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ABREVIATURAS

LISTADO DE ABREVIATURAS

A

A: angstrom (unidad de medida correspondiente a 10"° metros).

Aa(s): aminoacidos(s).

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADNasa: enzima degradadoras de ADN.

ADNF: &cido desoxirribonucleico ribosémico.

AE: actividad enzimatica.

ARN: 4cido ribonucleico.

ARNasa: enzima degradadora de ARN.

ARNM: &cido ribonucleico mensajero.

ARNTr: acido ribonucleico ribosémico.

ARNIL: &cido ribonucleico de transferencia.

ATM: proteina Ataxia-Telangiectasia mutada (ataxia-telangiectasia mutated).

ATP: adenosin trifosfato (adenosine triphosphate).

ATPasa: enzima con capacidad de hidrolisis de ATP.

AAA ATPasa: ATPasas asociadas con actividades celulares diversas (ATPases Associated
with diverse cellular Activities).

ATR: proteina relacionada con ataxia-telangiectasia y Rad3 (ataxia telangiectasia and Rad3-
related protein).

B

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.

BLI: interferometria de biocapas (Bio-layer interferometry).
BSA: albimina de suero bovino (bovine serum albumin).

C

CADN: ADN complementario.

CHKZ1/2: proteina kinasa de control del ciclo celular 1/2 (Checkpoint kinase 1/2).
CPM: ciclofosfamida.

CPP: péptido de penetracion celular (Cell Penetrating Peptide).

ct: Chaetomium thermophilum.

D

dATP: 2’-desoxiadenosina 5’-trifosfato (2°-desoxiadenosine 5’-triphosphate).

DEPC: dietil pirocarbonato.

dNTPs: desoxi-nuclettidos trifosfato (mezcla equimolar de dATP, dGTP, dCTP y dTTP).
DSF: fluorimetria de escaneo diferencial (differential scanning fluorimetry).

dTTP: 2’- desoxitimidina 5’-trifosfato (2°- desoxitimidine 5’-triphosphate).



ABREVIATURAS

E

EC50: concentracion necesaria de un farmaco para alcanzar un 50% de efectividad (half
maximal effective concentration).

EDTA: 4cido etilendiamino tetraacético.

EGTA: &cido 3,12-bis(carboximetil)-6,9-dioxa-3,12-diazatetradecano-1,14-dioico, también
conocido como &cido egtézico.

elF6: factor de iniciacion eucariota 6 (eukaryotic initiation factor 6).

EM: cromatografia de exclusién molecular.

EMSA: ensayo de cambio en la movilidad electroforética (Electrophoretic movility shift
assay).

ETS 1/2: espaciador transcrito externo 1/2 (external transcribed spacer 1/2).

F
FPLC: Cromatografia liquida de proteinas de alta velocidad (Fast Protein Liquid
Cromatography).

G

GDSC: Genomics of Drug Sensitivity in Cancer.

GST: glutatién-S-transferasa.

GTP: guanosin trifosfato (quanosine triphosphate).

GTPasa: enzima con actividad de hidrélisis de GTP.

GTPBP4: proteina de unién a GTP 4 (GTP Binding Protein 4).

H

HASLI: helicase asociada a proteina SET1(helicase associated with SET protein 1).
His: residuo de histidina.

hs: Homo sapiens.

HP: columna de alta eficiencia (High Performance).

|

IEX: cromatografia de intercambio i6nico (lon Exchange Cromatography).

IMAC: Cromatografia de afinidad de iones metélicos inmovilizados. (Immovilized Metal
Affinity Cromatography).

IPTG: isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido.

IRBC: respuesta de estrés de biogénesis ribosomal (Impaired Ribosome Biogenesis
Checkpoint).

IRES: sitio interno de entrada al ribosoma (Internal Ribosome Entry Site).

ITS 1/2: espaciador transcrito interno 1/2 (Internal Transcribed Spacer 1/2).

K
kb: kilo base (1000 pares de bases en un acido nucleico).
kDa: unidad de peso molecular en Kilo Dalton.



ABREVIATURAS

L

LB: medio Luria Broth.

LIC: clonacidn independiente de ligacion (ligation-independent cloning).
LSU: subunidad grande ribosémica (Large subunit).

M

MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight.
MAKS5: Maintenance of killer protein 5.

MBP: proteina de unién a maltosa (maltose binding protein).

MES: acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico.

mg: miligramos (unidad de masa).

MMT: tamp6n &cido malico, MES y Tris en proporcion 1:2:2.

MOPS: é4cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico.

N

ngr: nanogramos (unidad de masa).

NOC1,2,3,4: proteina del complejo nucleolar 1,2,3,4 (Nucleolar complex protein 1,2,3,4).
NOG1: proteina nucleolar de unién a GTP 1 (Nucleolar GTP-binding protein 1).

NP-40: Nonoxynol-40 (detergente para la solubilizacion de membranas).

NPS: solucién de nitrégeno, azufre y fosforo (nitrogen, sulfur and phosphorous solution).

@]
ODsoo: densidad Optica a una longitud de onda de 600 nm.
OXA: oxaliplatino.

P

pb: pares de bases (nucleétidos) en un fragmento de acido nucleico (ADN o ARN).
PBS: solucion de fosfato salina (phosphate buffer solution).

PET: tanel de salida polipeptidico (Peptidyl Exit Tunnel).

PDB: Protein Data Bank.

Pi: fosfato inorganico.

PolyU: acido poliuridilico.

R

RIPA: tampon de ensayo de radio inmunoprecipitacion (Radioimmunoprecipitation assay).
ROS: especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species).

RPL.: proteina ribosémica de la subunidad mayor (Ribosomal protein of the large subunit).

rpm: revoluciones por minuto.

RPS: proteina ribosoémica de la subunidad menor (Ribosomal protein of the small subunit).

S

S: unidad de medida del coeficiente de sedimentacidn de una particula (Svedberg).
SD: desviacion estandar (Standard Desviation).

SDS: dodecil sulfato sédico (sodium dodecyl sulphate).



ABREVIATURAS

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel electrophoresis) en
presencia de SDS (dodecil sulfato sédico).

snoARN: &cido ribonucleico pequefio nucleolar (small nucleolar Ribonucleic Acid).
snoRNP: ribonucleoproteina pequefia nucleolar (small nucleolar Ribonucleoprotein).

SP: sefarosa (Sepharose).

SPG: tampon succinato, fosfato, glicina (Succinate, phosphate, glycine).

SSU: subunidad ribosémica pequefia (small subunit).

T
TAP TAG: técnica de purificacion en tandem por afinidad de complejos multiproteicos
(tandem affinity purification).

TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine.

Tm: temperatura de fusion (temperatura de melting).

Tris: 2-Amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol. Este compuesto también se conoce con el
nombre de tris(hidroximetil)aminometano. De esta Ultima denominacion se deriva la
abreviatura Tris.

U
U: unidades internacionales de actividad enzimética. Se define 1U como la actividad catalitica
necesaria para transformar 1umol de sustrato por minuto.

Z
ZY: medio N-Z-amina suplementado con extracto de levadura (yeast extract).
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Resumen

Los ribosomas son las estructuras subcelulares encargadas de llevar a cabo la sintesis proteica. La
biogénesis ribosémica es un proceso muy complejo que comienza con la transcripcion del ARN
ribosémico por la ARN polimerasa | en el nucléolo. Este transcrito inicial sufre un largo
procesamiento que implica su plegamiento y asociacion con las distintas proteinas ribosomicas.
Ademas, el proceso de biogénesis requiere de la participacion de un grupo heterogéneo de proteinas
denominadas factores de ensamblaje ribosémicos. Se trata de proteinas que ejercen un papel esencial
en el proceso de biogénesis ribosémica pero no forman parte del ribosoma maduro. Muchas de estas
proteinas establecen interacciones binarias que son esenciales para su correcto funcionamiento. Las
células cancerosas deben mantener una elevada tasa de biogénesis ribosémica a fin de proliferar con
mayor rapidez que las células sanas. Por esta razén la biogénesis ribosémica constituye una
importante diana terapéutica para el desarrollo de farmacos antitumorales. Ya han sido desarrollados
farmacos basados en la inhibicion especifica de la ARN polimerasa I. Sin embargo, el uso de estos
farmacos presenta inconvenientes tales como el desarrollo de resistencias o su caracter genotoxico.

