrava citotoxicitat, ni tan sols després de tractar-lo amb DTT.
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Es possible que el plasma del ratoli contingui algun agent reductor (com podria ser
I’acid uric) que inclds a poca concentracid fos suficient com per produir la hidrolisi dels
ponts disulfur en la molécula dels mutants 1 1 2, activant-los com si es tractessin de

toxina-e-GFP (wt).

El mutant 3 no va produir la mort de I’animal i1 es va comportar com la protoxina-¢-GFP,

sense produir edema ni hemorragia renal.

Val a dir, que la marca als tibuls proximals és més intensa en els casos de les injeccions
amb protoxina-e-GFP 1 mutant 3 que no pas en els casos de toxina-e-GFP, mutant 1 1
mutant 2. Aix0 pot estar relacionat amb la capacitat de la toxina-e-GFP (wt), mutant 1 i
mutant 2 per travessar la BHE, penetrant aixi una part al parénquima del cervell i
detectant-se menys quantitat als ronyons. En canvi, la protoxina-e-GFP i el mutant 3 no
tenen la capacitat de travessar la BHE 1 no produeixen la mort de 1’animal. Aquestes no
penetrarien al parénquima del cervell, romanent sempre en circulacid i unint-se més

inespecificament a ’epiteli dels tubuls proximals.

No passaria el mateix en les cel-lules epitelials del tabuls distals ja que la unid, en
aquest cas, €s especifica 1 saturable. Encara que hi hagi més quantitat de toxina en
circulacio arriba un punt que no s’hi pot unir més quantitat al seu receptor especific, i
possiblement per aixo la intensitat d’uni6 de la toxina-e-GFP (wt) i els mutants 11 2 sén

similars.

D.2. Distribucio i efectes de la toxina-¢ i els diferents mutants a sistema nervios.

Una de les primeres raons de la mort dels animals s’atribueix als efectes neurologics
causats per la toxina-¢ (Finnie et al., 1999; Miyamoto et al., 1998). L’efecte de la
toxina-€¢ vindria donat per la seva capacitat de creuar la BHE accedint aixi al teixit
nervids (Finnie ef al., 1999). La toxina-¢ €s capa¢ de produir edema vascular sever a
nivell cerebral, a més de produir danys cel-lulars concrets com I’inflament dels peus
perivasculars dels astrocits, lesions en 1’ambit de ’endoteli vascular cerebral, o també

mort neuronal (Finnie, 1984b).

Estudis previs on es va fer una analisi bioquimica de la sang d’ovelles que patien
enterotoxémia no van revelar cap canvi en els nivells de fosfats, sodi, potassi i clor

comparant amb la sang d’ovelles que no patien aquesta intoxicacid (Gardner., 1973a).
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Es descarta, doncs, que la mort neuronal pogués venir donada per un desequilibri
osmotic en la sang, relacionat amb la disfuncid i posterior mort de les cel-lules epitelials
dels tubuls distals dels ronyons. Aixi doncs, la mort neuronal s’ha atribuit a
I’excitotoxicitat provocada per 1’alliberacié de glutamat o dopamina (a dosis més altes

de toxina) dels terminals nerviosos (Miyamoto et al., 1998).

S’ha descrit que els efectes al cervell depenen de la dosi de toxina-¢ injectada. Aixi,
dosis altes serien capaces de provocar danys al mateix endoteli, causant un greu edema
vasogenic responsable directe de la rapida mort de 1’animal. En canvi, dosis baixes
serien les responsables d’un menor dany de I’endoteli que comportaria una serie de
canvis més lents que acabarien, mitjangant el procés excitotdxic, amb mort neuronal en
determinades zones del cervell i amb una mort molt més tardana de 1’animal (Finnie,

2004).

En aquest treball ens hem centrat principalment en la distribucid de la toxina-¢ durant
una intoxicaci6 aguda. Es va injectar a ratolins grans dosis de protoxina-e-GFP i toxina-
e-GFP. Els animals no van mostrar els episodis de convulsions esperats a causa de
I’activitat excitotoxica de la toxina; aix0 podria ser per la prévia administracid de
ketamina (un antagonista dels receptors de glutamat NMDA) utilitzat en el protocol

d’anestésia (Miyamoto et al., 1998 1 2000).

En I’ambit del cervell es va veure que en els animals coinjectats amb BSA 1 toxina-e-
GFP, la BSA creuava ’endoteli 1 quedava retinguda a la regié perivascular. A més, la
toxina-e-GFP era capa¢ d’unir-se a I’endoteli 1 també de travessar-lo, i no tan sols es
trobava a les mateixes regions perivasculars que la BSA, sino que anava més enlla,
endinsant-se al parénquima del cervell. Principalment, a zones del cerebel 1 peduncles
cerebelars, on s’hi han descrit canvis histopatologics per a la toxina-e¢ (Finnie, 1984a;
Uzal et al., 2002 1 2003). D’altra banda, coinjeccions de toxina-e-GFP amb protoxina-¢
en excés, va evitar la unié i distribucid de la toxina-e-GFP i va confirmar que les dues
proteines competeixen pel mateix receptor en I’endoteli vascular. A més, no es va
detectar fluorescencia en les injeccions amb GFP sola o en combinaci6 amb BSA
(Soler-Jover et al., 2007), indicant que la GFP no té la capacitat d’unir-se a 1’endoteli ni

de travessar la BHE.

Encara no se sap ben bé sobre quins tipus de cel-lules esta actuant la toxina-g¢ en el

sistema nervids. Injeccions i.v amb toxina-e-GFP mostren tres tipus de marcatge
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diferent. Per una banda, hi ha un marcatge de les c¢l-lules endotelials, per altra banda hi
ha un marcatge perivascular (marcatge d’un tipus de c¢l-lula que forma part de la BHE
amb un patrd similar als pericits). Per ultim, hi ha un marcatge puntejat al parénquima

del cervell (patrd similar a cel-lules glials).

El marcatge perivascular ens va fer pensar que la toxina-€ podria tenir un primer efecte
d’entrada en algun tipus cellular que formés part de la BHE (com podrien ser els
pericits) ja fos produint la mort d’aquestes cel-lules o una debilitacié de la unio

d’aquestes.

Estudis amb diferents marcadors d’aquestes cel-lules: a-SMA (per cél-lules musculars
llises 1 pericits) i NG2 (marcador de superficie dels pericits) no van revelar
colocalitzacio amb la toxina-e-GFP en aquestes cel-lules, malgrat en el cas de a-SMA hi
havia una marca molt propera. Si que vam observar, perd, que la toxina no
s’extravasava en les zones on hi havia la marca per I’a-SMA. A més, sempre que s’ha
detectat toxina-e-GFP fora del vas, mai s’ha detectat a-SMA, indicant que les zones del
vas que presenten marcatge per a-SMA poden tenir una composicid que evita la sortida

de la toxina-¢.

De fet, les arteries cerebrals grans es divideixen en arterioles de diametre més petit a
mesura que penetren al cervell 1 aquestes estan formades per: cel-lules endotelials,
cel-lules musculars llises 1 peus astrocitaris. Aquestes encara es poden ramificar més 1
ser de diametre més petit formant els capil-lars, on la composicid varia i passa a ser:
endoteli, pericit i peu astrocitari (Iadecola, 2004). La toxina-¢ estaria afectant inicament

els capil-lars, sense tenir un efecte evident en els vasos sanguinis més grans.

Amb els resultats observats fins ara, no podem assegurar que la toxina no té cap efecte
sobre els pericits, ja que els estudis de fluoresceéncia amb 1’a-SMA no marquen el pericit
sencer. Per tant, podria ser que la toxina estigués marcant el soma del pericit o alguna
part on no es localitzés 1’actina de muscul llis (present dintre del pericit), per aixd no

veiem colocalitzacio amb la toxina.

Per altra banda, estudis previs del nostre laboratori demostren que la toxina-e-GFP
injectada seguia un patrd de distribuci6 similar als observats per les cel-lules glials, on
diferents marcadors per aquests van demostrar una alta colocalitzaci6 en certes zones
indicant que, al menys, part de la toxina-e-GFP s’unia a aquest tipus de c¢l-lules. No

s’ha vist cap canvi morfologic evident en aquestes cel-lules, probablement pels curts
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temps d’exposicio a la toxina, pero si que s’ha vist que la toxina-¢€ €s capa¢ de provocar
mort cel-lular (encara que aquesta citotoxicitat no fos massa elevada) sobre cultius
primaris d’astroglia 1 microglia (amb un grau de citotoxicitat més elevat a microglia)
(Soler-Jover et al., 2007). Aquest resultat va ser interessant, ja que s’ha descrit que
poques cel-lules son sensibles a la toxina, reduint-se principalment a les cel-lules

MDCK o els macrofags peritoneals de conill d’indies (Buxton, 1978c).

La toxicitat microglial, és un punt connector amb el sistema immunitari, on entraria en
joc el marcatge de patrd reticular trobat en les incubacions realitzades sobre talls de
timus de ratoli. Encara desconeixem, perd, la estructura a la que s’hi uneix,
probablement correspon a algun tipus de cél-lula relacionada amb el sistema de defensa,

ja sigui macrofag, cel-lula dendritica o timocit en algun grau de maduracié determinat.

S’ha descrit que la microglia pot ser la responsable de processos d’excitotocitat,
augmentant els nivells de glutamat extracel-lular per inhibici6 de la seva recaptacio pels
astrocits, a través de la interleuquina-1p secretada per la microglia activada (Takahashi
et al., 2003). Per tant, una activacié de la microglia per part de la toxina podria estar
relacionada amb la mort neuronal descrita als animals intoxicats amb dosis baixes de
toxina-€. També existeix la possibilitat de que la toxina-¢, un cop dins del teixit nervios,
pugui arribar a entrar en contacte amb els terminals nerviosos i provocar I’alliberacid
del neurotransmissor de manera directa. De fet, aixd és el que suggereixen els
experiments de Nagahama 1 Sakurai I’any 1992, que van observar uni6 especifica de la
toxina-¢ a preparacions de sinaptosomes aillats de cervell de rata. Fins i tot, van

descriure que aquesta unid seria a través d’una sialoglicoproteina.

Nosaltres hem demostrat que la toxina-¢ no s’uneix a la membrana dels sinaptosomes i
tampoc provoca la secrecid de glutamat del seu interior. Si que hem observat, pero, unid
de la toxina-¢ a fraccions mieliniques recircularitzades presents a la preparacié de
fraccions sinaptosomals. D’altra banda, mitjangant tractaments in vifro amb proteases i
B-eliminacié hem trobat que el receptor de la toxina té una natura glicoproteica tant a
rony6 com a la mielina. Aquests resultats doncs, estan parcialment en concordanca amb

els proposats per Nagahama 1 Sakurai I’any 1992 comentats anteriorment.

Per tal d’estudiar la toxina-€ in vivo en 1’ambit del sistema nervios, al laboratori hem
treballat amb dosis altes de toxina-¢ que provocarien danys greus i la mort rapida de

I’animal. En aquest cas, la toxina-¢ €s capac d’entrar al teixit nervios i unir-se a cel-lules
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glials, pero la mort esdevé massa rapida com per poder veure efectes en 1’ambit
neuronal (Soler-Jover et al., 2007). En canvi, aquest pas de la toxina-¢ a través de la
BHE tindria molta importancia en casos d’intoxicacid subaguda, on serien els danys

neuronals els que provocarien la mort molt més tardana de I’animal.

Per tant, podem defensar que la toxina-¢ a dosis baixes tindria una unid i efecte sobre la
microglia i/o astroglia provocant un augment en la concentracid extracel-lular de
glutamat amb la posterior mort neuronal, i no pas per efecte directe sobre les poblacions
neuronals, encara que estudis a dosis baixes estan en procés al nostre laboratori per

demostrar aquesta via d’accio.

Fent referéncia a 1’estudi de la BHE en relacio amb les diferents mutacions generades,
tant el mutant 1 com el mutant 2 injectats 1.v a ratoli es comporten igual que la toxina-¢
(wt), unint-se a les cel-lues endotelials, produint un edema a la microvasculatura del
cervell, travessant la BHE 1 provocant, finalment, la mort neuronal amb la conseqiient
mort de 1’animal. El mutant 3 Unicament s’uneix a les cél-lules endotelials, sense

provocar cap dels altres efectes; es comporta com la protoxina-e-GFP (wt).

En I’ambit renal hem vist que provoquen els efectes citotoxics en les cel-lules epitelials
dels tubuls distals tal i com ho fa la toxina-¢ (wt). Aixi doncs, una possibilitat és que les
toxines mutades un cop injectades s’activessin d’alguna manera (segurament trencant
els ponts disulfur que son els responsables d’inhibir la toxicitat), produint aixi, els

mateixos efectes que la toxina-¢ nativa.

Encara esta en procés la generacié de mutacions que puguin fer perdre la capacitat
toxica perod no la invassiva de la toxina-e. Un cop obtinguda aquesta toxina mutada
estem interessats en utilitzar-la com a vehicle transportador a través de la BHE de
substancies o farmacs, relacionats amb la cura de malalties neurologiques, que per si

mateixos no tindrien la capacitat de travessar-la.

D’altra banda, tot i que s’han destinat molts esfor¢os en la fabricaci6 de vacunes i
metodes de diagnostic 1 s’han realitzat molts estudis que han ajudat considerablement a
entendre la seva estructura i el seu mecanisme d’accid a nivell molecular, encara falta
molt per descobrir, entre d’altres saber quin €s el receptor 1 I’efecte que pugui tenir la

toxina en humans.
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E. Consideracions finals.

La toxina-¢ produeix un edema generalitzat a gran part dels organs 1 teixits del cos, uns
efectes citotoxics molt greus a ronyod i també efectes al sistema nervids, amb
contraccions i espasmes que finalment desencadenen la mort de 1’animal. Actualment hi
ha vacunes com a metode preventiu de la malaltia. S’han descrit possibles causes del
seu efecte citotoxic en cel-lules renals, perd encara no es coneix el seu mecanisme
d’accid letal, ni quin €s el seu receptor en els teixits diana, ni tampoc les primeres etapes

que aboquen a I’efecte citotoxic.

