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Prefacio

Esta tesis, como muchas otras, no solamente es el recuento de
resultados y conocimientos adquiridos sino mas bien el viaje personal y
cientifico que emprendi en septiembre de 2009 y me llevdé a comprender
algunos mecanismos bioldgicos y mucho de mi propia naturaleza como
mujer cientifica.

Como la mayoria de los caminos que recorremos en nuestras vidas
pocos son lineales o continuos y muchos presentan mas de una vuelta, con
los proyectos de investigacion muchas veces pasa lo mismo y éste es uno
de esos casos. Esta tesis es la historia de dos proyectos que comenzaron en
diferentes momentos y se llevaron a cabo independientemente uno del otro,
cada uno me enfrentd a desafios diferentes y me aportaron conocimientos
en dos campos completamente distintos pero complementarios.

Por un lado el proyecto de las proteinas de la particula regulatoria del
proteosoma me permiti®6 mejorar mi habilidad para la expresion vy
purificacién de proteinas, aprendiendo a integrar los resultados obtenidos y
poniéndome a prueba con la publicacion de mas de un paper relacionado
directamente con este proyecto durante su desarrollo. Por otro lado el
proyecto de RepB me concedié la posibilidad de explorar el mundo de la
cristalografia, desde la generacidn de cristales hasta la resolucién de la
estructura pasando por ese momento magico en que con dos imagenes en
estéreo se aprende a ver en 3D. Es por ello que esta tesis se divide en dos
partes bien diferenciadas, los invito a recorrer los contenidos en el orden
que ustedes prefieran y espero que disfruten de la lectura tanto como yo
disfrute en desarrollarla.
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Estudio de las proteinas de la
particula regulatoria del

proteosoma y del ensamblaje
de la lid






1.1 Introduccion






Primera Parte

Al igual que todos los sistemas de macromoléculas el proteoma se
encuentra en un estado dinamico de sintesis y degradacién, que asegura la
homeostasis celular y la regulacién de las proteinas y los procesos en los
gue éstas participan.

Debemos distinguir las proteinas “ajenas” de las proteinas “propias”,
las primeras, provenientes de la dieta, deben ser degradas “fuera” del
cuerpo es decir en el lumen del tracto digestivo. Estas proteinas ajenas a
nuestro cuerpo no pueden ser absorbidas directamente ya que dispararian
la respuesta inmune, deben ser degradas hasta aminoacidos que las células
adquirirdn para utilizar en la sintesis de proteinas propias. A su vez, las
proteinas propias se pueden clasificar en proteinas extra e intracelulares
gue seran procesadas de manera diferencial. Las proteinas extracelulares
entran en la célula por endocitosis, el endosoma resultante se fusiona con
lisosomas portadores de enzimas proteoliticas que degradan el contenido de
manera inespecifica. Durante el proceso las proteinas extracelulares nunca
se exponen al citosol, asegurando de esta manera la integridad del medio
intracelular. Evidentemente la degradacién de proteinas intracelulares debe
ser llevada a cabo por mecanismos completamente diferentes, ya que al
convivir proteinas proteoliticas y sus substratos en el mismo espacio celular
se requiere de un mecanismo especifico y altamente regulado. Ademas el
sistema debe poder distinguir entre componentes constitutivos vy
componentes efimeros, ya que por ejemplo la vida media de la hemoglobina
es de 120 dias mientras que la de la oncoproteina myc es de tan solo 10
minutos. La respuesta a la incognita de como era regulada la degradacién
de proteinas intracelulares en eucariotas fue dada a finales de la década de
los 70s por Hershko, Ciechanover y Rose al descubrir el sistema
proteosoma-ubiquitina, descubrimiento por el que los tres recibieron el
premio Nobel de quimica en el afio 2004 [Schwartz et al., 1999; Glickman
et al., 2002].

El sistema ubiquitina-proteosoma (o UPS, por sus siglas en inglés
Ubiquitin-Proteasome System) debido a su funcién participa directa o
indirectamente en casi todos los procesos celulares, como por ejemplo en la
progresion a través del ciclo celular, transduccion de senales, apoptosis,
respuesta inmune, metabolismo, control de calidad proteico y desarrollo,
entre otros. Por sus numerosos substratos y la cantidad de procesos en los
que estd involucrado no es sorprendente que aberraciones en el UPS
devengan en patologias heredadas o adquiridas, incluyendo enfermedades
autoinmunes, neurodegenerativas y reumatoides, cancer, infecciones virales
y caquexia. Estas patologias pueden agruparse en dos grupos: 1) las que se
generan por una pérdida de funcion, por ejemplo por mutaciones que
estabilicen el substrato y eviten su degradacion; y las que aumentan la
actividad del sistema, por ejemplo degradacion acelerada o anormal del
substrato [Schwartz et al., 1999]. Por lo que, tanto la inhibicion como el
aumento de la actividad del UPS tienen valor clinico. La inhibicién del UPS
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Introduccion

ha sido aceptada como estrategia antineoplasica desde la aprobacion del
Bortezomib para el tratamiento del mieloma multiple en 2003. En
contraposicion, estudios recientes han demostrado que el aumento de la
actividad del UPS podria ser beneficioso en el tratamiento de enfermedades
que involucran defectos en el plegamiento de proteinas, como algunas
enfermedades neurodegenerativas y la replicacion de algunos virus [Tomko
etal., 2013].

La degradacidon de proteinas a través del UPS consiste de dos pasos
discretos: 1) la seleccidon de los substratos por medio de la unién covalente
de multiples moléculas de ubiquitina (Ub), una pequena proteina de 8kDa
con un altisimo grado de conservacién; y 2) la degradacién a oligopéptidos
de ese substrato marcado por medio de la maquinaria proteolitica del
sistema: el proteosoma 26S, que a su vez libera las ubiquitinas para su
reciclaje [Glickman et al., 2002].

1.1.2 Ubiquitinacion:

La conjugacion de la ubiquitina al substrato es un proceso que
requiere la accidn de tres mecanismos sucesivos llevados a cabo por
enzimas especializadas, inicialmente la ubiquitina es activada en una
reaccion ATP dependiente por la enzima activadora de ubiquitina o E1, en el
segundo paso una enzima portadora de ubiquitina o E2 la transfiere a una
ubiquitin-ligasa o E3 que finalmente cataliza la unidon covalente de la
ubiquitina al substrato. Repitiendo la operacién se sintetiza la cadena de
poliubiquitinas, en la que el extremo C-terminal de cada ubiquitina se une a
una lisina especifica (Lys48) de la ubiquitina anterior. Usualmente existe
solo una E1, mientras que existen multiples especies de E2 y dos familias
de E3, en las E3 de la familia HECT la ubiquitina se transfiere de la E2 a la
E3 y finalmente al substrato, mientras que en las de la familia RING la
enzima cataliza la transferencia de la ubiquitina de la E2 directamente al
substrato (Fig. 1.1) [Hershko et al., 1998].

ATP ‘
DS

AMP+PPi

Q Ubiquitin
< Substrate

Fig. 1.1 Ubiquitinacién. Representacion esquematica de la accién secuencial de E1, E2 y E3
que ubiquitinan al substrato. Imagen tomada de Nagy et al., 2010.
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Normalmente una cadena de al menos 4 ubiquitinas es necesaria y
suficiente para determinar el destino de ese substrato al proteosoma 26S y
su consecuente degradacién, sin presentar aumento en la tasa de
degradacion para cadenas mas largas. A su vez los substratos deben
presentar un sitio de iniciacion desestructurado que les permita
comprometerse con el proteosoma 26S [Lander et al., 2013].

1.1.3 Proteosoma 26S:

El proteosoma 26S es el miembro de mayor
tamafo y complejidad de la superfamilia de
proteasas compartimentalizadas dependientes de
ATP encontradas en todos los seres vivos. En
eucariotas se encuentra evolutivamente muy
conservado y se localiza tanto en el citoplasma
como en el nucleo. Formas mas simples de
proteosomas han sido identificadas en
arqueobacterias y actinobacterias, sin embargo la
ubiquitina solo se encuentra en eucariotas
[Tomko et al., 2013].

Este complejo multicatalitico de 2.5 MDa
estd compuesto por al menos 33 subunidades
diferentes organizadas en dos subcomplejos: la
particula central (o CP, por sus siglas en inglés
Core Particle) o proteosoma 20S donde se  Fig. 1.2 Proteosoma 26S.
produce la protedlisis y la particula regulatoria  Superficie del proteosoma
19S (o RP, por sus siglas en inglés Regulatory  26S.Imagen modificada
Particle) localizada en uno o en ambos extremos y de Beck et al. 2012.
encargada de reconocer, desplegar y translocar
los substratos al interior de la CP [Tanaka, 2009]. La estructura general del
proteosoma 26S de Saccharomyces cerevisiae ha sido resuelta por Beck et
al., 2012 mediante criomicroscopia electréonica a una resolucién de 7.4A
(Fig. 1.2).
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1.1.4 La particula central:

La CP o proteosoma 20S (denominado asi debido a su coeficiente de
sedimentacion) posee una masa aproximada de 730kDa y estda compuesto
por 28 subunidades. Cuando se analiza por microscopia electrénica tiene
apariencia cilindrica, tanto en levaduras como en células de mamiferos.
Forma una particula compacta que es el resultado del apilado axial de dos
anillos a externos y dos anillos B internos, cada uno de ellos formado por
siete subunidades a y B estructuralmente similares respectivamente;
formando una estructura a;.
7-B1-7-B1-7-0a1-7. A diferencia
del proteosoma de
eucariotas, en procariotas
los anillos estan formados
por subunidades idénticas
por lo que su estructura es
a-B-B-a (Fig. 1.3) y, siendo 100 A o
que la actividad proteolitica
es llevada a cabo por las
subunidades B, el Fig. 1.3 La particula central. Estructuras

proteosoma 20S procariota cristalograficas de las CP de procariotas (T.
tiene 14 sitios de corte acidophillum) [Lowe et al., 1995] y eucariotas

idénti E bi (S. cerevisiae) [Groll et al., 1997]. Imagen
'aen lf:os' n cambio, €n tomada de Gallastegui et al. 2010.
eucariotas, de las 7

subunidades B solo tres de ellas poseen actividad proteolitica. Cada una de
ellas presenta un tipo de actividad proteolitica diferente: B1 tiene actividad
caspasa, B2 actividad tipo tripsina y B5 actividad tipo quimotripsina, lo que
le confiere la capacidad de escindir los enlaces peptidicos en el extremo C-
terminal de residuos &acidos, basicos e hidrofébicos respectivamente. Dos
pares de estos tres sitios activos quedan dentro de la cdmara formada por
la unidn de los dos anillos B, donde los substratos son degradados
generando oligopéptidos que varian en un rango de 3 a 15 aminoacidos
(Fig. 1.4) [Tanaka, 2009].

CcP

160 A

Thermoplasma acidophilum Saccharomyces cerevisiae

En mamiferos se han descubierto cuatro subunidades B adicionales:
B1li, B2i, B5i y B5t en las que “i” y “t” provienen de inmuno y timo
respectivamente. Estas subunidades se encuentran sobre-expresadas en
algunos tejidos del sistema inmune o bien su expresion estd regulada por
estimulos particulares como la exposicion a interferén-y, y reemplazan a las
subunidades B tradicionales. La CP en la que se han intercambiado B1i, B2i
y B5i se denomina inmunoproteosoma y genera péptidos que presentan
mayor afinidad por el complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I;
mientras que en la que se intercambian B1li, B2i y B5t se denomina
timoproteosoma y produce un repertorio mas amplio de propio-péptidos
para la seleccidn positiva de células T durante su desarrollo en el timo
[Tomko et al., 2013].
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Por otro lado, en las estructuras resueltas, el centro de los anillos a
se encuentra bloqueado por los extremos N-terminales de las subunidades
a, conformacion que evitaria el paso de proteinas al interior de la cdmara
proteolitica. Ademas los anillos a forman compartimientos interiores
adicionales que si bien su funciédn no ha sido probada se especula que
puedan retener substratos desplegados o bien productos parcialmente
digeridos ofreciéndoles la oportunidad de volver a entrar en la camara
proteolitica para su completa degradacién antes de ser liberados (Fig. 1.4)
[Pickart et al., 2004; Tanaka, 2009].

A

Fig. 1.4 Galeria de imagenes
de la particula central del
proteosoma. A,B)  Vistas
laterales de la superficie de la
: CP mostrando su
£} $2 g _-: AL organizacion  general. C)

‘ & Vista superior o inferior de la
CP mostrando el poro de
entrada cerrado por los
extremos N-terminal de las
subunidades a. D) Corte
transversal de la CP que
muestra la posicion relativa
de las subunidades
proteoliticas, los corchetes
muestran la localizacion del
en poro de entrada. Imagen
modificada de Murata et al.
2009 y Finley, 2009.

1.1.5 La particula regulatoria:

Los proteosomas 20S aislados presentan una actividad proteolitica
minima. Para que sean eficientes y ubiquitin-dependientes deben asociarse
a RPs, que se ubican sobre los anillos a en uno o en ambos extremos de la
CP, en S. cerevisiae normalmente cada proteosoma 20S lleva dos RPs. La
RP es un complejo de ~900kDa compuesto por 19 subunidades que se
organizan en dos subcomplejos: la base y la tapa o "/id” [Pickart et al.,
2004].

1.1.6 La base:

Los diez componentes de la base incluyen seis subunidades ATPasas
AAA* homodlogas denominadas Rpt;.¢ (por las siglas en inglés de Regulatory

9



Introduccion

particle triple-A protein) y cuatro subunidades sin actividad ATPasa: Rpnl,
Rpn2, Rpn10 y Rpn13 (por las siglas en inglés de Regulatory particle non-
ATPase).

Las Rpt forman un anillo hexamérico, organizado en el siguiente
orden: Rptl-Rpt2-Rpt6-Rpt3-Rpt4-Rpt5, que contacta con el anillo a de la
CP y su funcion es permitir la apertura del anillo a, la translocacion y el
desdoblamiento del substrato [Murata et al., 2009]. Cada Rpt esta formada
por una regidon N-terminal que contiene un dominio coiled-coil (CC), un
dominio de unién a oligosacaridos u oligonucledtidos (OB, oligonucleotide/
oligosaccharide binding), un dominio AAA+ ATPasa y un dominio C-terminal
a-hélice [Zhang et al., 2009].

La apertura del anillo a es llevada a cabo por tres de las seis
subunidades: Rpt2, Rpt3 y Rpt5, éstas presentan un motivo C-terminal
hidrofébico-tirosina-X (HbYX) que al insertarse en los espacios presentes
entre las subunidades a desencadenan el movimiento de sus extremos N-
terminales abriendo el poro y permitiendo el paso de substratos (Fig. 1.5)
[Saeki et al., 2007; Smith et al., 2007]. Si bien hay un desajuste de
simetria (siete subunidades a versus seis Rpt) se cree que esta discrepancia
podria permitir multiples conformaciones y por ende proporciona flexibilidad
estructural para la reorganizacion necesaria para la apertura del anillo a
[Gallastegui et al., 2010].

T gated pore
Rpn subunits o ol ” . -
= intersubunit pocke

- o3 “1|u8 ] wring

Rpt__Rpld it o4 [ ] B ring

' _'_:',Hms - - oy ] B ring

Rpt2 | |™——a——"] t subunits 7

L rott | rota) # = Jaring

HbYX motif -

195 RP 20s CP _ o y
Fig. 1.5 Dominios HbYX. Ilustracion
esquematica de la interaccion de
4= & los dominios HbYX de las
&ES) subunidades Rpt de la particula

] regulatoria con los bolsillos de
' anillos a de la particula central.
Imagen modificada de Saeki et al.

2007.

La resolucion de la estructura del proteosoma 26S durante la
degradacion de un substrato [Matyskiela, Lander et al., 2013] demostré que
se producen una amplia variedad de cambios conformacionales en cuanto a
la RP y sugiere un mecanismo para la translocacion del substrato. Cuando
un substrato interacciona con el poro central del anillo de ATPasas se
produce un movimiento global de la base que la coloca desde una posicion
donde los poros centrales de los anillos Rpt y a se encuentran desviados
10A a una posicion axial perfectamente alineada (Fig. 1.6). A su vez, en
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estado libre de substrato los dominios ATPasa de las Rpt se encuentran
organizados como una pronunciada escalera de caracol con Rpt3 arriba de
todo, descendiendo a través de Rpt4, Rpt5 y Rptl, con Rpt2 debajo de todo
y Rpt6 situado entre Rpt3 y Rpt2 a una altura intermedia; cuando entra el
substrato la organizacion de las ATPasas varia notablemente hasta
colocarse todas en un mismo plano aunque cada una de ellas se encuentra
inclinada en diferente grado (Fig. 1.6), esto supone que para la
translocacion del substrato la hidrdlisis coordinada de ATP promoveria la
inclinacion individual de cada subunidad siguiendo el espiral y generando la
energia suficiente para translocar una porcidon del substrato a través del
poro, repitiendo este ciclo se impulsaria la translocacion del substrato por
etapas hacia el interior de la CP.

Fig. 1.6 Reorganizacidon de la base inducida por el substrato. A) La densidad segmentada de
las subunidades Rptl-6 (arcoiris) y la CP (gris) en ausencia (izquierda) y presencia
(derecha) del substrato, la linea de puntos indica el eje del canal central. La presencia del
substrato genera la alineacién de los subcomplejos y forma un canal continuo. B) La CP
(gris) y las ATPasas (arcoiris) vistas desde arriba en ausencia (arriba) y presencia (abajo) del
substrato, la linea de puntos negra marca la simetria heptamérica del anillo a y los circulos
blancos el grado de alineamiento entre el anillo a y las Rpt. C) Posicion de los dominios
ATPasa de las Rpt en ausencia del substrato formando una pronunciada escalera de caracol y
en presencia del substrato acomodadas en un mismo plano variando su alineacién. Imagen
modificada de Matyskiela, Lander et al., 2013.
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En cuando a las Rpns de la base, Rpn10 y Rpn13 cumplen la funcion
de receptores primarios del substrato poliubiquitinado, reconociéndolo por
medio de sus dominios UIM (ubiquitin-interacting motif) y PRU (pleckstrin-
like receptor for ubiquitin) respectivamente. La estructura tridimensional de
estas subunidades fueron descritas, Schreiner et al., 2008 resolvieron el
dominio PRU de la Rpnl3 murina por cristalografia y Rpnl0 de
Schizosaccharomyces pombe fue resuelta por una combinacion de
cristalografia y RMN por Riedinger et al., 2010 (Fig. 1.7).

% RS > ¥ Fig. 1.7 Rpn10 y Rpn13. A) Modelo
ST ; de Rpnl0 generado con la estructura
=G \ cristalografica del dominio VWA (Von
C NS Willebrand A) y el dominio UIM
UM == (Ubiquitin interacting motif) obtenido

VWA A% por RMN [Riedinger et al.]; B)
Estructura cristalografica del dominio

B PRU de Rpnl3 [Schreiner et al.,
2008].

Por otro lado, las subunidades mas grandes del proteosoma Rpnl y
Rpn2 (110 y 104kDa respectivamente) presentan en su porcidon central 11
repeticiones proteosoma/ciclosoma (PC) de a-hélices, cuyo plegamiento es
toroidal. Cumplen la funcidon de mediar la interaccion entre el proteosoma vy
una amplia variedad de factores, entre ellos proteinas proteosomales
asociadas como proteinas de uniéon a ubiquitina y factores auxiliares, y
también la unién de Rpn13 que es mediada por Rpn2 [Rosenzweig et al.,
2012]. La estructura cristalografica de Rpn2 ha sido resulta por He et al.,
2012, presenta el aspecto de una pipa de tabaco y sus repeticiones PC
estan densamente empaquetadas aportando rigidez a la estructura.
Comparaciones de las estructuras de Rpnl y Rpn2 por EM revelan un
aspecto similar, consecuente con el ~20% de identidad de secuencia que
comparten (Fig. 1.8).
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A PC domain
upper surface

Fig. 1.8 Rpnl y Rpn2. A) Estructura cristalografica de Rpn2; B) Mapa 3D de Rpnl obtenido
por EM con la superposicion del modelo de Rpn1l (en rojo) basado en la estructura de Rpn2;
C) Superposicion de la estructura de Rpn2 (en verde) y el modelo de Rpn1 (en rojo). Imagen
modificada de He et al., 2012.

La organizacion estructural de las subunidades de la base se puede
observar en la siguiente Fig. 1.9:

Fig. 1.9 Organizacion general de la base, incluyendo modelos atémicos vy
pseudoatémicos de las subunidades de la base. Imagen tomada de Tomko et al.,
2010.
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1.1.7 La lid:

La lid esta estructuralmente emparentada con lo que se conoce como
“complejos PCI” debido a un motivo no catalitico encontrado en algunas de
sus subunidades; éstos son el signalosoma COP9 (constitutive
photomorphogenesis 9) y el factor de transcripcion eIF3 (eukaryotic
initiation factor 3) [Finley, 2009]. Si bien entre eucariotas la composicién
del CSN y el eIF3 varian, su organizacién general se mantiene, todos
presentan seis subunidades con dominio PCI (Proteasome-COP9-IF3) y dos
con dominio MPN (Mpri/Padl N-terminal). La composicion de la lid
permanece invariable en eucariotas, consiste de nueve subunidades no
ATPasas (Rpn), de las cuales seis son proteinas PCI: Rpn3, Rpn5, Rpn6,
Rpn7, Rpn9 y Rpn12; dos subunidades MPN: Rpn8 y Rpnl1l y una pequefa

proteina acidica Sem1 o Rpn15 [Tomko et al., 2013].
Las proteinas PCI de N- a C-terminal
dominio %
PCl &

estan compuestas de repeticiones
helicoidales tipo TPR (Repeticion de
tetratricopéptidos), el dominio PCI vy al
menos una hélice C-terminal [Forster et al.,
2013]. El dominio PCI presenta un R
plegamiento bipartido compuesto por un 4
dominio N-terminal de repeticiones
helicoidales seguido de un dominio de tipo

hélice alada (winged helix), que presenta un
plegamiento de tipo hélice-giro-hélice con
una topologia a-B-a-a-B-B donde las
cadenas B forman una pequefia ldamina B
antiparalela en la superficie de la proteina,
los bucles formados entre la segunda y la
tercera cadena B y entre la tercera y el
extremo C-terminal de la molécula forman
las “alas” del dominio [Ellisdon et al., 2012].
Recientemente las estructuras
cristalograficas de Rpn6 y Rpnl2 fueron
descritas por [Pathare et al., 2012] vy
[Boehringer et al., 2012] respectivamente
(Fig. 1.10).

Repeticiones
tipo TPR

Fig. 1.10 Proteinas PCI. Estructura
cristalografica de Rpn6 (izquierda) y
Rpnl12 (derecha) donde podemos
observar el dominio PCI, en azul la
hélice alada y en verde claro las
repeticiones helicoidales y el dominio

N-terminal de repeticiones
helicoidales tipo TPR en verde
oscuro. Imagen modificada de

Forster et al., 2013.

El dominio MPN consiste de una secuencia de ~120 aminoacidos con

estructura a/B en el extremo N-terminal de la proteina. La estructura del
dominio MPN de Rpn8 humano fue resuelta por [Sanches et al., 2007] (Fig.
1.11), podemos observar que en el centro de la estructura esta contenida
una lamina B formada por 9 cadenas B rodeada por 3 hélices a, una cuarta
hélice en el extremo C-terminal emerge del centro de la estructura y se
intercambia con la hélice a de otra subunidad relacionada simétricamente,
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sugiriendo que en solucidn el dominio es dimérico. A diferencia de Rpn8 que
no es catalitica, Rpn11 contiene dos histidinas y un aspartato precedido de
un glutamato conservado pero con espaciamiento variable entre ellos
(EXpHXHX0D). Este motivo se denomina JAMM (Jabl/Padl1/MPN metalo-
enzima), puede unir un ién de zinc y le confiere a la proteina actividad
isopeptidasa [Verma et al., 2002]. Si bien Rpn11 es la Unica deubiquitinasa
integral del proteosoma su actividad se limita a cortar la cadena de
ubiquitina por su base, separandola del substrato; para obtener Ia
ubiquitina monomérica es necesaria la accidbn de otra enzima
deubiquitinante Ubp6 que interacciona de forma transitoria con el
proteosoma a través de Rpn1l [Tanaka, 2009].