Una estrategia novedosa en este campo es el uso de péptidos de interferencia dirigidos contra
interacciones especificas entre factores de ensamblaje. ElI grupo dirigido por el Dr. Bravo ha
desarrollado un conjunto de péptidos capaces de bloquear la interaccion entre los factores de
ensamblaje Erb1y Ytm1. Estos péptidos se derivan de la secuencia de Erb1 en su zona de interaccion
con Ytm1l. En este trabajo hemos ampliado estos resultados preliminares mediante experimentos in
vitro empleando células tumorales humanas. Hemos empleado formas equivalentes de los péptidos
de interés derivadas de la secuencia de Bopl, la proteina homdloga de Erb1 en humanos.

Estos péptidos actuan in vitro provocando citotoxicidad y apoptosis en células tumorales humanas.
Estos efectos son independientes a la expresion de p53. Se sugiere asi que los péptidos desarrollados
podrian ser utilizados en el tratamiento de tumores en los que p53 se encuentre mutado, lo cual es un
fenémeno frecuente en oncologia. Los péptidos desarrollados pueden ser combinados in vitro con
oxaliplatino, un farmaco quimioterapéutico. Esta estrategia permite disminuir la concentracion de
oxaliplatino necesaria para alcanzar un efecto citotoxico sobre las células tumorales, lo cual
contribuiria a disminuir los efectos secundarios asociados al uso de oxaliplatino en la clinica.
Ademas, estos péptidos podrian resultar eficaces en contextos de quimio resistencia.

Por ultimo, en este trabajo hemos evaluado otras interacciones entre diferentes factores de
ensamblaje como posibles dianas para el desarrollo de péptidos de interferencia. En concreto, hemos
estudiado la interaccion entre los factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y MAKS; asi como la
interaccion entre NOGL1 y elF6. En conjunto, nuestros resultados muestran el potencial de la
biogénesis ribosémica como diana terapéutica para el desarrollo de nuevos tratamientos
antitumorales.
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Introduccion.
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11 Biogénesis ribosémica.

Los ribosomas son complejos ribonucleoproteicos encargados de llevar a cabo la sintesis de proteinas
a partir del ARN mensajero (Woolford y Baserga 2013) (Ferndndez-Pevida, Kressler, y de la Cruz
2015). Los ribosomas son estructuras presentes tanto en células procariotas como eucariotas y estan
compuestos por diversas proteinas (denominadas proteinas ribosémicas o r-proteinas) y diversas
especies de &cido ribonucleico ribosémico (ARNT).

Los ribosomas de células eucariotas se denominan 80S (nombre derivado de su coeficiente de
sedimentacion en Svedberg) y estan constituidos por una subunidad mayor denominada 60S o LSU
(siglas de Large Ribosomal Subunit) y otra subunidad menor denominada 40S o SSU (siglas de Small
Ribosomal Subunit). Histéricamente, el organismo modelo para el estudio de la biogénesis
ribosémica ha sido Saccharomyces cerevisiae (levadura del pan), por lo que la mayor parte de la
informacién de que se dispone en relacion a la estructura y biogénesis de los ribosomas se refiere a
este organismo. En levaduras, la subunidad 60S se compone de tres especies de ARNr (25S; 5,8S y
5S) y 46 proteinas ribosémicas (denominadas RPLs por Ribosomal Proteins of the Large subunit),
mientras que la subunidad 40S se compone del ARNr 18S y 33 proteinas ribosémicas (denominadas
RPS, por Ribosomal Proteins of the Small subunit) (Woolford y Baserga 2013). En el resto de
organismo eucariotas la estructura del ribosoma es la misma con la salvedad de que la subunidad 60S
posee 47 proteinas ribosomicas en lugar de 46 (Kressler, Hurt, y Bal3ler 2017).

La biogénesis de los ribosomas es un proceso esencial para asegurar la viabilidad celular y supone
un enorme gasto energético para la célula. Defectos cuantitativos o cualitativos en este proceso se
relacionan con el proceso de transformacién oncogénica, asi como con el desarrollo de un conjunto
de enfermedades denominadas ribosomopatias (Bustelo y Dosil 2018) (Catez et al. 2019).
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Figura 1.1: Estructura general del ADNr de levaduras. Se muestran los distintos puntos de corte endo y
exonucleoliticos necesarios para su posterior procesamiento. Tomado de Fernandez-Pevida et al. 2015.

El proceso de biogénesis ribosémica es muy complejo y en el intervienen tres compartimentos
celulares distintos (nucléolo, nucleoplasma y citoplasma) e implica la participacion de las tres ARN
polimerasas presentes en las células eucariotas (ARN polimerasas I, 11 y 1) (Woolford y Baserga
2013). Ademas de las proteinas ribosémicas ya mencionadas, en el proceso de biogénesis ribosémica
interviene un conjunto de mas de 200 proteinas denominadas factores de ensamblaje ribosémicos.
Se trata de proteinas que no forman parte de la estructura final de los ribosomas, pero intervienen en
su proceso de maduracion (Woolford y Baserga 2013) (Kressler et al. 2017). La mayoria de estas
proteinas son esenciales para garantizar la viabilidad celular. Sin embargo, se trata de un conjunto
muy heterogéneo de proteinas en cuanto a su estructura y funcionalidad. Algunas poseen actividad
enzimética (ATPasas, GTPasas, kinasas, etc), mientras que otras ejercen su papel favoreciendo la
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remodelacién estructural del pre-ARNr, de modo que éste pueda ser correctamente procesado por
otros factores de ensamblaje o se permita la unién de proteinas ribosémicas (Woolford y Baserga
2013) (Kressler, Hurt, y Baler 2010).

Como ya se ha mencionado, la biogénesis del ribosoma eucariota es un proceso que ha sido
ampliamente estudiado en las Gltimas décadas usando la levadura Saccharomyces cerevisiae como
organismo modelo. Estos estudios han permitido obtener abundante informacion acerca del proceso
de biogénesis ribosémica y de las estructuras intermedias (pre-ribosomas) que se generan durante su
desarrollo (Woolford y Baserga 2013) (Kressler et al. 2017) (BaRler y Hurt 2019).
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Figura 1.2: Esquema-resumen en el que se muestra el procesamiento del ARNr de levaduras desde su transcripcion
hasta la generacion de los distintos ARNr maduros. Las primeras etapas de este procesamiento pueden producirse de
modo co-transcripcional o post-transcripcional. Tomado de Fernandez-Pevida et al. 2015.

El ADN que codifica para las distintas especies de ARN ribosémico (denominado ADN ribosémico
0 ADNIr) se localiza en el nucléolo. Este ADNr es transcrito por la ARN polimerasa |, generando un
largo fragmento de ARN que contiene las especies de ARNr 18S; 5,8S y 25S. Como se muestra en
la Figura 1.1, este ARNr es un precursor (denominado en adelante pre-ARNr) que debe ser sometido
a un complejo procesamiento para generar las formas maduras de los distintos ARNr (resumido en
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la Figura 1.2). Este procesamiento incluye una serie de digestiones endo y exonucleoliticas a fin de
eliminar las regiones situadas entre los distintos ARNr maduros (regiones ITS1 e ITS2, por Internal
Transcribed Spacer), asi como las regiones que los flanquean (5’ETS y 3'ETS, por External
Transcribed Spacer) (Woolford y Baserga 2013) (Fernandez-Pevida et al. 2015).