Per tal de caracteritzar la uni6 de la toxina-¢ hem fet incubacions d’aquesta amb
diferents teixits 1 organs 1 hem vist que, pel que fa a sistema nervids central i periféric,
reconeix principalment estructures mieliniques. A sistema renal reconeix cel-lules
epitelials dels tabuls distals i col-lectors del ronyd, aixi com I’uroteli. Encara
desconeixem el receptor de la toxina-¢ pero els nostres estudis apunten que un arbre
glucidic tipus O-glica estaria relacionat amb la seva uni6. Aquest arbre glucidic podria
formar part d’una proteina de membrana on la toxina s’uniria i desenvoluparia el seu
efecte biologic (accid directa) o podria ser que formés part d’una proteina que actuaria a
mode d’antena receptora i que després tindria contacte amb una altra proteina, que
inclts podria estar a la cara citosolica. Aquesta darrera proteina seria la responsable de
I’efecte biologic de la toxina (accid indirecta) permetent la insercid final de I’oligomer

de toxina i la formacio del porus a la membrana plasmatica.

La toxina-¢ s’uneix a la membrana plasmatica de les cel-'lules MDCK on forma
oligomers 1 provoca la mort de les cel-lules. Mitjancant un assaig d’ELISA que hem
dissenyat al nostre laboratori hem vist que només hi ha un tipus d’unid per a la toxina-¢

a les cel-lules MDCK, que ¢€s saturable i d’alta afinitat.

Per altra banda, també hem observat que la toxina-¢ és capa¢ de travessar la BHE i
arribar aixi al parénquima del cervell, on desenvoluparia un efecte citotoxic. En relacio
amb aixo0, al nostre laboratori estem interessats en trobar alguna mutaci6 de la toxina-¢
on estigui anul-lada la seva capacitat toxica perd no la invasiva, permetent aixi, fer-la
servir com a vehicle per introduir al sistema nervidos central possibles farmacs o
molecules fusionades amb la toxina-g& que per si soles no tenen la capacitat de travessar
la BHE, 1 aixi poder estudiar I’efecte d’aquests farmacs per a possibles tractaments de

malalties neurologiques. Fins al moment, pero, els mutants que hem estudiat porten
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associada la peérdua de capacitat toxica amb la de travessar l’endoteli de la

microvasculatura cerebral.

De tota manera, la futura identificacio del receptor per a la toxina-g, la formacio dels
oligomers 1 el mecanisme d’insercid a la membrana sén, sense dubte, els grans reptes
que ajudaran a caracteritzar el mecanisme d’accido de la toxina-e¢ de Clostridium

perfringens.
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Conclusions

1. Les formes recombinants de protoxina-¢ i toxina-g¢ obtingudes com a proteina de
fusio amb la GFP, la GST i la 6xHis son eines utils per a 1’estudi in vitro 1 in vivo de la
unio de la toxina-g, ja que es comporten de manera equivalent a la protoxina-¢ 1 toxina-g

natives.

2. La uni6 especifica de la toxina-¢ a la membrana plasmatica de les cél-lules MDCK
¢s sensible a B-eliminacié perd no a N-glicosidasa F indicant que la uni6 depén al

menys d’un component O-glucidic.

3. Hi ha un sol tipus d’uni6 de la toxina-¢ a la membrana plasmatica de les cel-lules

MDCK, i aquesta uni6 és saturable i d’alta afinitat.

4. En el sistema renal, la toxina-¢ incubada s’uneix especificament a les c¢l-lules
epitelials dels tibuls distals, col-lectors i a ’uroteli de ratoli i d’altres especies inclosa
la humana. També s’uneix a les fibres mieliniques del sistema nervids central i
periferic de ratoli 1 d’altres especies inclosa la humana. A més, en els cervells de les
especies hoste la toxina-¢ s’uneix a les cél-lules endotelials de la microvasculatura. La
unio6 de la toxina-¢ en ambdods sistemes depen al menys d’un component O-glicoproteic

1 de la integritat de la membrana cel-lular.

5. La toxina-¢ sola o com a proteina de fusiéo amb la GFP injectada intravenosament
a ratoli s’uneix especificament a les cel-lules epitelials dels tibuls distals i col-lectors
del ronyo provocant la mort d’aquestes cel-lules, 1 s’acumula inespecificament als tubuls

proximals.

6. La toxina-¢ sola o com a proteina de fusiéo amb la GFP injectada intravenosament

a ratoli és capac de travessar la BHE 1 arribar al parénquima del cervell.
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7. Els mutants Etx-IS1C/A114C, Etx-V56C/F118C 1 Etx-H106P activats amb tripsina
es comporten igual que la protoxina-e¢ nativa sense produir citotoxicitat en cultius de
cel'lules MDCK. El mutant Etx-IS1C/A114C tractat amb DTT esdevé actiu com la

toxina-¢ nativa produint els seus mateixos efectes citotoxics en les cel-lules MDCK.

8. Els mutants Etx-I51C/A114C i Etx-V56C/F118C activats amb tripsina i injectats
intravenosament a ratoli produeixen la seva mort i els mateixos efectes a nivell del
sistema renal 1 nervids igual que ho fa la toxina-¢ nativa. El mutant Etx-H106P activat
amb tripsina i injectat intravenosament a ratoli no produeix la mort de I’animal i tampoc

provoca cap efecte a nivell sisteémic.
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Abstract

Epsilon toxin (e-toxin), produced by Clostridium perfringens types B and D, causes fatal enterotoxaemia in livestock. The
disease is principally manifested as severe and often fatal neurological disturbance. Oedema of several organs, including
the brain, is also a clinical sign related to microvascular damage.

Recombinant e-toxin—green fluorescence protein (e-toxin—-GFP) and e-prototoxin—-GFP have already been characterised
as useful tools to track their distribution in intravenously injected mice, by means of direct fluorescence microscopy
detection. The results shown here, using an acutely intoxicated mouse model, strongly suggest that ¢-toxin—-GFP, but not ¢-
prototoxin—GFP, not only causes oedema but is also able to cross the blood—brain barrier and accumulate in brain tissue.
In some brain areas, ¢-toxin-GFP is found bound to glial cells, both astrocytes and microglia. Moreover, cytotoxicity
assays, performed with mixed glial primary cultures, demonstrate the cytotoxic effect of ¢-toxin upon both astrocytes and
microglial cells.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Clostridium perfringens; Epsilon toxin; Blood—brain barrier; Astrocyte; Microglia

1. Introduction calves and other animals, resulting in heavy
economic losses (Payne and Oyston, 1997). C.
perfringens can be found in the intestine of most
animals, and small amounts of &-toxin in the gut of
healthy animals are considered harmless. Clinical
disease occurs when the microbial balance in the gut

is disrupted, often as a consequence of changes in

Epsilon toxin (e-toxin) is one of the most potent
clostridial toxins. It is produced by Clostridium
perfringens types B and D and causes fatal
enterotoxaemia in sheep, goats and, occasionally,

*Corresponding author. Tel.: +34934024279;
fax: +34934035810.
E-mail address: martinsatue@ub.edu (M. Martin-Satué).

diet, and large amounts of this toxin are produced.
e-Toxin is synthesised and secreted as an inactive
prototoxin of 311 amino acids (32.7kDa) that is

0041-0101/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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converted to the fully active toxin by proteolytic
cleavage of N- and C-terminal peptides of 14 and 23
residues, respectively (Bhown and Habeerb, 1977,
Minami et al., 1997). This proteolytic activation is
achieved in the intestinal lumen of infected animals
by the actions of trypsin and chymotrypsin. It is
accepted that e-toxin compromises the intestinal
barrier and enters the gut vasculature from which it
is distributed systemically, causing widespread
vascular endothelial damage and oedema.

Circulating e-toxin accumulates preferentially in
the kidneys and in the brain. Several studies support
the existence of an e-toxin receptor in the brain,
where toxin binding and its effects are completely
counteracted by prototoxin (Buxton, 1978a,b;
Nagahama and Sakurai, 1991). In contrast, only a
minute amount of e-toxin is displaceable in the
kidneys, where we reported a specific binding
component to distal tubules (Soler-Jover et al.,
2004). In fact, the most &-toxin-sensitive cell line to
date is the Madin-Darby canine kidney (MDCK)
cell line of epithelial origin from the distal con-
voluted tubule (Payne et al., 1994). MDCK cells
exposed to e-toxin undergo both cell cycle altera-
tions and morphological changes (Petit et al., 1997,
Borrmann et al.,, 2001; Donelli et al.,, 2003).
Cytotoxic effects are correlated with the forma-
tion of a membrane complex of ~155kDa, which
causes a decrease in epithelial membrane barrier
permeability, without entry of the toxin into the
cytosol (Petit et al., 2001, 2003). Those previous
functional studies, together with the recent eluci-
dation of the e-toxin crystal structure, permitted
its classification in the f-pore-forming-toxin fa-
mily, showing marked structural similarities with
the Aeromonas hydrophila aerolysin (Cole et al.,
2004). Although toxicology studies have been
performed with several cell cultures in vitro, at
present, besides MDCK cells, only guinea-pig
peritoneal macrophages and G-402 cells from
human kidney origin have been identified, to our
knowledge, as e-toxin-sensitive cells (Buxton,
1978a, b; Shortt et al., 2000).

Different animal species have been used as
models to elucidate several aspects of e-toxin
toxicity, mice being broadly used. Finnie (2004)
nicely and exhaustively compiled neurological
disorders produced by ¢-toxin in both natural hosts
and experimental animal models. As pointed out
above, circulating e-toxin specifically binds to renal
epithelial distal tubule cells and to cerebral en-
dothelia, where it may exert a direct effect by

permeabilising the blood—brain barrier (BBB).
Perivascular cerebral oedema has been described
in various species, including sheep (Buxton,
1978a,b; Uzal et al., 2004), calves (Uzal et al.,
2002), rats (Finnie et al., 1999; Ghabriel et al., 2000)
and mice (Morgan et al., 1975; Finnie, 1984; Finnie
and Hajduk, 1992), and several reports have pointed
to the alteration of BBB properties after injection of
e-toxin in animal models (Worthington and
Mulders, 1975; Ghabriel et al., 2000; Finnie, 2004).
The work reported here shows ¢-toxin—GFP brain
distribution in an acutely intoxicated mice model.
Direct fluorescence tracking of the toxin demon-
strated the toxin’s ability to bind to cerebral blood
vessels inducing severe perivascular oedema, to
cross the BBB and to accumulate in the brain
parenchyma where binding to glial cells is also
occasionally detected. For the first time, a cytotoxic
effect of e-toxin upon glial cells is also shown.

2. Materials and methods

2.1. ¢cDNA constructs, protein expression and
purification

Based on a previously described plasmid contain-
ing the cDNA for the e¢-prototoxin (Soler-Jover
et al., 2004), we generated an expression vector to
produce a recombinant fusion protein consisting of
glutathione S-transferase (GST)-EGFP—e-proto-
toxin. The cloned e-prototoxin cDNA encodes for
the protein from the amino acid K46 to the end of
the molecule. The resulting e-prototoxin has the
N-terminal peptide already eliminated, but it
remains inactive. Once the recombinant protein is
produced, and the GST is eliminated by thrombin
cleavage, e-toxin can be activated by trypsin, which
eliminates the C-terminal residues (Fig. 1). Conse-
quently, with the use of a sole expression vector we
can obtain the two recombinant proteins: EGFP—
e-prototoxin and EGFP-e-toxin (here named
e-prototoxin—GFP and e-toxin—GFP, respectively).

Finally, the expression vectors encoding either
e-prototoxin or EGFP-¢-prototoxin were trans-
formed into a RossetaTM(DE3)pLysS Escherichia
coli strain for optimum protein expression.

The expression of e-prototoxin and e-prototox-
in—-GFP recombinant proteins was induced over-
night (O/N) at room temperature (RT) in 250 ml LB
medium cultures containing 0.4 mM isopropyl-f-p-
thiogalactopyranoside. Cells were pelleted and
resuspended in ice cold PBS containing 1% Triton
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Fig. 1. Schematic drawing of native and recombinant e-prototoxin and e-toxin. e-Prototoxin is converted to the fully active toxin by
proteolytic cleavage of N- and C-terminal ends. Trypsin cleavage sites are indicated with white arrows. Recombinant e-prototoxin proteins
were generated as fusion proteins with the GST (from pGEX-4T-1 vector), with or without GFP, and lacking the N-terminal peptide
(e-prototoxin starting at the amino acid K46). Once expressed and purified, the recombinant proteins were incubated with thrombin to
remove the GST (black arrows) and the resulting e-prototoxin or GFP—¢-prototoxin was used for the experiments. Trypsin incubations
were performed on these proteins to generate active -toxin or GFP—¢-toxin.

X-100, 0.1 mg/ml phenylmethyl-sulphonylfluoride,
10 pg/ml aprotinin and 10 pg/ml leupeptin, and were
sonicated and then centrifuged at 15,0009 for
20min. The resulting supernatant was incubated
with 0.5ml of previously PBS-equilibrated glu-
tathione Sepharose 4B beads (Amersham GE
Healthcare Europe GmbH, Spain) for 1 h at 4°C.
Finally, recombinant proteins were eluted by
thrombin cleavage in 10mM Tris-HCI, pH 8.0,
with 150 mM NaCl and 2.5 mM CaCl,, according to
the manufacturer’s instructions.

e-Toxin and e-toxin—-GFP were obtained by
trypsin proteolysis of e-prototoxin and e-prototoxin—
GFP, respectively, using trypsin beads (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain), according to the
manufacturer’s instructions.