Fig. 1.11 Dominio MPN. A) Estructura cristalografica del dominio MPN de Rpn8 humana;
B) Representacion de los dos posibles estados diméricos, la subunidades en azul y
amarillo representan la posicidon de las cadenas en la unidad asimétrica, mientras que
las cadenas en azul y rojo representan el dimero cristalografico el cual basados en
calculos energéticos es que probablemente se encuentre en solucién. Imagen tomada
de Sanches et al., 2007.

La estructura global de la lid ha sido determinada por EM por Lander
et al., 2012, los dominios PCI interaccionan lateralmente formando una
estructura con forma de herradura organizados en el siguiente orden
Rpn9/Rpn5/Rpn6/Rpn7/Rpn3/Rpnl12, desde donde Ilos extremos N-
terminales se extienden radialmente, mientras que Rpn8 cierra la herradura
e interacciona con Rpnl11 (Fig. 1.12), y Sem1 se ubica en la hendidura entre
los dominios PCI de Rpn3 y Rpn7 [Bohn et al., 2013]. Las hélices C-
terminales de las proteinas PCI junto con las hélices C-terminales de Rpn8 vy
Rpnll se unen formando lo que se conoce como haz helicoidal o helical
bundle, esta estructura recientemente descubierta por Estrin et al., 2013,
funciona como un dispositivo que asegura el correcto ensamblaje de la lid.
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Lid aislada Lid integrada
Rpn8  Rpni2
- A phpn

Fig. 1.12 Estructura de la lid
resuelta por EM aislada e
integrada al proteosoma 26S,
los rearreglos estructurales se
encuentran marcados por
flechas. Imagen modificada
de Lander et al., 2012.

Cuando se analiza la densidad del proteosoma 26S se observa que la
lid se posiciona a un lado de la particula regulatoria y que posee numerosos
puntos de contacto con la base y también con la CP. La comparacion entre
la lid aislada y la lid en el contexto del proteosoma demuestra que hay
cambios conformacionales importantes entre una y otra (Fig. 1.12); en la lid
aislada el dominio MPN de Rpn1l1 interacciona con Rpn9 y curva hacia arriba
el extremo N-terminal de Rpn5, cuando la lid se une al proteosoma Rpn5 es
liberada y su N-terminal contacta con la CP mientras que Rpnl1 se extiende
hacia Rpn2 [Lander et al., 2012]. Ademas, cuando el substrato interacciona
con el anillo de ATPasas Rpnll se desplaza 18A hacia el centro de la RP
colocandose directamente encima del poro del anillo a. Probablemente las
interacciones con Rpn5 y Rpn9 restringen el acceso al sitio activo de Rpn11l
previniendo la deubiquitinacion del substrato en ausencia de la base y la CP,
y su reubicacion una vez que el substrato estd interaccionando con las
ATPasas asegura que el mismo no sera liberado antes de tiempo.

La actividad deubiquitinasa de Rpn11 es fundamental para el correcto
desarrollo del proceso de degradacidon. Debido a que Rpnll no presenta
afinidad por la Ub para poder deubiquitinarlo el substrato debe permanecer
unido al receptor de ubiquitinas Rpn10 o Rpnl13. Ambos receptores se
encuentran a unos 70-80A del sitio activo de Rpn11 por lo que se requieren
3 ubiquitinas para abarcar la distancia entre ellos. Siendo que el
reconocimiento de la cadena de ubiquitinas se produce en la interfaz de
union de dos ubiquitinas consecutivas, al menos una cadena de tetra-
ubiquitinas seria necesaria para el correcto procesamiento del substrato.
Esto explicaria por qué la degradaciéon de proteinas depende de que la
cadena de ubiquitina posea al menos 4 unidades.
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Ademas, a fin de evitar la disociacién del substrato al ser
deubiquitinado, el substrato debe primero interaccionar con la maquinaria
translocadora de la base. Esta interaccion requiere que el substrato
presente un sitio de iniciacidn desestructurado que debe ser lo
suficientemente largo como para alcanzar el anillo de ATPasas. Se ha
demostrado que la deubiquitinaciéon es dependiente de ATP, lo que indica
gue, ademas de ser necesario que el substrato este unido a un receptor, se
requiere de la translocacion del mismo a fin de “tirar” de la ubiquitina
proximal hacia el sitio activo de Rpnll. A medida que el substrato se
despliega y va recorriendo el canal central Rpnll lo escanea eliminando las
ubiquitinas, facilitando la translocacién y la degradacién del mismo (Fig.
1.13) [Lander et al., 2013; Matyskiela and Martin, 2013; Tomko et al.,
2013]

¥ Rpnti
- = active site
- & acccssmleMg;
D T 3 A s T ;3
g £ 4 5 b ) & -ﬂ?‘\ - \‘ ,b J 5
¥ B - =
} Lin'Y g‘ -‘Tu h %\
Ubiquitin Preongagemonl Translocation and Deubiquitination Unfoldlng arld
binding scanning for ubiquitin proteclysis

Fig. 1.13 Modelo de interaccién y degradacion basado en la estructura. En el primer paso, el
substrato (rojo) es reconocido a través de su cadena de ubiquitinas (violeta) por el dominio
UIM de Rpn10 (cilindro amarillo). En este estado previo a la interaccidn el sitio de iniciacion
desestructurado del substrato contacta con Rpt3 la subunidad superior de la escalera de
caracol formada por las ATPasas. Una vez establecida la interaccién las Rpts se reacomodan
alineando el canal central y abriendo el anillo a de la CP (gris). Rpnll (verde) se ubica
directamente encima del anillo de ATPasas exponiendo su sitio activo (punto rosa) para
escanear el substrato a medida que es translocado. Todas las cadenas de ubiquitinas son
separadas cuando el sitio del enlace isopeptidico pasa por Rpnll. Imagen tomada de
Matyskiela, Lander et al., 2013.

1.1.8 Biogénesis del proteosoma 26S

A diferencia del proteosoma 20S de procariotas que se ensambla de
manera automatica sin la participacién de chaperonas, en eucariotas la
biogénesis de la CP es mucho mas compleja y requiere de la participacion
de chaperonas extrinsecas como PAC1-4 (proteasome assembly
chaperones) y UMP1 (ubiquitin maturation protein) en humanos o0 sus
ortélogos en levaduras Pbal-4 (proteasome biogenesis-associated) y Ump1;
e intrinsecas como propéptidos y las colas C-terminales de las subunidades

B.
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PAC1-PAC2 y PAC3-PAC4 son los dos complejos heterodiméricos
involucrados en la formacién de los anillos a. Mientras PAC1-2 acompafian a
la CP durante todo el proceso de biosintesis evitando la dimerizacién
espontanea de las subunidades a, PAC3-4 participa tempranamente
favoreciendo la correcta colocacién de las subunidades a y se libera cuando
el anillo a esta listo. El anillo a funciona como molde para la incorporacion
de las subunidades B en el siguiente orden: B2, B3, B4, B5, B6, Bl vy
finalmente B7; los extremos C-terminales y los propéptidos de los extremos
N-terminales de las subunidades B son esenciales para el ensamblaje
correcto del anillo B. Ump1l se integra al complejo posteriormente a B2, B3y
B4 y participa en la dimerizacion de los dos hemi-proteosomas. Finalmente
la maduracién del proteosoma se completa por autoprotedlisis de los
propéptidos B, activando los sitios activos de B1, B2 y B5 y liberando las
cavidades proteosomales mediante la degradacién de PAC1-2 y Ump1 (Fig.
1.14) [Murata et al., 2009; Tanaka, 2009; Gallastegui et al., 2010].

/ ‘—\ Fig. 1.14 Modelo esquematico del
PAC3/4 proceso de biogénesis de la particula

PAC3/4 central en humanos. El esquema es
@ y & extrapolable a lo que sucede en
todos los eucariotas. Imagen

o7 tomada de Tanaka, 2009.

[D PAC1/2 hUmp{
PAGI/2 f
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Mature 20S | bl 15
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\
X
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&
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Dimerization of

half-proteasomes

En cuanto a la biogénesis de la particula regulatoria podemos decir
que el ensamblaje de la base y de la lid son eventos independientes y que
una vez formados se unen junto con la CP para formar finalmente el
proteosoma 26S.

Hasta la fecha cuatro chaperonas diferentes han sido identificadas en
el proceso de biogénesis de la base: Nas2, Nas6, Hsm3 y Rpnil4, en
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conjunto se las denomina factores especificos de ensamblaje del complejo
19S. Cada una de estas chaperonas se une especificamente a una o varias
subunidades Rpt, resultando en la formacién de los siguientes complejos
iniciales: Rpn14-Rpt6-Rpt3-Nas6, Rpt4-Rpt5-Nas2 y Rptl-Rpt2-Rpnl1-Hsm3,
conocidos como mddulos Rpn14/Nas6, Nas2 y Hsm3 respectivamente. Estos
complejos se asocian unos con otros junto con Rpn2 y Rpnl13 para formar
un complejo precursor de la base, al que finalmente se le adicionan Rpn10 y
la lid preformada para obtener la particula regulatoria completa (Fig. 1.15)
[Funakoshi et al., 2009; Murata et al., 2009; Gallastegui et al., 2010]. En
levaduras los mddulos Rpn14/Nas6 y Nas2 se asocian primero y durante la
incorporacion del mdédulo Hsm3 se libera Nas2. En células de mamiferos en
el complejo entre Rpn14/Nas6 y Hsm3 se observd q faltan las subunidades
Rpt4 y Rpt5, indicando que el orden en que estos complejos se asocian
varia entre especies. Alternativamente, los mddulos podrian asociarse de
diversas maneras ya que cada uno de ellos ha sido encontrado unido a la RP
completa pero no al proteosoma 26S, indicando que se liberan antes o
durante la unién de la RP a la CP [Tomko et al., 2013].

]

Fig. 1.15 Modelo
esquematico de Ia
biogénesis de la base.
Imagen tomada de
Tomko et al., 2013.

+Lid

+Rpnl0

Base precursor RP precursor

En el caso de la biogénesis de la lid, si bien se han descrito diversos
subcomplejos, el proceso de como se ensambla la lid o si requiere de
enzimas chaperonas no ha sido comprobado aun. Basandonos en las
interacciones observadas por espectrometria de masas (MS mass
spectrometry) [Sharon et al., 2006] y los subcomplejos observados in vivo
[Fukunaga et al., 2010; Tomko et al., 2011] podemos delimitar dos
subcomplejos el mdédulo 1 o complejo central (core complex) compuesto por
Rpn5, Rpn6, Rpn8, Rpn9 y Rpn11l y el médulo 2 formado por Rpn3, Rpn7 y
Sem1, que al unirse permiten la adicién de Rpn12 completando la formacion
de la lid, y la posterior unidn de la lid a la base (Fig. 1.16).
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Modulo?2

a9\

Médulol

Fig. 1.16 Modelo esquematico del proceso de biogénesis de la lid, las subunidades del
modulo 1 representadas en naranja son las que poseen el dominio PCI y en violeta las que
presentan el dominio MPN. Imagen modificada de Tomko et al., 2011.

Muy recientemente [Estrin et al., 2013] describieron el haz helicoidal
que se forma por la unidon de las hélices C-terminales de todas las
subunidades de la lid. Este paquete helicoidal estad formado por 12 hélices,
siete de ellas forman una estructura que recuerda el cilindro de un revolver,
dentro del cual una hélice central (Rpn8) se encuentra rodeada de otras seis
que se encuentran ligeramente inclinadas con respecto a la central (Rpn12,
Rpn3, Rpn7, Rpn6 y dos hélices de Rpnl11), las cinco hélices restantes se
colocan junto a este cilindro unidas entre ellas (Fig. 1.17).

A
. Rpn3
%, e o L e P
P B, 2 oo T
P, eSO T (SnsYy -
X i 4 *.‘;;’(“g) - Rpn8 - m:\f\ Rpn8
\'E:c; g@' = Rpni1 =~ Rpn5

Fig. 1.17 El haz helicoidal. A-C) modelo del haz helicoidal desde cinco vistas diferentes. A)
inclusién del haz en la densidad de la EM. B) Las hélices de Rpn3, Rpn6, Rpn7, Rpn§,
Rpnll y Rpnl2 forman un cilindro (indicado por un circulo) con Rpn8 en posicion central.
C) La hélice de Rpn12 contacta con las hélices de Rpn3, Rpn8, Rpn9 y Rpnl1 (indicado
con flechas). Imagen tomada de Estrin et al., 2013.

La topologia del haz helicoidal sugiere un elegante mecanismo por el
cual la incorporacion de Rpn12 depende de la presencia de todas las otras
hélices. La hélice de 15 residuos de Rpn12 contacta Unicamente con Rpn3,
Rpn8, Rpn9 y Rpnll, a su vez estas hélices mantienen importantes
contactos con las otras hélices de haz helicoidal, esto sugiere que, ya sea
directa o indirectamente a través de la conformaciéon global del haz, Rpn12
controla la correcta formacién del haz y asegura la asociacion eficiente de la
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lid con la base para completar la RP [Tomko et al., 2011; Estrin et al.,

2013].

1.1.9 Objetivos

El objetivo de este trabajo es estudiar las proteinas que componen la
particula regulatoria del proteosoma, las interacciones que se establecen
entre ellas y analizar la biogénesis de la lid.

Por lo que definimos los siguientes objetivos parciales:

Clonado, expresion/co-expresion y purificacion de las proteinas
de la base Rpnl y Rpn2

Clonado, expresion y purificacién del receptor de ubiquitina
Rpn10

Analizar las interacciones que establece Rpnl0 con las
proteinas de la lid.

Clonado, expresion y purificacion de las proteinas de la lid de
forma individual.

Clonado, co-expresidon/co-lisado y purificacion de diversas
combinaciones de las proteinas de la lid y versiones truncadas
de las mismas.

Purificacién del complejo de la lid enddégeno de S. cerevisiae.
Realizar ensayos cristalograficos de todos los candidatos
adecuados.

Andlisis de la lid enddgena y subcomplejos de la misma
mediante EM, con el fin de determinar el proceso de
ensamblaje de la misma.
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1.2.1 Procedimientos generales

Purificacion de ADN

La purificacion de plasmidos, productos de PCR y fragmentos
obtenidos de la digestién con enzimas de restriccidn se procesaron en una
minicentrifuga de sobremesa (Eppendorf) con los kits de Qiagen miniprep y
PCR purification, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Electroforesis en geles de agarosa

Se utilizé electroforesis en geles de agarosa para evaluar el tamafio
de los amplicones, plasmidos y fragmentos resultantes de digestion con
enzimas de restriccion.

La concentracién de los geles fue del 1% vy fueron preparados y
usados en buffer TAE (20mM Tris-Acetato, 0,5mM EDTA). Para sembrar las
muestras se utilizé el buffer de carga 6X de Fermentas. Los geles se
corrieron a 80-100V utilizando una fuente de poder Power Pac Basic
(Biorad). Se us6é el Lambda DNA/Eco91I (Fermentas) como estandar de
peso molecular. Los geles se tifieron con SYBER safe (Invitrogen) y fueron
visualizados y fotografiados con un transiluminador U:genius (Syngene).

Determinacion de concentracion y pureza del ADN

La concentracion y calidad del ADN se midié utilizando un nanodrop
1000 (Thermo Scientific).

Reacciones de digestion y ligaciéon del ADN

Todas las reacciones de ligacion o digestion se llevaron a cabo con
enzimas de New England Biolabs o Fermentas siguiendo el protocolo
recomendado por los fabricantes.

Secuenciacion de ADN

Todos los clonajes realizados fueron verificados mediante
secuenciacién, las muestras fueron procesadas por Macrogen Korea.
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Medios de cultivo, cepas bacterianas y vectores

La composicion de los medios de cultivos y los aditivos utilizados se

detallan en la

siguiente lista:

Medio Luria-Bertani (LB): triptona 1%, NaCl 1%, extracto de
levadura 0,5%.

Placas de LB: triptona 1%, NaCl 1%, extracto de levadura
0,5%, bacto-agar 1,5%.

Medio super-6ptimo con represidn por catabolitos (SOC):
triptona 2%, Extracto de levadura 0,5%, 10mM NaCl, 2,5mM
KCl, 12mM MqgCl,, 10mM MgSQ,, 2,5mM glucosa.

Antibidticos: ampicilina (solucién stock: 100mg/ml en ddH-0,
concentracion final 100ug/ml); kanamicina (solucidon stock:
50mg/ml en ddH,0, concentracidn final: 50ug/ml);
cloranfenicol (soluciéon stock: 35mg/ml en etanol 100%,
concentracion final: 35ug/ml).

IPTG: solucion stock 1M.

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se describen en la
siguiente tabla:

Tabla 1.1: Cepas bacterianas

Cepa Genotipo Caracteristicas

XL1 Blue endAl  gyrA96(nal®)  thi-1 Cepa de clonado
recAl relAl lac ginvV44 F' Tn10
proAB* lacl® A(lacz) M15
hsdR17(r¢ mg*)

DH5a F* endAl glnv44 thi-1 recAl Cepa de clonado
relAl gyrA96 deoR nupG
®80d/aczAM15 A(laczYA-
argF)u169, hsdR17(ry’ mg"),

)\_

Bl21 (DE3) E. coli B F- ompT gal dcm lon Cepa de expresion con el
hsdSg(rg= mg) A(DE3 lacl lisogeno del fago A DE3 que
lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 expresa el gen de la RNA
nin5) polimerasa del fago T7 bajo el

control del promotor /lacUV5

BI21 (DE3) E.coli B F ompT hsdS (rg-mg-) Cepa de expresion con DE3,

Codon-plus RIL

dem* Tet® E. coli gal A (DE3)
endA Hte argU ileY leuW
CamR®

esta cepa codifica tRNAs para
codones de arginina AGA,
AGG; isoleucina AUA; vy leucina
CUA
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Los vectores utilizados en este trabajo se describen en la siguiente
tabla:

Tabla 1.2: Vectores

Vector Tamafo Antibidtico Promotor N-ter Proteasa Referencia
pGEX-4T 4969bp Amp pTac/Lacl GST Trombina Amersham
pGEX-6P- - [Sessa et
2RBS 5056bp Amp pTac/Lacl GST  PreSciccion al., 2005]

El vector pGEX-6P-2RBS es un vector de expresion que ha sido
modificado a partir de un pGEX-6P al que se le afadié un segundo sitio de
unién al ribosoma (RBS ribosome binding site) (Fig. 1.18) [Sessa et al.,
2005].

Fig. 1.18 Mapa del
vector pGEX-6P-2RBS.

pGEX-6P-2RBS
5056bp

BamHI EcoRI Stul Sall Spel RBS
GGATCCGGAATTCAAAGGCCTACGTCGACACTAGTAATAATTTTGTTTAAC

Bglll Sacl Kpnl  HindIII Xhol
r Y ! I | — 1
TTTAAGAAGGAGATAGATCTGAGCTCGGTACCAAGCTTGCGGCCCTCGAG

Este vector permite la expresion de dos proteinas donde la primera es
expresada fusionada a GST mientras que la segunda solo puede ser
purificada si interacciona con la primera (Fig. 1.19).
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A

pTAC rbs GST 3C Gen I rbs Gen 11

[ | Fig. 1.19 Esquema del vector
pGEX-6P-2RBS.
Representacidn esquematica

B P;‘?ﬁ‘i‘;i“ de A) la regién de expresién
itio de J
corte del vector y B) la purificacidon

l de las proteinas de interés,
I con la matriz de glutatién
(GSH).

IT

Transformacion de bacterias

El protocolo de transformaciéon usado fue el siguiente: a 50ul de
bacterias competentes, obtenidas por el método del CaCl, [Sambrook et al.,
2006], se le agregd 1pl de ADN. La mezcla se incubd durante 30 minutos en
hielo y luego durante 45 segundos a 42°C. Las bacterias se enfriaron
durante 2 minutos en hielo y fueron colocadas en medio SOC para crecerlas
durante una hora antes de plaquearlas.

Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

Las proteinas y los complejos recombinantes fueron analizados por
SDS-PAGE [Laemmli, 1970]. La composicién del gel separador fue:
acrilamida 12% p/v, bis-acrilamida 0,27% p/v, SDS 0,1% en buffer Tris
0,36M pH 8.8 mientras que la del gel concentrador fue: acrilamida 5% p/v,
bis-acrilamida 0,13% p/v, SDS 0,1% p/v en Tris 0,12M pH 6.8. La
polimerizacion se realizé usando N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina (TEMED)
0,06% v/v como iniciador y persulfato de amonio 0,05% p/v como
catalizador.

Las muestras se prepararon hirviéndolas durante 5 minutos a 95°C
en buffer de siembra (55mM Tris pH 6,8; SDS 1,6%; glicerol 8,3%; azul de
bromofenol 0,002%, 2- B—mercaptoetanol 5%). Las electroforesis se
realizaron con el sistema Mini Protean II (BioRad) usando como buffer de
corrida 25mM Tris pH 8.8, 192mM glicina, SDS 0,1%, a 150V-250V, usando
como estdndar de peso molecular el SeeBlue® pretefiido (Invitrogen). A
continuacion, los geles fueron tefiidos con una solucion de Coomassie Blue
G-250 (Sigma) 0,5 % p/v, metanol 50% v/v y acido acético 10% v/v.
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Columnas cromatograficas

Todas las columnas se compraron a GE Healthcare y fueron utilizadas
en maquinas Akta explorer o purifier 10, a temperatura ambiente o a 4°C
dependiendo el caso. Las columnas que se usaron en este trabajo se
detallan en la siguiente lista:

e GSTtrap FF (1mly 5ml)

e Superdex 200 (10/300 vy 16/60)
e Superosa 6 10/300

e Mono Q 5/50

En las purificaciones por afinidad con GST (Glutation S-transferasa) de
menor volumen se utilizdé GST Sepharose Fast Flow (Amersham
Biosciences).

Concentracion y dialisis de proteinas

La concentracién de proteinas se hizo con dispositivos Vivaspin
(Sartorius) de diferentes volimenes (0,5ml, 2ml, 6ml y 20ml) y membranas
de diferentes tamafios de poro (3000, 5000, 10000 y 30000 MWCOQO). Y la
didlisis se realizé utilizando “Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes” (Pierce) para
volumenes de 0,1-0,5ul y 1-3ml o los botones de didlisis (Hampton
Research) de 50ul en el caso de volUmenes menores.

La concentracion de las diferentes proteinas se cuantificaron
mediante el método de Bradford [Bradford, 1976] con el reactivo de BioRad
y la pureza de las muestras se evalué por SDS-PAGE.

Western blots

La transferencia se realiz6 con el sistema Trans-blot® semi-seco
(BioRad) siguiendo las recomendaciones del fabricante y se utilizaron los
siguientes reactivos: buffer de trasferencia (200ml de metanol, 3gr de Tris,
3gr de glicina, 3ml de SDS al 10%, en un volumen final de 1I), papel
extragrueso Whatmann 3MM (GE Healthcare) y membrana de nitrocelulosa
o PVDF (GE Healthcare).

El blogueo se realizé durante toda la noche a 4°C en una solucién de
TBS-Tween (Tris 50mM, NaCl 150mM y Tween 20 0.05%) con 5% de leche
descremada. La incubacion con el anticuerpo primario y secundario se
realizaron a temperatura ambiente, con 3 lavados de 8min cada uno con
TBS-Tween entre la incubacion de cada anticuerpo. El revelado fue llevado
a cabo por quimioluminiscencia por lo que se incubd la membrana con el
sustrato ECL (GE Healthcare) o ECL plus (GE Healthcare) vy revelado en
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pelicula fotografica Kodak con una maquina reveladora Hyper processor
(Amersham pharmacia biotech).

Anadlisis por MS de proteinas

Todos los estudios de MS fueron llevados a cabo en la plataforma
cientifica de espectrometria de masa del IRB Barcelona.

1.2.2 Proteinas recombinantes

Diseio de los constructos

El disefio de los constructos truncados fue definido mediante el
analisis de la secuencia de cada proteina con una variedad de herramientas
bioinformaticas, detalladas en la siguiente lista:

e SMART (Web1l) [Schultz et al., 1998; Letunic et al., 2012]
e PrDOS (Web2) [Ishida et al., 2007]

e COILS (Web3) [Lupas et al., 1991]

e Protein CCD at the NKI (Web4) [Mooij et al., 2009]

e PSIPRED (Web5) [Jones, 1999; Buchan et al., 2010]

También se tomaron en cuenta los resultados obtenidos en el trabajo
realizado por Fu et al., 2001.