Por otro lado, en el nucléolo actia también la ARN polimerasa Il transcribiendo el ARNr 5S a partir
de la misma region del ADNr (Figura 1.1). Por ultimo, la ARN polimerasa Il es la encargada de
transcribir los genes correspondientes a las distintas proteinas ribosomicas y factores de ensamblaje
implicados en la biogénesis ribosomica. Los ARN mensajeros producidos son transportados al
citoplasma para su traduccion. Las proteinas asi generadas son importadas de nuevo al nicleo donde
cumplen la funcion que les corresponde en el proceso de biogénesis ribosomica. La ARN polimerasa
Il también es la encargada de transcribir los genes que codifican para los snoARNs implicados en el
proceso de biogénesis ribosémica (Baller y Hurt 2019).

111 Primeras etapas en el procesamiento del ARNr.

Como se muestra en la Figura 1.2, los pre-ARNr generados a partir de las polimerasas | y Il se
procesan de forma paralela e independiente (Fernandez-Pevida et al. 2015). El pre-ARNr derivado
de la polimerasa | (18S/5,8S/25S) es el que requiere un procesamiento mas largo y complejo. Este
procesamiento implica cortes endo y exonucleoliticos, modificacion post-traduccional del ARNr (2”-
O-metilacion y pseudouridilacion), plegamiento del ARNr y asociacion con las proteinas
ribosémicas. Las primeras etapas de este procesamiento se producen co-transcripcionalmente en la
mayoria de los casos, aungque también se pueden dar de manera post-transcripcional (Woolford y
Baserga 2013) (Fernandez-Pevida et al. 2015) (Kressler et al. 2017).

Este proceso comienza con el corte endonucleolitico en el sitio By catalizado por la endonucleasa
Rntl(Kufel, Dichtl, y Tollervey 1999). Esta digestion se produce de modo co-transcripcional
(Fernandez-Pevida et al. 2015). Con esta digestion se genera el pre-ARNr 35S (Figura 1.2). Los
siguientes pasos incluyen los cortes endonucleoliticos en los sitios Ao y A1 para generar los pre-
ARNr 33S y 32S respectivamente. Con estas dos digestiones se elimina el segmento 5’ETS que
precede al ARNr 18S (Figura 1.2). Estos cortes pueden producirse de modo co o post-transcripcional,
aungue lo mas frecuente es que se produzcan de modo co-transcripcional (Veinot-Drebot, Singer, y
Johnston 1988). Ambas digestiones se producen casi simultaneamente, aunque se ha determinado
que el corte en Ao es dispensable. El sitio A; constituye el extremo 5 definitivo del ARNr 18S
(Fernandez-Pevida et al. 2015).

Una vez eliminado el segmento 5°ETS, el siguiente paso es el corte en el punto A,, situado en la
region ITS1 que separa los ARNr 18S y 5,8S. Se trata de un momento clave en el proceso de
biogénesis ribosomica, puesto que a partir de este punto las subunidades pre-60S y pre-40S
maduraran de modo independiente. Al igual que sucede con la region 5°ETS, esta digestion
endonucleolitica se produce de modo co-transcripcional en la mayoria de los casos (Kos y Tollervey
2010). Tras el corte en A; se generan las especies de pre-ARNr 20S y 27SA;, que son procesadas de
manera independiente (Figura 1.2). Hasta la fecha no se conocen con exactitud las nucleasas
encargadas de escindir el pre-ARNr en los sitios Ao, A1 Y Az. Se ha sugerido que la proteina Utp24
podria ser responsable de los cortes en A1 y/o A, (Bleichert et al. 2006). Por otro lado se ha postulado
que la proteina Rcll podria ser la responsable del corte en A, (Horn, Mason, y Karbstein 2011).
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A nivel macromolecular, la biogénesis del ribosoma implica la formacion de una serie de estructuras
intermedias denominadas pre-ribosomas, compuestas por diversas proteinas (factores de ensamblaje
y proteinas ribosémicas) y especies distintas de pre-ARNTr en distintos estadios de maduracion. Se
trata de formas transitorias que van cambiando su estructura y composicion a medida que avanza el
proceso de maduracion. La primera estructura pre-ribosémica que se forma es la particula 90S
(Figura 1.3). Tras producirse la escision endonucleolitica en el sitio Az, la particula 90S queda
dividida en las particulas 66S y 43S, precursoras de las subunidades 60S y 40S, respectivamente.
Estos dos precursores maduran de modo independiente en el nucleo y son posteriormente
translocados al citoplasma (Woolford y Baserga 2013). Puesto que el corte endonucleolitico en A;
se produce de modo mayoritariamente co-transcripcional, la particula 90S est4d mayoritariamente
constituida por la regiéon 5° del pre-ARNr 35S (regiones 5’ETS y 18S) a la que se asocian diversas
proteinas ribosémicas y factores de ensamblaje implicados en la maduracion de la subunidad 40S
(Kressler et al. 2017).

Tras su exportacion a través del poro nuclear, las subunidades pre-40S y pre-60S terminan su proceso
de maduracion en el citoplasma. Esta ultima etapa madurativa implica la finalizacion del
procesamiento de las distintas especies de pre-ARNr (procesamiento de 5,8Ss/S, y de 18S, descrito
maés adelante), la liberacion de los Gltimos factores de ensamblaje y la asociacion de las Gltimas
proteinas ribosémicas. En el citoplasma, la subunidad 60S se somete a un proceso de control de
calidad que asegura su correcto ensamblaje (integridad del sitio P de union de los ARNt) antes de
unirse a la subunidad pre-40S (Woolford y Baserga 2013). Para completar su maduracion, la
subunidad pre-40S forma un complejo con la subunidad 60S ya madura. Como se menciona mas
adelante, este complejo es esencial para catalizar el paso del pre-ARNr 20S a su forma madura 18S
(Turowski et al. 2014). La formacion de este complejo también podria servir para testar el correcto
ensamblaje de la subunidad 40S (Woolford y Baserga 2013).
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Figura 1.3: Esquema general que muestra el proceso de maduracion del ribosoma eucariota. Tras la
escisién endonucleolitica en Ay, las subunidades pre-60S (66S) y pre-40S (43S) maduran de manera paralela e
independiente. Tomado de Woolford y Baserga, 2013.
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1.1.2 Maduracion de la subunidad 40S en eucariotas.

Como se ha mencionado en el apartado anterior, tras el corte endonucleolitico en el sitio A, se genera
el pre-ARNr 20S. Este pre-ARNTr viaja al citoplasma asociado a las particulas pre-40S. La ultima
etapa de maduracion consiste en el corte endonucleolitico en el sitio D, catalizado por la
endonucleasa Nob1, que supone la conversion del pre-ARNr 20S en el ARNr 18S definitivo (Fatica
et al. 2003) (Ferndndez-Pevida et al. 2015). Para que se produzca este Gltimo corte es necesaria la
asociacion de la subunidad pre-40S con la subunidad 60S ya madura, asi como la participacion del
factor de ensamblaje Riol (Turowski et al. 2014).

1.1.3 Maduracion de la subunidad 60S en eucariotas.

Tras el corte endonucleolitico en A, el proceso de maduracién de la subunidad 60S se subdivide en
dos vias que transcurren de modo paralelo e independiente (Figura 1.2). Ambas vias finalizan con la
formacion del ARNr 25S, mientras que el ARNr 5,8S presenta dos variantes distintas denominadas
5,8Ss (via de procesamiento principal) y 5,8S, (via de procesamiento minoritaria). Estas dos especies
de ARNr difieren respectivamente en la ausencia o presencia en su extremo 5° de una secuencia de
6 nucledtidos (Fernandez-Pevida et al. 2015) (Woolford y Baserga 2013). Ambas formas del ARNr
5,8S son funcionales y se encuentran en la estructura final de los ribosomas. La significacién de estas
dos vias alternativas es desconocida hasta la fecha. A medida que se producen las distintas etapas
del procesamiento, la particula pre-60S transita del nucléolo al nucleoplasma, y del nucleoplasma, a
través del poro nuclear, al citoplasma, donde tienen lugar las Gltimas etapas de su maduracion y su
asociacion final con la subunidad 40S (consultese Figura 1.3) (Woolford y Baserga 2013).