2.2. In vivo studies in a murine model

Male OF1 Swiss mice weighing 20g were
anaesthetised with ketamine (100 mg/kg) and xyla-
zin (10mg/kg) administered intraperitoneally.
&-Toxin—GFP and ¢-prototoxin—-GFP were prepared
in PBS with 1% BSA and injected intravenously
into the tail vein. Injection doses were 2.5 ug/g per
mouse. All animals injected with e-toxin—GFP died
between 5 and 8min after injection. Animals
injected with either e-prototoxin-GFP or GFP
alone were killed after 7min. In some experiments,
mice were co-injected with e-toxin-GFP  or
e-prototoxin—GFP together with 200 ug BSA-Alexa
647. In other cases, mice were injected with 1.65 ng/g

e-prototoxin simultaneously with 2.5 ug/g e-proto-
toxin—-GFP or e-toxin-GFP (10:1 molar ratio).
Finally, some animals were co-injected with ¢-toxin
together with GFP.

Brains were extracted, fixed by immersion in 4%
paraformaldehyde for 12h, immersed in 30%
sucrose, frozen in isobutanol and cut into 10pm
slices in a cryostat. Some slices were immediately
mounted on slides using Immuno Floure Mounting
Medium (ICN Biomedicals; Costa Mesa, CA), and
observed under a Leica TCS 4D confocal micro-
scope (Serveis Cientifico-Tecnics, UB-IDIBELL).
Alternatively, other slices were processed for im-
munofluorescence experiments. In these cases, non-
specific binding was blocked by incubating the slices
in PBS containing 10% normal goat serum (NGS)
and 0.2% gelatin 1 h at RT. Either primary anti-
GFAP polyclonal antibody-recognising astrocytes
(1/500) or biotin-labelled tomato lectin reacting
with microglia (1/50) was added and incubated O/N
at 4°C in the same buffer containing 1% NGS.
Secondary goat anti-rabbit antibody labelled with
Alexa 546 (1/500) or Streptavidin Alexa 546
(1/1000) was incubated for 1h before the final
washing and mounting of the slides.

All animal experiments were carried out in
accordance with the Guidelines of the European
Union Council (86/609/EU), following Spanish
regulations (BOE 67/8509-12, 1988) for the use of
laboratory animals, and were approved by the
Ethics and Scientific Committees of the Hospital
Clinic, Barcelona, and the University of Barcelona.
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2.3. Glial cell cultures

Mixed glial cultures were prepared from 1- or
2-day-old neonatal C57BL/6 mice (Charles River,
Lyon, France). The cerebral cortices were dissected,
carefully stripped of their meninges and digested
with 0.25% trypsin for 25min at 37 °C. Trypsinisa-
tion was stopped by adding an equal volume of
culture medium [Dulbecco’s modified Eagle med-
ium-F-12 nutrient mixture, 10% foetal bovine
serum, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin
and 0.5pg/ml amphotericin B (Fungizone®)] to
which 0.02% deoxyribonuclease I was added. The
solution was pelleted (5min, 200g), resuspended in
culture medium and brought to a single-cell
suspension by repeated pipetting followed by
passage through a 105pum pore mesh. Cells were
seeded at a density of 250,000 cells/ml
( = 62,500 cells/cm?) and cultured at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5% CO,. The
medium was replaced every 5-7 days. Cultures
reached confluency after 7-10 days in vitro and were
used between the 12th and 15th days in vitro. At this
point, they typically consisted of 75% type-I
astrocytes and 25% microglia.

In all the cases, the medium was changed to 0.5%
FBS 24 h prior to treatments.

2.4. Cell viability studies

Relative cell viability and cytotoxic measurements
were assessed by MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide] reduction. One
hour before the end of the treatments, MTT was
added and, after one more hour of incubation, cells
were lysed and read at 550 nm.

Glial cell viability in cultures was also routinely
estimated using propidium iodide (PI) fluore-
scent staining. At each point after toxin treatment,
cells were washed with standard Locke’s solution
before and after incubation with 4.6 ug/ml PI for
5min, and then examined under a fluorescence
microscope (Olympus 1X70). Pl-positive dead cells
showed red nuclei. Images of 2-4 microscopic fields
in each well were obtained with a digital camera
(ColorView 12) using a 20 x objective. Three wells
per experimental condition were processed and each
experimental condition was repeated at least four
times.

In some cases, cells were then fixed with 4%
paraformaldehyde and processed as described next.

2.5. Lectin staining and immunofluorescence in cell
cultures

To identify cells killed by the e-toxin in mixed
glial cultures, immunofluorescence was performed
using specific markers for each glial cell type.
Rabbit anti-GFAP polyclonal antibody and bio-
tin-labelled tomato lectin were used to identify
astroglial and microglial cells, respectively. Cells
grown on culture plates were fixed and permeated,
and non-specific staining was blocked by incubating
the cells with 5% NGS in PBS with 1% BSA for
20 min at RT. Cells were incubated O/N at 4 °C with
either rabbit anti-GFAP polyclonal antibody
(1/100) or tomato lectin (1/400). After rinsing with
PBS, cells were incubated for 1h at RT with
fluorescent secondary antibodies: goat anti-rabbit
Alexa 488 (1/1000) for the rabbit anti-GFAP
polyclonal antibody, and FITC-streptavidin (1/400)
for tomato lectin. Microscopy images were obtained
with an Olympus IX70 microscope (Japan) and a
digital camera (CC-12, Soft Imaging System GmbH,
Germany).

3. Results

3.1. &-Toxin—-GFP permeabilises brain capillary
endothelia and crosses the blood-brain barrier after
intravenous injection in mice

Mice injected with e-toxin—-GFP died between 5
and 8 min after injection. Mice injected either with
e-prototoxin-GFP or GFP alone were killed 7 min
after injection.

Direct fluorescence microscopy observation of
cryostat slices from brains revealed accumulation of
both e-prototoxin—GFP (Fig. 2A) and e-toxin—GFP
(Fig. 2B) on the luminal surface of the vascular
endothelium of many blood vessels in all brain
areas. In the case of ¢-toxin—GFP, fluorescence was
also detected in the brain parenchyma surrounding
some blood vessels (Fig. 2B), suggesting that ¢-toxin,
but not e-prototoxin, is able to cross the BBB.

Fluorescence labelling in brain endothelia dimi-
nished drastically when an excess amount of
e-prototoxin was injected simultancously with
e-prototoxin—~GFP (Fig. 2C) or with e-toxin—-GFP
(data not shown). This indicates the specificity of
the toxin binding to brain endothelia.

No fluorescence was detected in the brains of
animals injected with GFP alone or in combination
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40 um

20 um

Fig. 2. Localisation of e¢-prototoxin—-GFP and &-toxin-GFP in brain after i.v. injection in mice. Mice were i.v. injected with
e-prototoxin-GFP or e-toxin-GFP and their brains were processed for cryostat sectioning and examined under a fluorescence confocal
microscope. e-Prototoxin—-GFP was detected on the luminal surface of the vascular endothelium (arrows) in all brain areas examined (A),
while e-toxin-GFP was detected on vascular endothelia (B, arrows) and also outside the vessels, scattered throughout the brain tissue (B,
arrowheads). Co-injection of ¢-prototoxin—-GFP with an excess of ¢-prototoxin drastically diminished brain fluorescence (C). Scale bars

correspond to 40 um in (A) and (B) and to 20 um in (C).

with e-toxin or e-prototoxin (supplementary data
Fig. S1).

To check the integrity of the BBB in the presence
of e-toxin and e-prototoxin, we performed experi-
ments in which BSA labelled with Alexa-647 was
co-injected with the same doses of toxin or
prototoxin indicated above. In ¢-prototoxin—GFP-
injected animals, green fluorescence was associated
with endothelia, as seen above, and all the red
fluorescence, corresponding to BSA, was detected
inside the blood vessels (Fig. 3A, C, E). In the case
of e-toxin—-GFP-injected animals, we detected both
green and red fluorescence in the brain parenchyma
surrounding blood vessels (Fig. 3B, D, F). However,

while BSA accumulated perivascularly, confined to
the vessels’ vicinity and surrounded by the astro-
cyte’s perivascular end-feet, e-toxin—-GFP entered
deep into the brain parenchyma (Fig. 3B, D, F and
supplementary data Fig. 2S).

These results indicate that e-toxin—-GFP permea-
bilises the BBB but is also able to cross it and
accumulate in the brain parenchyma.

To better define the pattern of e-toxin accumula-
tion outside the blood vessels, we performed
immunofluorescence using antibodies against GFP
in order to increase the fluorescence intensity and
evidence the presence of GFP even at low amounts.
With these experiments, we found fluorescence
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Fig. 3. Localisation of Alexa 546-labelled BSA in blood vessels after e-prototoxin—-GFP or e-toxin—-GFP i.v. injection in mice. Mice were
i.v. injected with e-prototoxin—-GFP (left column) or e-toxin—-GFP (right column) in combination with Alexa 546-labelled BSA, and brains
were processed for cryostat sectioning and examined under a fluorescence confocal microscope. Green fluorescence corresponds to
e-prototoxin-GFP (A, E) or ¢-toxin—-GFP (B, F) and red fluorescence corresponds to BSA (C-F). Notice that while in &-prototoxin-GFP-
injected mice BSA remained confined to the blood vessel’s lumen (C, E), in the case of e-toxin—-GFP-injected animals it leaked out of the
vessels (D, F), although at a close distance from the blood vessels. Scale bars correspond to 10 pm in the left-hand images and to 20 um in
the right-hand ones.
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Fig. 4. Localisation of &-toxin—-GFP on glial brain cells after i.v. injection in mice. Double immunofluorescence was performed on mice
brain sections after e-toxin—GFP i.v. injection using anti-GFP antibody (A, B) in combination with anti-GFAP for astroglia (C) or biotin-
conjugated tomato lectin for microglia (D). Overlay images demonstrate co-localisation in both cases (E, F). Scale bars correspond to
20 um in the left-hand images and to 10 pm in the right-hand ones.
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associated with glial-shaped morphology. To deter-
mine whether these glial-shaped structures actually
corresponded to any glial cells, we performed
double labelling experiments using anti-GFAP
antibodies for astrocytes, and, for microglial cells,
tomato lectin together with the anti-GFP antibody
(Fig. 4).

Among all the astrocytes marked in red with anti-
GFAP antibodies, some of them also showed GFP
accumulation (Fig. 4A, C, E). Similarly, some cells
labelled with tomato lectin also showed anti-GFP
fluorescence (Fig. 4B, D, F).

These results indicated that both astroglia and
microglia are able to bind &-toxin—-GFP in vivo.

3.2. e-Toxin causes cell death in primary glial cell
cultures

To investigate the effect of &-toxin on astroglial
and microglial cells, we used mixed glial primary cell
cultures. MTT cell death assays were performed by
exposing the cells to either 250 nM e-prototoxin or
increasing concentrations of e-toxin (5, 50 and
250nM), for different periods of time (1, 2, 4, §,
12 or 24 h).

No significant cytotoxicity was detected either for
e-prototoxin or for 5nM e-toxin, but a marked
cytotoxic effect appeared for both 50 and 250 nM
e-toxin. For the highest dose, this effect appeared in
the first hour of incubation, reached a maximum of
about 13% at 8 h and remained unmodified after 12
or 24 h of incubation (Fig. 5).

The experiment was done three times and
triplicates of each condition were done for each
experiment.

3.3. e-Toxin kills both astrocytes and microglial cells

In order to identify the cell type that was being
killed by e-toxin in these mixed glial cultures, we
performed immunofluorescence experiments com-
bined with PI dead cell nuclei labelling. After
exposing the cells to either ¢-prototoxin (50 nM) or
e-toxin (50 or 250nM) for 4h, dead cells were
selectively labelled with PI. After fixing the cells, we
performed immunofluorescence studies using anti-
GFAP antibodies for astrocyte staining and tomato
lectin for microglial cells. As shown in Fig. 6, PI was
accumulated on both cell types, at the two e-toxin
concentrations assayed, indicating that e-toxin is
cytotoxic for both cell types in mixed glial cultures,
although a subtle preference was detected for
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Fig. 5. Cytotoxic effect of ¢-toxin on glial cells. MTT cell death
assays were performed on mixed glial primary cell cultures by
exposing the cells to 250 nM ¢-prototoxin (open circles), e-toxin at
5nM (black triangles), 50nM (black squares) or 250 nM (black
circles) for different periods of time (1, 2, 4, 8, 12 and 24h).
Results are expressed as the mean and standard error of
percentages of cell death in each experimental condition. This
graph corresponds to one out of three representative experiments.

microglial cells. Moreover, no significant PI accu-
mulation was detected when cells were incubated
with g-prototoxin.

4. Discussion

Pathogenesis of brain damage by C. perfringens
e-toxin depends on the amount of circulating toxin.
In sheep, large doses of toxin produce severe and
generalised vasogenic oedema and an acute or
peracute clinical course to death. In contrast, with
lower doses or in partially immune animals, focal
necrosis, often bilaterally symmetrical, occurs (Uzal
et al., 2002; Finnie, 2003). Perivascular cerebral
oedema and BBB alterations have also been
described in other species.