PCR y clonado

Las PCRs se realizaron con el kit KOD DNA polymerase (Novagen)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Como templado se utilizaron
los genes completos (full-length) de todas las Rpns insertados en un vector
pGEX-4T, cedidos amablemente por el Dr. Bernat Crosas del Instituto de
Biologia Molecular de Barcelona (CSIC). En la siguiente tabla se especifican
los detalles de la reaccién:

Tabla 1.3: Protocolo de PCR

Componentes Volumen Concentracion final
Primer Fwd 4pul 0,4uM
Primer Rev 4pul 0,4uM
Templado 1pl
Buffer 10X 5ul 1X
MgCl, 25mM 3ul 1,5mM
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dNTPs (2mM c/u) 5ul 0,2mM c/u

H,O ultrapura 27,64l

KOD DNA polymerase 0,4ul 0,02U/ul

Volumen total 50pl

# de ciclo Tiempo Temperatura

1 ciclo 30 seg 980C
10 seg 980C

30 ciclos 30 seg 580C
60 seg 72°C

Elongacion final 10 min 720C

Espera [o%) 40C

Las PCRs se realizaron en un termociclador Eppendorf mastercycle
gradient y los resultados se analizaron mediante geles de agarosa. Los
primers utilizados para el clonaje de los diversos constructos se detallan en

la siguiente tabla:

Tabla 1.4: Primers

Nombre Secuencia

Rpnl F BamH1 CGC-GGATCC-ATGGTAGACGAAAGTGATAAGAAACA
Rpnl F BgllII CGC-AGATCT-ATGGTAGACGAAAGTGATAAGAAACA
Rpnl R Stul CGC-AGGCCT-TTACTCCTCTTCACGATAGTCAGG
Rpnl R Sacl CGC-GAGCTC-TTACTCCTCTTCACGATAGTCAGG

Rpn1f© K438 F BamHI

CGC-GGATCC-ATGAAGTATCTCTACGTTGATGAGCC

Rpn1f© K438 F BgllI

CGC-AGATCT-ATGAAGTATCTCTACGTTGATGAGCC

Rpn1f© V876 R Sall

CGC-GTCGAC-TTACACCTTATTCAAAACATGTGCATC

Rpn1P© V876 R Sacl

CGC-GAGCTC-TTACACCTTATTCAAAACATGTGCATC

Rpn1P© V876 R Xhol

CGC-CTCGAG-TTACACCTTATTCAAAACATGTGCATC

Rpn2P¢ K350 F BamHI

CGC-GGATCC-ATGAAGGCGAACTTGCCA

Rpn2P¢ K350 F BglII

CGC-AGATCT-ATGAAGGCGAACTTGCCA

Rpn2P© V730 R Sall

CGC-GTCGAC-TTATACGGACTTGGTATCCAATGTG

Rpn2P© V730 R Xhol

CGC-CTCGAG-TTATACGGACTTGGTATCCAATGTG

Rpn5 F BamHI

CGC-GGATCC-ATGTCAAGAGATGCACCAATTAAG

Rpn5 F EcoRI+2

CGC-GAATTC-AA-ATGTCAAGAGATGCACCAATTAAG

Rpn5 F AN G169 F BamHI

CGC-GGATCC-ATGGGCTCCATGGAAATGT

Rpn5 F AN A249 F BamHI

CGC-GGATCC-ATGGCCATTAAATCAGATGAGG

Rpn5 F AN I313 F BamHI

CGC-GGATCC-ATGATTGTTCAAAAAACCTATGAGC

Rpn5 R Sall

CGC-GTCGAC-TCATTTAGCTTGCAAACCGTG

Rpn9 F AN K160 F BgIII

CGC-AGATCT-ATGAAAAAGGATTCCATTCCATT

Rpn9 F AN G261 F BglII

CGC-GGATCC-ATGGGTGATTTTGATAAATTCGACTCA

Rpn9 R Xhol

CGC-CTCGAG-CTAAACCCAGATGGATTGGC
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Muchos genes estaban ya clonados por lo que para la produccidon de
muchas de las combinaciones se realizaron mediante subclonajes, lo que
elimind la necesidad de repetir PCRs. La digestion con enzimas de
restriccidon, purificacién de los amplicones y vectores, y la ligaciéon fueron
realizados siguiendo la metodologia anteriormente explicada. Los clones
obtenidos (0) y los clones disponibles en el laboratorio (d), organizados en
las diversas lineas de investigacion llevadas a cabo se detallan en Ia
siguiente tabla:

Tabla 1.5: Clones

32

Proyecto Gen/genes Vector o/d

Rpn1 fl pGEX-4T d

Rpnly Rpn2 Rpn2 pGEX-4T d
Rpn1P© pGEX-6P-2RBS )
Rpn2P© pGEX-6P-2RBS )
Rpn1/Rpn2°© pGEX-6P-2RBS )
Rpn2P/Rpn1 pGEX-6P-2RBS 0
Rpn1P¢/Rpn2P© pGEX-6P-2RBS )
Rpn2P¢/Rpn1f© pGEX-6P-2RBS )
Rpn10 pGEX-4T d

Rpn10 y la interaccién

base/lid Rpn3/Rpn10 pGEX-6P-2RBS o]
Rpn5/Rpn10 pGEX-6P-2RBS o]
Rpn9/Rpn10 pGEX-6P-2RBS o]
Rpnl11/Rpnl10 pGEX-6P-2RBS o]
Rpn12/Rpn10 pGEX-6P-2RBS o]
Rpn3 pGEX-4T d

Proteinas de la lid
Rpn5 pGEX-4T d
Rpn6 pGEX-4T d
Rpn7 pGEX-4T d
Rpn8 pGEX-4T d
Rpn9 pGEX-4T d
Rpnilil pGEX-4T d
Rpni2 pGEX-4T d
Rpn5 IC pGEX-6P-2RBS d
Rpn5i69-5 IC pGEX-6P-2RBS o)
Rpn549-5 IC pGEX-6P-2RBS o)
Rpn53i3. IC pGEX-6P-2RBS o)
Rpn6 IC pGEX-6P-2RBS d
Rpn6;i19- IC pGEX-6P-2RBS d
Rpn8 IC pGEX-6P-2RBS d
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Rpn9 IC

pGEX-6P-2RBS

Rpnll IC

pGEX-6P-2RBS

an 11, ,05IC

pGEX-6P-2RBS

Rpn3/Rpn7

pGEX-6P-2RBS

Rpn5/Rpn9

pGEX-6P-2RBS

Rpn5/Rpn9z6;1.5

pGEX-6P-2RBS

RpNn5169-//RPN9160-5

pGEX-6P-2RBS

Rpn53y3.¢ /RpN9

pGEX-6P-2RBS

RpNn5313.5 /RPN9261.¢

pGEX-6P-2RBS

Rpn5/Rpn8

pGEX-6P-2RBS

Rpn5i69-s /RPN8

pGEX-6P-2RBS

Rpn5249-5 /RPN8

pGEX-6P-2RBS

Rpn5313.5 /RpN8

pGEX-6P-2RBS

Rpn11/Rpn8

pGEX-6P-2RBS

Rpn11/Rpn8;.1g6

pGEX-6P-2RBS

Rpn11/Rpn8i.240

pGEX-6P-2RBS

Rpnl1;,05/Rpn8

pGEX-6P-2RBS

Rpn11;505/Rpn8;-1g6

pGEX-6P-2RBS

Rpn11;505/RpN8i-240

pGEX-6P-2RBS

O ajlajajajajlojojojajlo|o|jo|jo|ajaja|la|a

Expresion y purificacion

La expresidon heterdloga de las proteinas de interés fusionadas a GST
se llevd a cabo en E. coli BI21 o BI21 codon-plus RIL segun cada caso.
Cada partida de expresion se empezd de placas con bacterias tansformadas
frescas (de no mas de una semana) a partir de las que se lanzd un
precultivo en LB con los antibidticos correspondientes que se crecié durante
toda la noche a 37°C. Al dia siguiente este precultivo se utilizd como indculo
y se diluydé 1/100 en LB con antibidticos y se crecid a 37°C en agitacién
(180rpm) en un agitador Innova 44 (New Brunswick Scientific). Al alcanzar
una DOsoonm~0.9-1.0 se le agrego IPTG (isopropil-B-D1-
tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0,3mM, la induccién se
realizd durante toda la noche a 18°C en agitacion (180rpm). Dependiendo
el caso y de la cantidad de proteina que se esperaba obtener los cultivos se
realizaron en dos volumenes diferentes: cultivos de 500ml en Erlenmeyers
de 2l o 2l de cultivo en Erlenmeyers de 6l.

Para obtener la masa bacteriana los cultivos inducidos se
centrifugaron a 4000g por 15 min en una centrifuga Beckman Coulter
Avanti J-26 XPI en diferentes rotores dependiendo del volumen. El pellet de
bacterias obtenido se resuspendidé en 30ml por litro de cultivo de buffer de
lisis (50mM Tris pH 7.6, 300mM NaCl, 1mM DTT, 1mM EDTA, 5% glicerol)
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con inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
de Roche), se realizd la lisis por sonicacion y se centrifugd a 12000g por
45min. Para realizar la purificacién por afinidad el sobrenadante obtenido se
incubd con 300ul por litro de cultivo de GST Sepharose Fast Flow o se paso
a través de una GST trap (1ml o 5ml) previamente equilibradas. A
continuaciéon la matriz fue lavada con 10 volimenes de columna (CV) de
buffer de lisis y luego se equilibré con buffer de corte (50mM Tris pH 7.6,
150mM NaCl, 1mM DTT, 1mM EDTA). La escisidon de la proteina de fusion se
realizé sobre la matriz por lo que una vez equilibrada se adicionaron 10U de
proteasa PreScission (Amersham) o de trombina (Amersham) por miligramo
de proteina segun corresponda y se incubd durante toda la noche a 4°C, el
producto escindido se recuperd y se concentré hasta llegar a un volumen
adecuado para cargar en las columnas de exclusidn molecular Superdex200
(500ul para la 10/300 o 2ml para la 16/60).

En caso de ser necesaria una mayor pureza se adiciond un paso de
purificacién con una columna de intercambio idnico o monoQ realizada con
los siguientes buffers: buffer A (50mM Tris pH 7.6, 50mM NaCl, 1mM DTT,
1mM EDTA) y Buffer B (50mM Tris pH 7.6, 50mM NaCl, 1mM DTT, 1mM
EDTA) con un gradiente de elucidon al 40% en 20CV. Por otro lado, en los
casos en que las proteinas o complejos purificados eran para realizar
ensayos de cristalizacion en la ultima columna de exclusion molecular se
intercambio el buffer por el que seria utilizado en la produccion de gotas.

Para optimizar la purificacion de Rpn10 siguiendo el mismo protocolo
pero modificando los buffers se evaluaron tres condiciones diferentes: alta
sal, con detergente Tween20 y en presencia de aminoacidos estabilizadores
[Golovanov et al., 2004]. La composicién de dichos buffers se muestra en la
siguiente tabla:

Tabla 1.6: Buffers Rpn10

Alta sal Tween 20 Aminoacidos
Buffer de Lisis
Tris 50mM Tris 50mM Tris 50mM
NaCl 1,5M NaCl 500mM NaCl 500mM
EDTA 1mM EDTA 1mM EDTA 1mM
Glicerol 5% Tween20 0,01% L-arginina 50mM
pH 7.6 pH 7.6 L-acido glutdmico 50mM
pH 7.6
Buffer de Corte
Tris 50mM Tris 50mM Tris 50mM
NaCl 1M NaCl 300mM NaCl 300mM
CaCl, 2,5mM CaCl, 2,5mM CaCl, 2,5mM
Glicerol 5% Tween20 0,01% L-arginina 50mM
pH 7.6 pH 7.6 L-acido glutdmico 50mM
pH 7.6
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Para generar muchos de los complejos se combinaron diferentes
clones mono o bicistronicos, cada poblacién se creci6 de manera
independiente y juntaron para ser co-lisadas por sonicacién y siguiendo el
mismo protocolo a partir de este punto.

Ensayos cristalograficos

Todos los ensayos cristalograficos se llevaron a cabo en la Plataforma
Automatizada de Cristalografia (PAC) del Parc Cientific de Barcelona con
reactivos de Hampton Research y Molecular Dimensions.

Los screenings iniciales se realizaron en placas MRC de 96 pocillos
(Swissci AG). Las condiciones de cristalizacion fueron preparadas por un
robot Freedom Evo (Tecan) y las gotas de 200nl (100nl de proteina + 100nl
de buffer) fueron dispensadas utilizando los robots Cartesian (Genomics
Solutions) y Pheonix (Art Robbins). Las optimizaciones se realizaron a mano
en placas Linbro de 24 pocillos (Hampton Research). Todos los ensayos se
hicieron con el método de difusidon de vapor en gota sentada.

El seguimiento de las gotas se efectu6 mediante imagenes tomadas
por un robot Crystal Farm (Bruker AXS) para las placas de 96 pocillos y
mediante observacién por microscopio 6ptico SMZ1000 (Nikon) para las de
24 pocillos.

Para discriminar cristales de sal de cristales proteicos se utilizo el
Crystalmation (Rigaku) que permite tomar fotografias de las gotas con luz
uv.

Las proteinas y complejos purificados, con las condiciones iniciales y
los screenings a los que fueron sometidos se encuentran detallados en la
siguiente tabla:

Tabla 1.7: Ensayos cristalograficos

Proteina/complejo (icr)ancci(:’)nn- Temp Buffer inicial Screen
Rpn> 7.7 | 200C égmm Lrisél H E/i\'clzé'i’s’
-/mg/m MM NatlPH 47, 21,22y
7.6
23
10mM Tris,
7.8mg/ml 20°C 50mM NaClpH PAC1y4
7.6
10mM Tris,
50mM NaCl pH
7.6 PACly 4
10mg/ml 20°C  a-quimotripsina
1/5000 p/p
10mM Tris,
50mM NaClpH T AC1v4
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7.6
Papaina
1/5000 p/p
10mM Tris,
Rpn9 8mg/ml 200°C 50mM NaCl pH ;?Cy 12’24’ 11,
7.6
PAC 2, 3, 5,
Rpn12 10mM Tris, 6, 8,12, 13,
7.4mg/ml 20°C  50mM NaCl pH 15, 16, 17,
7.6 18,19, 20y
23
10mM Tris,
5mg/ml 200C 50mM NaCl pH ;?C 12’24’ 11,
7.6 Y
10mM Tris, PAC 1, 2, 3,
Rpn5/Rpn9/Rpn8 40C 50mM NaCl pH 4,5,21,22y
7.6 23
PACS5, 7, 8,
9.4mg/ml 10mM Tris, ?211;,113,213,
200C  50mM NaClpH 53" <™ Y
7.6 Midas
Morpheus
20mM Tris,
9mg/ml 20°C  150mM NaCl ZA§51'126' 3'17
pH7.6 At
20mM Tris,
150mM NacCl PAC1, 2,3
o 1 <1 2
15mg/ml20°C  p7 6 4,15,16y 17
Purificado por i
PAC 1, 4, 5,
20mM Citrato gielauelsltiaze14
9.9mg/ml 4°C  de Na, 50mM 9y
NaCl pH 6 IyII (pH5.5
y 6.5)
Midas
20mM Citrato
de Na, 50mM
NaCl PAC 1, 4, 5,
pH 6 11y 23
a-quimotripsina
1/5000 p/p
(o]
9.8mg/ml 20°¢C 20mM Citrato
de Na, 50mM
NaCl PAC 1, 4,5,
pH 6 11y 23
Papaina
1/5000 p/p
10mM Tris, PAC 1, 2, 21,
EPE?G"'J‘/RF’”%GO'J‘/ 11.7mg/ml  20°C  50mM NaCl pH 23y
P 7.6 Morpheus
. PAC1, 2,3
10mM Tris o
RpNn5169-#/RpN9160-/ o ! 4,5,15, 16,
Rpn8/Rpn6 11.8mg/ml 200C ;06mM NaCl pH 17, 21, 22, 23
) y Morpheus
Rpn5i69-#/RpN9i60-5/ 8.8mg/ml 20°C  10mM Tris, PAC1y 2
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Rpn8/Rpn6i1p-¢ 50mM NaCl pH
7.6
10mM Tris,
11mg/ml  20°C  50mM NaCl pH S/SC 6,8 14y
Rpn5169-£/RPN9i60-7/ 7.6
Rpn8/Rpnll 50mM Tris,
7mg/ml 200C 150mM NacCl ZA€51,126’ 3’17
pH7.6 1210
10mM Tris,
50mM NaCl pH PAC1,2,3y
7.6 4
a-quimotripsina
Rpn5/Rpn9/Rpn8/ o 1/5000 p/p
Rpn11/Rpn6 15mg/ml 20°C =5 M Tris,
50mM NaCl pH PAC1,2, 3y
7.6
. 4
Papaina
1/5000 p/p
10mM Tris,
50mM NaCl pH PAC1,2, 3y
7.6
. L 4
a-quimotripsina
15mg/ml 200°C 1/5000 p/p
10mM Tris,
Rpn5169-£/RPN9i60-7/ 50mM NaCl pH
Rpn8/Rpnl11/Rpn6 7.6 PAC1,2,3y
Papaina 4
1/5000 p/p
10mM Tris
10y o ! PAC 1, 2, 3,
20mg/mi 29°C ?06”"\" NaClpH 4 15 16y 17
10mM Tris, PAC 1, 2, 3,
RpN>i69-7/RPN160-¢/ 7.5mg/ml  20°C  50mM NaCl pH 4, 15, 16, 17,
Rpn8/Rpn11/Rpn61io-f 2.6 21,22y 23

Los ensayos con la metodologia de protedlisis in situ se realizaron con
el kit Floppy-Choppy de Jena Bioscience siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Por otro lado, los screen de la plataforma estdn organizados

segun el siguiente codigo:

Tabla 1.8: Cédigo de los screens

Caddigo Screen #. c_le Referencia
condiciones

Crystal Screen 1 48

PAC1 Crystal Screen II 48 Hampton Research
Wizard I 48 .

PAC2 Wizard II 48 Emerald Bio

PAC3 Index 96 Hampton Research

PAC4  Salt RX 96 Hampton Research
A/S Ion Screen 48

PAC5 Ammonium sulphate 24 Hampton Research
Quick phosphate 24

PAC6 PEG 6000 24 Hampton Research
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PEG 6000/LiCl 24
PEG 400 24
PEG 4000/LiCl 24
Crystal Screen Lite 48
PAC7 Crystal Screen Cryo 48 Hampton Research
PEG-Ion 48
PACS8 MPD 24 Hampton Research
NaCl 24
Natrix 48
PAC9 Complex screen 40 Hampton Research
PAC10 Protein-dna Screen 96 Disefiado por la PAC
PAC11 Membfac 48 Hampton Research
Memplus 48 Molecular Dimensions
MemStart 48 . .
PAC12 MemSys 48 Molecular Dimensions
PAC13 Memgold 96 Molecular Dimensions
Wizard Cryo 1 48 .
PAC14 Wizard Cryo 2 48 Emerald Bio
JBS1 24
JBS2 24 N
PAC15 IBS3 24 Jena Bioscience
JBS4 24
JBS5 24
JBS6 24 L
PAC16 IBS7 24 Jena Bioscience
JBS8 24
JBSS 24 Jena Bioscience
JBS10 24
PACL7 Clear Strategy I - 8.5 24 Molecular Dimensions
Clear Strategy II - 8.5 24
Clear Strategy I - 4.5 24
Clear Strategy I - 5.5 24 . .
PAC18 Clear Strategy II - 4.5 24 Molecular Dimensions
Clear Strategy II - 5.5 24
Clear Strategy I - 6.5 24
Clear Strategy I - 7.5 24 . .
PAC19 Clear Strategy II - 6.5 24 Molecular Dimensions
Clear Strategy II - 7.5 24
Citrat Screen 24 Diseflado por la PAC
PAC20 Mc Pherson Screen 24
Clear Strategy I 24 Molecular Dimensions
Clear Strategy II 24
PAC21 PACT premier HT-96 96 Molecular Dimensions
PAC22 Pi-PEG Screen 96 Jena Bioscience
PAC23 Pi - minimal Screen 96 Jena Bioscience
Midas 96 Molecular Dimensions
Morpheus 96 Molecular Dimensions

DLS

Con el fin de testear diversos buffers para Rpn5, Rpnl2 y para el
complejo Rpn5/Rpn9/Rpn8, las proteina y el trimero a una concentracion
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aproximada de 1mg/ml se dializaron con una bateria de buffers durante
toda la noche [Proteau et al., 2010], la composicién de los mismos se
detalla en la siguiente tabla:

Tabla 1.9: Buffers DLS

Buffer # Composicion
Buffer 0 150mM NaCl, 50mM Tris pH 7.6
Buffer 1 50mM NaCl, 10mM Tris pH 7.6
Buffer 2 50mM NaCl, 100mM Citrato de Na pH 5
Buffer 3 50mM NaCl, 100mM Citrato de Na pH 6
Buffer 4 50mM NaCl, 100mM PIPES pH 6.5
Buffer 5 50mM NaCl, 100mM Fosfato de Na pH 7
Buffer 6 50mM NaCl, 100mM HEPES pH 7.5
Buffer 7 50mM NaCl, 100mM HEPES pH 8
Buffer 8 50mM NaCl, 100mM Tris pH 8.5
Buffer 9 50mM NaCl, 100mM Bicina pH 9

Al dia siguiente cada muestra se colocd en cubetas de cuarzo y se analizd
con el DLS Zetasizer nanoseries (Malvern). Se realizé una medicidn
estandar en la que se realizan tres series de diez mediciones cada una y se
promedian los resultados.

1.2.3 Lid endégena

Expresion y purificacion de la lid endéogena

Para obtener la lid enddgena de S. cerevisiae se siguié el protocolo
descrito por [Leggett et al., 2005]. Se utilizd6 una cepa de S. cerevisiae que
presenta un tag de proteina A y un sitio de corte para la proteasa TEV en el
extremo C-terminal de Rpnll, cedida amablemente por el Dr. Bernat
Crosas. A partir de una placa con medio YPD (1,5% extracto de levadura,
2% peptona y 2% glucosa) y 1,5% agar, se lanzd un inoculo de 40ml de
medio YPD liquido con antibidticos (ampicilina y tetraciclina a una
concentraciéon final de 50mg/l y 10mg/l respectivamente) que se crecid
durante toda la noche a 30°C y 220rpm, al dia siguiente con el indculo
densamente crecido se realizé un precultivo de 2l y se volvid a incubar
durante toda la noche. Este precultivo se escalé hasta 501 de cultivo en el
servicio de fermentacidon de la Universidad de Barcelona, donde se fermentd
durante 30hs totales, a las 24hs se agregd glucosa adicional a fin de
obtener mayor biomasa. Las células se recuperaron mediante centrifugacién
a 49C, 3000g por 15min, para conservarlas se resuspendieron en buffer de
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lisis y congelacidon (50mM Tris pH 7.5, 100mM NaCl, 10mM MgCl,, 0,18mM
DDM, 1mM DTT e inhibidores de proteasas Complete de Roche) en una
relacion 350ml/kg, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -
80°C.

Para lisar las levaduras se utilizaron Bead Beaters (Biospec Products)
con contenedores de metal, en los que se colocaron 200ml de la suspension
de células previamente descongeladas, 200ml de bolitas de vidrio (0,5mm
de didmetro), DNasas (Roche) y RNasas (Roche) a una concentracion final
de 0,4ug/ml o 1U/ml y 5pg/ml respectivamente y se procesaron durante
una hora en ciclos de 30seg encendido, 90seg apagado. El lisado se
centrifugd a 50.000g durante dos horas y se filtr6 mediante gasas y papel
de filtro. El lisado clarificado fue llevado a pH neutro con Tris 1M y se incubd
durante toda la noche con IgG sepharose 6 fast flow (GE Healthcare), que al
dia siguiente fueron lavadas con 20CV de buffer de lisis y congelacion,
seguido de 30CV de buffer con alta concentracién de sal (50mM Tris pH 7.5,
1,5mM NaCl, 10mM MgCl,, 0,18mM DDM, 1mM DTT e inhibidores de
proteasas Complete de Roche) que separa la lid de la base y la CP,
finalmente se realizd un ultimo lavado con buffer A (50mM Tris pH 7.6,
50mM NaCl, 1mM DTT). A fin de eliminar el tag de proteina A se adicionaron
1000U de proteasa TEV que se dejaron actuar durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente se recuperé el complejo escindido y se cargd en una
columna monoQ usando los buffers Ay B (50mM Tris pH 7.6, 50mM NaCl,
1mM DTT) en un gradiente del 40% en 20CV. Las fracciones del pico
obtenido se concentraron y se pasaron por una columna de Superosa 6
10/300 con el siguiente buffer: 50mM Tris pH 7.6, 150mM NaCl, 1mM DTT.