La via principal de procesamiento se produce en el 85% de los transcritos y comienza con el corte
endonucleolitico en el sitio As, catalizado por la ribonucleasa MRP de manera post-transcripcional
(Fernandez-Pevida et al. 2015). Dos factores de ensamblaje, Rrp5 y Dbp3 han sido también
relacionados con la escision del sitio As (Weaver, Sun, y Chang 1997) (Lebaron etal. 2013)
(Fernandez-Pevida et al. 2015). Posteriormente se produce la transformacion del pre-ARNr 27SAs
en 27SBs, gracias a la accion de las exonucleasas Ratl, Rrpl7 y Xrnl, que catalizan la degradacién
exonucleolitica 5°-3" entre los sitios Az y Bs, generando asi el extremo 5™ definitivo del ARNr 5,8Ss
(Fernandez-Pevida et al. 2015).

Adicionalmente, esta digestion exonucleolitica requiere de la participacion de una serie de factores
de ensamblaje que se unen al pre-ARNr de forma jerarquica y en muchos casos interdependiente
(Sahasranaman et al. 2011) (Dembowski, Kuo, y Woolford 2013) (Woolford y Baserga 2013).

En primer lugar se unen los factores del subcomplejo Pwp1l, que posibilitan la unién de un conjunto
de factores de ensamblaje denominados “factores As". Este grupo de 6 factores esta formado por las
proteinas Nop7, Ytm1, Erbl, RIp7, Nop15y Cic1/Nsa3, cuya union al pre-ARNTr es interdependiente
(Sahasranaman et al. 2011). La proteina Rrpl también se considera parte de este subconjunto de
proteinas, pero a diferencia del resto se asocia al pre-ARNr de forma independiente. Este conjunto
de proteinas se une al pre-ARNr mucho antes de que su accion tenga lugar (ya estan presentes en el
pre-ARNr 27SA; (Sahasranaman et al. 2011), y presentan sitios de interaccién situados en la regién
ITS2, el extremo 3" de 5,8S y el extremo 5™ de 25S (Granneman, Petfalski, y Tollervey 2011).
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Figura 1.4: Resumen esquematico en el que se muestra el orden de asociacion de los distintos factores de
ensamblaje requeridos para el procesamiento de los pre-ARNr 27SAs y 27SBs. Tomado de Woolford y
Baserga 2013.

Algunas de estas proteinas se organizan en subcomplejos, como es el caso del subcomplejo formado
por Nop7, Erbl y Ytm1, denominado complejo PeBoW (Miles et al. 2005). La unién de los factores
As al pre-ARNr permite a su vez la asociacion de HAS1 y DRS1 (Woolford y Baserga 2013)
(Dembowski et al. 2013). HAS1 y DRS1 son helicasas con actividad ATPasa pertenecientes a la
familia "DEAD-box". Como se vera mas adelante, HAS1 participa también en el procesamiento de
la subunidad pre-40S (Dembowski et al. 2013). La asociacion de HAS1 y DRS1 al pre-ARNr
posibilita por dltimo la asociacion de las proteinas ribosémicas L17, L26, L35 y L37 (Woolford y
Baserga 2013). Segun la dltima nomenclatura disponible (Ban etal. 2014), estas proteinas
ribosémicas se corresponden con ulL22, ulL24, uL29 y eL37 respectivamente. Evidencias
experimentales sugieren que la proteina L17/uL22 actuaria bloqueando el avance del proceso de
degradacion exonucleolitica catalizado por Ratl, Xrnly Rrpl7 maés alla del punto Bs. En ausencia
de los factores As, L17/uL22 no puede unirse al pre-ARNr 27SAz y ello se traduce en la degradacion
exonucleolitica del pre-ARNr completo a cargo de Ratl1, Xrnly Rrpl7. Estas tres enzimas, por tanto,
pueden jugar un papel bien en el procesamiento del pre-ARNr o bien en su degradacion, segun las
circunstancias (Sahasranaman etal. 2011). La Figura 1.4 muestra un esquema-resumen de los
distintos factores de ensamblaje necesarios para el paso del pre-ARNr 27SAs a 27SBs, asi como el
paso de 27SBs a 25,5S y 7S. Esta Ultima transicion requiere de la participacion de los llamados
“factores B”.

Los factores As, junto con las proteinas ribosémicas L17/ulL22, L26/uL24, L35/uL29 y L37/eL.37
podrian jugar un papel en la maduracion del pre-ARNr en etapas posteriores al procesamiento de
27SAs, concretamente favoreciendo el procesamiento de 27SBs para formar las especies 25,55y 7S.
Este conjunto de proteinas contribuyen al correcto plegamiento de las secuencias 5,8Ss y 25S del
ARNr, junto con la region ITS2 situada entre ambas. Tras la disociacion de los factores As
coincidiendo con la salida de la subunidad pre-60S del nucléolo (véase Figura 1.5), las proteinas

20



ribosémicas L17/uL22, L26/uL24, L35/uL29 y L37/eL.37 se encargarian de mantener el correcto
plegamiento de los ARNr 5,8Ss y 25S, favoreciendo asi la posterior maduracion del pre-ARNr
(Sahasranaman et al. 2011) (Granneman et al. 2011).

La via de procesamiento minoritaria se produce en un 15% de los transcritos (Woolford y Baserga
2013) (Fernandez-Pevida et al. 2015) e implica la transformacion directa del pre-ARNr 27SA; en
27SB. gracias a un corte endonucleolitico en el sitio Bi, generandose asi el extremo 5 'maduro del
ARNr 5,8S,. A partir de este punto, ambas vias de procesamiento transcurren de manera idéntica
(Figura 1.2). Al igual que sucede con el corte en el sitio As, el corte en el sitio B1. se produce de
manera post-transcripcional (Ferndndez-Pevida et al. 2015).

Casi de manera simultanea al procesamiento en el sitio By 0 Bis, se produce la degradacion
exonucleolitica de la region 3 ETS entre los sitios Boy B>, con lo que se completa el procesamiento
del extremo 3™ de ARN 25S. Se ha postulado que este proceso de degradacion es producido por la
exonucleasa Rex1, aunque esta hip6tesis aun no ha sido confirmada experimentalmente mediante el
uso de mutantes deleccionados para el gen REX1 (Ferndndez-Pevida et al. 2015).

El procesamiento de la region ITS2 es el Gltimo paso para la separacion completa de los tres ARNr
codificados por la secuencia 35S (18S; 5,8S y 25/28S). El primer paso para ello es el corte
endonucleolitico en el sitio C,. Para ello se requiere la union de un conjunto de factores de ensamblaje
denominados " factores B". Se trata de un conjunto de 14 proteinas con funciones variadas (proteinas
de union a ARN, helicasas, GTPasas, proteinas estructurales, metiltransferasas), pero ninguna de
ellas tiene actividad nucleasa. La endonucleasa encargada de producir el corte en C, es actualmente
desconocida (Fernandez-Pevida et al. 2015). Al igual que sucede con el procesamiento de 27SAs, los
factores B se unen de manera jerarquica a través de dos rutas de reclutamiento paralelas que
convergen en la incorporacién de NOG2, una GTPasa que juega un papel esencial en el corte en el
sitio C, y el procesamiento posterior del fragmento 7S generado. Cuatro de los factores B presentan
actividad NTPasa, lo que sugiere que este conjunto de proteinas estarian implicadas en la
remodelacién estructural del pre-ARNr 27SB (Talkish et al. 2012). Muchos de estos factores se unen
a la particula pre-60S en etapas tempranas, mientras que NSA2 y NOG2 son los Gltimos en unirse, y
lo hacen cuando el pre-ARNr 27SB ya esta formado (Talkish et al. 2012) (Gamalinda et al. 2013).
La union de NSA2 y NOG?2 a la particula pre-60S es dependiente de la asociacion previa de las
proteinas ribosémicas L17/uL22, L35/uL29 y L37/eL37. De este modo, se postula que estas tres
proteinas ribosémicas estan implicadas en el procesamiento de ambas regiones intergénicas (ITS1 e
ITS2). Su papel en estos procesos seria el de promover cambios estructurales en el pre-ARNr que
faciliten su procesamiento (Fernandez-Pevida et al. 2015) (Gamalinda et al. 2013).