We have devised a fluorescent recombinant tool
that allowed us not only to investigate é-toxin
effects, but also to determine e-toxin distribution in
an acutely intoxicated mice model. It was already
known that intravenously injected e-toxin preferen-
tially accumulated in kidneys (Nagahama and
Sakurai, 1991), where we identified a specific,
displaceable binding component to distal tubules,
which caused severe kidney alterations (Soler-Jover
et al., 2004). Specific binding to vascular endothelia,



538 A. Soler-Jover et al. | Toxicon 50 (2007) 530-540

Fig. 6. Identification of the cell type killed by e-toxin in mixed glial primary cell cultures. Mixed glial cell cultures were exposed to 50 nM
e-prototoxin (A, B, G, H), 50 nM ¢-toxin (C, D, 1, J) or 250 nM ¢-toxin (E, F, K, L) for 4 h. Propidium iodide (PI) was then added for 5 min
to stain dead cell nuclei (B, D, F, G-L). To identify the cell type that was being killed by ¢-toxin, tomato-lectin staining of microglial cells
(G, I, K) and immunofluorescence against GFAP for astrocytes (H, J, L) were performed. Cells from both cell types showed PI nuclei
accumulation in the presence of e-toxin. The scale bar corresponds to 20 pm in (G-L) images.

mainly in the brain, was also reported by means of
direct fluorescence detection (Soler-Jover et al.,
2004). In the present work, we have focused on
e-toxin distribution in the brain of mice acutely
intoxicated with the toxin. High doses of e-toxin—
GFP or e-prototoxin—GFP were used to track these
compounds in mice brains after intravenous injec-
tion. Animals died 5-8min after injections of
e-toxin—-GFP, showing the lethal efficiency of this
toxin construct in mice. However, the animals did
not show the convulsive episodes expected from the
proposed excitotoxic activity of the toxin (Miyamo-
to et al., 1998, 2000). This might be due to the
previous administration of ketamine to the animals,
an antagonist of NMDA glutamate receptors, in
keeping with the anaesthetic protocol (Miyamoto
et al., 1998). As a result, the neuronal death
reported in rats injected with sublethal doses of
e-toxin (Miyamoto et al., 1998; Finnie et al., 1999)
was not evident in the brains of mice injected with
high doses of e-toxin-GFP compared with the
control animals injected with e-prototoxin—-GFP
(data not shown). However, we cannot rule out

differentiated behaviour among species. Neverthe-
less, intravenous injection of either e-toxin—GFP or
e-prototoxin—~GFP, along with fluorescence-labelled
BSA, confirmed proteinaceous oedema induced by
e-toxin. ¢-Prototoxin—-GFP-injected mice showed
green fluorescence—that is, e-prototoxin—-GFP
binding—on the luminal surface of vascular en-
dothelial cells, with BSA confined to the blood
vessel lumen. On the contrary, in e-toxin—-GFP-
injected animals, BSA crossed the endothelial layer
and accumulated perivascularly, a well-defined
histopathological event of oedema. &-Toxin—GFP
was also able to pass through the endothelium and,
interestingly, was distributed far beyond the bound-
aries within which BSA was confined. Astrocytic
perivascular end-feet clearly limited the BSA extra-
vasation but they did not limit e-toxin—-GFP
distribution in the brain parenchyma. Oedema was
diffuse, although e-toxin—-GFP spreading into the
brain tissue occurred preferentially in the midbrain,
the cerebellum and cerebellar peduncles, areas in
which histopathological changes were described
following e-toxin intoxication (Finnie, 1984; Uzal
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et al., 2002, 2004). Co-injection of e-toxin—GFP with
a 10 molar excess amount of e-prototoxin prevented
e-toxin—GFP binding and distribution, confirming
that both proteins compete for the same binding
sites at the vascular endothelia. Moreover, no green
fluorescence was detected when GFP was injected
alone or in combination with non-labelled &-toxin,
demonstrating that GFP per se does not have any
binding capability in the brain. This diffuse,
vasogenic cerebral oedema causes fatal effects in
the brain and it has been pointed out as the primary
effect of e-toxin in the brain of animals intoxicated
with large doses of ¢-toxin (Finnie et al., 1999).
However, the entrance and distribution of e-toxin in
brain tissue reported here might contribute to our
understanding of some of the classic neurological
signs associated with e-toxin poisoning, such as
convulsions, that could be induced by direct
interaction of e-toxin with brain cells.

In order to increase fluorescence microscopy
sensitivity, we incubated some slices with an anti-
GFP antibody to allow us to visualise otherwise
undetectable amounts of &-toxin—-GFP. The immuno-
fluorescence approach revealed a pattern of fluores-
cence resembling a glial shape. When performing
double labelling with different anti-glial cell markers,
some astrocytes and microglial cells in which both
labels co-existed were detected, indicating that at least
part of the ¢-toxin—-GFP was bound to those cell types.
We propose that astrocytes and microglial cells are
target cells for e-toxin, although we cannot rule out é-
toxin—-GFP binding to structures other than these,
since not all of the green fluorescence label we detected
was double labelled with the anti-glial antibodies we
assayed. An earlier report using electron microscopy
to analyse changes in the brains of mice given e-toxin
has already pointed to astrocytes as e-toxin target
cells, describing perivascular end-feet swelling (Finnie,
1984). In vivo binding results shown here add valuable
information to these previous ultrastructural findings.

To study e-toxin effects on glial cells further, we took
advantage of mixed primary glial cell cultures that have
been demonstrated to be a good model in which to
reproduce in vivo-occurring events (Saura et al., 2003).
Biochemical and morphological studies performed on
these cultures revealed that glial cells, both astrocytes
and microglial cells, are sensitive to e-toxin, a relevant
finding since there are only a few cell types so far
known to be sensitive to e-toxin. Interestingly, perito-
neal macrophages from guinea pigs were also found to
be sensitive to the toxin (Buxton, 1978a,b), a fact that,
together with the microglial toxicity shown here, would

point to a possible connection between e-toxin poison-
ing and the immune system. In spite of the relatively
low cytotoxic activity of e-toxin on astroglial and
microglial cells, its possible relevance in the intoxication
pathway cannot be ignored, especially at sublethal
doses and at longer time exposures. Experiments with
lower e-toxin—-GFP doses are in progress to ascertain
the role of glial cells in the central nervous system
intoxication pathway in animals sub-acutely intoxi-
cated with e-toxin.

In summary, this work provides direct evidence of
e-toxin and e-prototoxin-specific binding to brain
vascular endothelial cells after intravenous injection
in mice. Moreover, e-toxin crossed the BBB, reach-
ing the brain parenchyma and binding, at least, to
astrocytes and microglial cells, which were found to
be sensitive to e-toxin.
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Abstract

Epsilon-toxin (e-toxin), produced by Clostridium perfringens type D, is the main agent responsible for enterotoxaemia in
livestock. Neurological disorders are a characteristic of the onset of toxin poisoning. e-Toxin accumulates specifically in the
central nervous system, where it produces a glutamatergic-mediated excitotoxic effect. However, no detailed study of putative
binding structures in the nervous tissue has been carried out to date. Here we attempt to identify specific acceptor moieties and
cell targets for e-toxin, not only in the mouse nervous system but also in the brains of sheep and cattle. An e-toxin-GFP fusion
protein was produced and used to incubate brain sections, which were then analyzed by confocal microscopy. The results clearly
show specific binding of e-toxin to myelin structures. e-Prototoxin-GFP and e-toxin-GFP, the inactive and active forms of the
toxin, respectively, showed identical results. By means of pronase E treatment, we found that the binding was mainly associated
to a protein component of the myelin. Myelinated peripheral nerve fibres were also stained by &-toxin. Moreover, the binding to
myelin was not only restricted to rodents, but was also found in humans, sheep and cattle. Curiously, in the brains of both sheep
and cattle, the toxin strongly stained the vascular endothelium, a result that may explain the differences in potency and effect
between species. Although the binding of e-toxin to myelin does not directly explain its neurotoxic effect, this feature opens up a
new line of enquiry into its mechanism of toxicity and establishes the usefulness of this toxin for the study of the mammalian
nervous system.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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and sudden death (Finnie, 2004). The toxin is
produced as a non-toxic precursor molecule that is
activated upon proteolytic cleavage of amino and
carboxy terminal peptides (Minami et al., 1997).
Although non-active, the prototoxin molecule pre-
sumably binds to the same surface cell receptors as the
full active molecule and can prevent its binding and
further toxicity. The active toxin produces diffuse
vasogenic oedema in organs such as the lungs, kidneys
and brain and causes neurological disorders such as
opisthotonus, convulsions and agonal struggling,
leading rapidly to death (Finnie, 2004; Smedley
et al., 2004).

Mice have been widely used to study the effect of
e-toxin and provide a useful model for laboratory
controlled intoxication studies (Finnie, 1984a,b;
Fernandez-Miyakawa et al., 2007a,b, 2008). After
1.v. or i.p. injections into mice the toxin accumulates in
several organs, above all in the kidneys and in the
nervous system: the binding to the nervous system is
specific and saturable (Nagahama and Sakurai, 1991).
In mice, as in sheep and other naturally sensitive
species, the toxin has the capacity to cross the blood
brain barrier (BBB) and enter the brain parenchyma
(Soler-Jover et al., 2007). However, there is little
information about the final location of the toxin in the
brain once it crosses the BBB. Previous results have
shown the binding of e-toxin to a synaptosomal
fraction (Nagahama and Sakurai, 1992) and glial cells
(Soler-Jover et al., 2007), suggesting possible targets.
Based on the variety of symptoms and on the
distribution of the toxin, we decided to examine the
toxin’s potential targets by studying its binding to the
nervous system in mice. We then extended the study to
include sheep, one of e-toxin’s principal natural
targets.

2. Materials and methods

2.1. Expression of the recombinant protein ¢-
prototoxin-GFP

e-Prototoxin and e-prototoxin-GFP were produced
and purified as previously described (Soler-Jover et al.,
2007). Briefly, the expression of either e-prototoxin or
e-prototoxin-GFP was induced overnight with 0.4 mM
isopropyl beta-p-thiogalactopyranoside (IPTG) at room

temperature (RT), in 250 ml LB medium cultures. Cells
were pelleted and resuspended in ice cold phosphate
buffer (PB) 20mM pH 7.5 with NaCl 250 mM,
sonicated and centrifuged at 15,000 x g for 20 min.
The resultant supernatant was incubated with 0.7 ml of
Glutathione Sepharose™ 4B beads (Amersham Phar-
macia Biotech, Freiburg, Germany) for 1 h at 4 °C.
Finally, the recombinant proteins were eluted by
thrombin cleavage in 20 mM PB pH 7.5 containing
250 mM NaCl and 2.5 mM CaCl,.

When required, e-prototoxin and g-prototoxin-
GFP were fully activated to e-toxin and e-toxin-GFP,
respectively, by incubation with trypsin-coated
agarose beads for 30 min at RT (Sigma—Aldrich,
Madrid, Spain), following the manufacturer’s instruc-
tions.

2.2. Mouse and rat synaptosomes

Animals were housed under conventional condi-
tions in climatized rooms with free access to standard
pelleted food and tap water. All animal experiments
were carried out in accordance with EU guidelines
(86/609/EU), and Spanish regulations (BOE 67/8509-
12, 1988) for the use of laboratory animals, and
approved by the Ethics and Scientific Committee at
the University of Barcelona. Sheep and bovine brain
samples were obtained from the Mercabarna slaugh-
terhouse in Barcelona. Human peripheral nerve fibres
from cauda equina were obtained from spinal cord
samples from the Brain Bank of the Institute of
Neuropathology, following the guidelines of the local
Ethics Committee.

For each experiment, 3 brains from male OF1
Swiss mice weighing 20 g, or one brain from a
Sprague-Dawley rat, were extracted and homoge-
nized in sucrose 320 mM with 10 up-and-down
strokes at 600 rpm in a motor driven glass homo-
genizer with a teflon piston (B. Braun Biotech
International). The brain homogenates were centri-
fuged at 3000 x g in a Beckman J2-HS centrifuge for
2 min at 4 °C and the supernatants were centrifuged
again at 14,500 x g for 12 min at 4 °C. The pellet (P2)
was resuspended in 4 ml of sucrose 320 mM, loaded
on a discontinuous Ficoll gradient (4 ml of Ficoll at
12%, 1 ml at 9% and 4 ml at 5%) and centrifuged at
22,500 rpm in a SW41TI Beckman rotor for 35 min at
4°C. The synaptosomal enriched fractions were
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collected at the two interfaces, between 5% and 9%,
and 9% and 12% of Ficoll concentration.

After protein content quantification (Bradford,
1976), the synaptosomal fraction was distributed in
aliquots of 0.5 mg, centrifuged at 20,800 x g for
12 min at 4 °C and kept on ice until used. Under these
conditions, synaptosomes can be kept for several
hours without losing their capacity to release
glutamate.

2.3. e-Prototoxin-GFP and e-toxin-GFP
incubations on synaptosomal fractions

Mouse or rat synaptosomal fractions were attached
to polylysinated cover slips to analyze the binding of
g-prototoxin-GFP and e-toxin-GFP to isolated nerve
terminals and their possible colocalization with a
neuronal marker.

After fixation of the synaptosomes in 4% paraf-
ormaldehyde and three washes with PBS, the non-
specific binding was blocked by incubating the cover
slips in PBS containing 0.2% gelatin and 20% of
normal goat serum (NGS) for 1 h at RT. The cover
slips were then incubated with 500 nM &-prototoxin-
GFP or e-toxin-GFP in PBS containing 0.2% gelatin
and 1% NGS for 1 h at RT.

For the immunofluorescent analysis, synapto-
somes bound to cover slips were blocked for 1 h as
previously described and incubated overnight at 4 °C
with antibodies against synaptic proteins, SNAP-25
(rabbit serum 1:100 dilution; Binz et al., 1994)
VAMP-2 (1:300 dilution, monoclonal antibody, clone
69.1, Synaptic Systems), against the myelin basic
protein (MBP, 1:300 dilution, monoclonal antibody,
Chemicon MAB387) or against neurofilament
200 kDa (1:100 dilution, monoclonal antibody, clone
RT97, Chemicon). After three washes with PBS, the
cover slips were incubated with the appropriate
secondary antibodies coupled to Alexa Fluor 488 or
546. After three washes with PBS, the cover slips were
mounted with the Aqueous Mounting Medium (GEL/
MOUNT ™ Bigmeda corp.) and further examined
under a Leica TCS 4D confocal microscope (Serveis
Cientifico-Tecnics, UB-IDIBELL). In the double
fluorescence experiments the e-prototoxin-GFP was
added together with the corresponding secondary
antibody and the samples were processed as described
above.