Produccion de anticuerpos monoclonales anti-Rpn11 y anti-Rpn8

Los anticuerpos monoclonales (AcMo) anti-Rpnl11l y anti-Rpn8 fueron
solicitados a la Unidad de Produccién de Anticuerpos (CAbS) del CIBER-
BBN/CSI. Para su obtencién se utilizaron los siguientes péptidos.

e Rpnll: DPKKHLSETADETL

10 20 30 40 50 60 70
MERLQRLMMN SKVGSADTGR DDTKETVYIS SIALLKMLKH GRAGVPMEVM GLMLGEFVDD YTVNVVDVFA
80 90 100 110 120 130 140
MPQSGTGVSV EAVDDVFQAK MMDMLKQTGR DQMVVGWYHS HPGFGCWLSS VDVNTQKSFE QLNSRAVAVV
150 160 170 180 190 200 210
VDPIQSVKGK VVIDAFRLID TGALINNLEP RQTTSNTGLL NKANIQALIH GLNRHYYSLN IDYHKTAKET
220 230 240 250 260 270 280
KMLMNLHKEQ WQSGLKMYDY EEKEESNLAA TKSMVKIAEQ YSKRIEEEKE LTEEELKTRY VGRQDPKKHL
290 300 307

SETADETLEN NIVSVLTAGV NSVAIK*
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e Rpn8: DSESESGDKEATAP

10 20 30 40 50 60 70
MSLQHEKVTI APLVLLSALD HYERTQTKEN KRCVGVILGD ANSSTIRVTN SFALPFEEDE KNSDVWFLDH
80 90 100 110 120 130 140
NYIENMNEMC KKINAKEKLI GWYHSGPKLR ASDLKINELF KKYTQNNPLL LIVDVKQQGV GLPTDAYVATI
150 160 170 180 190 200 210
EQVKDDGTST EKTFLHLPCT IEAEEAEEIG VEHLLRDVRD QAAGGLSIRL TNQLKSLKGL QSKLKDVVEY
220 230 240 250 260 270 280
LDKVINKELP INHTILGKLQ DVFNLLPNLG TPDDDEIDVE NHDRINISNN LQKALTVKTN DELMVIYISN
290 300 310 320 330 339

LVRSIIAFDD LIENKIQNKK IQEQRVKDKQ SKVSDDSESE SGDKEATAPL IQRKNKKN*

La avidez y especificidad de los anticuerpos monoclonales fue
evaluada por western blot.

Interaccion de la lid endégena con los AcMo anti-Rpnl11l y anti-Rpn8

Se combinaron 300ug de AcMo con 200ug de lid enddgena durante
2hs a temperatura ambiente en buffer 50mM Tris pH 7.6, 150mM NaCl y
1mM EDTA y DTT. Finalizado el tiempo de incubacion se pasaron las
muestras a través de una columna de Superosa 6 y las fracciones se
evaluaron por SDS-PAGE.

1.2.4 Microscopia electronica:

Los complejos Rpn5/Rpn9/Rpn8 (o “trimero”), Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn6
(o “tetramero”) y Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn11/Rpn6 (o “pentadmero”) fueron
analizados por microscopia electronica de transmision con tincién negativa
por nuestros colaboradores del departamento de fisiologia y biofisica de la
Universidad Commonwealth de Virginia, Richmond en Estados Unidos: Tyler
W. Steele y la Prof. Montserrat Samso.

La tincidn negativa de las muestras se llevd a cabo sobre rejillas de
400 de malla recubiertas de carbono y las muestras en un rango de
concentracion entre 0,02 y 0,05mg/ml y se fijaron mediante su incubacién
con 0,75% formato de uranilo. Se utiliz6 un microscopio Tecnai F20 G2
funcionando a 120kV bajo condiciones de baja dosis y las imagenes se
capturaron a 80.000x en una camara Gatan 4k x 4k CCD, utilizando para la
lid enddgena un valor de desenfoque de 0.6-1.6um y 2.5-4uym para los
subcomplejos.

Para el procesamiento de las imagenes se utilizaron los programas
SPIDER [Frank et al., 1996] y EMAN2 [Ludtke, 2010]. El analisis 2D se
realizé mediante un proceso de alineacién de referencia libre, seguido de un
proceso iterativo de analisis estadistico multivariante, clasificacion vy
alineacién con referencias multiples [Samso et al., 1998] en SPIDER; vy las
reconstrucciones 3D se construyeron usando un algoritmo de lineas
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comunes seguido por el refinamiento iterativo utilizando EMAN2. Se
confirm6 para todos los complejos una alta correspondencia entre las
proyecciones 2D de las reconstrucciones 3D y orientaciones 2D promedio,
gue es un indicador robusto de la validez de la reconstruccion 3D. El umbral
del volumen de las reconstrucciones 3D se calcul6é con la masa molecular de
cada complejo y segln el valor promedio de densidad proteica (0.87Da/A%)
[Quillin et al., 2000], mientras que para calcular la resolucion se dividié
cada conjunto de datos en dos (particulas pares e impares) para calcular la
curva de la correlacion por capas en el espacio de Fourier (Fourier Shell
Correlation), las reconstrucciones finales se exponen e interpretan con la
resolucion limite obtenida utilizando un cutoff del 0.5.

Las galerias de imagenes 2D se generaron con el programa WEB
[Frank et al., 1996] y las representaciones de la superficie de los modelos
3D con el programa UCSF Chimera [Pettersen et al., 2004]. La
segmentacion de la lid endégena se realizé con el algoritmo Segger incluido
en Chimera [Pintilie et al., 2010].
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3.1.1 Proteinas recombinantes

Rpnl y Rpn2

Las proteinas Rpnl full-length y Rpn2,gs5 a la que le faltaban los
ultimos 90 aminoacidos del extremo C-terminal por un error de clonado
original, se expresaron correctamente y con el peso molecular esperado, sin
embargo al escindir la GST ambas proteinas precipitaron y la pequefia
fraccion que permanecié soluble al ser analizada por cromatografia de
exclusion molecular eluia en el volumen muerto de la columna, indicando
que la proteina se encontraba agregada.

Se decidié entonces, intentar expresar y purificar versiones truncadas
de ambas proteinas, que contuviesen el dominio PC, eliminando los
extremos flexibles. Se disenaron los siguientes constructos: Rpnljss-gzs
(Rpn1™) y Rpn2ss0.730 (RpN2°©) siguiendo la estrategia utilizada por Effantin
et al., 2009, lamentablemente tampoco de este modo fue posible obtener
proteinas solubles ya que presentaron un comportamiento similar al de las
proteinas full length.

Al comienzo de este proyecto en la literatura se proponia que Rpnl y
Rpn2 interaccionaban formando un heterodimero, en el que las regiones PC
de forma toroidal se encontraban apiladas axialmente [Rosenzweig et al.,
2008; Effantin et al., 2009], por este motivo se decidié co-expresar Rpnl y
Rpn2 en el contexto del vector pGEX-6P-2RBS. La co-expresion, ya sea de
las proteinas full length, de los truncados o la combinacion de ambas no
resolvié el conflicto de la insolubilidad de estas proteinas ni tampoco
demostré la interaccion entre ellas. Tiempo después [Lander et al., 2012]
demostré mediante EM y marcando las subunidades con anticuerpos la
posicidon de ambas proteinas en lados opuestos de la RP.

Rpn10 y la interacciéon base-lid

Inicialmente se expresd y purificd6 Rpn10 siguiendo el protocolo
estandar (descrito en 2.1.1) resultando en una buena expresion y cantidad
de proteina recuperada en la purificacion por afinidad pero al escindir la
GST en la cromatografia de exclusién molecular una parte importante de la
muestra salia en el volumen muerto de la columna indicando su estado
oligomérico y presentaba multiples contaminantes. A fin de encontrar un
protocolo mas propicio para la proteina se evalud su purificacion utilizando 3
condiciones diferentes: alta sal, con detergente tween20 y en presencia de
aminoacidos estabilizadores. La purificacion con alta sal fue con la que se
obtuvieron los mejores resultados: buena cantidad de proteina monomérica
y la presencia de un solo contaminante que pudo ser eliminado por
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intercambio idnico, resultando en Rpnl10 con un 95% de pureza al ser
analizada por SDS-PAGE (Fig. 1.20). Desafortunadamente cuando el
protocolo de purificacion fue puesto a punto y me disponia a realizar
ensayos cristalograficos la estructura de Rpn10 fue publicada por Riedinger
et al., 2010, por lo que se decidi6 no continuar con esta linea de
investigacion.
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Fig. 1.20 Purificacién de Rpn10. A) Superdex200 10/300 de Rpn10 purificada en condicidon
estandar, se observa el pico por fuera del rango resolutivo de la columna indicando que la
proteina esta agregada. B) Superdex200 5/150 de Rpnil0 purificada en presencia de
aminoacidos, alta sal y tween20, se observa que en las 3 condiciones Rpn10 eluye con el
peso molecular esperado siendo el mejor resultado el obtenido en alta sal ya que presenta
menor cantidad de contaminantes. C) MonoQ de Rpn10 purificada con alta sal, con este paso
extra de purificacién se logran eliminar los contaminantes resultando en una muestra con un
95% de pureza. A la derecha de cada perfil de elucién se muestra el resultado del SDS-PAGE
de los picos sefialados con una flecha.

Por otro lado, en la literatura del momento se hipotetizaba que Rpn10
funcionaba como bisagra conectando y estabilizando la unién entre la lid y
la base, ya que en mutantes ARpn10 la lid se disociaba del conjunto base-
CP [Glickman et al., 1998; Gallastegui et al., 2010]. Por esta razén se
decidid indagar en las posibles interacciones entre Rpn10 y las proteinas de
la lid, inicialmente se realizé un in vitro binding en el que se inmovilizaron
todas las subunidades de la lid mediante la GST a la matriz de purificacion y
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se incubaron con Rpnl0 purificada, este experimento dio como resultado
que Rpnl0 interaccionaba con todas ellas en mayor o menor medida
incluyendo la GST sola, indicando la naturaleza “pegajosa” de Rpn10 (Fig.
1.21).
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Fig. 1.21 In vitro binding de Rpn10. En
la primer calle se observa a Rpnl0,
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g" '!'--'
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[ 561

50kDa - molecular (Mk) y de las beads de
glutatién con las subunidades de la lid

36kDa | e s B unidas a través de la GST que se

- » incubaron con Rpnl10 a fin de observar

30kDa g o ° 4 la afinidad entre ellas. Rpnl0
interacciona con todas ellas incluyendo
el control negativo (GST sola)
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A pesar de la interaccidén inespecifica de Rpn10 con GST, se decidid
analizar la co-expresién bicistronica de Rpn3, Rpn5, Rpn9, Rpn1l y Rpn12
con Rpn10 a fin de verificar si la interaccion observada en el in vitro binding
al escindir la GST se mantenia. Mediante co-expresién y previamente a
escindir la GST se observa que en todos los casos Rpnl0 interactiua en
mayor o menor medida, sin embargo cuando se escinde la GST y se evalla
el complejo por exclusién molecular solo en el caso de Rpn3 la interaccién
se mantiene, mientras que para Rpn9, Rpnll y Rpnl2 la asociacion con
Rpn10 no es detectable en SDS-PAGE, al analizar las fracciones de la
elucion de Rpn9/Rpnl10 y Rpn12/Rpnl0 mediante western blot con un
anticuerpo anti-Rpn10 se observa que estos complejos mantienen una
relacién sub-estequiométrica (Fig. 1.22). Rpn5/Rpn10 no fue evaluada tras
el corte de la GST.
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Fig. 1.22 Co-expresion de RpnX (3, 9, 11 y 12)/Rpn10. A) SDS-PAGE de la expresién de los
clones bicistrénicos aun fusionados a GST. B y C) Superdex200 10/300 y SDS-PAGE de
Rpn3/Rpn10 y Rpn11/Rpnl0, los picos salen en el volumen muerto indicando que estén
agregadas, Rpnll eluye sola sin Rpnl0 mientras que para Rpn3/Rpnl0 se observa
interacciéon. D y E) Superdex200 10/300 y SDS-PAGE de Rpn9/Rpn10 y Rpn12/Rpn10,
ambos eluyen dentro del rango de resolucidon de la columna, al ser analizados por SDS-PAGE
no se detecta la presencia de Rpn10 que solo puede ser observada mediante western blot
indicando que existe una interaccidon subestequiométrica.

Tomando en cuenta estos resultados no podemos inferir que las
asociaciones que establece Rpn10 con otras subunidades de la lid sean
especificas, ya que el comportamiento promiscuo de Rpnl0 no permite
diferenciar a ciencia cierta que interacciones son reales y cuales son
artefactos. Si bien Rpn3/Rpnl0 parece que mantienen una relacion
estequiométrica luego del corte de la GST la relacidn entre estas proteinas
no es clara, ya que en las estructuras de la lid se observa que Rpnl10 se
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encuentra ubicada del lado opuesto a Rpn3, dandonos a entender que esta
interaccion podria ser un artefacto.

Proteinas de la lid

A fin de caracterizar la lid, encontrar proteinas o complejos
adecuados para la cristalizacién y analizar las interacciones intermoleculares
gue mantienen este complejo se decidié evaluar las subunidades de manera
individual asi también como combinaciones de 2 o mas proteinas co-
expresandolas o co-lisandolas. A su vez se analizaron fragmentos de
algunas de ellas de modo de obtener informacidn relevante sobre la
participacion de dominios discretos en el ensamblaje de la lid.

Proteinas individuales

Inicialmente Fabio Sessa quien arrancd el proyecto antes de mi
llegada al laboratorio, expresdé las subunidades individualmente siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 1.2.2, los resultados obtenidos fueron los
siguientes (Fig. 1.23):

e Rpn3: completamente insoluble

e Rpn5: soluble, a pesar de que una fraccidon precipita en las
beads al escindir la GST, en la Superdex200 eluye en un pico
simétrico con el peso molecular esperado y al ser analizada por
SDS-PAGE se observa una pureza del 95%.

e Rpn6: soluble, al igual que Rpn5 una pequena fraccion de
proteina escindida queda en las beads, en la Superdex200 y en
su respectivo gel podemos observar que presenta el peso
molecular esperado aunque la proteina estd acompafiada de un
contaminante de aproximadamente 30kDa.

e Rpn7: insoluble, si bien una pequefa fraccion permanece
soluble y puede ser recuperada mediante la purificacion por
afinidad, al escindir la GST Rpn7 precipita dejando solo una
cantidad minima de proteina soluble insuficiente para realizar
su analisis mediante exclusién molecular.

e Rpn8: soluble, aunque gran parte de la muestra precipita al
eliminar el tag de GST, al ser analizada por Superdex200 se
observa como la proteina eluye a todo lo largo del perfil
indicando que la misma se encuentra en diversos estados
oligoméricos, ademas de presentar varios contaminantes.

e Rpn9: soluble, se puede observar una doble banda que indica
algun tipo de degradacién, eluye de la columna en un pico
simétrico con el peso molecular esperado y con una pureza del
95%.
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Superdex200 eluye en un pico simétrico en el peso molecular
correspondiente a un dimero, aunque presenta una triple
banda indicando una posible degradacién de la proteina.
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Fig. 1.23 Expresidn y purificacién de las proteinas Rpn individualmente. A) SDS-PAGE
tras la escisiéon de la GST con las muestras: M marcador de peso molecular, Bi beads
iniciales, E eluido, Bf beads finales para cada una de las subunidades de la lid. B-F)
Superdex200 10/300 y SDS-PAGE de las proteinas B) Rpn5 C) Rpn6 D) Rpn8 E) Rpn9 y

F) Rpn12.
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Teniendo en cuenta estos resultados se seleccionaron los candidatos
mas interesantes para proseguir con la optimizacién del protocolo de
purificacion a fin de testearlos en ensayos cristalograficos. Los posibles
candidatos por sus buenos resultados iniciales fueron Rpn5, Rpn6, Rpn9 y
Rpnl12. Sin embargo, como la estructura homologa de Rpn6 de Drosophila
melanogaster fue descrita [Pathare et al., 2012] se descartd del conjunto.

Se realizaron ensayos cristalograficos para las proteinas Rpn5 vy
Rpn9 (ver tabla 1.7: Ensayos cristalograficos) siguiendo el protocolo
estandar sin obtener resultados positivos para ninguna de las dos. Como
Rpn9 presenta algun tipo de degradacion se decidié continuar solo con
Rpn5, con la que se realizaron ensayos cristalograficos utilizando la técnica
de protedlisis in situ sin obtener cristales. Ademas se buscé un buffer inicial
que diera mayor estabilidad a la proteina mediante DLS siguiendo el
protocolo detallado en el apartado 1.2.2, si bien los resultados obtenidos
por este método sugerian que el buffer 2 (50mM NaCl, 100mM Citrato de
Na pH 5) conferia una mejor monodispersion de la proteina en solucién al
intentar purificar Rpn5 en esta condicidon la proteina precipitd.
Probablemente esta diferencia de comportamiento se deba a que este buffer
solo aporta estabilidad a bajas concentraciones y no a la alta concentracion
necesaria para realizar los ensayos.

En el caso de Rpn12 se realizaron ensayos cristalograficos iniciales
que resultaron infructuosos (ver tabla 1.7: Ensayos cristalograficos),
mientras que por otro lado se intentd optimizar el protocolo de purificacidon
adicionando un paso de intercambio idnico con una columna MonoQ, a fin
de separar la triple banda obtenida tras la purificacién por afinidad, sin
embargo el resultado obtenido no fue satisfactorio ya que la columna no
discrimin6 las diferentes especies de Rpn12 en la solucion (Fig. 1.24A).
También se analizd la proteina por DLS y se selecciond el buffer mas
prometedor, lamentablemente la estructura de Rpnl2 de S. pombe fue
publicada [Boehringer et al., 2012]; la misma comparte una identidad de
secuencia del 34% con nuestra proteina de interés (Fig. 1.24B) por lo que
se decidié no continuar con su estudio. El estado dimérico y la problematica
de la degradacion de esta proteina también fue observada en su homoéloga
donde el extremo C-terminal era propenso a degradacién, finalmente la
estructura del dimero fue resuelta utilizando versiones truncadas.
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Fig. 1.24 Rpn12. A) Perfil de elucién de la MonoQ y andlisis por SDS-PAGE de las

fracciones del pico en concentraciones crecientes. B) Alineamiento de las secuencias y
estructuras secundarias de Rpnl12 de S. cerevisiae (Sc) y S. pombe (Sp).

Complejos binarios

Tomando en consideracion los resultados obtenidos por Fu et al.,
2001. Se clonaron y expresaron los siguientes complejos bicistronicos:
Rpn3/Rpn7, Rpn5/Rpn9, Rpn5/Rpn8 y Rpn11/Rpn8, mediante su expresion
en el vector pGEX-6P-2RBS. Los complejos binarios Rpn3/Rpn7 vy
Rpn11/Rpn8 fueron analizados por el Dr. Fabio Sessa, se afiaden sus
resultados en esta tesis a fin de comprender el panorama completo de las
interrelaciones establecidas entre las proteinas de la lid.

Se comprobd que el complejo Rpn3/Rpn7 interactla en una relacidon
estequiométrica de 1:1, sin embargo el problema de insolubilidad y
agregacion que presentaban las proteinas de manera individual se
mantiene. Es decir que gran parte de la muestra precipita luego del corte de
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la GST y la poca cantidad que se obtiene soluble al ser analizada mediante
la columna de exclusiéon molecular eluye en el volumen muerto de la misma
evidenciando que el complejo esta agregado (Fig. 1.25).
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100 Fig. 1.25 Rpn3/Rpn7. Perfil de
50 elucion del complejo Rpn3/Rpn7
i en la columna Superdex200 vy

SDS-PAGE del pico obtenido.

0.0 5.0 100 15.0 mi

La co-expresion de Rpn11/Rpn8 dio como resultado un complejo
estequiométrico, sorprendentemente el problema de insolubilidad
presentado por Rpnll al ser expresada individualmente es superado al co-
expresarla con Rpn8. Sin embargo, los diversos estados de oligomerizacion
de Rpn8 se mantienen en el complejo y Rpnl11 presenta degradaciéon (Fig.
1.26A). Con el fin de delimitar los dominios discretos de estas proteinas que
mantienen unido al complejo se crearon constructos racionales de los
dominios MPN y PCI, disefhados teniendo en cuenta los resultados del
analisis de la secuencia primaria de ambas proteinas mediante una variedad
de herramientas bioinformaticas (apartado 1.2.2). Mediante la predicciéon de
la estructura secundaria de Rpn8 se identificaron dos regiones conservadas
coiled coil separadas por una corta secuencia desordenada, por lo que los
constructos resultantes fueron: Rpn8;.i3¢ que contiene estrictamente el
dominio MPN y Rpn8;.,49 que contiene el dominio MPN vy la regidn coiled coil
proximal (Fig. 1.26B). En el caso de Rpn11 se diseid un solo constructo que
abarca el dominio JAMM/MPN: Rpn11;_5¢s.
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Fig. 1.26 Rpn8/Rpn11. A) Perfil de elucién y analisis por SDS-PAGE de las fracciones del
complejo Rpn8/Rpn11. B) Alineamiento multiple de la secuencia del extremo C-terminal

de Rpn8 de varias especies, las flechas indican los limites de los constructos truncados
en el extremo C-terminal.
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Estos constructos fueron expresados en el contexto del vector pGEX-
6P-2RBS, manteniendo el mismo orden que para las versiones full length. A
partir de los resultados de la co-expresion se comprobd que la eliminacién
del extremo C-terminal de Rpn8 no afecté su asociacion a Rpnl1l, al igual
que la eliminacion del extremo C-terminal de Rpn11 no afecté la unién. Sin
embargo cuando se co-expresan solo los dominios MPN de ambas proteinas
se observa una drastica disminucidn de la afinidad (Fig. 1.27A),
demostrando que las regiones lindantes al dominio MPN estan involucradas
en la estabilizacién del complejo. A continuacién se analizaron estos
complejos mediante cromatografia de exclusidn molecular, mientras que
Rpnl1;.,05 induce una agregaciéon total del complejo, al eliminar el extremo
C-terminal de Rpn8 y en particular el coiled coil distal se produce la perdida
de los diferentes estados de agregacién observados en el complejo full
length (Fig. 1.27B). Estos resultados se explican si Rpnll y Rpn8
interactlan de forma antiparalela, es decir que el extremo C-terminal de
una interactua con el dominio MPN de la otra y viceversa.
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Fig. 1.27 Versiones truncadas de Rpnl1/Rpn8. A) Representaciéon esquematica de los
dominios de Rpn8 y Rpnll, en amarillo se muestran las regiones coiled coil (CC) y con
flechas los limites de los constructos truncados en el extremo C-terminal (izquierda), y el
analisis por SDS-PAGE de su co-expresion (derecha). B) Perfiles de elucién y analisis por
SDS-PAGE de las fracciones de los complejos Rpnl1;.,95/Rpn8 (izquierda), Rpn11/Rpn8;.249
(centro) y Rpn11/Rpn8;.1g¢ (derecha).

La expresidon bicistronica de Rpn5/Rpn9 forma un heterodimero
estequiométrico, sin embargo Rpn9 presenta indicios de degradacion (Fig.
1.28A) por lo que se descartd la posibilidad de realizar ensayos de
cristalizacion con este complejo. Al igual que para el complejo Rpn11/Rpn8
se decidié analizar el comportamiento de versiones truncadas, la prediccion
de la estructura secundaria de estas proteinas revela que el dominio PCI,
localizado en el extremo C-terminal esta formado por aproximadamente 100
residuos organizados en hélices a y que Rpn9 presenta ademas dos
regiones coiled coil a cada lado del dominio PCI. Basandonos en estos datos
y en la literatura se clonaron dos constructos previamente descritos por Fu
et al., 2001: Rpn5ie9s ¥ RpnN9ie0-r Yy dos versiones que contienen
estrictamente el dominio PCI: Rpn5313.s Y Rpn9,6;-5.