Una vez separados los pre-ARNr 25,5S y 7Ss/S, tras el corte endonucleolitico en C,, se produce su
maduracion hasta formar las especies definitivas de ARNr 25S y 5,8Ss/S.. Las enzimas
exonucleoliticas Ratl, Xrnly Rrpl17 son las encargadas de degradar el extremo 5™ del ARNr 25,55
hasta producir el ARNr 25S definitivo (Woolford y Baserga 2013) (Fernandez-Pevida et al. 2015).
Por otro lado, el pre-ARNr 7Ss/S, es procesado en su extremo 3 hasta formar el ARNr 5,8Ss/S,. Este
procesamiento sigue un camino complejo que consta de cuatro etapas sucesivas. Las dos primeras se
producen en el nucleoplasma e implican la participaciéon del exosoma, un complejo multiproteico
formado por nueve proteinas distintas. La accion exonucleolitica, sin embargo, no depende del
exosoma sino de las exonucleasas Rrp44 y Rrp6 (Ferndndez-Pevida et al. 2015). Las dos ultimas
etapas se producen en el citoplasma y estan catalizados por las exonucleasas Rex1, 2 y 3; y por la
nucleasa Ngl2, respectivamente. Se desconoce si Ngl2 acttia como endo o exonucleasa (Fernandez-
Pevida et al. 2015).
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El ARNr 58S es transcrito a partir del ADNr nucleolar por la ARN polimerasa Ill. Su proceso de
maduracion es mucho mas sencillo que el del resto de especies de ARNr e implica Unicamente una
etapa de procesamiento exonucleolitico en su extremo 3°. Esta reaccion es catalizada por la enzima
Rex1 y constituye una etapa no esencial en el procesamiento ribosémico. En ausencia de Rexl1, el
ARNr 5S con una extension en su extremo 3" es capaz de incorporarse a la subunidad 60S (van Hoof
2000) (Fernandez-Pevida et al. 2015). EI ARNr 5S maduro se asocia con las proteinas ribosémicas
L5/uL18 y L11/uL5 para formar un complejo ribonucleoproteico. Este complejo se asocia con la
subunidad pre-60S durante su etapa de maduracion nucleolar (Kressler et al. 2012) (Kressler et al.
2017).

1.1.4 Papel de las proteinas en el ensamblaje del ribosoma eucariota.

Las proteinas que participan en el ensamblaje de los ribosomas se pueden dividir en dos grupos. Las
proteinas ribosémicas son aquellas que forman parte de la estructura madura de los ribosomas. Por
otro lado, los factores de ensamblaje o factores de biogénesis ribosémica constituyen un conjunto de
proteinas que intervienen en la biogénesis del ribosoma (y en consecuencia aparecen unidas a las
particulas pre-ribosémicas), pero no forman parte de la estructura final de los ribosomas. Ambos
grupos de proteinas tienen importantes funciones en la biogénesis y posterior funcionamiento de los
ribosomas (de la Cruz, Karbstein, y Woolford 2015) (Kressler et al. 2017).

1.1.4.1 Papel de las proteinas ribosémicas en la biogéneis del ribosoma.

Los ribosomas eucariotas contienen 80 proteinas ribosomicas (79 en el caso de levaduras) (Kressler
et al. 2017). Se ha determinado que 64 de las 79 proteinas ribosémicas de levaduras son esenciales
para la supervivencia celular (Woolford y Baserga 2013). Diversas mutaciones en estas proteinas se
relacionan con el desarrollo de un conjunto de enfermedades denominadas ribosomopatias,
caracterizadas por diversos defectos en el ensamblaje y funcion de los ribosomas (véase apartado
1.2.1.1). Las manifestaciones clinicas de éstas enfermedades son muy variadas, y en muchos casos
implican una mayor susceptibilidad al desarrollo de distintos tipos de cancer (Venturi y Montanaro
2020).

Las proteinas ribosdmicas, junto con los factores de ensamblaje, juegan un importante papel en la
biogénesis de los ribosomas, concretamente acttan promoviendo el correcto plegamiento del ARNr
al que se unen. La union de las proteinas ribosémicas al pre-ARNr se produce de manera jerarquica
y cooperativa (la union de ciertas proteinas ribosémicas “tempranas” facilita la union de otras
proteinas ribosomicas “tardias’) (de la Cruz et al. 2015). Las proteinas ribosémicas de unién mas
temprana estan implicadas en las primeras etapas de maduracién de la subunidad correspondiente,
mientras que las que se unen tardiamente estan implicadas en las etapas tardias. Esta union jerarquica
viene determinada por la region del ribosoma maduro que ocupe cada proteina ribosémica. Por
ejemplo, las proteinas ribosémicas que se unen a la region 5°ETS del pre-ARNr 35S estan implicadas
en la maduracion temprana de la subunidad 40S, mientras que las que se unen al extremo 3 del pre-
ARNr 20S estan implicadas en la maduracion tardia de ésta subunidad (Woolford y Baserga 2013)
(de la Cruz et al. 2015).
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1.1.4.2  Papel de los factores de ensamblaje en la biogénesis ribosémica.

Como ya se ha mencionado, los factores de ensamblaje son un grupo muy heterogéneo de proteinas
a nivel funcional y estructural (Kressler, Hurt, y Bapler 2010) (Woolford y Baserga 2013). Algunas
de estas proteinas poseen una actividad enzimatica reconocida (ATPasas, GTPasas, kinasas,
fosfatasas, helicasas) mientras que otras carecen de actividad enzimatica. Cada factor de ensamblaje
ejerce su funcion en una etapa especifica del proceso de biogénesis ribosémica. La inmensa mayoria
restringen su actividad a una de las dos subunidades del ribosoma eucariota (40S o 60S). Por lo tanto,
cada subunidad requiere de la participacion de un conjunto especifico de factores de ensamblaje para
su maduracion (Woolford y Baserga 2013) (Klinge y Woolford 2019). Sin embargo, existen tres
factores de ensamblaje (HASL1, Rrp5 y Prp43) que estan implicados en la biogénesis de ambas
subunidades (Dembowski et al. 2013). Puesto que este trabajo esta enfocado sobre el proceso de
biogénesis de la subunidad 60S, en los siguientes apartados nos centraremos en los factores de
ensamblaje implicados en la biogénesis de esta subunidad. La Figura 1.5 resume de manera
esquematica el orden de entrada y salida de los distintos factores de ensamblaje implicados en el
proceso de maduracion de la subunidad 60S.
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Figura 1.5. Representacion esquem@tica del proceso de maduracion de la subunidad 60S. Se indican los
momentos de entrada y salida de los distintos factores de ensamblaje que se unen a distintas regiones del pre-
ARNr (representado en la parte superior). A medida que progresa su maduracion, la subunidad pre-60S va
transitando entre el nucléolo, el nucleoplasma y el citoplasma. Tomado de Klinge y Woolford, 2019.
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1.1.4.2.1 Factores de ensamblaje con actividad enzimética.