2.4. e-Prototoxin-GFP and &-toxin-GFP
incubations on slices

To study the morphological binding of &-proto-
toxin-GFP and e-toxin-GFP to the nervous system,
mouse, sheep and cow brains and mouse vagus nerve
samples were fixed immediately after extraction by
immersion in 4% paraformaldehyde in PB (100 mM,
pH 7.2) for 12 h. Samples were cryoprotected by
immersion in 30% sucrose and snap frozen in
precooled isobutanol. Cryostat sections of 10 pum
were obtained, mounted onto poly-L-lysin coated glass
slides and stored at —20 °C until used for &-prototoxin-
GFP and e-toxin-GFP incubations.

The non-specific binding was blocked by incubat-
ing the sections in PBS containing 0.2% gelatin and
20% NGS for 1 h at RT. Sections were then incubated
with 300 nM of e-prototoxin-GFP or ¢-toxin-GFP in
PBS containing 0.2% gelatin and 1% NGS for 1 h at
RT. After 3 washes with PBS, the samples were
stained with TO-PRO-3 (1:1000 dilution, Molecular
Probes, Invitrogen) for 7 min, washed again and fixed
in 4% paraformaldehyde for 10 min, rinsed and
mounted with an Aqueous Mounting Medium
(GEL/MOUNTTM, Bigmeda corp.) and further exam-
ined under a Leica TCS 4D confocal microscope
(Serveis Cientifico-Tecnics, UB-IDIBELL). In double
fluorescence experiments the sections were incubated
for 1 h at RT with PBS containing 0.2% gelatin and
20% NGS followed by the primary antibody overnight
at 4 °C. After washing three times with PBS, &-
prototoxin-GFP was added to the sections together with
the corresponding secondary antibody and processed as
stated above.

In the special case of mouse peripheral nerves,
the mouse sciatic nerve was dissected and teased to
obtain isolated nerve fibres. Fibres were incubated
with e-prototoxin-GFP or e-toxin-GFP as previously
described in slices. Isolated nerve fibres from human
cauda equina (spinal cord horse’s tail) were obtained
from the Institute of Neuropatology, Hospital Uni-
versitari de Bellvitge-IDIBELL.

The specificity of the binding was verified by
co-incubating the sections with native e-prototoxin
or e-toxin together with e-prototoxin-GFP or e-toxin-
GFP, respectively, in a 20:1 molar ratio.

Similar experiments were performed with brain
samples from sheep and cattle. In this case, samples
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were fixed by immersion in 4% paraformaldehyde for
12 h and processed as described for mouse brain
in order to obtain cryostat slices and to perform the
g-prototoxin-GFP and e-toxin-GFP incubations.

2.5. Treatment with pronase E, N-glycosidase F
and detergents

In a series of experiments, tissue sections were
incubated with pronase E, N-glycosidase F or
detergents to assess the nature of the e-prototoxin-
GFP and e-toxin-GFP binding.

To determine whether a protein was directly
involved in the binding of e-toxin, tissue sections
were incubated with different concentrations of
pronase E in PBS 0.1 M (from 0.1 to 1 mg/ml) at
37 °C for different times (5, 15, 30 and 60 min).

To verify the possible participation of N-glycidic
residues in the binding of &-toxin, N-glycosidase
F was used to hydrolyze N-glycan chains from
glycoproteins. Sections were incubated with 10 U/ml
of N-glycosidase F overnight at 37 °C in 20 mM PB,
pH 8 with 10 mM EDTA.

To assess the sensitivity of e-prototoxin-GFP to
detergents, the sections were incubated with Triton
X-100, Nonidet p-40 or CHAPS at 0.5% or 2% in
20 mM PB pH 8 with 10 mM EDTA for 1 h at 4 °C.

After the treatments, the sections were washed
three times with PBS at RT and incubated with
e-prototoxin-GFP as described above. In the case of
detergent incubations, the first two PBS washes were
done at 4 °C. Depending on the treatment, controls
were performed by omitting pronase E, N-glycosidase
F or detergents in the incubation buffer.

3. Results
3.1. Glutamate release from brain synaptosomes

Isolated nerve terminal preparations (synapto-
somes) have been widely used to analyze the effect
of numerous substances, including excitatory and
inhibitory neurotoxins, on neurotransmitter release.
Synaptosomes were isolated from rat or mouse brains
and a specific fluorometric assay was performed to
detect “on line”” glutamate release (Nicholls and
Sihra, 1986), to study the possible excitatory effect of

15 5
KCl

S
8 g 10
°§
L o 54
T £ ‘
g & M g-toxin
S8 oA 50 "M
o< e-toxin

5 100 nM

r T T T T
0 100 200 300 400

Time (sec)

Fig. 1. Glutamate release from mouse brain synaptosomes. Gluta-
mate release from mouse brain synaptosomes was measured on line
by a spectrofluorimetric method (see Section 2). After reaching a
stable base line, synaptosomes were challenged (arrow) with che-
mical depolarization (KCl 50 mM final concentration) or with
e-toxin at different concentrations (50 or 100 nM). At the end of
each measurement, a known standard concentration of sodium
glutamate (10 nmol) was added to the reaction cuvette to quantify
the amount of glutamate released from synaptosomes.

e-toxin on glutamate release directly from nerve
terminals. No glutamate release from rat or mouse
brain synaptosomes could be detected when different
concentrations of &-toxin were added immediately
before the neurotransmitter release assay, in contrast
to the calcium-dependent release of glutamate induced
by chemical depolarization (Fig. 1). e-Toxin did not
interfere with the fluorometric assay by itself or with
the potassium stimulated glutamate secretion, even
after 1 h of preincubation with the active e-toxin
before the glutamate release was tested. The decrease
in fluorescence in the presence of the toxin but in the
absence of glutamate in the extracellular medium
(a symptom of non-stimulation) is due to the slow
reoxidation of NADH by the small fraction of
damaged mitochondria present in the incubation
media (Nicholls and Sihra, 1986). These results
indicate that e-toxin does not directly promote
glutamate release from nerve terminals.

3.2. Binding of e-toxin to the mouse brain
synaptosomal fraction

The absence of e-toxin-dependent direct neuro-
transmitter release prompted us to check the putative
binding of e-toxin to the brain synaptosomal fraction.
In this case, the fusion protein g-prototoxin coupled to
GFP was used to directly visualize its binding to a
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mouse brain synaptosomal preparation immobilized
on glass cover slips. Confocal images of the
synaptosomal preparation incubated with the e-
prototoxin-GFP showed specifically stained small
round structures (Fig. 2A, D and G). Similar results
were obtained when synaptosomes were incubated
with e-toxin for 1 h at RT followed by a specific anti-g-
toxin rabbit serum and Alexa Fluor 546 coupled goat
anti-rabbit secondary antibody (not shown). In order to

confirm the binding of e-prototoxin-GFP to isolated
nerve terminals, antibodies against synaptic proteins
were used as synaptosomal markers and co-incubated
with the e-prototoxin-GFP to perform double fluor-
escence staining assays. Surprisingly, no colocaliza-
tion was observed when any of the antibodies against
synaptic proteins (SNAP-25, synaptobrevin/VAMP2,
Fig. 2B and E, respectively) were used to stain isolated
nerve terminals. In a few cases, when synaptic

Fig. 2. Colocalization of e-prototoxin-GFP with myelin in a mouse brain synaptosomal fraction. Synaptosomal fraction from mouse brains were
fixed on glass cover slips and incubated with e-prototoxin-GFP (green in A, C, D, F, G and ]) after preincubation with antibody against SNAP-25
(B and C) antibody against synaptobrevin/VAMP2 (E and F) or antibody against Myelin Basic Protein (H and I). The polyclonal antibody against
SNAP-25 and the monoclonal antibodies against synaptobrevin/VAMP2 and Myelin Basic Protein (MBP) were revealed with Alexa Fluor 546
coupled goat anti-rabbit or goat anti-mouse secondary antibodies, respectively (in red). C, F and I are merged images of e-prototoxin-GFP with
the respective markers. Insets show detailed colocalization (I) or non-colocalization (C and F) of &-prototoxin-GFP with MBP or SNAP-25 and
synaptobrevin/VAMP2, respectively. Note the SNAP-25 staining pattern surrounded by e-prototoxin-GFP in the inset of C. Bars in C and I
represent 20 wm. Bar in F represents 10 wm. Bars in the figure-insets represent 1 pm.
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membrane proteins such as SNAP25 were used as
synaptic markers, some stained structures appeared
surrounded by e-toxin-GFP staining (inset Fig. 2C).
This particular pattern was not observed when
synaptobrevin/VAMP 2 staining was used as a
synaptic vesicle marker (inset Fig. 2F). However, a
complete colocalization was evident when anti-myelin
basic protein (MBP) antibody was used together with
g-prototoxin-GFP (Fig. 2G-I). These results strongly

suggest that e-toxin binds to myelinic structures
present as debris in the synaptosomal preparations
together with the isolated nerve terminals.

3.3. Binding of e-toxin to myelin in central
nervous system

To confirm the binding of e-toxin to myelinic
structures, mouse brain slices were obtained and

Fig. 3. Binding of e-toxin to myelinic structures in mouse brain. Sections from mouse cerebellum were incubated with e-toxin-GFP (A and C). The
sections were counterstained with the nuclear marker TO-PRO-3 for convenient cerebellar layer identification (B and C). C is a merged image of TO-
PRO-3 labelling with e-prototoxin-GFP. To demonstrate the colocalization of e-prototoxin-GFP staining with myelinic components, sections from
mouse cerebellum were stained with e-prototoxin-GFP (D, F, G and I) together with MBP (E and F) or neurofilament (RT97, H and I) monoclonal
antibodies. Primary antibodies were detected with Alexa Fluor 546 coupled goat anti-mouse secondary antibodies (in red). Note the colocalization
pattern of e-prototoxin-GFP staining with the MBP antibody (F). Also note that the RT97 stained structures on the cerebellar white matter, which
basically correspond to neuronal axons, are surrounded by the e-prototoxin-GFP staining (I). F and I are merged images of e-prototoxin-GFP staining
with the respective antibodies. GL: granular layer; WM: white matter. Scale bars: C, 75 pm; F, 50 pm and I, 15 pm.
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cerebellar sections were incubated with e-toxin-GFP
(Fig. 3A and C). e-Toxin-GFP visibly stained myelinic
structures in the mouse cerebellum. Moreover, no
differences between the e-prototoxin and the activated
form were observed (not shown). This binding to
myelinic structures was specific, since excess amounts
of e-prototoxin (non-GFP coupled) prevented the
staining of cerebellar slices by either the e-prototoxin-
GFP or the full activated e-toxin-GFP (data not
shown). Moreover, cerebellar slices were incubated
with g-prototoxin followed by a specific anti-g-
prototoxin serum to detect the non-labelled toxin
bound to the sections. After incubation with the Alexa
Fluor 488 coupled goat anti-rabbit secondary anti-
body, the staining pattern was similar to those found
with g-prototoxin-GFP or &-toxin-GFP (not shown).

Additionally, no staining was found when sections
were incubated with GFP alone (not shown). A
counterstaining with the nuclear marker TO-PRO-3
was used (Fig. 3B and C) to clearly differentiate the
cerebellar granular layer from the white matter.

As in the experiments on synaptosomes described
above, neuronal and myelin markers were used to fully
demonstrate the binding of e-toxin to myelinic
structures. Cerebellar sections were incubated with
g-prototoxin-GFP (Fig. 3D and G) together with anti-
MBP or anti-neurofilament (Fig. 3E and H respec-
tively). As expected, neither the neuronal marker
(anti-neurofilament RT97 antibody) nor synaptic
markers (anti-SNAP25 antibody) colocalized with
the e-prototoxin-GFP staining (Fig. 31 and not shown).
The neurofilament staining of the cerebellar white

Fig. 4. Effect of pronase E, N-glycosidase F and Triton X-100 on the e-prototoxin-GFP binding to myelin. Sections from mouse cerebellum were
incubated directly with e-prototoxin-GFP as a control (A), or after treatment of the sections with pronase E (1 mg/ml at 37 °C for 30 min, B), N-
glycosidase F (10 U O/N at 37 °C, C) or 2% Triton X-100 (1 h at 4 °C, D). Note the reduced labelling of myelin by e-prototoxin-GFP after the

pronase E treatment (B). Bars represent 40 pm.
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Fig. 5. Binding of e-toxin to peripheral nerve fibres. (A) Cross-
section of mouse left vagus nerve incubated with g-prototoxin-GFP.
(B) Teased fibre from mouse sciatic nerve incubated with g-proto-

matter revealed RT97 stained structures, possibly
corresponding to neuronal axons, surrounded by e-
prototoxin-GFP positive structures corresponding to
myelinic sheaths (Fig. 3I). Conversely, anti-MBP
antibody labelling fully colocalized with the e-
prototoxin-GFP staining (Fig. 3F).

After confirming the specific binding of &-proto-
toxin-GFP and e-toxin-GFP to myelinic structures, a
series of experiments were performed to further
characterize the nature of this interaction (Fig. 4). To
identify a possible protein component in the e-
prototoxin-GFP binding to myelin, brain slices were
previously incubated with pronase E in order to
enzymatically remove a possible protein receptor
component for the toxin. In this case, the binding of e-
prototoxin-GFP to cerebellar slices was clearly
decreased (Fig. 4B) compared to the control non-
treated cerebellar slices (Fig. 4A). Treatment with N-
glycosidase F, to remove N-glycidic moieties on
myelin, did not modify the binding pattern (Fig. 4C),
indicating that the binding of e-prototoxin-GFP to
myelin was independent of a glycidic environment.
Curiously, detergent pre-treatments of cerebellar
slices did not show any evident decrease in e-
prototoxin-GFP binding under these experimental
conditions (Triton X-100 and CHAPS, Fig. 4D and not
shown, respectively). Moreover, the label was even
more intense after detergent treatments, suggesting
that the detergents used (Triton X-100, CHAPS)
unmasked previously inaccessible binding sites to
the toxin.