Mediante co-expresion se identifico para el complejo Rpn5igo-
#/Rpn9i60.5 UNa interaccidn comparable a la establecida entre las versiones
full length. Sin embargo, se observé una reduccién de la afinidad al co-
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expresar los complejo Rpn5/Rpn9.s1- ¥ Rpn5313.4/Rpn9, en el Ultimo caso
como las proteinas GST-Rpn5s313. Y Rpn9 presentan el mismo peso
molecular fue necesario eliminar el tag a fin de poder apreciar la interaccion
entre las proteinas. A su vez cuando se expresaron los dominios PCI
estrictamente la afinidad disminuyd aun mas (Fig. 1.28B), demostrando que
la uniéon de Rpn5 y Rpn9 estd mediada, no solo por el dominio PCI, sino
también por las regiones medias de ambas proteinas que proporcionan
estabilidad al complejo.
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Fig. 1.28 Rpn5/Rpn9 y versiones truncadas. A) Perfil de elucion y SDS-PAGE de las
fracciones del complejo Rpn5/Rpn9. B) Arriba se encuentra la representacion esquematica
de los dominios de Rpn5 y Rpn9, en amarillo se muestran las regiones coiled coil (CC) y
con flechas los limites de los constructos truncados en el extremo N-terminal; abajo el
analisis por SDS-PAGE de la co-expresion de los diferentes complejos truncados.

Sorprendentemente la co-expresion del complejo Rpn5/Rpn8
resultd en un complejo estequiométrico y que eluye de la Superdex200
como un pico simétrico y con peso molecular esperado, lo que revela que
Rpn5 ocupa la regién de Rpn8 responsable del proceso de oligomerizacion
observado cuando se la expresa individualmente. Desafortunadamente su
estudio cristalografico no se llevé a cabo porque la integridad del complejo
no se mantenia y se disgregaba con el paso del tiempo. En vista de este
resultado se decididé testear por co-expresion la capacidad de Rpn8 de unir
tres constructos de Rpn5 truncados en el extremo N-terminal: Rpn5i49.4,
Rpn5,49. Y Rpn5313.4. Se observé que Rpn8 une con igual afinidad los tres
constructos (Fig. 1.29), indicando que el dominio PCI es la regiéon minima
capaz de interactuar con Rpn8. Al analizar estos complejos binarios
mediante columna de exclusidn molecular se observa que mientras que
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Rpn5,49-/RpN8 y Rpn53;13../Rpn8 eluyen siguiendo el mismo perfil de Rpn8
sola, el complejo formado por Rpn5;¢9.s/Rpn8 eluye como un pico simétrico,
demostrando que la regiéon de Rpn5 entre los residuos 169 a 249 es la
responsable de capturar el coiled coil distal de Rpn8 responsable de los
diferentes estados oligoméricos de la proteina (Fig. 1.29).
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Fig. 1.29 Rpn5/Rpn8 y versiones truncadas. A) Perfil de eluciéon y analisis por SDS-PAGE de
las fracciones del complejo Rpn5/Rpn8. B) Representacion esquematica de los dominios de
Rpn5 y Rpn8, en amarillo se muestran las regiones coiled coil (CC) y con flechas los limites
de los constructos truncados (izquierda) y el analisis por SDS-PAGE de su co-expresion
(derecha). C) Perfiles de elucién y analisis por SDS-PAGE de las fracciones de los complejos
Rpn5315.4/Rpn8 (izquierda), Rpn5,49-/Rpn8 (centro) y Rpn5;49.4/Rpn8 (derecha).

Complejos triméricos

Para analizar interacciones ternarias se co-expresaron complejos
binarios por un lado y proteinas individuales por otro y se co-lisaron ambos
cultivos conjuntamente para purificarlos siguiendo el protocolo estandar. Se
realizaron las siguientes combinaciones: Rpn11/Rpn8+Rpn5,
Rpn11/Rpn8+Rpn9, Rpn5/Rpn9+Rpn8, Rpn5/Rpn9+Rpnll y ademas se
decidid6 comprobar si la proteina Rpn6 era capaz de unirse a alguno de los 3
complejos binarios.
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Al combinar el complejo Rpnl11l/Rpn8 con Rpn9 no se observan
cambios en los perfiles de elucién, pero al expresar este complejo con Rpn5
se genera un nuevo complejo estequiométrico: Rpn11/Rpn8/Rpn5, que
como era de esperarse no presenta los diferentes estados oligomericos de
Rpn8 ya que la presencia de Rpn5 lo evita, aunque Rpnll sigue siendo
inestable y se degrada (Fig. 1.30). En cuanto a Rpn5/Rpn9 con Rpnill
tampoco se observa interacciéon, mientras que con Rpn8 se obtiene un
complejo estequiométrico y estable: Rpn5/Rpn9/Rpn8 (Fig. 1.30). Este
heterotrimero y el mismo complejo pero con las versiones truncadas de
Rpn5 y Rpn9 (Rpn5ie9-s/RpN9i60-s/RpPN8) se sometieron a una amplia
variedad de ensayos cristalograficos a 4°C y a 20°C e inclusive se
intentaron cristalizar con la técnica de protedlisis in situ; los detalles se
especifican en la tabla 1.7, sin obtener resultados positivos. En relacion a la
interaccion de Rpn6 con los complejos binarios no se observaron variaciones
en los perfiles de elucion (Fig. 1.30).
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Fig. 1.30 Anadlisis de trimeros. Perfiles de elucidon y analisis por SDS-PAGE de las
fracciones de A) Rpn11/Rpn8 con Rpn9 (derecha) y Rpnl11/Rpn8/Rpn5 (izquierda). B)
Rpn5/Rpn9 con Rpnl1l, Rpnll no se aprecia en el SDS-PAGE por lo que se comprobd su
presencia por western blot (derecha), Rpn5/Rpn9/Rpn8 (centro) y Rpn5;ig9-#/RpN9ieo-
#/Rpn8 (izquierda). C) Rpn11/Rpn8 con Rpn6 (derecha), Rpn5/Rpn9 con Rpn6 (centro) y

Rpn5/Rpn8 con Rpn6 (izquierda).
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Complejos tetraméricos

A continuacién se analizdé la capacidad de interaccién entre los dos
complejos binarios Rpn11/Rpn8 y Rpn5/Rpn9 y de los complejos ternarios
Rpn11/Rpn8/Rpn5 y Rpn5/Rpn9/Rpn8 con Rpn6. En el primer caso, se
realizd la co-expresién de los bicomplejos por separado para luego co-lisar
ambos cultivos, mientras para los otros dos se co-expresé el bicomplejo y
las otras dos proteinas por separado para finalmente co-lisar los tres
cultivos conjuntamente.

Después de la eliminacion del tag de GST y de la columna de
exclusion molecular se obtuvieron dos complejos heterotetraméricos
estables estequiométricos y monodispersos, formados por
Rpn11/Rpn8/Rpn5/Rpn9 y Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn6. Mientras que para la
combinacion de Rpn11/Rpn8+Rpn5+Rpn6 no se observaron cambios en los
perfiles de elucion (Fig. 1.31). Ambos complejos cuaternarios fueron
sometidos a ensayos cristalograficos en todas las condiciones disponibles en
la PAC y a dos temperaturas 4°C y 20°C que fueron realizados por el Dr.
Fabio Sessa sin obtener resultados positivos.
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Fig. 1.31 Analisis de tetrameros full length. Perfiles de elucién y analisis por SDS-PAGE de las
fracciones de Rpn5/Rpn9/Rpnl11/Rpn8 (derecha), Rpnl11/Rpn8/Rpn5+Rpn6 (centro) vy
Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn6 (izquierda).

Tomando en cuenta los resultados previos de los complejos binarios,
ternarios y cuaternarios podemos inferir que la interaccion principal que
mantiene unido a estos complejos es la establecida entre Rpn5 y Rpn8,
siendo Rpn5 la responsable de unir a Rpn9 y Rpn8 a Rpnll. También se
deduce que Rpnl1 probablemente no establece interacciones directas ni con
Rpn9, ni con Rpn6. A su vez, podemos apreciar que es necesaria la
formacion de un complejo trimérico compuesto por Rpn5/Rpn9/Rpn8 para
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que Rpn6 forme parte del complejo, siendo insuficiente la presencia de solo
dos de estas proteinas.

Con la intencién de analizar en detalle las areas de interaccion y de
encontrar posibles candidatos para ensayos cristalograficos se expresaron y
analizaron los complejos cuaternarios reemplazando algunas proteinas full
length por versiones truncadas disponibles: Rpn11;.,05, RpnN8i-240, RpN8i-1s6,
Rpn5i69-5, RpN9ie0-s Y Rpnb6i19-,. Cuando se co-purifica Rpn5/Rpn9 con
Rpn11;.,05/Rpn8 0 Rpn11/Rpn8;.,49 se obtienen dos complejos tetraméricos,
indicando que ni la eliminacidon del extremo C-terminal de Rpnil1, ni del
coiled coil distal de Rpn8 perturban la asociacién del complejo. Sin embargo
cuando Rpn5/Rpn9 se combind con Rpn11/Rpn8;.igs NO se observaron
cambios en los perfiles de elucion de los heterodimeros, demostrando que el
coiled coil proximal es esencial para la unién de Rpn5 y por lo tanto para la
formacion de tetracomplejo. Por otro lado la eliminacién de los extremos N-
terminales de Rpn5, Rpn9 y Rpn6 tampoco afecta a la conformacion de los
complejos (Fig. 1.32), por lo que, con la intencién de obtener cristales, se
purificaron los siguientes complejos: Rpn5ig9-//RpN9i60-,/RpnNn11/Rpn8,
Rpn5169-5/RpN9160-/RpN8/Rpn6 y Rpn5169-¢/RPN9i60-/RPN8/RpN6110-£.
Lamentablemente no se obtuvieron resultados positivos (tabla 1.7).

61



Resultados y discusion
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Fig. 1.32 Analisis de tetréameros truncados. Perfiles de elucion y analisis por SDS-PAGE
de las fracciones A) Rpn5/Rpn9/Rpn11;.,05/Rpn8 (derecha), Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8;.»40
(centro) y Rpn5/Rpn9 con Rpnll/Rpn8;.;g5 (izquierda). B) Rpn5ie9-//RpN9ieo-f

/Rpn11/Rpn8 (derecha), Rpn5;igo-/RpN9i60-s/RpN8/Rpn6 (centro) y Rpn5ige-s/RPN9igo-s
/Rpn8/Rpn6i1¢.¢ (izquierda).

Complejos pentaméricos

Finalmente teniendo en cuenta que los dos complejos tetramérico
comparten 3 de las 4 proteinas que los componen se decidié integrarlos, por
lo que se co-expresaron los bicomplejos Rpn5/Rpn9 y Rpn11/Rpn8 junto
con Rpn6, de este modo se obtuvo un pentacomplejo estable vy
estequiométrico. Siguiendo la misma estrategia que para los tetrameros, se
analizé el efecto de las versiones truncadas sobre el ensamblaje. Se
observd que ni la eliminacién del extremo C-terminal de Rpn11 ni de los
extremos N-terminales de Rpn5, Rpn9 o Rpn6 afectaron a la conformacion
del pentédmero mientras que, al analizar el extremo C-terminal de Rpn8, se
mostrd claramente que, como era de esperar, la eliminacién de todo el C-
terminal (Rpn8i.1g6) impide la formacion del complejo. Interesantemente, al
retirar el coiled coil distal, se obtiene el complejo tetramérico previamente
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descrito pero Rpn6 no es capaz de unirse a él, demostrando que este
dominio es esencial para la incorporacién de Rpn6 al pentdamero (Fig. 1.33).

Rpn6
Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8
—— Rpn6+Rpn5/Rpn9+Rpn11/Rpn8

440 16075 43 kDa
[

A

mAU,
160
140
120)
100
80|
60|
40
20| . I
C0.0 50 100 150 ml
kDa  input
98 —
64 —
Rpn6
50 — . = = —Epng
- —— - < Rggg
36 — . " - ~Rpn11
30 —
Rpné
B Rpn5/Rpn9/Rpn11_505/Rpn8
— Rpn5/Rpn9/Rpn11,50s/Rpn8/Rpn6 ——Rpn5;gq./RPNY;60.;/Rpn11/Rpn8/Rpn6
440 160 75 43 kDa 440 160 75 43kDa
[ [
mAU mAU
w0 -
600]
400|
200§
eeww? 0]
00 50 100 160 ml 00 50 100 150 ml
kDa Input kDa Input
98— 98—
64— _Rpn6 64—
50— G .- <Sgﬂg 50— - w = —Rpn6
- ™ TR - = & & 4| — Rpn8
36— 36— e = == —Rpn11
30— - w - g W —Rpn5,go
30— o —Rpn11; 505 - s . w — Rpn9;gy ¢
Rpné
Rpn5/Rpn9 Rpn6
Rpn11/Rpn8;. 155 Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8; 5z0
— Rpn5/Rpn9+Rpn11/Rpn8.155+Rpn6 —— Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpnd, s
4?0 1?0 75 43 kDa
mAU [l 4?01?0 7|5 4|3 kDa
600] AU
" < o
500} 60.0]
400 50.0]
40.0]
300]
200) /\
200}
200
100|
10.0] \
O 0.0 AYreremi) =3
.0 00 50 100 50 ml
kDa Input kDa Input
s
<Rpn6 64—
50— & — gpap - """ Rpn5 _—Rpn6
- - e - - —Rpn9 Rpn5
36— (= - —Rpn11 —Rpn9
g —Rpn11
30— - —RDN8, 155 —RpN8;.240

——Rpn5;go./RPNY160./Rpn11/Rpn8/Rpn6 405
440 160 75 43 kDa
rrr
mAU -

100 a
80
60
40

20

0.0 5.0 10.0 15.0 ml

kDa Input
98—|

64—

— S = — R16,
o !g"s::*-m‘im%‘”
36— ——— e - Rpn5;ge.¢

—————— ¥ — RDpNO,,

30—

Fig. 1.33 Analisis de pentdmeros. Perfiles de elucion y analisis por SDS-PAGE de las

fracciones de A) Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8/Rpné6.
Rpn5;69-#/RpN9160-s/RPN11/Rpn8/Rpn6

(derecha),

B) Rpn5/Rpn9/Rpn11;.,05/Rpn8/Rpn6
(centro) vy

Rpn5169.£/RpN9160-5

/Rpn11/Rpn8/Rpn6i1o.s (izquierda). C) Rpn5/Rpn9+Rpn11/Rpn8;.;56+Rpn6 (derecha) y
Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8;.,40+Rpn6 (izquierda).
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Se realizaron todos los ensayos cristalograficos a 4°C y 20°C para el
complejo pentamérico full length (Dr. Fabio Sessa) y también se aplico la
técnica de protedlisis in situ. Lamentablemente, la busqueda de un cristal
fue infructuosa. También se intentd cristalizar en vano los complejos
Rpn5169-//RpN9i60-/RPN8/RpN11/Rpn6 y  Rpn5ie9-/RpN9ieo-s/RpN8/Rpnll
/Rpn611¢-f (tabla 1.7).

Con el fin de integrar los resultados obtenidos en esta serie de
experimentos, generamos el siguiente esquema (Fig. 1.34) en el que se
resumen y detallan las regiones discretas de interaccion las proteinas.

Fig. 1.34 Esquema de las interacciones
del complejo pentameérico. Las
interacciones binarias entre areas
discretas de las proteinas se muestran
con corchetes unidos por lineas negras,
mientras que el tridngulo azul
conectado por una linea hace referencia
a la necesidad de un complejo trimérico
160 pre-ensamblado para la incorporacion

Rpn9 de Rpn6. Los cuadrados en tonos mas
oscuros en Rpn8 muestran la presencia
relativa de las secuencias coiled coil y
las areas abultadas la posiciéon de los
dominios PCI o MPN segun
corresponda.

Reconstitucion heterdloga de la lid

Como paso final del andlisis bioquimico se intentd reconstituir el
complejo de la lid al completo, para ello se co-expresaron y co-lisaron las
cinco proteinas que componen el pentamero, junto con el bicomplejo
Rpn3/Rpn7 y Rpnl12. Desafortunadamente no se observaron cambios en los
perfiles de elucion; posiblemente el estado de agregacion observado para el
bicomplejo Rpn3/Rpn7 impide el ensamblaje del complejo (Fig. 1.35). Si
bien podemos asegurar que el pentacomplejo se forma independientemente
y sin la necesidad de chaperonas, no podemos afirmar esto mismo para
todo el complejo de la lid. De hecho, a pesar de estar utilizando una
estrategia similar a la aplicada por Lander et al., 2012 no obtenemos el
complejo integro, por lo que se podria pensar que la presencia de la
chaperona Hsp90 es la clave para el ensamblaje completo de la lid.
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Fig. 1.35 Reconstruccion heterdloga de la lid. Perfil de elucién y analisis de las fracciones por
SDS-PAGE de la combinacién de Rpn3/Rpn7, el pentacomplejo y Rpn12.

1.3.2 Lid enddégena

Expresion y purificacion de la lid endogena

Del cultivo de levaduras en el fermentador de 50l se obtuvo un
rendimiento promedio de 1,7kg de biomasa total seca.

El complejo obtenido luego de la purificacidon por afinidad y la
eliminacion del tag de proteina A fue sometido a una cromatografia de
intercambio idnico y a continuacion las fracciones del pico obtenido fueron
concentradas e inyectadas en una columna de exclusion molecular superosa
6. Los perfiles de elucion y el correspondiente analisis por SDS-PAGE se
muestran en la Fig. 1.36.
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Fig. 1.36 Purificacion de la lid enddgena. A) Cromatografia monoQ del complejo de la
lid obtenido luego de la purificacion por afinidad y la remocién del tag de proteina A.
B) Cromatografia superosa 6 del pico obtenido de la monoQ y analisis por SDS-PAGE
del pico sefialado con una flecha.

La purificacién resulté en un complejo homogéneo que fue analizado
por MS, demostrando la presencia estequiométrica de todas las subunidades
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Rpn de la lid, excepto Sem1. La ausencia o bien la imposibilidad de detectar
esta subunidad también ha sido observada por Lander et al., 2012 que no la
detectan ni en la lid enddgena ni en la reconstruccién de la lid de forma
recombinante, y por Fukunaga et al., 2010 quienes la detectaron mediante
la utilizacién de un Ac anti-Sem1 pero fueron incapaces de obtener
resultados por MS, probablemente debido a la pobre ionizacién de los
péptidos de esta subunidad.

Interaccion de la lid endégena con los AcMo anti-Rpn11 y anti-Rpn8

Inicialmente se comprobd la avidez y especificidad de ambos AcMo
por western blot. El resultado fue que si bien la especificidad del anti-Rpn8
era correcta, la avidez era realmente baja obligandonos a utilizar titulos
altisimos (1/50) para obtener una banda de intensidad baja a pesar de
utilizar substrato ECL plus y tras un largo periodo de exposicion de la lamina
fotografica. Por el contrario, en el caso del anti-Rpn11 tanto la especificidad
como la avidez eran correctas ya que, utilizando titulos de hasta 1/6000, los
resultados eran claros y las bandas resultantes intensas, utilizando
substrato ECL normal y periodos de exposicion de pocos segundos (Fig.
1.37).
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Se incubaron ambos AcMo con la lid en experimentos aislados y en
ambos casos se obtuvieron como resultado dos picos bien diferenciados en
sus perfiles de elucién. Sin embargo, en el caso del AcMo anti-Rpn8 cada
pico correspondia a la lid enddgena y al Ac respectivamente, sin interaccion
entre ambas entidades (Fig. 1.38A); mientras que en el caso del anti-Rpn11
en el primer pico se detectd la presencia de un complejo formado por
Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn11/Rpn6 y el Ac y en el segundo pico un complejo
compuesto por Rpn3/Rpn5/Rpn6/Rpn7 cuyo peso es similar al del Ac y por
lo tanto co-eluyen en el mismo pico (Fig. 1.38B). Por otro lado, Rpn12 no
fue detectado por SDS-PAGE pero, al analizar las fracciones por western
blot, pudimos observar que esta subunidad se habia disociado y se
encontraba libre en la mezcla (Fig. 1.38B).
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El resultado obtenido de la interaccidén de la lid endégena con el AcMo
anti-Rpn11 nos provee informacion indirecta de la conformaciéon de la lid y
su estructura modular, donde se observa un penta-complejo definido
(Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn11/Rpn6) al igual que en nuestros ensayos
recombinantes y en los estudios realizados por Sharon et al., 2006;
Fukunaga et al., 2010 y Tomko et al., 2011. A su vez se confirma que
Rpn12 se mantiene monomeérico si la lid no estd completa, tal y como lo
expone Tomko et al., 2011. El reciente descubrimiento del haz helicoidal
gue mantiene unida a la lid [Estrin et al., 2013], explicaria el efecto del Ac
sobre el complejo. El epitopo reconocido por el mismo se localiza en el
extremo C-terminal de Rpn11 por lo que su interaccidon con esta fraccion de
la proteina facilmente podria interferir sobre la topologia del haz helicoidal y
por ende disociaria el complejo.

Como se comentd en la introducciéon tanto al incremento como la
inhibicion de la actividad proteosomal pueden ser de utilidad para el
tratamiento de una amplia variedad de enfermedades, por lo que el
anticuerpo monoclonal anti-Rpn11 podria poseer algun tipo de valor clinico.
A dia de hoy la inmunoterapia tiene una aplicacion limitada en el campo de
la oncologia y solo doce anticuerpos han sido aprobados por la FDA. Todos
ellos actian sobre dianas extracelulares sobretodo antigenos de superficie
[Scott et al., 2012], por lo que el hecho de que la diana de nuestro
anticuerpo sea citosolica podria ser una limitacién importante. Sin embargo,
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si bien el anticuerpo per se podria no ser aplicable en el ambito clinico, es
interesante notar que su actividad podria ser reinterpretada para desarrollar
drogas especificas. Es decir, el hecho de que el anticuerpo al reconocer el
extremo C-terminal de Rpnll produzca la disgregacion del complejo nos
lleva a pensar en la posibilidad disefiar compuestos que, de una u otra
manera, interfieran en esta region.

1.3.3 Microscopia electronica

Para obtener informacidn estructural sobre la lid se realizo
microscopia electronica de transmisién (TEM) con tincién negativa, analisis
2D vy reconstrucciones 3D de la lid endégena y de tres de los subcomplejos
de la lid generados mediante expresiéon heterdloga. Estos subcomplejos
representan la adicion consecutiva de subunidades de una en una:
(Rpn5/Rpn9/Rpn8) + Rpn6 > (Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn6) + Rpnll ->
(Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8/Rpn6), lo que nos permite obtener una vision
dindmica del proceso de biogénesis de este complejo.

La TEM de la lid revela una distribucion homogénea de particulas con
una estructura compacta de forma triangular con un lado largo y recto y
otros dos mas cortos e irregulares. Dependiendo de la orientacion de las
particulas se observa una acumulacién de tintura a través de la regién
central del complejo. La reconstruccién 3D resultante de 22A tiene unas
dimensiones de ~18x12x10nm’. Es una estructura con cinco dominios
similares ensamblados en forma de abanico (cuyas puntas forman los lados
irregulares) y una densidad extra que recorre la region recta. De los cinco
dominios el central es el que parece tener limites mas difusos, sugiriendo
que este dominio es flexible (Fig. 1.39).

Fig. 1.39 EM de la lid enddgena. A) Fotomicrografia de
la lid endégena con la escala a 50nm (arriba), galeria
de las clasificaciones promediadas mas relevantes
(centro) y proyecciones 2D de la reconstruccion 3D en
la orientacion en la que mas similitudes presenta con
los promedios de arriba (abajo). La escala de los dos
ultimos es de 10nm. B) Reconstruccién 3D de la lid en
tres vistas ortogonales: cara interior (derecha), cara
exterior (centro) y vista superior (izquierda).

Rpn5
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La organizacidon cuaternaria del complejo se determiné tomando en
consideracion el mapa de interacciones obtenido en este trabajo, la
informacién proporcionada por los subcomplejos de los que hablaremos mas
adelante y trabajos publicados recientemente [Lander et al., 2012; Estrin et
al., 2013]. El area coloreada en gris representa la masa del complejo a la
que no se le asigna ninguna subunidad en particular, por lo que
hipotetizamos que corresponde a Sem1 o al haz helicodal. La diferencia
fundamental entre la lid aislada de Lander et al., 2012 y la nuestra es la
conformacion de los extremos N-terminales de las subunidades PCI, que en
el primer caso se observan mas extendidas, de hecho este mismo grupo
detecta importantes cambios conformacionales de estos extremos al
comparar la lid aislada de la lid unida al proteosoma indicando la flexibilidad
inherente del complejo.