¢ Endonucleasas y exonucleasas. Estas enzimas son las encargadas de catalizar los distintos cortes
endo y exonucleoliticos necesarios para el procesamiento del pre-ARNTr hasta formar los distintos
ARNr maduros. Las més destacadas dentro de este grupo son las enzimas Ratl, Xrnl y Rrpl7,
exonucleasas encargadas de catalizar el paso de 27SA; a 27SBs (Sahasranaman et al. 2011). Estas
tres enzimas también estan implicadas en el procesamiento del pre-ARNr 25,5S para dar lugar al
ARNTr 25S (Woolford y Baserga 2013) (Fernandez-Pevida et al. 2015).

e Familia de las DExD/H-box ATPasas. Dentro de esta denominacién se engloban las familias
DEAD-box, DEAH-box, DExD-box y DExH-box, pertenecientes a la superfamilia SF2 de helicasas
(Cordin et al. 2006). Estas enzimas se caracterizan por la presencia de 8 motivos de secuencia entre
los que destaca el motivo Walker B (0 motivo DEAD/DEAH/DEXD/DEXH segun la familia
especifica) del que se deriva su nomenclatura. En el contexto de la biogénesis ribosémica, son
enzimas que utilizan la energia derivada de la hidrélisis del ATP para catalizar la remodelacion de la
estructura del pre-ARNr, lo cual implica cambios en las interacciones ARN:ARN o ARN: proteina.
Estos cambios a menudo implican la escision o incorporacion de distintos factores de ensamblaje. Se
han descrito hasta la fecha siete DExD/H-box ATPasas implicadas en el procesamiento de la
subunidad 40S, diez DExD/H-box ATPasas implicadas en el procesamiento de la subunidad 60S, y
dos DExD/H-box ATPasas implicadas en la maduracién de ambas subunidades (Kressler et al. 2010).
Dentro de esta familia cabe destacar las enzimas HAS1 (implicada en la biogénesis de ambas
subunidades 40S y 60S) y MAKS5 (implicada en la maduracion de la subunidad 60S) de las que se
hablara mas adelante.

e Enzimas pertenecientes a la familia de las AAA-ATPasas. Se trata de un grupo de enzimas
perteneciente a la familia de las P-loop NTPasas (Prattes et al. 2019). Estas enzimas se caracterizan
por la presencia de un dominio AAA (siglas de ATPases associated with diverse cellular activities)
en el que reside la actividad catalitica y que les permite actuar como “maquinas moleculares’
catalizando la remodelacion de diversos complejos macromoleculares, incluyendo el pre-ribosoma
(Erzberger y Berger 2006) (Prattes et al. 2019). Tres enzimas pertenecientes a esta familia, Rix7,
Real/Mdnly Drgl estan implicadas en la biogénesis de la subunidad 60S (Prattes et al. 2019) . Cada
una de estas enzimas utiliza la energia derivada de la hidrélisis de ATP para catalizar la escision de
factores de ensamblaje especificos. Concretamente, la enzima Real, actta en dos etapas diferentes
de la maduracion de la subunidad 60S. En el nucléolo cataliza la escisién de los ya mencionados
factores de ensamblaje Erbl y Ytm1, implicados en el procesamiento del pre-ARNr 27SA; (apartado
1.1.3). Este paso se considera un prerrequisito para que la particula pre-60S pueda pasar del nucléolo
al nucleoplasma. En el nucleoplasma, Real cataliza la escision del factor de ensamblaje Rsa4. Por
su parte, la enzima Rix7 cataliza en el nucléolo la escision de la proteina Nsal, implicada en la
maduracion temprana de la subunidad pre-60S. Por Gltimo, la enzima Drgl actta en las Gltimas
etapas de maduracion de la subunidad pre-60S, catalizando en el citoplasma la escision de la proteina
RIp24 (Prattes et al. 2019).

e Enzimas con actividad GTPasa. Las GTPasas son una superfamilia de proteinas caracterizada
por la presencia de un dominio G, constituido por 5 motivos de secuencia denominados G1-G5
(Kressler et al. 2010). Esta superfamilia se subdivide en diversas familias cuyos miembros estan
implicados en una gran variedad de procesos celulares (Leipe et al. 2002). Se han descrito 6 GTPasas
implicadas en la maduracion ribosémica, 5 de ellas implicadas en la maduracién de la subunidad
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60S: NOG1, NOG2, NUGL, Efll y Lsgl; mientras que una esta implicada en la maduracion de la
subunidad 40S (Bmsl) (Kressler et al. 2010). Como ya se ha mencionado (véase apartado 1.1.3),
NOG1 y NOG2 forman parte del grupo de los factores B, implicados en el procesamiento del pre-
ARNr 27SB (Woolford y Baserga 2013) (Talkish etal. 2012). NUG1 esta implicada en el
reclutamiento de la helicasa Dbp10 durante las etapas tempranas de maduracién de la subunidad 60S
(Manikas et al. 2016). Las GTPasas Efl1 y Lsgl participan en las Gltimas etapas de maduracion
citoplasmética de la subunidad 60S (Kressler et al. 2010). Por ultimo, la GTPasa Bms1 esta implicada
en el reclutamiento de Rcll a la particula 90S, lo cual constituye un prerrequisito para la
incorporacién del snoARN U3 (Kressler et al. 2010).

e Enzimas modificadoras del ARNTr: se trata de complejos ribonucleoproteicos pequefios del
nucléolo (snoRNPs, por small nucleolar Ribonucleoproteins) formados por un fragmento de ARN,
denominado snoARN (small nucleolar Ribonucleic Acid) y varias proteinas. Estos complejos son los
encargados de catalizar las reacciones de modificacion post-transcripcional del pre-ARNr (Watkins
y Bohnsack 2012). Se ha estipulado que estas reacciones tienen lugar durante las etapas iniciales de
la maduracion ribosémica, a medida que el pre-ARNTr es transcrito (BaBler y Hurt 2019). Por esta
razén, los snoRNPs se relacionan fundamentalmente con el procesamiento de la subunidad 40S.

Existen dos tipos de snoRNPs en levaduras, nombrados en funcién de las secuencias conservadas de
los snoARNs que los componen (Woolford y Baserga 2013) (Watkins y Bohnsack 2012). Los
pertenecientes a la clase "hox C/D” estdn implicados en catalizar la metilacion (2°-O-ribosa
metilacién) del pre-ARNTr, mientras que los pertenecientes a la clase “box H/ACA” estan implicados
en catalizar la pseudouridilacion del pre-ARNr. Cada uno de estos dos tipos de sSnoRNPs se compone
de distintas proteinas, una de las cuales es responsable de la actividad enzimética, mientras que el
resto intervienen en la unién del complejo al ARN. El snoARN actua hibridando con la secuencia
del pre-ARNTr que va a ser modificada por la correspondiente enzima. La composicion proteica de
las dos clases de sSnoRNPs se resume en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1: Tabla-resumen mostrando la composicion proteica de las diferentes clases de

snoRNPs.”

Funciondela g, o/ Box H/ACA
proteina
Enzima de Fibrilarina/Nop1 Cbfs
modificacion
Union al ARN Snul3 Nhp2

Nop56 Nop10

Nop58 Garl

*Tabla adaptada de Woolford y Baserga, 2013.

Hasta la fecha se han descrito mas de 80 snoRNPs implicados en la biogéneis del ribosoma eucariota
(BaRler y Hurt 2019). Algunos de estos snoORNPs estan implicados en el procesamiento del pre-ARNr
pero no en la modificacion de nucleétidos, mientras que otros estan implicados en ambos procesos
(Tabla 1.2). Los snoRNPs U3, U14, snR10 y snR30 intervienen en la maduracién de la subunidad
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40S. Por otro lado, el complejo MRP actlia catalizando el corte en el sitio As, como parte del
procesamiento de la subunidad 60S (Woolford y Baserga 2013).

Tabla 1.2: Funcionalidad de los distintos snoRNPs en el procesamiento/modificacion post-
transcripcional del pre-ARNr.*

snoARN Clase ¢ Esencial? Funcion
U3 Box C/D Si Procesamiento
ul14 Box C/D Si Procesamiento y
2'-O-metilacién
snR30 Box H/ACA  Si Procesamiento
snR10 Box H/ACA No Procesamiento y
pseudouridilacion
ARNasa Unica Si, pero no para Procesamiento
MRP procesamiento

*Tabla adaptada de Woolford y Baserga, 2013.