3.4. Binding of e-toxin to myelinated peripheral
nerve fibres

To check the possible binding of the toxin to myelin
in the peripheral nervous system, sections from mouse
vagus nerve were incubated with e-prototoxin-GFP in
order to localize and identify myelinic nerve fibres
(Fig. 5A). Furthermore, isolated myelinic nerve fibres
were obtained by teasing mouse sciatic nerve and
incubated with e-prototoxin-GFP. Isolated fibres
showed a clear surface staining, more accentuated

toxin-GFP. (C) Teased nerve fibre from human cauda equina
incubated with e-prototoxin-GFP. Note the staining of &-proto-
toxin-GFP to isolated nerve fibres, mainly at the Ranvier nodes
(arrows). Scale bars: A, 40 um; B and C, 15 pm.
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at the Ranvier nodes (Fig. 5B). Similar results were
obtained incubating the nerve fibres with ¢-toxin-GFP
(not shown). To further examine the possibility that &-
toxin could bind to the myelinic structures in other
species, isolated nerve fibres from the human spinal
cord cauda equina were incubated under the same
conditions as described above for mice. A similar
binding pattern was obtained (Fig. 5C), suggesting
that the binding of e-toxin to myelin may be a common
attribute among mammalian species.

To investigate this possibility, frozen sections of the
striatum and cerebellum from the brains of lambs and
cattle, two animal species that are specially sensitive to
e-toxin, were obtained and processed in order to analyze
the possible binding of e-prototoxin-GFP to myelinic

structures. As expected, e-prototoxin-GFP stained
myelin in both lamb and cow brains (Fig. 6A, B and
D) though with different levels of intensity, suggesting
differences in the affinity of e-prototoxin-GFP to the
different myelin species. Curiously, in addition to
myelin staining, e-prototoxin-GFP labelled endothelial
cells from blood brain microvessels in both lamb
and cow brains with high intensity and specificity
(Fig. 6A-D); this does not occur in rodent species.

4. Discussion

Some of the neurological disorders produced by &-
toxin in experimental and naturally poisoned animals

Fig. 6. Binding of e-toxin to sheep and bovine nervous system. Sections from sheep (A, B and C) and bovine (D) brains were incubated with
e-prototoxin-GFP. (A) Cerebellar section showing the binding of e-prototoxin-GFP to the white matter (WM) and blood vessels (arrows). (B)
Detail of a section from sheep striatum showing the binding of e-prototoxin-GFP to myelin structures (WM) and blood vessels (arrows). (C)
Blood vessels (arrows) from the molecular layer of the sheep cerebellum stained with the e-prototoxin-GFP. (D) A section of the bovine
cerebellum showing the binding of e-prototoxin-GFP to myelin structures (WM) and blood vessels (arrow). WM: white matter; GL: granular
layer; PL: Purkinje cell layer and ML: molecular layer. Scale bars: A and C, 75 pm; B: 40 wm; D, 25 pm.
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are due to the “massive” secretion of glutamate from
glutamatergic nerve terminals, triggering an excito-
toxic episode characterized by convulsions (seizures)
and neuronal cell death. This effect is an established
characteristic of ¢-toxin, observed in laboratory
animals when lethal and sublethal doses of the toxin
were injected (Miyamoto et al., 1998, 2000). The
massive glutamate release may be achieved by a direct
effect of the toxin on nerve terminals, acting as a
stimulatory toxin, or by acting on neuronal soma or
glial cells. Previous results showing the binding of -
toxin to a rat brain synaptosomal fraction (Nagahama
and Sakurai, 1992) strongly suggested a direct action
of e-toxin on nerve terminals, probably via the
formation of a pore in the plasma membrane as a
consequence of its oligomerization (Miyata et al.,
2001, 2002). By using a well-established fluorometric
assay to detect the glutamate release from brain
synaptosomes ‘“‘on line”” (Nicholls and Sihra, 1986)
we observed that the toxin does not act directly on
nerve terminals, suggesting that its capacity to elicit
glutamate release may act through another mechan-
ism, either on neuronal soma or axons, or on glial or
other cells present in the nervous tissue.

Taking advantage of the fusion proteins &-proto-
toxin-GFP and e-toxin-GFP which retain the full
binding activity of the native molecules, we performed
a series of experiments to examine the binding of e-
toxin to nervous tissue. We have previously found that
e-toxin-GFP and e-prototoxin-GFP fusion proteins are
valuable tools for detecting the binding of the toxin to
sensitive cells and tissues (Soler-Jover et al., 2004,
2007). These studies demonstrated that the e-toxin-
GFP molecules bind to particular structures and
tissues, and that this binding was specific, since
previous incubation with non-labelled e-prototoxin
prevented g-prototoxin-GFP binding.

As noted above, a previous report showed the
binding of &-toxin to plasma membranes prepared
from a synaptosomal fraction composed mainly of
isolated nerve terminals (Nagahama and Sakurai,
1992). Here, combining the e-prototoxin-GFP fusion
protein and confocal microscopy we show that the
myelin structures present in the synaptosomal
preparation are the main source of e-toxin binding
sites. Moreover, the use of synaptic and myelinic
markers confirmed the specific labelling of myelinic
structures by e-prototoxin-GFP. Myelin components,

considered as contaminants, have been detected in
variable amounts along the different fraction obtained
from brain synaptosomal and synaptic vesicle
preparations (Takamori et al., 2006). In fact, the
presence of myelin contamination in crude synapto-
somal fraction has been one of the major problems in
obtaining pure nerve terminal preparations. Further
steps in synaptosomal fraction purification, such as the
Ficoll gradient centrifugation used here, can remove
most of the myelin contamination, but a slight
presence of myelinic markers remains in the
synaptosomal fraction.

In mice, myelin specifically bound &-toxin in both
the central and peripheral nervous systems. The
binding was specific and sensitive to proteases. These
results are in partial agreement with previous data on
the binding of e-toxin to rat brain homogenates and
synaptosomal fractions, where the binding was
partially sensitive to pronase E and neuraminidase
but completely abolished by lipase (Nagahama and
Sakurai, 1992). The differences between that report
and ours, regarding the glycidic component of e-toxin
receptor and on the effect of detergent treatments, may
be due to the different experimental approaches used.
Pronase E treatment did not completely abolish the
binding of e-prototoxin-GFP to myelinic structures.
This may be due to an incomplete action of the
enzyme in the preparations used here or to the
presence of two binding sites, one a protein binding
site and the other with a main glucidic or lipidic
moiety.

The binding of the &-toxin to myelin might not
correspond to a natural target of the toxin in its toxic
pathway. In fact, the binding and effect of injected -
toxin has not been correlated either with myelin-
containing structures or with its synthesizing cells
(Finnie, 2004; Soler-Jover et al., 2007). Moreover,
these results do not directly identify myelin as the
main or a potential biological target of e-toxin, but
they evidence the toxin’s specific binding to a neural
structure and suggest potential applications of the
toxin as a specific marker in the study of the nervous
system, in particular in myelinic structures. Indeed,
the toxin and its GFP forms may be useful tools to
identify, quantify and analyze myelinic structures.
This potential use of the e-toxin-GFP in myelin
binding and detection may, however, be limited by its
capacity to bind to myelin from different species. The
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binding is clear in myelin from mice and rat origin and
in myelin from human peripheral nerves, but it is
slightly diminished in cow and sheep brains.

The binding of e-toxin to brain endothelial
microvasculature also varies according to the
species studied. Although previous evidence demon-
strated the effect of e-toxin on endothelial permea-
bilization and blood brain barrier translocation in
mice (Finnie, 2004; Soler-Jover et al., 2007), the
binding to mouse brain endothelia could barely be
detected by direct incubation. This characteristic of
€-toxin contrasts with the in vivo binding of the toxin
to brain blood vessels upon its injection in mice
(Soler-Jover et al., 2007). Thus, although the effect
and the binding to brain endothelia are required for
the toxin’s neurological effects in mice, its binding
probably requires intact endothelia, which, in mice,
may be sensitive to the fixation and/or further
manipulation for fluorescence observation. This is
not the case in the rest of species studied here, which
in fact are the e-toxin’s natural targets; in these cases
the binding to the brain microvasculature was
evident.

Finally, it would be reasonable to suggest a double
binding capacity of e-toxin in nervous system: one to
the endothelium, where it performs at least part of its
noxious function (endothelial permeabilization and
oedema) and the other to one or more myelin
components with an as yet undefined function.

5. Conclusions

¢-Toxin binds specifically to myelin in both the
central and peripheral nerve systems. The binding is
mediated, at least in part, by a protein component of
myelin. This characteristic of the toxin is not limited
to mouse or rat myelin, the animal models used
here, but is also evident in ovine, bovine and human
myelin, though with different levels of intensity. In
both ovine and bovine brains, at least, the toxin
binds strongly to vascular endothelia. The functional
importance of the e-toxin feature to bind myelin is
still unknown. The identification of the myelin
component that binds to e-toxin is currently under
study and its identification will broaden our under-
standing of the molecular interaction of &-toxin with
its cellular targets.
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ABSTRACT

Epsilon toxin (e-toxin), produced by Clostridium perfringens types B and D, causes
fatal enterotoxaemia in livestock. In the renal system, the toxin binds to target cells
before oligomerization, pore formation and cell death. Still, there is little information
about the cellular and molecular mechanism involved in the initial steps of the cytotoxic
action of e-toxin, including the specific binding to the target sensitive cells. In the
present report, the binding step of e-toxin to target cells in renal system of different
species is characterized by means of an ELISA based assay with recombinant &-toxin-
green fluorescence protein (e-toxin-GFP) and e-prototoxin-GFP. In addition, different
treatments with Pronase E, detergents, N-glycosidase F and beta-elimination on MDCK
cells and renal cryosections have been performed to further characterize the e-toxin
binding. ELISA assays revealed a single binding site with a similar dissociation
constant (Ky) for e-toxin-GFP and &-prototoxin-GFP, but a three-fold increase in B,y
levels in the case of e-toxin-GFP. Double staining on kidney cryoslices with lectins and
e-prototoxin-GFP revealed specific binding to distal and collecting tubule cells. In
addition, experiments on kidney and bladder cryoslices demonstrated the specific
binding to distal tubule of a range of mammalian renal systems. Pronase E and beta-
elimination treatments on kidney cryoslices and MDCK cells revealed that the binding
of e-toxin in renal system is mediated by a O-glycoprotein. Detergent treatments
revealed that the integrity of the plasma membrane is required for the binding of e-toxin

to its receptor.
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INTRODUCTION

Epsilon toxin (e-toxin) is the most potent clostridial toxin after botulinum and
tetanus neurotoxins. It is produced by the anaerobic bacteria Clostridium perfringens
types B and D and causes fatal enterotoxaemia in sheep, goats and occasionally calves
and other animals, resulting in heavy economic losses (Payne and Oyston 1997).

The toxin is produced as a non-toxic precursor molecule that is activated upon
proteolytic cleavage of amino and carboxy terminal peptides (Minami et al., 1997).

Although non-active, the prototoxin molecule binds to the same surface cell
receptors as the full active molecule and can prevent its binding and further toxicity
(Buxton, 1976; Dorca-Arevalo et al., 2008; Tamai et al., 2003).

The Madin-Darby canine kidney (MDCK) cell line, of epithelial origin from the
distal convoluted tubule, is the most used and sensitive “in vitro” model for e-toxin
studies (Payne et al., 1994). Additionally, it was recently demonstrated that the
recombinant e-toxin-green fluorescence protein (e-toxin-GFP) fusion protein retained
the cytotoxicity of the native toxin (Soler-Jover et al., 2004; Soler-Jover et al., 2007).

e-Toxin specifically binds to MDCK cells (Petit et al., 1997) and to the epithelium
of distal tubules (Soler-Jover et al., 2004; Tamai et al., 2003). Although the cytotoxic
mechanism for e-toxin has been deciphered, the initial steps leading to toxin
heptamerization and pore formation are still elusive (Lindsay, 1996; Miyamoto et al.,
1998; Petit et al., 1997). Attempts to characterize the putative receptor for e-toxin point
out a syaloconjugate molecule on cholesterol enriched plasma membrane region as a
candidate (Chassin et al., 2007; Nagahama and Sakurai, 1992; Shimamoto et al., 2005).
Candidates for a protein component as the putative receptor for e-toxin are a 37 kDa
protein isolated from MDCK cell membranes (Petit et al., 1997) and the hepatitis A

virus cellular receptor 1 identified by gene-trap mutagenesis as one of a series of
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proteins involved in the intoxication process of e-toxin on MDCK cells (Ivie et al.),
although a functional evidence has not been elucidated.

In this paper we use g-prototoxin-GFP to further characterize the e-toxin binding site
in the renal system by using several treatments either on MDCK or mice kidney
cryosections with the help of fluorescent labeled lectins and confocal imaging.
Furthermore, an ELISA based method was developed to define the e-toxin and e-

prototoxin binding affinity constants to MDCK cells.

MATERIALS AND METHODS
Expression of recombinant g-prototoxin-GFP.

e-Prototoxin and e-prototoxin-GFP were produced and purified as previously
described (Soler-Jover et al., 2007). Briefly, the expression of either e-prototoxin or -
prototoxin-GFP  was induced overnight with 1 mM isopropyl beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) at room temperature (RT), in 250 ml LB of medium.
Cells were pelleted and resuspended in ice cold phosphate buffer (PB) 20 mM pH 7.5
with NaCl 250 mM, sonicated and centrifuged at 12,000 x g for 20 min. The resultant
supernatant was incubated with 0.7 ml of Glutathione SepharoseTM 4B beads
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) for 1 h at 4 °C. Finally, the
recombinant proteins were eluted by thrombin cleavage in 20 mM PB pH 7.5 containing
250 mM NacCl and 2.5 mM CaCl,. When required, e-prototoxin and e-prototoxin-GFP
were fully activated to e-toxin and e-toxin-GFP, respectively, by incubation with
trypsin-coated agarose beads for 30 min at RT (Sigma—Aldrich, Madrid, Spain),

following the manufacturer’s instructions.
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e-Prototoxin-GFP and lectin incubations on MDCK cells, mouse kidney and
urothelium cryosections.