El trimero Rpn5/Rpn9/Rpn8 muestra particulas monodispersas
caracterizadas por una forma de “V” con dos brazos de ~10nm de largo
cuyos extremos estan separados por ~2nm, uno de los brazos presenta una
torsién en el extremo. Se asigné que los brazos corresponden a Rpn5 vy
Rpn9 y la zona voluminosa del vértice a Rpn8. Al superponer este complejo
sobre la estructura de la lid completa nos permite establecer con mayor
definicién los limites de Rpn8 (Fig. 1.40).

El tetrdmero Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn6 muestra particulas individuales
con tres brazos. La reconstruccién 3D exhibe tres estructuras globulares de
tamanos similares ~3nm que emergen de una base comun desestructurada
y con dimensiones maximas totales de 13nm. Estos resultados sugieren que
el tercer brazo del complejo corresponde a Rpn6 (Fig. 1.40). A pesar de
poseer mas masa, este complejo presenta menor resolucién y mayor
variabilidad conformacional que el trimero. Ambos fendmenos pueden
explicarse debido a la flexibilidad previamente descrita de Rpn6 en la lid
aislada [Lander et al., 2012] y a las limitaciones que esto impone para la
reconstruccion 3D del modelo.

El pentamero Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8/Rpn6 presenta particulas
individuales con forma de tipo “W”, en la reconstruccién 3D también se
observan tres brazos que emergen de una estructura sélida central con
dimensiones maximas de 11nm, aunque en este caso la estructura es
mucho mas compacta que en el caso del tetramero, indicando que la adicién
de Rpnl1l proporciona rigidez estructural al complejo (Fig. 1.40).
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Fig. 1.40 EM de los subcomplejos. A la derecha de la imagen podemos observar las
fotomicrografias de los subcomplejos con la escala a 50nm, galerias de las clasificaciones
promediadas mas relevantes y proyecciones 2D de las reconstrucciones 3D en la
orientacidon en la que mas similitudes presentan con los promedios de arriba. A la
izquierda se encuentran las reconstrucciones 3D superpuestas sobre la estructura de la
lid enddgena, los circulos muestran las masas extras que aparecen luego de la adicién de
cada subunidad.

La resolucidn y la cantidad de particulas analizadas para la
reconstruccién de estos complejos se detallan en la siguiente tabla y las
correlaciones por capas en el espacio de Fourier (FSC, Fourier Shell
Correlations) en la Fig. 1.41:

Tabla 1.10: Parametros de los modelos 3D

Complejo N° de particulas Resolucion (R)
Rpn5/Rpn9/Rpn8 9.176 31,1
Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn6 5.757 32,9
Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8/Rpn6 6.121 31,1
Lid endégena 15.598 22,0
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Fig. 1.41 Correlaciones por capas de Fourier (FSC). Los valores de resolucion se
determinaron de acuerdo a las correlaciones de Fourier utilizando el criterio del
umbral 0,5 (linea de puntos).

1.3.4 Biogénesis de la lid

Estos resultados nos permiten generar un modelo sobre los eventos
biogénicos que se producen durante en el proceso de ensamblaje de la lid.
En el siguiente esquema (Fig. 1.42) se observa un camino principal (lineas
continuas) representado por los subcomplejos que en nuestros
experimentos resultaron ser los mas estables y homogéneos, que al ser
analizados por EM muestran claramente la adicion consecutiva de
subunidades al subcomplejo pentamérico de la lid. Sin embargo, y debido a
gque en durante el analisis bioquimico de estas proteinas se observaron
muchas combinaciones posibles no podemos descartar otros caminos
biogénicos alternativos (lineas discontinuas). Es interesante notar que Rpn8
cumple un rol central, funcionando como centro de nucleacién para las
proteinas que conforman el complejo pentamérico.
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Fig. 1.42 Esquema de los eventos biogénicos de la formacién del complejo pentamérico. Las
lineas continuas muestran el camino metabdlico mas probable, mientras que las lineas
discontinuas proponen todos los caminos alternativos posibles observados en este estudio.

Rpnll

’I

El ensamblaje de la lid se completa mediante la adicion del complejo
binario formado por Rpn3/Rpn7, aunque no conocemos la naturaleza de las
interacciones que se establecen con el complejo petamérico y finalmente,
como se describe en la literatura [Tomko et al., 2011], Rpn12 concluye el
proceso (Fig 1.43).

Rpn12

Fig 1.43 Esquema de la finalizaciéon del ensamblaje de la lid. Una vez formado el complejo
pentamérico se produce la adicion del complejo binario Rpn3/Rpn7 y finalmente Rpn12
completa el complejo de la lid.
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Rpnl y Rpn2:

Rpnl y Rpn2 no pudieron ser purificadas de manera soluble, ya sea
individualmente, en complejo o versiones truncadas de las mismas.

Rpn10 y la interaccion base-lid:

Rpn10 pudo ser purificada con un 95% de pureza utilizando un
protocolo de purificacién en condiciones de alta sal.

Las interacciones que establece Rpn10 con otras subunidades de la
lid ya sea por in vitro binding o por co-expresidn son artefactos
bioldgicos, debido probablemente a la naturaleza “pegajosa” de
Rpn10.

Proteinas de la lid:

En cuanto a las proteinas individuales Rpn3, Rpn7 y Rpnll son
insolubles, Rpn8 se obtiene soluble pero presenta diferentes estados
oligoméricos, y Rpn5, Rpn6, Rpn9 y Rpn12 son solubles aunque las
dos ultimas presentan degradacion.

Al co-expresar Rpn3/Rpn7 se obtiene un complejo estequiométrico
que se encuentra agregado en solucion.

La insolubilidad de Rpnl11 es superada al ser co-expresada con Rpn8,
generando un complejo heterodimérico que presenta diversos
estados de agregacién al igual que Rpn8 sola. La interaccion entre
estas proteinas probablemente sea de modo antiparalelo, donde el
domino MPN de una contacta con el extremo C-terminal de la otra y
viceversa.

La co-expresion de Rpn5 y Rpn9 genera un complejo
estequiométrico, estas proteinas interactian a través no solo de sus
dominios PCI sino también de las regiones medias de ambas
proteinas que estabilizan el heterodimero.

Rpn5 y Rpn8 generan un complejo heterodimérico estequiométrico,
donde el dominio PCI de Rpn5 es la region minima necesaria capaz
de interactuar con Rpn8 y la region de Rpn5 entre los residuos 169 a
249 captura el coiled coil distal de Rpn8 que es el responsable de los
diferentes estados oligoméricos observados al purificar esta proteina
individualmente o acompafada de Rpn11.

Es posible obtener dos complejos triméricos Rpn5/Rpn9/Rpn8 vy
Rpn11/Rpn8/Rpn5, que apuntan al rol central de la interaccion
Rpn5/Rpn8, donde Rpn5 recluta a Rpn9 y Rpn8 a Rpnll.

Mediante co-expresion y co-lisado es posible obtener dos
tetracomplejos: Rpnl11/Rpn8/Rpn5/Rpn9 y Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn6.
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Del andlisis de los mismos podemos inferir que Rpnl1l no establece
contactos ni con Rpn 9 ni con Rpn6é y que Rpn6 requiere de la
presencia conjunta de Rpn5/Rpn9/Rpn8 para formar parte del
complejo. El andlisis de versiones truncadas demuestra que el coiled
coil proximal de Rpn8 es esencial para la interaccion con Rpn5 y por
ende para la integridad del complejo, mientras que los extremos N-
terminales de Rpn5, Rpn9 y Rpn6 no afectan las asociaciones
interprotéicas.

Es posible obtener un pentacomplejo formado por
Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8/Rpn6, y se demostré que Rpn6 no solo
requiere la presencia de Rpn5, Rpn9 y Rpn8 sino que ademas el
coiled coil distal de Rpn8 es clave para su union al complejo.

Podemos concluir que la formacion del complejo pentamérico es un
proceso que se lleva a cabo sin la participacién de chaperonas.

La reconstruccidon de la lid completa no fue posible, probablemente
debido al estado de agregacion del complejo Rpn3/Rpn7 o tal vez
debido a la falta de alguna chaperona como por ejemplo Hsp90.

No fue posible obtener cristales de ninguno de los complejos o
proteinas individuales sometidos a ensayos cristalograficos.

Lid endégena:

Mediante la purificacién por afinidad es posible obtener en complejo
de la lid a partir de cultivos de S. cerevisiae, el complejo presenta
todas las subunidades Rpn en cantidades estequimétricas. Sem1 no
fue detectada.

La interaccion del anticuerpo monoclonal anti-Rpn11 produce la
fragmentacion de la lid, probablemente debido a que interfiere con el
haz helicoidal.

Microscopia electronica:

Se obtuvieron modelos 3D para la lid enddégena, el trimero
Rpn5/Rpn9/Rpn8, el tetramero Rpn5/Rpn9/Rpn8/Rpn6 vy el
pentdamero Rpn5/Rpn9/Rpn11/Rpn8/Rpn6, que aportan evidencia
estructural de que los subcomplejos estan correctamente formados
ya que conservan similitudes con la lid completa.

Biogénesis de la lid:
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El estudio de las interacciones y los subcomplejos nos aportan una
vision dindmica del proceso temprano de biogénesis de la lid de
forma secuencial. Rpn8 funciona como centro de nucleacion donde se
van adicionando consecutivamente las subunidades en el siguiente
orden: Rpn5, Rpn9, Rpn6 y Rpnll, para formar el complejo
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pentamérico. A este complejo se une el complejo binario Rpn3/Rpn7
y finalmente Rpn12 para completar la lid.
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La teoria microbiana de la enfermedad también conocida como teoria
germinal fue enunciada en la segunda mitad del siglo XIX, la cual fue
estructurada y demostrada por Koch, quien publicé sus postulados en 1890
[Castillo, 2007]. Esta investigacion senté las bases de la microbiologia
actual y del estudio de la etiologia de las enfermedades infecciosas.

Sin embargo no fue hasta 40 afos después que comenzaron a surgir
compuestos capaces de combatir estas enfermedades. Ehrlich fue quien
comenzd la busqueda de antimicrobianos a principios del 1900 y encontré
compuestos derivados del arsénico que cumplian dicha funcién, también
Fleming en el afno 1929 descubre un compuesto producido por el hongo
Penicillium notatum con propiedades antibacterianas al que denomind
penicilina. Aunque estos compuestos fueron descubiertos primero no fueron
los primeros en ser utilizados masivamente, los compuestos de arsénico son
toxicos para el ser humano y la penicilina no pudo ser obtenida en grandes
cantidades hasta 1940. Fueron las sulfamidas, descubiertas por Domagk en
1932, los primeros antimicrobianos utilizados masivamente para el
tratamiento de un amplio espectro de infecciones bacterianas [Bauman,
20071].

Selman Waksman utilizd por primera vez en 1941 la palabra
“antibiético” para describir cualquier compuesto que antagoniza el
crecimiento de microrganismos. A partir de 1945-1955 el desarrollo de la
penicilina, junto con la estreptomicina, el cloranfenicol y la tetraciclina
marcaron el comienzo de la era de los antibidticos. Los antibidticos son
probablemente la forma de quimioterapia mas exitosa de la historia de la
medicina; no es necesario reiterar cuantas vidas han salvado y cuan
significativamente han contribuido a la lucha contra las enfermedades
infecciosas que eran las principales causas de morbilidad y mortalidad
humana [Clardy et al., 2009; Aminov, 2010].

Lamentablemente uno de los efectos colaterales del mal uso o abuso
de los antibidticos es que las bacterias se vuelvan resistentes a sus efectos.
A dia de hoy la evolucion de la resistencia a los antibidticos es un grave
problema sanitario, el surgimiento de patdgenos resistentes a multiples
farmacos es el causante de elevadas tasas de mortalidad. Cada afio
alrededor de 25.000 pacientes en la Union Europea (UE) mueren por una
infeccién bacteriana multi-resistente, los costos econdmicos estimados para
dichas infecciones representan costes y pérdidas de productividad de 1.500
millones de euros como minimo cada afio en asistencia sanitaria adicional
[Aminov, 2010].

Los patdgenos se vuelven resistentes a los compuestos
antimicrobianos por al menos uno los siguientes mecanismos: 1)
produciendo enzimas que destruyan o desactiven al compuesto; 2)
disminuyendo o impidiendo por completo la entrada del compuesto al
interior de la célula; 3) modificando el receptor diana impidiendo o

83



Introduccion

disminuyendo la efectividad de union del compuesto. 4) alterando la
quimica metabdlica o abandonando los pasos metabdlicos sensibles al
compuesto; 5) bombeando al compuesto fuera de la célula antes de que
pueda cumplir su objetivo (eflujo). Entre las bacterias, los organismos
individuales pueden adquirir resistencia de dos maneras posibles: a través
de nuevas mutaciones en los genes cromosomales o adquiriendo plasmidos
extracromosomales, denominados plasmidos R, por medio de la
transferencia horizontal de ADN [Bauman, 2007; Madigan, 2009].

2.1.1 Transferencia horizontal genética

La transferencia horizontal de genes (HGT horizontal gene transfer)
también conocida como transferencia lateral es un mecanismo natural por el
cual un organismo es capaz de transferir directamente fragmentos de su
ADN a otro organismo que no es su descendiente. EIl nombre de
transferencia horizontal o lateral se acuiid en contraposicion a la
transferencia vertical que sucede cuando los organismos reciben el material
genético de sus progenitores.

La transferencia horizontal de ADN tiene un efecto profundo en la
evolucion genética de las bacterias, permitiendo que individuos
contemporaneos de diferentes especies 0 inclusive lejanos
filogenéticamente compartan genes. Una vez que una bacteria adquiere
material genético foraneo puede o no estabilizarse. Si se estabiliza, este
material serd heredado por su progenie, de esta manera la adquisicién de
ADN fordneo mediante transferencia horizontal puede pasar a la
descendencia por transferencia vertical [Schaechter et al., 2006].

La HGT es responsable de la rapida y amplia propagacion de los
determinantes genéticos de resistencia a diversos antibidticos. Este hecho
sumado a la subsecuente seleccidon impuesta por el mal uso de antibidticos
amenaza con socavar la efectividad de los mismos [Gogarten et al., 2009].
La HGT puede ocurrir mediante tres mecanismos fundamentales:
transformacion, transduccién y conjugacién (Fig. 2.1) [Schaechter et al.,
2006].
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'_I'RANSFORMATION TRANSDUCTION CONJUGATION

Fig. 2.1 Mecanismos de transferencia genética horizontal. Transformacion mediante la
adquisicion de ADN desnudo del medio, transduccion a través de un bacteriéfago que
actlla como vector de transmision y conjugacion mediada por un plasmido. Tomada de
la Web6

La transformacion involucra la introduccion de ADN desnudo (sin
proteinas asociadas) desde el exterior de la célula. Las bacterias receptoras
capaces de ser transformadas, natural o artificialmente, se denominan
competentes. El ADN libre puede ser el resultado de la muerte celular o de
la secrecidén activa de la célula donante. Si el ADN transformado no posee
caracteristicas autoreplicativas podria integrarse mediante recombinacion
homodloga al genoma huésped, dependiendo de la similitud de secuencia;
esto supone que la transformacion efectiva queda limitada a especies
bacterianas estrechamente relacionadas.

La transduccion es la transferencia de material genético de una
bacteria a otra mediada por bacteriofagos (virus bacteriano). Este
mecanismo es la consecuencia de errores que ocurren regularmente
durante en ensamblaje de los viriones. Las particulas defectivas resultantes
se denominan particulas transductoras y contienen ADN de la célula
huésped que reemplaza total o parcialmente el ADN del bacteriéfago. Al
igual que en la transformacién, el ADN transducido debe ser integrado en el
genoma de la célula receptora limitando este mecanismo a especies
filogenéticamente cercanas.

La conjugacién es la transferencia unidireccional de material genético
a través del contacto directo entre la bacteria donante y la bacteria
receptora. Este mecanismo depende de una molécula de ADN circular
extracromosomal llamada plasmido que tiene la capacidad de
autoreplicarse. Algunos de ellos, llamados plasmidos de amplio espectro o
promiscuos, pueden ser transferidos entre individuos de diferentes especies
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o incluso entre individuos de diferentes reinos como es el caso del plasmido
Ti de Agrobacterium que se transfiere a células vegetales.

2.1.2 Plasmidos bacterianos y su clasificacion

Los plasmidos bacterianos son moléculas de ADN extracromosomales,
que se definen como elementos que codifican para funciones prescindibles
dentro de la célula, si bien pueden proporcionar ventajas evolutivas como
por ejemplo capacidad para fijar nitrégeno o resistencia a metales pesados,
radiacion o antibiéticos. No son esenciales para la viabilidad del huésped.

Poseen la capacidad de autoreplicarse de forma controlada vy
permanecer establemente en las poblaciones bacterianas mediante la
transferencia vertical y horizontal. Suelen ser circulares y bicatenarios,
variando en su tamafio desde menos de 1kb hasta mas de 250kb y en el
numero de copias en el huésped desde una sola copia hasta varios cientos
por célula, pudiendo constituir hasta el 25% del genoma bacteriano. La
supervivencia de los plasmidos depende en gran medida de su capacidad
para mantener un numero de copias constantes, que se consigue mediante
circuitos de regulacion negativa del inicio de la replicacion [del Solar et al.,
1998].

En cuanto a su clasificacion se pueden organizar segun su capacidad
de movilizacién, pudiendo ser conjugativos, es decir que se auto-transmiten
ya que contienen toda la informacidn genética necesaria implicada en la
transferencia por conjugacidon; o movilizables, que carecen de dicha
informacidon y por ende solo pueden ser transferidos cuando coexisten en
una misma célula con plasmidos conjugables que aportan la maquinaria
necesaria para su transmision. Otra forma de clasificar los plasmidos
bacterianos es segun su mecanismo de replicacion [del Solar et al., 1998;
Francia et al., 2004; Espinosa, 2013].

2.1.3 Mecanismos de replicacion

Existen tres tipos de mecanismos de replicacion denominados de tipo
theta, desplazamiento de cadena y de circulo rodante [del Solar et al.,
1998].

El mecanismo de tipo theta lleva este nombre por la apariencia
caracteristica (8) que adoptan los intermediarios de replicacién al ser
observados por microscopia electronica. Este método de replicacion requiere
la separacion de las hebras parentales, la sintesis de un primer de ARN vy la
iniciacidon de la sintesis de ADN mediante la extensién covalente del primer
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de ARN. La sintesis es continua en una de las hebras y discontinua en la
otra, aunqgue la sintesis de ambas parece ser un evento acoplado.

La replicacion por desplazamiento de cadena requiere de la accidén de
tres proteinas codificadas por el propio plasmido que promueven la apertura
del origen de replicacion y sintetizan primers en las dos hebras, desde
donde comienza la polimerizacion de ADN en ambas direcciones de manera
continua. Este mecanismo de replicacidn se asocia con vectores de amplio
espectro posiblemente debido a que no requiere de la maquinaria celular del
huésped.

El tercer mecanismo de replicacion de plasmidos se denomina de
circulo rodante, es ubicuo en bacterias Gram-positivas y ha sido descrito
también en bacterias Gram-negativas, archaea y algunos virus. La
replicaciéon de circulo rodante serd explicada en detalle para el plasmido
pMV158 en los siguientes apartados.

2.1.4 Plasmido pMV158

El pldsmido pMV158 aislado por primera vez de Streptococcus
agalactiae por Burdett, 1980 es el plasmido prototipico de la super-familia
pMV158. Tiene un tamano de 5536bp y puede establecerse en una amplia
variedad de huéspedes, tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-
negativas. Actualmente ha sido identificado en firmicutes (S. mutants, S.
thermophilus, S. oralis, S. sanguis, S. gordonii, Bacillus subtilis, B.
stearothermophilus, B. cereus, Listeria, Staphylococcus aureus, Lactococcus
lactis, Enterococcus faecalis y Clostridium), actino-bacterias
(Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium) y en la
gammaproteobacteria E. coli.

Es un plasmido movilizable por lo que puede ser transmitido con la
ayuda de plasmidos conjugativos, como los de la familia pIP501/pAMB1 en
Gram-positivas o los plasmidos RP4 (IncP) y R388 (incW) en Gram-
negativas, o bien por el mecanismo de transformacion y se replica mediante
el mecanismo del circulo rodante [Francia et al., 2004; Espinosa, 2013].

La organizacion genética del plasmido pMV158 estda compuesta por
tres modulos: el moédulo DET (antibiotic resistance determinant) que
determina la resistencia al antibidtico tetraciclina, el moddulo MOV
(movilization) compuesto por el origen de transferencia (oriT) y los genes
mob involucrados en la movilizacion conjugativa, y el médulo LIC (/leading
strand initiation and control) que contiene el origen de replicaciéon de la
cadena lider (dso, double-strand origin) y los genes de replicacidon (RepB) y
su control. Este plasmido cuenta ademas con dos origenes de replicacion de
cadena retrasada (sso, single strand origin) (Fig. 2.2) [del Solar et al.,
1993].
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tetR*

RepB

ARNII

-
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SSOA

Fig. 2.2: Mapa del pladsmido pMV158. En el esquema se muestran el mdédulo DET (canela)
que codifica para la resistencia a tetraciclina, el médulo MOB (amarillo claro) que codifica
para la proteina responsable de la movilizacion MobM y que aloja también al oriT
(amarillo), y el moédulo LIC (azul) con el operéon CopG-RepB. Las flechas sefialan la
direccion de la transcripcion y el ARNII (flecha discontinua). También se muestran los
origenes de cadena doble, dso en azul oscuro y de cadena simple, ssoA en violeta y ssoU
en verde.

2.1.5 Replicacion de circulo rodante (RCR)

La replicacidn de circulo rodante (RCR) es unidireccional y se la
considera asimétrica ya que la sintesis de la cadena lider y de la cadena
retrasada no esta acoplada (Fig. 2.3) [del Solar et al., 1993; del Solar et
al., 1998; Khan, 2000; Espinosa, 2013].

El primer paso, es decir la sintesis de la cadena lider, comienza
cuando la proteina iniciadora de la replicacion (RepB) interactia con el
origen de replicacion de doble cadena (dso) del plasmido a través de un
reconocimiento especifico de secuencia. La interaccion de la RepB con el dso
promueve la curvatura del ADN permitiendo la extrusion de una horquilla
(hairpin) que expone el sitio de corte o nick site localizado en el loop de
simple cadena de la horquilla. RepB presenta actividad tipo topoisomerasa
que le permite escindir al ADN generando un aducto inestable entre la
proteina y el ADN. A su vez, carece de actividad helicasa por lo que se
reclutan de la maquinaria celular del huésped proteinas de unién al ADN de
simple cadena (SSB, single-stranded DNA binding) y una helicasa
(probablemente PcrA) para estabilizar y desenrollar al ADN a medida que la
replicacion avanza. El corte en el ADN realizado por RepB genera un
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extremo 3'-OH libre que actia como primer, desde donde la ADN
polimerasa del huésped comienza la sintesis de la cadena lider, esta
elongacién (acompafiada por el desplazamiento de la cadena parental no
molde) continla hasta que se alcanza el dso reconstituido, donde culmina la
sintesis de la cadena lider. Es en este punto donde RepB, mediante
reacciones de transferencia, liga la nueva cadena y corta su union con la
cadena desplazada ligandola también. El producto final de este paso es una
molécula de ADN de doble cadena formada por la recientemente sintetizada
cadena lider y la hebra parental y un intermediario de cadena simple
correspondiente a la otra hebra parental.

Por lo tanto, el segundo paso de la RCR es la conversiéon a doble
cadena del intermediario antes mencionado. Este proceso comienza a través
del reconocimiento del sso por parte de la ARN polimerasa del huésped
responsable de la sintesis de un primer de ARN desde donde la ADN
polimerasa cataliza la sintesis de la cadena retardada. Finalmente, el Gltimo
paso corresponde al superenrollado de los productos de replicacion por
parte de la ADN girasa del huésped.

RepB

dso
L,QV' ADN pol
Helicasa

RepB corta

y liga
ARN pol se une
al ssoA o ssoU

ARN pol
+ «— +
ADN pol
RepB

inactivada?

ADN
superenrollado

ADN girasa l

Fig. 2.3 Modelo de la replicacion de circulo rodante. Esquema de la replicacion del
pldasmido pMV158 llevada a cabo por la proteina hexamérica RepB, los detalles se
explican en texto principal.

2.1.6 Regulacion de la RCR

Para co-existir establemente dentro del hospedador los plasmidos
bacterianos deben mantener un numero de copias constante por lo que
ejercen un estricto control sobre los eventos replicativos. En el caso del
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plasmido pMV158 el factor limitante es la disponibilidad de la proteina
iniciadora RepB, cuya expresion esta modulada por la accion de los
productos de dos genes: un ARN antisentido denominado ARNII y la
proteina represora CopG (Fig. 2.4).