1.1.4.2.2  Factores de ensamblaje sin actividad enzimatica.

Muchos factores de ensamblaje carecen de una actividad enzimética reconocida. Estos factores
actian promoviendo la remodelacion estructural de la particula pre-ribosémica. Muchos de estos
factores se organizan en sub-complejos que se unen al pre-ribosoma de manera jerarquica y
cooperativa. Su union provoca los cambios estructurales necesarios para la unién/escision de otros
factores de ensamblaje o la unién de proteinas ribosémicas. A continuacion se detallan algunos de
los subcomplejos que participan en la biogénesis de la subunidad 60S del ribosoma y que son de
interés en este trabajo:

e Complejo PeBoW: se trata de un complejo heterotrimérico formado por las proteinas Nop7, Erbl
y Ytm1 en Saccharomyces cerevisiae (levadura del pan) (Miles et al. 2005) y sus homologos Pes1,
Boply WDR12 respectivamente en células de mamifero (Holzel et al. 2005:12). En levaduras recibe
el nombre de subcomplejo Nop7, mientras que en humanos se denomina complejo PeBoW. En
adelante se hard referencia a este complejo como complejo PeBoW. Las tres proteinas que componen
este complejo estan altamente conservadas desde levaduras a humanos (Holzel et al. 2005:12) (Tang
et al. 2008).

El complejo PeBoW ejerce un papel esencial en la biogénesis de la subunidad 60S tanto en levaduras
como en células de mamifero (Miles et al. 2005) (Rohrmoser et al. 2007). Como ya se ha mencionado
(véase apartado 1.1.3), estas tres proteinas forman parte del grupo de los factores As, implicados en
el procesamiento del pre-ARNr 27SAz para dar lugar al pre-ARNr 27SBs (Woolford y Baserga 2013)
(Granneman etal. 2011). La incorporacion de estas tres proteinas a la particula pre-60S es
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interdependiente, tal y como sucede con el resto de los factores As; (Tang et al. 2008) (Sahasranaman
et al. 2011).

Una particularidad del complejo PeBoW es que se presenta como heterotrimero tanto en el contexto
del pre-ribosoma como fuera de él (Miles et al. 2005). Es posible reconstruir in vitro el complejo a
partir de sus componentes individuales Nop7, Erbl y Ytml procedentes de levaduras o de
Chaetomium thermophilum (Wegrecki, M (2015). Structural, biophysical and functional
characterization of Nop7-Erb1-Ytmlcomplex and its implications in eukaryotic ribosome biogenesis
[Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia) (Orea Ordéfiez, L. (2022). Estructura y
funcion del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles herramientas terapéuticas
[Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia).

Las proteinas Erbl y Ytm1 se caracterizan por la presencia de un dominio -propeller en su extremo
carboxi-terminal. En ambos casos, este dominio est4d compuesto por siete aspas organizadas en torno
aun eje central (Figura 1.6C). Cada una de estas aspas esta constituida por un motivo WD40 formado
por 4 laminas f antiparalelas (Marcin, Neira, y Bravo 2015) (Wegrecki et al. 2015). El dominio -
propeller, cuya unidad bésica estructural es el motivo WDA40, est4d ampliamente representado en
células eucariotas. EI motivo WD40 se denomina asi por la presencia de un dipéptido conservado
Trp-Asp en su secuencia. Se considera que este dominio actia como plataforma facilitando
interacciones entre proteinas implicadas en una gran variedad de procesos celulares (Stirnimann et al.
2010) (Chen, Chan, y Wang 2011).

Los primeros estudios del complejo PeBoW en levaduras revelaron que Erbl ocupa una posicion
central en el mismo, estableciendo interacciones con Ytm1l y Nop7 (Tang etal. 2008). El grupo
dirigido por el Dr. Bravo ha logrado la resolucion estructural mediante difraccion de rayos X del
heterodimero formado por Ytml y el dominio B-propeller de Erbl usando el hongo termofilo
Chaetomium thermophilum como modelo experimental (Figura 1.6B).

En esta estructura se muestra que ambas proteinas interaccionan entre si a través de sus respectivos
dominios B-propeller. El establecimiento de esta interaccion fue confirmado mediante distintas
técnicas experimentales in vitro (Wegrecki et al. 2015). Actualmente se dispone de la estructura
tridimensional del complejo PeBoW en el contexto de la subunidad pre-60S de levaduras (Kater
et al. 2017).

Esta informacion estructural ha permitido confirmar el modo de interaccion de Erbly Ytm1 a través
de sus dominios [-propeller. Por otro lado, Erbl presenta un largo dominio amino-terminal
desplegado a través del cual interacciona con Nop7 en el contexto del pre-ribosoma (Figura 1.6A).
Esta region amino-terminal comprende en levaduras los aminoacidos 1-426, mientras que la region
carboxi-terminal que contiene el dominio B-propeller comprende los aminoécidos 427-807 (Marcin
et al. 2015). En Chaetomium thermophilum, la regién amino-terminal comprende los aminoacidos 1-
431, y el dominio B-propeller comprende los aminoacidos 432-801 (véase PDB ID: 5CXB).

Mediante experimentos in vitro usando las proteinas de Chaetomium thermophilum se ha establecido
a su vez que el dominio B-propeller de Erbl es capaz de interaccionar con ARN, lo cual podria
contribuir a la unién del complejo PeBoW al pre-ARNr (Marcin, Neira, y Bravo 2015). La region
amino-terminal extendida de Erbl le permite establecer interacciones con diversos factores de
ensamblaje pre-ribosomicos (Nop16, HAS1, Spbl, Brx1, Ebp2, NOC3) (Figura 1.7) (Kater et al.
2017). En este trabajo, sin embargo, nos centraremos en la interaccion establecida entre Ytm1y Erbl.
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En su extremo amino-terminal Ytm1 presenta un dominio tipo ubiquitina (Ubiquitin-like domain o
UBL) que no participa en su interaccion con Erbl (Figura 1.6B). En Chaetomium thermophilum,
dicho dominio ocupa los primeros 97 residuos de la secuencia, mientras que los aminoacidos 98-495
forman el dominio -propeller (véase PDB ID: 5CXB).

Los componentes del complejo PeBoW aparecen ya asociados al pre-ribosoma en sus primeras
etapas de maduracion (Sahasranaman et al. 2011). Este complejo es escindido de la subunidad pre-
60S por la AAA-ATPasa Real al final de la etapa de maduracidén nucleolar (Baliler et al. 2010)
(Prattes et al. 2019). Sin embargo, las Gltimas revisiones sobre el proceso de maduracion ribosémica
apuntan la posibilidad de que el heterodimero Erb1/Ytm1 se una a la particula pre-60S de manera
independiente de Nop7 (Figura 1.5). Esta hipotesis supondria la incorporacion y escision por
separado del heterodimero Erb1/Ytm1 y de Nop7 a la particula pre-60S (Klinge y Woolford 2019).

Los dominios B-propeller de ambas proteinas Erbl y Ytm1 interaccionan entre si con gran afinidad
en Chaetomium thermophilum, y esta interaccion puede ser debilitada mediante la introduccion de
una mutacion puntual en Erbl (Wegrecki et al. 2015). Estudios previos en levaduras han establecido
la importancia de la interaccion entre Erbl y Ytm1 para la incorporacion del complejo PeBoW al
pre-ribosoma, la correcta maduracion de la subunidad 60S y su exportacion al citoplasma. La
introduccion de mutaciones puntuales en Erbl o Ytml que debiliten la interaccion entre ambos
factores de ensamblaje se traduce en defectos en la incorporacion del complejo PeBoW al pre-
ribosoma gue a su vez dan lugar a un defecto global en la maduracién de la subunidad 60S (Miles et
al. 2005) (Wegrecki et al. 2015).

El grupo dirigido por el Dr. Jeronimo Bravo ha disefiado recientemente una serie de péptidos de
interferencia dirigidos contra la interaccion entre Erb1 y Ytm1 de Chaetomium thermophilum (Orea-
Ordodfiez, Masia, y Bravo 2021). El disefio de estos péptidos se basa en la informacién estructural
relativa a la interaccion entre Erbl y Ytm1 a través de sus dominios B-propeller en este organismo
(Wegrecki et al. 2015). Estos péptidos se corresponden con distintas secuencias de Erb1 o Ytm1 que
se encuentran en la zona de interaccion entre ambas proteinas.