Animals were housed under conventional conditions in climatized rooms with free
access to standard pelleted food and tap water. All animal experiments were carried out
in accordance with EU guidelines (86/609/EU), and Spanish regulations (BOE 67/8509-
12, 1988) for the use of laboratory animals, and approved by the Ethics and Scientific
Committee at the University of Barcelona. Sheep, bovine and caprine kidney and
bladder samples were obtained from the Mercabarna slaughterhouse in Barcelona.
Human kidney was obtained from the Unit of pathology from the University hospital of
Bellvitge, following the guidelines of the local Ethics Committee.

To study the binding of e-prototoxin-GFP and lectins on cryosection slices, mouse
kidney and urothelium samples were fixed immediately after extraction by immersion in
4% paraformaldehyde (PFA) in PB (100 mM, pH 7.2) for 12 h. Samples were
cryoprotected by immersion in 30% sucrose, embedded in OCT media and snap frozen
in precooled isobutanol. Cryostat sections of 10 um were obtained, mounted onto poly-
lysine coated microscope slides (Superfrost Plus, Thermo scientific) and stored at -20
°C until used for e-prototoxin-GFP and lectin incubations. Non-specific binding was
blocked by incubating the sections in PBS containing 1% bovine serum albumin for 30
min at RT. Sections were then incubated with defined biotinylated lectins (Table 1) in
the same buffer for 1h at RT. After three washes in PBS the cryosections were
incubated with 300 nM of e-prototoxin-GFP and streptavidin-Alexa-546 conjugate
(Molecular Probes) (1:500 dilution) in PBS containing 1% bovine serum albumin
(BSA) for 1 h at RT. After 3 washes with PBS, the samples were stained with TO-PRO-
3 (1:1000 dilution, Molecular Probes, Invitrogen) for 7 min, washed again and mounted

with an Aqueous Mounting Medium (Fluoromount, SIGMA). MDCK cells were grown
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on coverslips to confluence in DMEM-F12 medium supplemented with L-Glutamine,
15 mM HEPES and antibiotics. Cells were washed three times in PBS, and fixed with
4% (PFA) for 12 min at RT. After washing with PBS, cells were processed as described
above for renal tissue samples. Slides were examined under a Leica TCS-SL confocal

microscope (CCiTUB, Biology Unit of Campus of Bellvitge).

Treatment with Pronase E, N-glycosidase F, sodium hydroxide (NaOH) and
detergents.

In a series of experiments, tissue sections were incubated with Pronase E, N-
glycosidase F, NaOH or detergents (Triton X-100, sodium deoxycholate and sodium
cholate) to assess the nature of the e-prototoxin-GFP binding. To determine whether a
protein was directly involved in the binding of e-toxin, sections from mouse kidney
were incubated with different concentrations of Pronase E in PBS 0.1 M pH 7.4 (from
0.1 to 1 mg/ml) at 37 °C for different times (5, 15, 30 and 60 min).

N-glycosidase F was used to hydrolyze N-glycan chains from glycoconjugates to
verify the possible participation of N-glycidic residues in the binding of e-toxin
(Desantis et al., 2006). Kidney sections were incubated with 100 U/ml of N-glycosidase
F overnight at 37 °C in 20 mM PB, pH 8 with 10 mM EDTA. To evaluate the possible
participation of O-glycidic residues in the binding of e-toxin, beta-elimination treatment
with 0.055 N NaOH in water at 37 °C for different times (1, 3, 24, 48, 72 and 120 h)
was used. In this case sections were obtained and analyzed from mouse, cow, goat,
sheep and human kidneys and from mouse, cow, goat and sheep bladders.

To assess the sensitivity of e-prototoxin-GFP to detergents, sections from mouse

kidney were incubated with Triton X-100, sodium deoxycholate and sodium cholate at
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different concentrations (0.1, 0.5, 1 and 2%) in 20 mM PB pH 8 with 10 mM EDTA for
1 h at different temperatures (4 °C, RT or 37 °C).

After the treatments, the sections were washed three times with PBS at RT and
incubated with e-prototoxin-GFP and/or lectins as described above. In the case of
NaOH treatment, the reaction was stopped adding 0.055 N sulfuric acid for 30 sec
before the PBS washes. Depending on the treatment, controls were performed by
omitting Pronase E, N-glycosidase F, NaOH or detergents in the incubation buffer.

In the case of MDCK cells, the treatments were performed in the same conditions as

in tissue sections.

ELISA assay to detect the sensibility of the e-prototoxin-GFP binding.

MDCK cells were grown on 96-well plates (Techno Plastic Products, TPP) to
confluence, washed three times in PBS, and fixed with 4% PFA, washed with PBS and
incubated in PBS containing 3% bovine serum albumin (BSA) for 1 h at RT. After
washing with PBS, the cells were incubated with increasing concentrations (0, 0.2, 0.4,
0.8, 2,4, 8, 20, 40, 100 nM) of e-prototoxin-GFP in PBS containing 1% BSA for 1 h at
RT. After four washes in PBS, cells were incubated with anti-GFP rabbit polyclonal
antibody (1:1000 dilution) in PBS containing 1% BSA for 1h RT. After four washes in
PBS, cells were incubated with (1:1000 dilution) anti-rabbit immunoglobulins
conjugated to horseradish peroxidase (DAKO, Glostrup, Denmark) in PBS containing
1% BSA for 1h RT. Finally, after four washes in PBS cells were developed using the
OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride) tablets (SIGMAFAST OPD) to detect the
peroxidase activity. Absorbance was measured in a spectrofotometer (ASYS) at 450

nm.
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Non specific binding was determined by preincubating the cells with an excess of
recombinant non labeled e-prototoxin (2 uM, corresponding to a 50 times the maxim g-
prototoxin-GFP or e-toxin-GFP concentration used) for 30 min and before the
increasing concentrations of e-prototoxin-GFP were added. Specific binding was
calculated by subtraction of non-specific binding from total binding. As a negative
control, the experiment was performed using increased concentrations of GFP instead of
e-prototoxin-GFP.

Standards were performed by adding different amounts of e-prototoxin-GFP (0, 0.2,
0.4,0.8, 2, 4, 8, 20, 40, 100 ng) to empty wells for 1 h at RT. After washing three times
with PBS, wells were processed as described above but omitting the native e-prototoxin
and g-prototoxin-GFP co-incubations.

In some experiments e-toxin-GFP was used instead of e-prototoxin-GFP and non
labeled e-toxin in excess was used to calculate the nonspecific binding.

The results were subjected to nonlinear regression analysis using Graph Pad Prism 3
software, and Ky and B,,.x were calculated.

To characterize the effect of NaOH and detergents on the binding of e-prototoxin-
GFP, MDCK cells were grown on 96-well plates to confluence, washed three times in
PBS, and fixed with 4% PFA. To study the effect of NaOH, cells were treated with
0.055 N NaOH for 6 h at 37°C. The reaction was stopped by adding 0.055 N H,SO, for
30 sec in each well. To study the effect of detergents, cells were treated with 2 and 1%
sodium cholate at 4 °C for 1h. In both cases, after three washes in PBS, cells were
processed as described above and analysed by the same software.

SigmaStat (version 2.0) was used for statistical analysis. Results were expressed as

means =+ standard deviations of at least four independent determinations. Significant
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differences were calculated using the paired Student’s #-test with p<0.01 being

considered to indicate statistical significance.

RESULTS
Binding of e-toxin-GFP and e-prototoxin-GFP to MDCK cells.

An ELISA based assay was performed to characterize and determine the specificity
and constants of e-prototoxin-GFP and e-toxin-GFP binding on MDCK cells.

Scatchard analysis of the data demonstrates that e-prototoxin-GFP binds to a single
pool of binding sites with an equilibrium dissociation constant (Kg) of 3.8 + 1.9 nM and
a maximal binding (Bmax) of 67.3 £ 10.2 pmol/mg of protein (Fig. 1 A).

Although similar parameters for K4 were found for e-toxin-GFP, the number of
binding sites (Bmax) was significantly increased up to three-fold for e-toxin-GFP
compared to e-prototoxin-GFP (Fig. 1 B). This ELISA assay was further used to
characterize and quantify the binding of e-prototoxin-GFP to MDCK cells after some
treatments (shown ahead) used to characterize the binding of e-prototoxin-GFP on

MDCK and renal tissue.

Characteritzation of e-prototoxin-GFP binding sites to MDCK cells.

To further characterize the nature of the interaction of e-toxin and e-prototoxin with
MDCK cells, a series of experiments were performed using e-toxin-GFP and e-
prototoxin-GFP, and different treatments as detergent incubations, N-glycosidase F
digestion and B-elimination.

Some treatments with detergents at different temperatures (4 °C, RT and 37 °C)
were performed on PFA fixed MDCK cells to study the effect on the e-prototoxin-GFP

binding. A decrease in the e-prototoxin-GFP binding was observed at any temperature
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by incubating the cells with sodium deoxycholate or Triton X-100 at 2%. The binding
of e-prototoxin-GFP after 2% of sodium cholate treatment at 4 °C was not affected
compared to the control (Fig. 2). Although no variations in K4 were detected on the
binding of e-prototoxin-GFP to MDCK cells after 1% of sodium cholate treatment at 4
°C, a two-fold increase in By, was detected under these conditions (Fig. S-1 A).
However, there was an important decrease in the e-prototoxin-GFP binding after a
treatment with 2% of sodium cholate at RT and 37 °C, similarly to the other detergents
tested (Fig. 2).

B-elimination treatment for 1 h, abolish the binding of e-prototoxin-GFP to the
plasma membrane in MDCK cells (compare Fig. 3 A with D). Consequently, the
binding of Arachis hypogaea (PNA), a lectin which recognizes O-glycans, was
abolished (compare Fig. 3 B with E) while the binding of Datura stramonium (DSA),
used for N-glycan detection, was increased (compare Fig. 3 C with F). Similar results
were obtained labeling the cells with Canavalia ensiformis lectin (ConA), a lectin that
binds N-glycans (not shown). Moreover, after N-glycosidase F treatment the binding of
e-prototoxin-GFP and PNA did not change compared to the control (compare Fig. 3 A
with G, and Fig. 3 B with H, respectively) but the binding of DSA was significantly
reduced after the enzymatic action (compare Fig. 3 C with I).

The binding of e-prototoxin-GFP to MDCK cells after B-elimination treatment was
quantified using the ELISA assay. While no variations in K4 was detected (K4 3.3 = 2.3
nM) a decrease around 95% in the By.x was observed (Bm.x 3.4 = 0.62 pmol/mg of

protein, (Fig. S-1 B), in agreement with the images shown above (Fig. 3).
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e-Prototoxin-GFP binding sites in mouse kidney and bladder.

In addition do MDCK cell line, mice have been widely used to study the effect of ¢-
toxin and provide a useful model for laboratory controlled intoxication studies
(Fernandez-Miyakawa et al., 2007a; Fernandez-Miyakawa et al., 2008; Fernandez-
Miyakawa et al., 2007b; Finnie, 1984a, b).

As in the case of the MDCK cell line, some lectins, which specifically bind different
kidney structures, were initially used to analyze the binding of e-prototoxin-GFP to
renal tubules. The lectins used in this study (DSA, PNA and DBA) have shown an
specific distribution labeling in mouse renal tissue (Egea et al., 1989; Hanai et al., 1994;
Laitinen et al., 1987). DSA binds to podocytes, endothelium and with a high intensity to
the mesangium of the glomerulus. It also binds to proximal tubules and with a lower
intensity to distal tubules (Egea et al., 1989; Laitinen et al., 1987). PNA binds to
proximal, distal and with a higher intensity to collecting tubules while DBA only labels
collecting tubules (Laitinen et al., 1987).

Double staining with the lectins and e-prototoxin-GFP of kidney cryosections
revealed that the e-prototoxin-GFP binding was detected both in distal and collecting
tubules (Fig. S-2 D-F for PNA lectin and Fig. S-2 G-I for DBA lectin), and was absent
in the proximal tubules of the mouse kidney (Fig. S-2 A-C for DSA lectin).

The binding of e-prototoxin-GFP to distal and collecting tubules prompted us to
check the putative binding to the rest of urinary system. Incubations of g-prototoxin-
GFP on bladder cryosections revealed its binding to the urothelium (Fig. 4 A). To
further characterize the nature of this interaction in urinary system we performed a
series of experiments using Pronase E, detergents, N-glycosidase F and -elimination as

in MDCK cells.

11
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Slices from mouse urinary bladder (Fig. 4 A-B) and kidney (Fig. 4 C-F) were
previously incubated with Pronase E in order to enzymatically remove a possible
protein receptor component for the toxin. In this case, the binding of e-prototoxin-GFP
to epithelial cells from the bladder (Fig. 4 B) and kidney distal tubules (Fig. 4 D and F)
was clearly decreased compared to the control non-treated bladder and kidney slices.

The effect of the detergents used on mouse kidney sections at different
concentrations and temperatures is summarized in table 2, where plus sign (+) indicates
an increase in the binding of e-prototoxin-GFP, minus sign (-) indicates a decrease and
equal sign indicates no variation in the binding compared to non treated controls.

Finally, to check if any glucidic chains are involved in the binding of e-prototoxin-
GFP, cryosections were incubated with N-glycosidase F or with NaOH (B-elimination)
in order to remove the N- or O- glycans respectively, as explained previously.

After B-elimination the binding of e-prototoxin-GFP to distal tubules from the renal
cortex (Fig. 5, A and G) was clearly decreased (Fig. 5, D and J) compared to the control
non-treated. Moreover, similarly to the results obtained with MDCK cells, the binding
of DSA lectin to distal tubules was increased after the B-elimination (Fig. 5, B and E)
while the binding with PNA lectin was decreased (Fig. 5, H and K). In addition, the
binding of e-prototoxin-GFP to the epithelial cells from the mouse bladder after p-
elimination treatment was also decreased compared to the control non-treated (Fig. S-3).
Finally, there was not change in the binding of e-prototoxin-GFP to distal tubules in
mouse kidney sections after N-glycosidase F treatment, confirming the role of O-
glycan, but not N-glycan, chains in the binding of e-prototoxin-GFP (Fig. S-4).