CopG es una proteina de tan solo 45 aminoacidos que ejerce control
a nivel de la transcripcién de RepB, los genes copG y repB se co-transcriben
a partir de un mismo promotor sobre el que opera CopG reprimiendo la
sintesis de RepB asi también como la suya propia. En cambio, ARNII es un
ARN antisentido de 48nt de corta vida (vida media de 1min) que actlda a
nivel de la traduccién, el gen arnIl se superpone en la region intergénica
entre copG y repB y se transcribe en direccidn opuesta siendo su secuencia
complementaria al ARN mensajero (mARN) copG-repB por lo que inhibe su
traduccion [del Solar et al., 1995; Gomis-Ruth et al., 1998; Espinosa,
2013].

Fig. 2.4 Regulacién de la replicacion. Esquema de los circuitos de control que operan en
la replicacion del plasmido pMV158, se representan: los genes copG y repB (flechas
celestes), el promotor que controla su expresién (po, cuadro rayado), los ARNs (flechas
discontinuas) y las regiones bind (cuadros azules) y nic (horquilla) del dso. La actividad
positiva (+ en verde) y negativa (- en rojo) de los productos génicos sobre sus dianas
se esquematiza con flechas.

2.1.7 Dso (double-strand origin)

El dso es el origen de replicacién de la cadena lider y puede ser
dividido fisica y funcionalmente en dos loci denominados bind, donde se une
RepB y nic, donde RepB cataliza el corte de la cadena en el sitio especifico
de corte o nick site.

El locus bind se compone de 3 repeticiones directas de 11bp cada una
localizadas 84bp corriente abajo (downstream) del sitio de corte o nick site.
Durante mucho tiempo fue un misterio como RepB se une en un lugar y
ejerce su actividad en otra regién alejada, a pesar de que la unién de RepB
al ADN produce una curvatura en el mismo, no era suficiente para
explicarlo. No fue hasta 2007 cuando Ruiz-Masé y su equipo [Ruiz-Maso et
al., 2007] descubrieron un sitio de uniéon secundario que presenta menor
afinidad formado por dos repeticiones directas de 7bp cada una localizadas
justo al lado del sitio nic. A partir de este descubrimiento las repeticiones
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localizadas en el locus bind se denominan DDR (distal direct repeats) y las
del sitio nic PDR (proximal direct repeats) y se postula el siguiente modelo:
RepB se une a las DDR aumentando la concentracion local de la misma,
como consecuencia la proteina se une ahora a las PDR y promueve el
cambio conformacional del ADN generando la extrusion cruciforme de la
horquilla en el sitio nic, exponiendo en el /loop de dicha horquilla el sitio de
corte en configuraciéon de simple cadena, permitiéndole a RepB cortar en el
enlace fosfodiéster especifico (5 -TACTACG/AC-3') mediante el ataque
nucleofilico de la tirosina catalitica (Y99) (Fig. 2.5) [del Solar et al., 1993;
Moscoso et al., 1997; Espinosa, 2013] .

Sitio Nic Sitio Bind
Sitio de
e corte
(400) 1 (500) DDRI DDRII DDRIII (600)
| Y - L |

Sitio de

covte DDRI DDRII DDRIN
— — —

Fig. 2.5 Dso del plasmido pMV158 y las regiones de interaccion con RepB.
Representacion esquematica (arriba) y secuencia nucleotidica (abajo) del dso del
plasmido pMV158, se muestran los componentes del sitio nic: sitio de corte,
repeticiones invertidas que forman la horquilla y las repeticiones directas proximales
(PDR); vy las repeticiones directas distales (DDR) del sitio bind. Como referencia entre
paréntesis se expresan las coordenadas de la secuencia del plasmido. Imagen
modificada de Boer et al., 2009 y Ruiz-Maso et al., 2004.

2.1.8 Sso (single strand origin)

La cadena parental que es desplazada al avanzar la sintesis de la
nueva hebra de ADN es convertida a doble cadena utilizando el origen de
replicacion de la cadena retrasada o sso, que es reconocido por la ARN
polimerasa del huésped. La tasa de conversion del intermediario de simple
cadena a doble cadena depende de la eficiencia con que las proteinas del
huésped reconocen un determinado sso. Se han descrito 4 tipos diferentes
de sso: ssoA, ssoW, ssoT y ssoU, los dos primeros funcionan eficientemente
solo en los huéspedes nativos mientras que los dos ultimos son eficientes
en diferentes huéspedes. El plasmido pMV158 es portador de dos sso uno
de tipo A y otro tipo U, lo que determina en parte el amplio espectro del
mismo [Khan, 2005; Espinosa, 2013].
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2.1.9 RepB

La proteina iniciadora RepB pertenece a una superfamilia de
proteinas que comparte el mecanismo de actividad endonucleolitica basado
en una tirosina catalitica y un metal divalente, siendo capaces de cortar y
unir al ADN de forma similar a una topoisomerasa tipo I. Esta superfamilia
se caracteriza por la presencia de dos dominios particulares: el motivo HUH,
formado dos residuos de histidina que rodean a un residuo hidrofébico
voluminoso en la secuencia primaria de la proteina (His-hidrofébico-His,
HUH) cuya funcién es la de modular la unién del cation divalente necesario
para la actividad; y el motivo Y que contiene una o dos tirosinas separadas
por un numero variable de residuos, responsable de la unién al ADN.

Superfamilia HUH

La superfamilia HUH incluye proteinas iniciadoras de la replicacion de
plasmidos de eubacterias, de colifagos, de virus de ADN de simple cadena,
de geminivirus y de parvovirus de mamiferos, denominadas en su conjunto
como proteinas de clase Rep. A su vez, si modificamos la orientacion
relativa entre los dominios esta superfamilia abarca también a las proteinas
de clase Mob, donde el dominio Y se encuentra corriente arriba (upstream)
del dominio HUH vy viceversa para la clase Rep. Esto se debe a eventos
evolutivos de permutaciéon circular, lo sorprendente de este fendmeno es
gue no solo los dominios son superponibles sino también que la posicion
relativa de la tirosina catalitica es practicamente idéntica (Fig. 2.6) [Dyda et
al., 2003; Guasch et al., 2003].

Rep
RepB pMV158 [ HUH vi ] op |y

TYLCV Rep [HUR v1 ] | Helicasa |3s5

AAV Rep78 [ HUH v2 ] Helicasa [ Zn |6
$X174 RepA [ [T hw v T s

Mob

R388 TrwC [ v2 HUH [ ] Helicasa | o66
RSF1010 MobA [ vi wom | Primasa | 709

Fig. 2.6 Organizacién de las proteinas representativas de la superfamilia HUH.
Contienen los dominios HUH, helicasa, primasa, dominio de oligomerizacién (OD) vy
de unién al Zn (Zn), el tamafo de cada proteina se expresa en numero de
aminoacidos. Imagen modificada de Chandler et al., 2013.
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Debido a la gran variedad de procesos en los que estan involucradas
las proteinas de esta superfamilia no es sorprendente la presencia de
dominios anexos al HUH, en muchos casos con funciéon desconocida aunque
los dominios helicasa, primasa, de uniéon al Zn o de multimerizacidon son
recurrentes [Chandler et al., 2013].

Las endonucleasas HUH catalizan la ruptura y la unién de ADN de
simple utilizando la(s) tirosina(s) del motivo Y para crear un intermediario
fosfotirosina 5° y un OH libre 3" en el sitio de corte. La unién covalente
entre el ADN vy la tirosina catalitica es tradicional para esta familia, si bien
no esta descrito en la literatura comunicaciones personales con el grupo de
Gloria del Solar, José Ruiz Maso y Lorena Bordanaba del CIB de Madrid, con
quienes colaboramos, nos confirman la existencia de un intermediario
fosfotirosina estable. Por otro lado, el extremo OH 3 puede servir como
primer para la replicacion, asi como también puede actuar como nucledfilo
para la transferencia de cadena para resolver el intermediario fosfotirosina
en la etapa de terminacion de la replicacion. Estas enzimas requieren
metales divalentes para facilitar el corte localizando y polarizando el enlace
fosfodiéster escindible. Dependiendo de la enzima Mg?®*, Mn?* u otros iones
pueden ser utilizados in vitro, aunque normalmente Mg?*, Mn®* son los
cofactores fisioldgicos. El par de histidinas del dominio HUH proporciona dos
de los tres ligandos necesarios para la coordinacién del catidn, la ubicacion
y la identidad del tercer ligando (invariablemente un residuo polar) puede
ser acido glutamico, acido aspartico, histidina o glutamina variando a través
de la superfamilia [del Solar et al., 1998; Chandler et al., 2013].

Estructuralmente el dominio HUH se caracteriza por cinco hebras
antiparalelas que forman una lamina B flanqueada por un ndmero variable
de hélices g, la tirosina activa se localiza en una de estas hélices a. Las tres
hebras centrales de la ldmina B tienen la misma disposicién y topologia en
ambas clases de proteinas, con el motivo HUH localizado en el medio. En
cambio las hebras flanqueantes de la lamina B son proporcionadas por el
extremo C-terminal del dominio en las proteinas de clase Rep, y por el
extremo N-terminal en las de clase Mob (Fig. 2.7) [Gomis-Ruth et al., 2006;
Boer et al., 2009; Chandler et al., 2013].

93



Introduccion

Fig. 2.7 Dominio HUH de clase
Rep y Mob. La clase Rep
representada por el dominio del
virus adeno-asociado 5 (AAV5)
(PDB 1M55) vy la clase Mob por el
dominio de la proteina TrwC del
plasmido R388 (PDB 10MH)
ambas presentan una lamina B
formada por cinco hebras con un
centro BaBp que lleva el motivo
HUH en la hebra central. Debido
a la organizacion del dominio
caracteristica de cada clase Ia
posicion del centro difiere
(BapBaPapB para Rep y BapaPapp
para Mob). En rosa se indican los
residuos amino-terminales y en
celeste los carboxi-terminales.
Imagen tomada de Chandler et
al., 2013.

Las proteinas de esta familia deben, ademas de catalizar el corte
inicial en el dso, participar en el proceso de terminacién, realizando el corte
de la cadena lider una vez que ha sido completamente replicada y la
ligacion de la cadena desplazada para su liberacion. De este modo la
proteina A de $X174 que actia como un mondmero se vale de las dos
tirosinas cataliticas que presenta en el sitio activo, mientras que las
proteinas Rep del plasmido pT181 actuan como dimero y la Unica tirosina
catalitica de cada mondmero participa en la replicacion, se ha propuesto un
mecanismo similar para las proteinas Rep de la familia de plasmidos
pMV158 que actian como hexameros [Khan, 1997; Khan, 2000]

Proteinas relacionadas estructuralmente

Es interesante que estructuras homodlogas al dominio de esta
superfamilia se encuentren en los dominios de unidon al ADN de proteinas
virales no relacionadas con la replicacion de circulo rodante, como es el
caso de la proteina E1 del virus papiloma bovino (BPV) [Enemark et al.,
2000; Enemark et al., 2002] y la proteina antigeno-T del virus simiano 40
(SVv40) [Luo et al., 1996]. El dominio de union al ADN de estas proteinas
virales también exhibe un plegamiento de tres capas a-B-a que contiene en
su centro una lamina B antiparalela de cinco hebras.

La homologia estructural que se observa no se ve reflejada a nivel
aminoacidico ya que entre ellas no comparten una identidad de secuencia
primaria significativa, algunas de las proteinas virales no presentan el
dominio HUH y ni las tirosinas del sitio activo y por ende carecen de la
actividad nucleasa que caracteriza a las proteinas iniciadoras de la
superfamilia RCR. Otra distincidon estructural es que en las proteinas Rep el
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sitio activo se localiza en el interior de una hendidura, mientras que en las
proteinas virales que carecen del mismo la hendidura se pierde debido a
que las extensiones N-terminales ocupan este espacio (Fig. 2.8) [Hickman
et al., 2002].

Fig. 2.8 Comparacién de estructuras relacionadas. En la estructura del dominio de la
proteina Rep del virus adeno-asociado 5 (AAV5) se encuentran representados los
residuos que forman parte del sitio activo, mientras que en los dominios de unién al
ADN de la proteina E1 del virus papiloma bovino y el antigeno T del virus simiano 40
los extremos N-terminales ocupan esta regién. Imagen tomada de Hickman et al.,
2002.

RepB

RepB presenta actividad nucleasa, ligasa y transferasa in vitro tanto
en ADN monocatenario como superenrollado. La actividad nucleasa esta
mediada por la tirosina 99. Si bien presenta otra tirosina cercana (Fig. 2.9)
la misma no se encuentra correctamente localizada para la catalisis y solo
la Y99 es esencial para la actividad, ya que su reemplazo por otro residuo
produce la perdida de la misma [Moscoso et al., 1997; Chandler et al.,
2013]. En cuanto al uso de iones metalicos se comprobd que RepB solo es
activa en presencia de Mn®* o Co®* in vitro [Boer et al., 2009]. Por otro
lado, en lo que respecta a los modelos de terminacién de la replicacion se
demostré que la transferencia de cadena ocurre en dos pasos o en un
numero par de eventos de transesterificacion [Moscoso et al., 1997; del
Solar et al., 1998].
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Fig. 2.9 Secuencia primaria de RepB. Se incluye la anotacion de la estructura secundaria, n
hace referencia a las hélices 3;,. Encuadrados en azul se encuentran los residuos que
participan en la coordinacion del Mn2+ y en rojo la tirosina catalitica. Imagen generada
mediante el servidor ESPript [Gouet et al., 1999].

La estructura de RepB fue resuelta en nuestro laboratorio en 2009
[Boer et al., 2009], se obtuvieron dos estructuras a partir de cristales con
forma trigonal y tetragonal respectivamente (Fig. 2.11), ambas presentan
una estructura cuaternaria hexameérica con forma de copa. Cada mondmero
del hexamero consiste en dos dominios conectados por una corta regién
“bisagra”, donde el dominio N-terminal de unién al origen (OBD, origin-
binding domain) porta la actividad catalitica y el dominio C-terminal es
responsable de la hexamerizacion del complejo (OD, oligomerization
domain).

El dominio OD (T133-R210) estd formado completamente por hélices
a, las hélices a5 y a8 se colocan en paralelo mientras que las hélices mas
cortas a6 y a7, conectadas por una hélice 3i, se encuentran
perpendicularmente a las dos primeras. Los OD forman un anillo toroidal de
simetria séxtuple.

Los OBD en cambio, consisten de una lamina B formada por cinco
hebras antiparalelas rodeada por hélices a ambos lados. Las hélices al y
a2, en una de las caras de la lamina B, se acomodan diagonalmente con
respecto a la misma. El sitio activo se encuentra al otro lado de la ldmina en
una cavidad rodeada por las hélices a3 y a4, la hélice a3 porta la tirosina
catalitica (Y99), y los residuos que coordinan el ion metalico (H39, D42,
H55 y H57) se ubican en las hebras 2 y B3 y en un loop largo y flexible
que las conecta (Fig. 2.10).
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Fig. 2.10 Estructura del mondémero de RepB.
A la izquierda el mondmero completo con el
OBD en verde y el OD en azul, a la derecha
el detalle del sitio activo con el Mn?*
representado por una esfera (PDB 3DKX).

Los OBD no siguen la simetria hexagonal de los OD, en la forma
trigonal dos sets de tres OBDs se relacionan mediante simétrica
cristalografica binaria (C2), pudiendo considerarse un dimero de trimeros;
mientras que en la forma tetragonal los OBDs muestran simetria ternaria
(C3) considerandose un trimero de dimeros. Esta variabilidad es el
resultado de la las diferentes orientaciones y localizaciones de los OBDs con
respecto al anillo formado por los ODs, los residuos alrededor de la V132
actian como una bisagra entre ambos dominios permitiendo un rango de
movimiento de hasta 55° (Fig. 2.11). Esta flexibilidad favoreceria la
reorientacion de los OBDs involucrados en la catdlisis, permitiendo que se
aproximen para llevar a cabo las reacciones de corte y ligacion necesarias
para la terminacién del proceso.
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A Forma C2 Forma C3 B

Fig. 2.11 Estructura de los
hexameros de RepB. A) Vistas
desde diferentes orientaciones
de las formas C2 y C3. Q)
Movimiento de los OBDs,
superposicion de los ODs de
los 3 mondmeros no
equivalentes de C2. Imagen
modificada de Boer et al.,
20009.

Teniendo en cuenta que cada OBD puede unirse a una de las tres
repeticiones directas del sitio bind [Ruiz-Maso et al., 2007], RepBg podria
ser capaz de albergar hasta dos moléculas de ADN que contengan esta
secuencia; sin embargo se demostré que RepB6 puede acomodar solo una
molécula de ADN que contenga el sitio bind [Boer et al., 2009].

En base a los resultados obtenidos al analizar el hexamero de RepB
mediante microscopia electrénica en presencia y ausencia del substrato,
donde se identifica una masa extra en el centro del complejo (Fig. 2.12A),
se propone un modelo en el que el ADN de simple cadena pasa por el centro
del hexamero. La similitud estructural con otros sistemas como el la
helicasa E1 del BPV [Enemark et al., 2006] o el antigeno T del SV40
[VanLoock et al., 2002] en los que el ADN ocupa el poro central respaldan
este modelo de accion (Fig. 2.12B). A su vez, dado que in vivo el hexamero
co-existe con formas monoméricas y diméricas de RepB se postula que el
ensamblado del complejo en el origen del plasmido se produce por la
adicion consecutiva de mondmeros o dimeros alrededor del sitio de unidn
[Boer et al., 2009].
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oligomerizacién (OD)
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Fig. 2.12 Modelo del canal central del hexamero de RepB. A) Resultados del anélisis de RepB
en presencia y ausencia de substrato. A la derecha se muestran las fotomicrografias y a la
izquierda los modelos 3D. B) Comparacion estructural de E1 BPV y RepB. El diagrama de
abajo representa la organizacion de dominios de ambas proteinas, remarcado con un cuadro
discontinuo se muestran los dominios representados en la esquema siguiendo el mismo
codigo de colores. A la derecha se muestra la superposicion de dos mondémeros que
flanquean el canal central de RepB y E1, en rojo se muestra el ADN en el centro de E1, a la
izquierda la vista superior de la superposiciéon de todos los mondémeros de los hexameros de
ambas proteinas, con los dominios helicasa y OBD en un segundo plano. Imagen modificada
de Boer et al., 2009.

En el trabajo de la estructura full length de RepB [Boer et al., 2009]
se caracterizé la proteina demostrando su naturaleza hexamérica mediada
por los dominios OD, se describid la arquitectura del sitio activo situado en
el dominio OBD y se observd la flexibilidad de los dominios OBD con
respecto a los OD. Sin embargo algunos interrogantes quedaron pendientes
para posteriores estudios: como es la unién de esta proteina al ADN diana y
como se ajusta esto al contexto hexameérico de la proteina. Con el fin de
analizar y responder a estos interrogantes es que, en el presente trabajo se
decidid resolver la estructura del dominio OBD en presencia su ADN diana,
la DDR.
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2.1.10 Objetivos:

e Obtener cristales de RepB;.13,/23AB con una adecuada calidad de
difraccion.

e Determinar la estructura cristalografica de RepB;.13,/23AB.

e Analizar en detalle la unién del dominio OBD de RepB a las DDR.

e Generar un modelo que explique el funcionamiento de la proteina en
el contexto del complejo hexamérico.
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2.2.1 Ensayos cristalograficos

Preparacion de la muestra de proteina

El constructo de RepB;.;3; purificado segun el protocolo descrito por
Ruiz-Maso et al., 2004 fue amablemente cedido por el Dr. José L. Ruiz-Masd
y la Dra. Gloria del Solar. La concentracién de proteina se determino
mediante la mediciéon de la absorbancia a 280nm con un nanodrop 1000
(Thermo Scientific), para lo que se estimé el coeficiente de extincién molar
a partir de la secuencia de la proteina utilizando la herramienta ProtParam
del servidor web ExPASYy bioinformatics resource portal (Web7).

La muestra de RepB utilizada se encontraba en el siguiente buffer:
20mM Tris pH 8, 1mM EDTA, 5mM DTT, 5% etilenglicol y 1M NaCl a una
concentracion de 9,8mg/ml.

Preparacion de los oligonucleétidos

Los oligonucledtidos se adquirieron en la casa comercial Biomers, las
muestras, con un grado de pureza HPLC segun el fabricante, se utilizaron
sin mediar pasos extra de purificacion, sometiéndolas a un proceso de
hibridacion o annealing.

Los oligonucledtidos 23A (TCGGCGACTTTTCGGCGACTTTT) y 23B
(AAAAGTCGCCGAAAAGTCGCCGA) a 7,5mM y 14,6mM respectivamente se
combinaron en una relacion 1:1 y se hibridaron colocando la mezcla en un
bafio a 80°C durante 5 minutos para luego apagar el bafo y dejar que se
enfriara lentamente hasta llegar a temperatura ambiente.

El dsADN de 23bp corresponde a un fragmento del locus de unién de
42bp del plasmido pMV158 (coordenadas 533-555).

Preparacion de los complejos proteina-ADN

Los complejos se prepararon, inmediatamente después del
tratamiento al ADN, mezclando la proteina con el ADN en relacion molar
2:1. Se diluyé la mezcla en el mismo buffer de la proteina libre de sal a fin
de disminuir la concentracién de la misma 4 veces y se reconcentré al
volumen inicial utilizando dispositivos de filtrado Vivaspin (Sartorius) con
membrana de corte de peso molecular de 3000MWCO, a 4500g y a 4°C en
una centrifuga MULTIFUGE 3 L-R Heraeus.
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Cristalizacion

Los ensayos iniciales se realizaron siguiendo la metodologia descrita
en el apartado 1.2.2 Ensayos cristalograficos.

Una vez encontradas las condiciones iniciales de cristalizacion, se
procedid al escalado de los ensayos, pasando de placas de 96 pocillos a
placas de 24 pocillos y gotas de 200nl (100nl de complejo + 100nl de
condicién) a 2ul (1ul de complejo + 1ul de condicion) y a la optimizacion de
las condiciones, teniendo en cuenta: el pH del buffer, la concentracion del
agente precipitante, la concentracion de las sales y/é de los aditivos.

Los cristales obtenidos fueron retirados (pescados) con /oops de
nylon de 0,05-0,1mm o 0,1-0,2mm (Molecular Dimensions) segun el
tamafo de los cristales. Se crio-protegieron pasando el cristal montado en
el loop por una mezcla de la solucion madre con la adicién de 10% de
glicerol, previamente a sumergir el mismo en nitrégeno liquido para su
almacenamiento.

2.2.2 Resolucion de la estructura

Recoleccion y procesamiento de los datos de difraccion

La difraccidon de los cristales se llevd a cabo en la linea XALOC del
sincrotron ALBA, Cerdanyola del Vallés (Barcelona). La recoleccidon de datos
se realizd a la longitud de onda del pico de absorcion del selenio (0,97949A4)
y se obtuvieron 3 conjuntos de datos:

e Setl: ¢=00° Ap=0,1 t=0,4seg 851 imagenes
e Set2: @=75° Ap=0,1 t=0,4seg 648 imagenes
e Set3: ¢=139° A@p=0,1 t=0,4seg 400 imagenes

Los datos de la difraccién fueron indexados e integrados con MOSFLM
[Leslie et al., 2007] y se escalaron con el programa Scala [Evans, 2006] de
la suite de programas de CCP4 [Collaborative Computational Project, 1994].

Resolucion y refinamiento estructural

La resolucion de la estructura se llevd a cabo mediante reemplazo
molecular utilizando el programa PHASER a través del CCP4, utilizando
como modelo de busqueda el fragmento OBD de RepB (cédigo PDB 3DKX) y
el ADN fue modelado a mano base a base en Coot [Emsley et al., 2010].
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La construccion del modelo se hizo en Coot, alternando con ciclos de
refinamiento en Refmac5 [Murshudov et al., 1997] utilizando restricciones
de simetria no cristalografica (NCS, por sus siglas en inglés non-
crystallographic symmetry) siendo estrictas para cadena principal y
permisivas para las cadenas laterales; asi también como parametros de
TLS obtenidos mediante el servidor online TLSMD [Painter et al., 2006]. La
validacion del modelo se realizd mediante las herramientas del programa
Coot vy el servidor MolProbity [Davis et al., 2007] (Web8), se analizaron los
parametros geométricos mas relevantes como son las distancias y los
angulos de enlace, las conformaciones de los posibles rotameros y los
diagramas de Ramachandran.

Analisis de la estructura y creacion de modelos

Los parametros geométricos del ADN se obtuvieron con el programa
3DNA [Lu et al., 2003] y las interacciones proteina-ADN se analizaron
utilizando el programa Nucplot [Luscombe et al., 1997]. Todas las figuras
fueron preparadas con PyMOL [Schrddinger].

El modelo de interaccién del hexamero con las DDR se construyd a
partir de la estructura resuelta en este trabajo; se aisldo un OBD con su DDR
correspondiente y esta unidad OBD/DDR se superpuso sobre las nueve
posiciones relativas de los OBD con respecto de los OD (observadas en los
dos hexameros: 3 orientaciones del complejo C2 vy seis del C3) [Boer et al.,
2009]. Mediante el analisis visual directo se seleccionaron las orientaciones
relativas que permitian unir las tres DDR consecutivas en una misma
molécula, el resultado de este montaje son cada OBD, OD y DDR ubicados
espacialmente pero disociados entre si, por lo que se realizé6 un proceso de
minimizaciéon geométrica, refinando por Refmac5 sin datos cristalograficos.

La superposicion de las proteinas virales Rep de AAV5 (1RZ9)
[Hickman et al., 2004] y E1 de BPV (1KS4) [Enemark et al., 2002] sobre
nuestra estructura se realizd utilizando el programa Coot. Se alineo la
cadena principal del motivo HUH (H55-H57) con los aminoacidos
correspondientes de las proteinas homologas, siendo éstos los residuos 89-
91 de la proteina Rep de AAV5 y 230-232 de la proteina E1 de BPV.
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2.3.1 Cristalizacion

De los ensayos iniciales con el complejo RepBi.132/23AB se obtuvieron
cristales multiples con forma de aguja en la condicién E9 del PAC10 (50mM
MgCl,, 50mM TRIS pH 8.0, 20% PEG3350), que fueron optimizados
variando la concentracion de PEG3350 al 23%, dando como resultado
agujas individuales y de buen tamano (Fig. 2.13). Los cristales se
recogieron y congelaron en nitrégeno liquido, previa crioproteccion del
cristal mediante su inmersién en una solucién crioprotectante con la misma
condicion donde se generd el cristal mas la adicién de un 10% de glicerol.

Fig. 2.13 Cristalizacién de RepB;.13,/23AB. A) Cristales obtenidos en la
condicion E9 del PAC10. B) Optimizacion

2.3.2 Determinacion estructural

Difraccion y procesamiento de los datos

Los datos de difraccion se obtuvieron en el sincrotrén ALBA, en la
linea XALOC. En total se obtuvieron 3 conjuntos de datos que se
combinaron.

El cristal es monociclico primitivo, pertenece al grupo espacial P2;. La
Fig. 2.14 muestra un ejemplo del patréon de difraccién del cristal, que
difracta hasta una resolucién de 3A y las estadisticas de la recoleccion de
datos del cristal se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 2.1: Estadisticas de la recoleccion de datos

Grupo espacial P2,
Dimensiones de la celda

a b c(R) 49.23 33.61 289.67

a By 90.00 93.50 90.00
Longitud de onda (&) 0.979490
Rango de resolucién (A) 25-3
N© de reflexiones

Totales (outershell) 41499 (4032)

Unicas (outershell) 17963 (2051)
Completitud (outershell) (%) 91.3 (73.9)
Rmerge 0.164 (0.530)
Intensidad promedio <I/oI> (outershell) 3.7 (1.4)
Multiplicidad (outershell) (%) 2.3 (2.0)
Completitud anémala (outershell) (%) 62.5 (36.8)
Multiplicidad andmala (outershell) (%) 1.4 (1.3)

Fig. 2.14 Patrén de difraccion del cristal

Resolucion y refinamiento estructural

Considerando que la unidad asimétrica contiene 4 moléculas de
proteina y 2 moléculas de oligonucleétidos (doble cadena) el porcentaje de
solvente es de 58.86% vy el coeficiente de Matthews 2.67 A3/Da. La
estructura se resolvid por reemplazo molecular utilizando como modelo
inicial el OBD de la estructura de RepB resuelta por [Boer et al., 2009]
(codigo PDB 3DKX). El refinamiento se realizé iterativamente hasta que
Rwork y Rfree convergieron en 0.228 y 0.296 respectivamente. Los
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principales parametros y las estadisticas finales de todos los refinamientos
se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2.2: Estadisticas del refinamiento

N© de reflexiones

17036

Rwork/Rfree

0.228/0.296

N° de atomos (factor B)
Proteina (factor B)
ADN (factor B)

6168 (84.71)
4292 (84.40)
1874 (85.43)

Ligando Ca?* (factor B) 2 (72.02)

Aguas 0
Factor B Wilson (&?) 78.011
Desviaciones R.m.s

Enlaces (A) 0.010

Angulos (°) 1.393
Ramachandran plot*

Outliers, n (%) 13 (2.51)

Favorecidos, n (%) 443 (85.69)
Conformaciones no favorables 28 (5.98)

de las cadenas laterales, n (%)*

*segUln Molprobity

En la estructura se identificaron perfectamente el oligonucledtido y la
cadena principal de la proteina; en cuanto a las cadenas laterales de los
aminoacidos no todas pudieron ser resueltas debido a la baja resolucién de
los datos, esto podria explicar los valores relativamente altos de Rwork y
Rfree. En la Fig. 2.15 podemos observar los Ramachandran plots [Lovell et
al., 2003] generados por Molprobity.
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Fig. 2.15 Representacion de Ramachandran para la estructura RepB;.13,-23AB.

La unidad asimétrica contiene 2 moléculas de ADN, localizadas
longitudinalmente (es decir extremo romo con extremo romo) y en
direcciones opuestas en cuanto a su secuencia, y 4 de RepB;.i3;; cada
molécula de ADN contiene dos repeticiones directas por lo que con cada
duplex interaccionan dos moléculas de RepB;.13; (Fig. 2.16).
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Fig. 2.16 Contenido de la unidad asimétrica

2.3.3 El dominio OBD de RepB y su union a la DDR

El plegamiento global del OBD es
practicamente idéntico al observado en la
estructura full length (Fig. 2.17) (al
superponer ambas estructuras presenta una
desviacion r.m.s. de tan solo 0.8561) excepto
por la zona del Joop que se encuentra entre las
hebras B2 y B3 debido muy probablemente a
la flexibilidad de esta region. Por lo tanto
presenta el plegamiento caracteristico de esta
familia de proteinas con una lamina B central
formada por cinco hebras B antiparalelas
flanqueada a ambos lados por hélices a.

Por otro lado el analisis del ADN
presente en la estructura mediante el
programa 3DNA [Lu et al., 2003] demuestra
que el mismo es un tipico ADN de tipo B,
practicamente recto ya que solo presenta una
curvatura de ~49, que se encuentra
levemente comprimido y que el angulo de giro

—_—

Fig. 2.17 Superposicion del OBD
(magenta) sobre RepB full length
(celeste).
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de las bases es un poco menor, siendo el clasico de 34,6° cuando en
nuestra estructura es de 33,02°. Los parametros geométricos del mismo se
muestran en las siguientes tablas:

Tabla 2.3: Parametros locales de pares de bases \

bp Shear Stretch Stagger Buckle Propeller Opening

1 T-A 0.13 -0.42 0.69 -29.00 -9.21 -0.32
2 C-G -0.66 0.38 0.18 -17.09 9.93 2.24
3 G-C 0.26 -0.05 -0.25 -8.69 -12.62 -5.56
4 G-C 0.45 0.09 0.00 -12.23 -2.06 -0.01
5 C-G 0.17 -0.24 0.18 11.32 3.04 1.59
6 G-C 0.05 -0.45 0.66 20.29 -12.31 -8.33
7 A-T 0.87 -0.07 0.11 4.64 -13.97 -9.64
8 C-G -0.04 -0.22 0.55 3.88 -13.78 -4.52
9 T-A 0.23 -0.50 0.85 -5.34 -18.90 -4.28
10 T-A 0.10 -0.06 0.24 -4.14 -20.56 5.27
11 T-A -0.15 0.32 -0.23 -8.71 -8.91 1.44
12 T-A -0.79 0.76 0.40 -19.89 -6.85 15.90
13 C-G -0.63 0.49 -0.28 8.20 -1.50 12.67
14 G-C 1.52 -0.15 -0.58 2.37 -11.03 -12.98
15 G-C -1.18 0.13 0.09 -9.98 -12.93 2.40
16 C-G 0.49 -0.28 0.25 -4.13 1.40 -6.07
17 G-C -0.08 -0.53 0.55 8.59 -12.79 -6.16
18 A-T -0.25 -0.23 0.90 10.44 -10.36 -6.67
19 C-G -0.47 0.00 0.69 -5.41 -7.34 1.89
20 T-A -0.10 -0.00 0.02 -6.19 -13.92 -0.22
21 T-A -0.61 -0.01 -0.28 -9.07 -31.14 -4.26
22 T-A -0.01 0.12 0.34 -9.35 -20.01 0.98
23 T-A -1.53 0.53 0.12 -5.38 -10.41 9.00
24 A-T 1.75 0.56 0.16 5.80 -10.37 6.19
25 A-T 0.28 0.06 0.18 10.48 -16.66 -2.01
26 A-T 0.65 -0.09 -0.36 8.14 -29.48 -5.44
27 A-T 0.06 -0.19 -0.08 4.52 -12.73 -1.73
28 G-C 0.20 -0.09 0.52 6.39 -6.91 -1.18
29 T-A 0.09 -0.25 0.79 -11.34 -12.34 -7.58
30 C-G -0.25 -0.46 0.64 -11.17 -10.00 -8.21
31 G-C -0.62 -0.13 -0.04 -0.67 -1.52 -8.03
32 C-G 1.12 0.31 -0.27 6.78 -10.26 0.57
33 C-G -1.58 0.07 -0.52 -6.75 -7.63 -16.42
34 G-C 0.80 0.57 -0.22 -10.91 -2.50 11.31
35 AT 0.89 0.74 0.31 19.36 -7.20 15.58
36 A-T 0.25 0.22 -0.15 10.74 -9.73 -1.66
37 A-T 0.09 -0.07 0.06 5.55 -21.95 5.82
38 A-T -0.09 -0.62 0.52 6.20 -16.00 -7.48
39 G-C -0.09 -0.26 0.18 -5.60 -13.74 -5.74
40 T-A -1.09 -0.12 0.07 -6.46 -12.15 -12.09
41 C-G -0.20 -0.43 0.50 -24.12 -9.57 -13.53
42 G-C -0.14 -0.05 -0.29 -13.98 2.81 -2.53
43 C-G -0.29 0.17 -0.26 19.33 -1.63 -1.35
44 C-G -0.24 -0.06 -0.54 11.24 -11.67 -7.48
45 G-C 0.60 0.32 0.33 16.95 10.10 -0.28
46 A-T -0.13 -0.46 0.84 28.18 -11.87 -3.18
Average -0.00 -0.01 0.17 -0.35 -9.98 -1.78
SD 0.68 0.34 0.40 12.30 8.29 7.26
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Tabla 2.4: Parametros locales de pasos de pares de bases

Step Shift Slide Rise Tilt Roll Twist

1 TC/GA 0.38 1.10 3.14 0.39 6.77 26.51
2 CG/CG -1.15 1.19 3.34 -1.07 -2.15 38.90
3 GG/CC -0.33 -0.78 3.51 -3.30 -0.70 28.46
4 GC/GC -0.16 -0.01 2.74 0.20 4.28 24.52
5 CG/CG -0.03 0.39 3.11 -1.96 -3.54 40.23
6 GA/TC 0.44 -0.68 3.52 5.99 -1.62 43.23
7 AC/GT 0.59 -1.36 3.20 -6.10 5.31 31.65
8 CT/AG -0.61 -1.15 3.47 -2.48 -3.12 36.05
9 TT/AA -0.54 -1.25 2.88 4.66 -4.02 29.89
10 TT/AA -0.13 -0.32 3.08 3.54 -1.66 35.09
11 TT/AA 1.06 -0.34 3.57 -1.42 3.65 28.70
12 TC/GA 0.59 0.59 2.82 3.77 7.27 29.69
13 CG/CG -1.13 0.56 3.61 -1.02 3.85 43.49
14 GG/CC 1.17 -0.97 3.63 -0.10 4.07 25.20
15 GC/GC -0.76 0.06 3.35 -0.73 8.12 35.21
16 CG/CG -0.33 0.28 2.90 -2.48 -2.89 32.10
17 GA/TC 0.41 -0.65 2.98 0.79 -8.72 42.05
18 AC/GT 0.65 -0.98 3.85 -2.44 3.51 34.85
19 CT/AG -0.69 -0.85 2.99 3.37 -0.11 35.69
20 TT/AA -1.12 -0.06 3.14 -2.34 -8.02 34.94
21 TT/AA 0.15 -0.68 3.31 -4.51 -3.60 40.63
22 TT/AA 0.79 -0.19 3.14 2.94 -7.77 31.50
23  TA/TA -1.81 2.02 3.17 -1.97 1.39 -10.93
24  AA/TT -0.79 -0.20 3.12 -3.18 -10.20 31.88
25 AA/TT -0.12 -0.74 3.35 4.55 -2.48 39.73
26  AA/TT 0.99 -0.10 3.18 1.58 -9.12 35.71
27 AG/CT 0.61 -0.93 2.95 -2.88 0.38 34.45
28 GT/AC -0.58 -0.98 3.92 1.55 1.16 35.05
29 TC/GA -0.39 -0.75 3.04 -2.19 -8.88 41.35
30 CG/CG 0.26 0.25 2.97 5.43 -0.61 32.60
31 GC/GC 0.76 0.13 3.31 -0.52 6.39 35.46
32 CC/GG -1.31 -0.96 3.60 -2.48 5.97 24.63
33 CG/CG 1.11 0.51 3.61 1.07 -0.06 44.22
34 GA/TC -0.50 0.54 2.74 -2.85 8.27 29.50
35 AA/TT -1.12 -0.43 3.42 -0.20 2.97 28.23
36 AA/TT 0.27 -0.33 3.17 -0.79 -2.03 36.34
37  AA/TT 0.40 -1.20 2.89 -4.53 -2.60 29.73
38 AG/CT 0.67 -1.13 3.59 2.35 -2.48 35.47
39 GT/AC -0.60 -1.27 3.20 3.75 5.45 31.11
40 TC/GA -0.63 -0.78 3.50 -6.33 -1.91 43.40
41 CG/CG 0.03 0.35 3.04 2.81 -2.81 41.30
42 GC/GC 0.21 0.08 2.51 -2.64 2.14 24.38
43 CC/GG 0.28 -0.84 3.62 2.85 2.21 28.09
44 CG/CG 1.06 1.13 3.36 -0.70 -3.38 38.78
45 GA/TC -0.61 1.03 3.33 -0.56 5.87 27.01
Average -0.06 -0.24 3.24 -0.23 -0.12 33.02
SD 0.74 0.79 0.31 3.04 4.96 8.77

La interaccion del OBD con el ADN se produce en el surco mayor,
participan el extremo N-terminal, la hélice a2 y los loops a ambos lados de
la misma, es decir los loops entre la hélice a2 y la hebra B4 y entre la hélice
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a2 y la hebra B3. Es interesante notar que el sitio activo queda alejado con
respecto a la molécula de ADN (Fig. 2.18). Otra particularidad que presenta
es que los OBD interactian en la misma cara de la molécula de ADN, debido
a que lo hacen con las regiones ricas en G y C que se encuentran separadas
por las regiones AT que tienen la longitud justa de una vuelta de hélice,
dejando orientadas las zonas GC hacia un mismo lado (Fig. 2.16).

Sitio activo

Extremo
N-terminal

Fig. 2.18 Interaccion de RepB;.i3; en el surco mayor de 23AB

Tomando como referencia los resultados obtenidos del analisis de la
estructura mediante el programa Nucplot [Luscombe et al., 1997] (Fig.
2.19), podemos identificar graficamente los residuos que participan y las
regiones del ADN que contactan. Si bien se observan algunas diferencias en
cuanto a las areas contactadas del ADN debido a la poca definicién de
algunas cadenas laterales por la baja resolucion de la estructura, es claro
cudles son los residuos del OBD que participan: K3 y K5 localizados en el
extremo N-terminal; T67 en B3; D69, S70, R72, K73, K74 y K76 en a2;
M86, V87 y Q88 en el loop entre a2 y B4 (Fig. 2.20).
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Fig. 2.20 Detalle de la interaccion ADN/proteina. Se muestran en estéreo las vistas superior
e inferior del OBD (magenta) con los aminoacidos que participan en la interaccion (bastones)
y el ADN (gris). Las interacciones por enlace de hidrogeno se representan con lineas
punteadas amarillas.

Estos resultados son congruentes con el hecho de que al reemplazar
los residuos R72 o K76 por alaninas se afecta gravemente la unién del OBD
a las DDR y que la substitucidon simultanea de los aminoacidos R72, K73 y
K74 suprime la capacidad de union del OBD por completo [Boer et al.,
2009]. La mayoria de los contactos que se observan en la estructura se
establecen con la cadena de fosfatos-azucar del ADN. Se observan, sin
embargo, dos interacciones especificas con las bases. Es el caso del D69
cuyo grupo carboxilo contacta el nitrégeno N4 de la citosina (5 o 16). Por
otra parte, la K3 tiene la cadena lateral hacia el surco mayor, a distancia de
puente de hidrégeno con las guaninas cercanas, aunque la falta de densidad
impide precisar esta interaccién. Por otro lado, existe una interaccion que el
nucplot no detecta en la que el carbono B del residuo D69 y el carbono a de
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la S70 forman un bolsillo hidrofébico que aloja el grupo metilo de la timina
-7 y -18 (Fig21).

Fig. 21 Detalle de la
interaccién de D69 y S70
con la timina.

Al comparar nuestros resultados con los obtenidos en el analisis del
footprinting de alta resolucién realizado por Ruiz-Maso et al., 2007
observamos que concuerdan, sobretodo en cuanto a la proteccion de la
cadena principal del ADN en el surco mayor (Fig. 2.22).

-

Fig. 2.22 Analisis del footprinting de alta resolucidn en el contexto de la estructura de
RepB;.132/23AB. En la imagen se muestran el OBD de RepB (magenta) y el ADN (gris) donde
se resaltan en verde las zonas de la cadena principal que se encuentran protegidas al ataque
de OHe, en rojo las bases protegidas de la metilacion por DMS, en negro y cian aquellas
bases que presentan sensibilidad aumentada al DMS en mayor o menor medida
respectivamente.

119



Resultados y discusion

2.3.4 Modelo de interaccion hexamérico

Cabe destacar que RepB es capaz de interactuar con ADN que
presenta diferentes secuencias, como es el caso de las DDR y las PDR en
configuracién de doble cadena, y que a su vez reconoce y lleva a cabo su
actividad nucleolitica sobre ADN de simple cadena, como es la horquilla.
Apuntando a que esta proteina presenta dos sitios de reconocimiento, uno
(detallado en este trabajo) responsable de interactuar con ADN de doble
cadena y reconocer secuencias con un cierto parecido aunque con
importantes diferencias tanto de identidad como de largo; y otro
responsable del reconocimiento de la horquilla portadora del sitio de corte
donde ademas ejerce su actividad. Con el fin de comprender el modo en el
que RepB actua desarrollamos un modelo que integra la nueva informacién
adquirida de la interaccién del OBD con las DDR en el contexto del
hexamero, el modelo obtenido se observa en la Fig. 2.23.

Fig. 2.23 Modelo de interaccion de las DDR en el hexamero. Se muestran en gris los
OD, en magenta los OBD y en azul el ADN.

En el modelo se observa claramente que la unién de RepB al ADN
induce una curvatura importante en el mismo, los OBD interaccionan con
las regiones ricas en GC y desde la misma cara de la molécula, generando
posiblemente distorsiones en el ADN y dejando libres a su vez las regiones
AT permitiendo que el ADN alcance una curvatura de 120°. Estos resultados
son consistentes con los presentados por Ruiz-Maso et al., 2007 quienes
demuestran que el ADN unido a RepB presenta justamente una curvatura
de 1200°.

Por otro lado hemos querido construir un modelo hipotético de cémo
actuaria RepB con las PDR y la horquilla que aloja el sitio de corte,
proponemos que dos OBD consecutivos en el hexamero reconocen y unen
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las PDR, posicionando la horquilla en el sitio activo del tercer OBD donde se
ejerce la actividad endonucleolitica (Fig. 2.24). Este modelo explicaria
porque el sitio activo queda alejado del sitio de union al ADN de doble
cadena, ya que de esta manera queda espacio libre para alojar la horquilla.
A su vez, la estructura de la proteina Rep de AAV5, cuya posicion del sitio
activo e interaccién con una horquilla similar coinciden con la de RepB,
apoya esta propuesta [Hickman et al., 2004].

Sitio activo

Fig. 2.24 Modelo esquematico de
la interaccién de las PDR en el
hexamero. Los ovalos verdes
representan los OBD con el sitio
activo resaltado en verde claro y
los circulos grises los OD.
También se muestra la posicion
de las PDR con respecto la
horquilla de simple cadena con
lineas negras.

Como perspectiva futura de este proyecto seria interesante intentar
la cristalizacion del mismo constructo RepB;.i3, con un oligonucledtido que
presente la secuencia de las PDR o de las PDR junto con la horquilla, ya que
resolveria algunos de los interrogantes aun abiertos.

2.3.5 RepB;.13,/23AB vs. proteinas relacionadas estructuralmente

Decidimos comparar la estructura obtenida en este trabajo con
proteinas relacionadas estructuralmente, aunque virales, cuyas estructuras
han sido resueltas en presencia de su ADN diana, como es el caso de los
dominios de unién al ADN de la proteina Rep de AAV5 [Hickman et al.,
2004] y la proteina E1 de BPV [Enemark et al., 2002] (Fig. 2.25). Cabe
notar que AAV5 se une al ADN tanto en el surco mayor como en el surco
menor, mientras que la proteina de BPV al igual que la RepB lo hace solo en
el surco mayor.
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Fig. 2.25 Superposicion de RepB;.13,/23AB con proteinas relacionadas estructuralmente. Se
muestran dos vistas de RepB en magenta superpuesta sobre A) Rep de AAV5 en verde y B)
E1 de BPV en azul.

Al analizar la superposicion se observa que en ambos casos la
interaccion estd mediada por una hélice a y, en el caso de AAVS5, un loop, y
en el de BPV, un loop y el N-terminal, coincidiendo claramente con nuestro
resultado. A pesar de que, a diferencia de nuestro complejo, la interaccion
de AAV5 se establece mediante el contacto de la hélice en el surco menor y
el loop en el surco mayor la posicion relativa con respecto a RepB es mucho
mas parecida que en el caso de BPV. En esta Ultima observamos un
evidente cambio de orientacién de la molécula de ADN con respecto a
nuestra estructura al superponer ambas. A pesar de las diferencias
podemos concluir que la interaccion ADN/proteina de esta familia de
proteinas es analoga.
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La optimizacién de los cristales obtenidos en la condicion E9 del
PAC10 dio como resultado cristales de tamafio y caracteristicas
adecuadas que difractaron hasta 3A de resolucion.

Utilizando estos datos se resolvio la estructura de RepB;.13; unida a la
DDR.

Se comprobd que el OBD de RepB interactia con el ADN diana en el
surco mayor de la region rica en G y C, contactando con el hélice a2
y los loops adyacentes a la misma, dejando libres las zonas AT.

Se determinaron los aminoacidos que participan en la union del ADN,
confirmando resultados de mutaciones puntuales previamente
descritas.

La mayoria de los contactos proteina-ADN son inespecificos, pero tres
de ellos son especificos de secuencia. En particular el puente de
hidrégeno entre el D69 y la citosina, y el bolsillo hidrofébico formado
por D69 y S70 que aloja a la timina.

Se determinaron las regiones del ADN contactadas directamente por
la proteina, confirmando los resultados de footprinting previamente
descritos.

Se propone un modelo de unién al sitio bind en el contexto del
hexamero, que ademas reproduce el angulo de curvatura de las DDR
descrito en la literatura.

Se propone un modelo de unién al sitio nic.

De la comparacién de la estructura de RepB;.i3;/23AB con otras
estructuras relacionadas de proteinas virales concluimos que la
interaccién con el ADN se produce con la participacion de regiones
homdlogas de las proteinas, aunque contactan con el ADN de forma
diferente.
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