Similarly to the results shown for mouse kidney, the binding of e-prototoxin-GFP to

distal tubules in cow (Fig. 6A and B), goat (Fig. 6C and D), sheep (Fig. 6E and F) and

12
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human (Fig. 6G and H) kidney was decreased after f-elimination compared to the non-

treated control (Fig. 6).

DISCUSSION

We previously demonstrated that recombinant e-prototoxin-GFP was a convenient
tool to study the toxin binding mechanisms since it binds to the same sites as does the
active toxin, but without damaging and cytotoxic effects. In this study we used the
recombinant e-prototoxin-GFP to further analyze the nature of e-toxin binding sites in
MDCK cells and mouse kidney cryosections. Moreover, an ELISA based method was
successfully developed to characterize the binding of e-toxin and e-prototoxin to the
MDCK cell line. We previously showed that e-prototoxin-GFP specifically binds to
distal tubules in mouse renal tissue (Soler-Jover et al., 2004). In the present report we
show that the binding is not restricted to distal tubules but it is also detected in
collecting tubules and in the bladder urothelium, suggesting the presence of an e-toxin
receptor in all these regions of the renal system. Besides, experiments on kidney
cryoslices confirmed the specific binding to distal tubule cells of a range of species.

Saturation studies in MDCK cells with e-prototoxin-GFP revealed the presence of a
high affinity single binding site with a dissociation constant (K4) around 4 nM and a
Bmax around 67 pmol/mg.

The binding of e-toxin-GFP to MDCK cells showed the same affinity parameter but
up to three-fold increase in By,.x compared to e-prototoxin-GFP. This result could be in
accordance with the property of e-toxin to form heptamer aggregates after binding to its
receptor and once in the plasma membrane, a condition not shown for g-prototoxin.

After B-elimination treatment, the K4 did not change but the B.,x was reduced

around 95% compared to the control situation, in accordance with the results obtained
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with g-prototoxin-GFP and confocal microscopy supporting the involvement of a O-
glycoconjugate in the recognition process. The specific combination of carbohydrate/s
involved in e-toxin binding is still under study.

All together, saturation studies and the enzymatic and detergent (see below)
treatments in MDCK cells, are in partial agreement with previous data on the binding of
125]_g-toxin to rat brain homogenates and synaptosomal fractions, where the binding was
partially sensitive to Pronase E and neuraminidase and completely abolished by lipase.
Furthermore, '*’I-e-toxin showed high affinity to rat brain homogenates and
synaptosomal membrane fractions, having single binding phases with a K4 of 2.5 and
3.3 nM, respectively and a Bp,.,x of 9 and 25 pmol/mg, respectively (Nagahama and
Sakurai, 1992), closer to the parameters shown here in K4 for MDCK cells and
suggesting the existence of a unique receptor for e-toxin on different tissues, but with a
higher number of receptors in renal system as it is shown by increased levels in Byax in
MDCK cells.

To check if the plasma membrane integrity was involved in the e-prototoxin-GFP
binding, MDCK cell and mouse kidney sections were incubated with several detergents
under different concentration and temperature conditions. While in most of the
conditions the e-prototoxin-GFP binding was reduced with detergent concentrations
above 0.5%, the binding increased after sodium cholate treatment (at 4 °C in MDCK
cells and at RT and 37 °C in kidney cryosections), suggesting that, under the condition
used, sodium cholate unmasks e-toxin binding sites in the renal system. The effect of
detergents increasing receptor availability has been previously shown in several models
(Koppelman and Dufau, 1982). Basically detergents would make occluded receptors,
not exposed to cell surface, accessible to the ligand (Mello et al., 1980; Pilch et al.,

1983). Thus, data from detergent treatments suggest the importance of an adequate lipid
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environment to preserve the capacity of MDCK cells to bind e-toxin, and that a
detergent treatment with a high critical micellar concentration (CMC) point may
increase their binding capacity in comparison to other detergents with lower CMC.
Although the existence of an occluded intracellular pool of receptors should not be
discarded as binding parameters suggest (sodium cholate doubles the number of
available binding sites), a direct effect of sodium cholate on the e-toxin receptor
increasing its binding capacity could be considered.

e-Toxin binding was also studied in renal tissues from e-toxin sensitive animal
models (cow, sheep and goat). Kidney and bladder cryosections were used for (-
elimination treatment, similarly to the mouse kidney and bladder cryosections shown
above but with longer period treatments. Besides, in bladder sections of these species
we also observed a significant reduction of e-prototoxin-GFP binding after -
elimination treatment (not shown). Moreover, the behaviour of the e-toxin tested in
human kidney cryosections after P-elimination treatment was similar to the other
species, suggesting that the same receptor found in the species tested may be present in

the human renal system.

CONCLUSIONS

Fusion proteins e-toxin-GFP and e-prototoxin-GFP have been revealed as useful
tools to study the cellular and molecular cytotoxic mechanism of e-toxin. In the present
report, these fusion proteins have been used to demonstrate the presence of a single high
affinity binding site to the MDCK cell line, the most sensitive cellular model to the
toxin. Morphological approaches using e-prototoxin-GFP showed the presence of a O-
glycosilated protein as a candidate for the receptor of e-toxin in the renal system of all

mammalian species tested. Altogether, the results help to understand the first steps in
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the intoxication pathway of e-toxin and may serve as a basis for preventive or even
therapeutic approaches in the treatment of e-toxin intoxication, by interfering in its first

step of cytotoxic activity.
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1. Binding of e-prototoxin-GFP (A) or e-toxin-GFP (B) on MDCK cells. A 96-
well plate was used to seed the cells at confluence (0.8 to 1.8 pg of protein/well as
detected by Bradford protein assay). Cells were fixed and incubated in PBS-BSA 1%
with increasing concentrations of e-prototoxin-GFP or e-toxin-GFP. To determine the
level of the specific binding, cells were preincubated with unlabeled e-prototoxin (A) or
e-toxin (B) for 30 min prior to the addition of the e-prototoxin-GFP or e-toxin-GFP
respectively. The dissociation constant (K4) was 3.8 £ 1.9 nM and 5.8 + 4.7 nM for e-
prototoxin-GFP and e-toxin-GFP respectively. The number of binding sites (Bmax) was
67.3 = 10.2 pmol/mg and 201 + 49 pmol/mg for e-prototoxin-GFP and e-toxin-GFP
respectively. Note a similar K4 but a significant three-fold increase in B, in the e-
toxin-GFP condition compared to e-prototoxin-GFP (p = 0.002). The insets show the
Scatchard plot calculated using GraphPad Prism 3 software. B/F, bound e-prototoxin-

GFP/free e-prototoxin-GFP.

Fig. 2. Binding of e-prototoxin-GFP on MDCK cells after detergent treatments. Cells
were treated at 4 °C (left column), at RT (middle column) or at 37 °C (right column)
with 2% Triton X-100 (D-F), 2% sodium cholate (G-I) and 2% sodium deoxycholate (J-
L) prior to the e-prototoxin-GFP incubation. Note a complete reduction in g-prototoxin-
GFP binding at 2% Triton X-100 and sodium deoxycholate at any condition compared
to the control (A-C). No modifications were observed in e-prototoxin-GFP binding at
2% sodium cholate at 4 °C (G) but a reduced and spotted pattern and a complete
absence of binding of e-prototoxin-GFP was observed after treatment at RT (arrow, H)

and 37 °C (I) respectively. Bars correspond to 40 um.
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Fig. 3. Effect of B-elimination and N-glycosidase F on g-prototoxin-GFP (A, D and
G), Arachis hypogaea lectin (PNA) (B, E and H) and Datura stramonium lectin (DSA)
(C, F and I) binding to MDCK cells. Cells were treated with 0.055 N NaOH for 1 h at
37 °C (D, E and F) or with N-glycosidase F, overnight at 37 °C (G, H and I). Some cells
were treated with buffer (without N-glycosidase F or NaOH) under the same conditions
and used as a control (A, B and C). DSA, that recognizes an N-linked glycan (Gal 1,4
GlcNAc) and PNA that recognizes O-linked glycan (GalB1-3GalNAc, a-Gal and -Gal)
were used as treatment controls. B-elimination strongly reduces the labeling of e-
prototoxin-GFP (D) and PNA (E), but not DSA labeling, which was increased (F). N-
glycosidase F reduced the labeling of DSA lectin (I) but not PNA (H) and €-prototoxin-

GFP (QG) labeling. Bars represent 40 um.

Fig. 4. Effect of pronase E on the e-prototoxin-GFP binding to renal system. Mouse
urinary bladder (A, B) and kidneys (C-F) sections were preincubated for 30 min at 37
°C with 0.5 mg/ml of pronase E (B, D and F) or without the enzyme mixture under the
same conditions (A, C and E). Labeling of urothelium (A-B), distal tubules from the
renal cortex (C-D) and renal medulla (E-F) by e-prototoxin-GFP was reduced after

pronase E treatment. Bars represent 40um.

Fig. 5. Effect of B-elimination on e-prototoxin-GFP binding to mouse kidney
sections. Sections from mouse kidneys were treated with 0.055 N NaOH at 37 °C for 1 h
(D-F and J-L) or with water under the same conditions as controls (A-C and G-I).
Sections were incubated with e-prototoxin-GFP (green in A, C, D, F, G, I, J and L) after
preincubation with Datura stramonium lectin (DSA) (B, C, E and F) or Arachis

hypogaea lectin (PNA) (H, I, K and L). DSA stains the proximal tubules (arrowheads)
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and PNA stains the distal and collecting tubules (arrows). Note the reduced labeling by
e-prototoxin-GFP (D, F, J and L) and PNA (K and L) but not the labeling by DSA (E

and F) which increases after 3-elimination treatment. Bars represent 40um.

Fig. 6. Effect of B-elimination on e-prototoxin-GFP binding to distal and collecting
tubules from cow, goat, sheep and human kidneys. Sections from cow (A and B), goat
(C and D), sheep (E and F) and human (G and H) kidneys were treated overnight with
0.055 N NaOH at 37 °C (B, D, F and H) or water under the same conditions, as controls
(A, C, E and G). Note the e-prototoxin-GFP binding to distal and collecting tubules in
all species (white arrows) in the control situation. The e-prototoxin-GFP binding after

the B-elimination treatment was strongly diminished in all species. Bars represent 40pm.

Fig. S-1. Binding of e-prototoxin-GFP on MDCK cells after 1% sodium cholate (A)
or B-elimination (B) treatments The dissociation constant (Kq) was 1.65 £ 0.81 nM and
3.29 + 2.27 nM after 1% sodium cholate treatment and PB-elimination treatments
respectively. The number of binding sites (Bmax) was 115.8 + 14.91 pmol/mg and 3.4 +
0.62 pmol/mg after 1% sodium cholate treatment and [-elimination treatments
respectively. Note that the dissociation constant (K4) was not significantly modified
after the two treatments. However, the number of binding sites was increased after 1%
sodium cholate (p = 0.002) and consistently reduced about 95% after B-elimination (p <
0.001). The insets show the Scatchard plot calculated using GraphPad Prism 3 software.

B/F, bound e-prototoxin-GFP/free e-prototoxin-GFP.

Fig. S-2. e-Prototoxin-GFP labeling of distal and collecting tubules in mouse renal

sections. e-Prototoxin-GFP binds to renal tubules (in green, A, C, D, F, G and I). Datura
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stramonium lectin (DSA) binds to proximal tubules (in red and arrows, B and C).
Arachis hypogaea lectin (PNA) binds to distal and collecting tubules (arrows) and to
proximal tubules (in red and arrowhead, E and F). Dolichos biflorus lectin (DBA) binds
to collecting tubules (in red and arrow, H and I). Note the colocalization of ¢-
prototoxin-GFP with PNA to distal and collecting tubules (arrows, F) and with DBA to
collecting tubules (arrow, I) but not with DSA in proximal tubules (C). Bars represent

40pm.

Fig S-3. Effect of B-elimination on e-prototoxin-GFP binding to mouse bladder
cryosections. A mouse bladder section was treated with 0.055 N NaOH at 37 °C for 1 h
(B) or with water at the same conditions as control (A). Note the strong reduction of ¢-
prototoxin-GFP labeling after p-elimination treatment (B) compared to the control

situation (A). Bars represent 40 pm.

Fig S-4. Effect of N-glycosidase F on the binding of e-prototoxin-GFP to distal and
collecting tubules. No changes in the binding of e-prototoxin-GFP were observed after
N-glycosidase treatment, compared to the control situation (compare A and G with D
and J). Datura stramonium lectin (DSA) which binds to proximal tubules (arrows, B, C,
E and F) and Arachis hypogaea lectin (PNA) which binds to distal and collecting
tubules (arrows, H, I, K and L) were used as controls for N-glycosidase F activity. Bars

represent 40pum.
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La imatge de la portada és una microfotografia d’una seccié d’hipocamp de ratoli incubada amb protoxina-e-GFP,

mostrant unio especifica a les fibres mieliniques.

La imatge de la contraportada és una composicié de diferents microfotografies, on la imatge inferior dreta correspon
a una seccié de cervell de ratoli que ha estat injectat amb toxina-e-GFP i es mostra la seva unié a I’endoteli i com
travessa la BHE. La imatge inferior esquerra correspon a una seccid de bufeta d’ovella incubada amb la protoxina-¢-
GFP, mostrant unio especifica a I’uroteli. La imatge superior dreta correspon a una secci6 de rony6 de cabra incubada
amb la protoxina-e-GFP i s’observa la seva unid als tubuls distals i col-lectors. I la imatge superior esquerra correspon

a una secci6 de timus de ratoli incubada amb la protoxina-e-GFP, unint-se a estructures que encara estan en estudi.