El uso de péptidos de interferencia ha ganado una creciente importancia en los Gltimos afios como
estrategia para disrumpir interacciones proteina-proteina que sean relevantes para el desarrollo de
distintas patologias (Wéjcik y Berlicki 2016), razon por la que esta estrategia fue seleccionada en el
caso de la interaccion Erb1/Ytm1. El objetivo final es provocar el bloqueo selectivo de la biogénesis
ribosémica y la consecuente activacion de los mecanismos celulares de apoptosis celular (ver
apartado 1.2.2 de la Introduccion).
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Figura 1.6: Estructura tridimensional del complejo PeBoW en el contexto del pre-ribosoma y fuera de
él. A. Estructura del complejo PeBoW formado por las proteinas Nop7 (amarillo), Erbl (verde) y Ytm1 (azul)
en el contexto del pre-ribosoma de levaduras. (PDB ID: 6ELZ). El resto de proteinas ribosémicas y factores
de ensamblaje presentes en la estructura, asi como el pre-ARNr se muestran en gris. Se muestra en detalle la
interaccion entre Ytm1y la regidn carboxi-terminal de Erb1. B. Estructura del heterodimero formado por Ytm1
(azul) y laregidn carboxi-terminal de Erb1 (verde, aminoacidos 432-801) en Chaetomium thermophilum (PDB
ID: 5CXB). C. Estructura del dominio B-propeller de Erbl de Saccharomyces cerevisiae. Se muestran los
motivos WD40 numerados del 1 al 7 en sentido antihorario. Tomado de Marcin, Neira, y Bravo 2015.
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SPB1
BRX1
EBP2
NOC3

Figura 1.7: Interacciones establecidas entre el complejo PeBoW vy distintos factores de ensamblaje
ribosomicos en el contexto de la particula pre-60S. Estructura del complejo PeBoW (Ytm1 en azul, Erbl en
verde, Nop7 en amarillo) en el contexto del pre-ribosoma de levaduras (PDB ID: 6ELZ) (arriba). Se muestra
la red de interacciones que establece Erb1 en el contexto de la biogénesis ribosémica (abajo).

e Complejos formados por las proteinas NOC: se trata de un grupo de cuatro proteinas
denominadas NOC1-4p (siglas de Nucleolar Organizing Complex associated protein). Las proteinas
NOC1, NOC3 y NOC4 comparten un dominio conservado de 45 amino&cidos ausente en NOC2,
denominado dominio NOC (Milkereit etal. 2001). Mediante herramientas de prediccion
bioinformética, se ha postulado que todos los miembros de esta familia presentarian similitud
estructural con las proteinas que contienen motivos HEAT/Armadillo. Este motivo estructural es
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caracteristico de proteinas implicadas en procesos de transporte intracelular, lo que subraya la posible
implicacion de los factores de ensamblaje NOC1-4 en estos procesos (Dlaki¢ y Tollervey 2004).

Las proteinas NOC1, NOC2 y NOC3 fueron descritas por primera vez por Milkereit y colaboradores
en el afio 2001 como un grupo de proteinas implicadas en el transporte de la subunidad pre-60S entre
el nucléolo, el nucleoplasma y el citoplasma (Milkereit et al. 2001). En este primer estudio se postulo
la organizacion de estas proteinas en dos complejos. EI complejo NOC1-NOC2 esta enriquecido en
los pre-ribosomas 90S y 66S, mientras que el complejo NOC2-NOC3 aparece enriquecido
exclusivamente en los pre-ribosomas 66S. En este primer estudio se postul6 que el complejo NOC1-
NOC2 estaria implicado en el transporte de la subunidad pre-60S entre el nucléolo y el nucleoplasma,
mientras que el complejo NOC2-NOC3 estaria implicado en el transporte entre el nucleoplasma y el
citoplasma (Milkereit et al. 2001).

Recientemente se ha establecido que el complejo NOC1-NOC2 juega un importante papel en la
regulacion del corte endonucleolitico en el sitio A.. Estas dos proteinas se unen al dominio | del
ARNTr 25S de modo co-transcripcional. El complejo NOC1-NOC2 interacciona a su vez con el factor
de ensamblaje Rrp5. La union de estas tres proteinas provoca un cambio de conformacion en la
proteina Rrp5, permitiéndose el corte en A, y la consiguiente separacion de las subunidades pre-40S
y pre-60S (Khoshnevis et al. 2019). Ambos factores de ensamblaje, por tanto, se unen a la subunidad
pre-60S en las etapas mas tempranas de su maduracién, mientras que la incorporacién de NOC3 es
maés tardia (Figura 1.5).

Por otro lado, la proteina NOC4, formando un subcomplejo con NOP14, esta implicada en la
maduracion de la subunidad pre-40S y su exportacién al citoplasma (Milkereit et al. 2003) (Kihn
et al. 2009).

1.1.4.2.3 Factores de ensamblaje de interés para este estudio.

En este apartado se describen las caracteristicas de una serie de factores de ensamblaje relevantes
para el presente estudio.

e NOGLI: esta proteina pertenece a la familia Obg de GTPasas (Leipe et al. 2002). Esta proteina
fue descrita por primera vez en el afio 2000 en un escaneo para identificar proteinas que
interaccionasen con la proteina nucleolar NOPP44/46 de Trypanosoma brucei (Park et al. 2001). Se
determiné que NOGL1 de Trypanosoma brucei posee homologos en una gran variedad de organismos
eucariotas, incluyendo Homo sapiens y Saccharomyces cerevisiae. La estructura de este factor de
ensamblaje incluye un dominio G compuesto de los 5 motivos G1-G5 que caracterizan a todas las
GTPasas (Leipe etal. 2002). Cuenta ademas con una larga extensién carboxi-terminal
desestructurada.

Los primeros estudios demostraron que la proteina NOG1 de Saccharomyces cerevisiae interacciona
con la subunidad pre-60S y es esencial para su correcta maduracion. Sin embargo, la union de
GTP/GDP al dominio G no afecta a la capacidad de NOG1 de unirse al pre-60S, aunque si afecta a
su funcion en la maduracién de la subunidad 60S (Fuentes et al. 2007). Aunque en un principio se
consideré a NOG1 una proteina exclusivamente nucleolar (Park et al. 2001) (Saveanu et al. 2003)
(Fuentes et al. 2007), mas adelante se determind que NOGL1 se asocia a la particula pre-60S en el
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nucléolo y viaja unida a ella hasta el citoplasma, donde se disocia y es transportada de vuelta al
nacleo para participar en la maduracion de otras subunidades pre-60S (Pertschy et al. 2007)
(Klingauf-Nerurkar et al. 2020) (Figura 1.5). Como se ha mencionado en el apartado 1.1.3, NOG1
forma parte de los llamados “factores B", implicados en promover el corte endonucleolitico en C,
(Talkish et al. 2012) (Woolford y Baserga 2013).

NOG1 forma un complejo con la proteina Rlp24. Se ha postulado que su disociacidn en el citoplasma
de la subunidad 60S inmadura depende de la actividad de la AAA-ATPasa Drgl (que provoca la
disociacion de RlIp24) asi como de la integridad de su propio dominio G (Klingauf-Nerurkar et al.
2020). Una vez asociado a la subunidad pre-60S, NOG1 interacciona con numerosos factores de
ensamblaje, entre los que se encuentran RIp24, elF6, Arx1, Mtrd y Nsa2. NOGL1 participa en la
maduracion del tanel de salida polipeptidico introduciendo en el mismo su largo extremo carboxi-
terminal (Wilson et al. 2020) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020).

La disociacion de NOG1 del pre-ribosoma estd implicada directamente en la maduracion de la region
“stalk” (implicada en la iniciacion de la traduccion) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020). En la Figura 1.8
se muestra un resumen esquematico del proceso de maduracion de la subunidad 60S en el citoplasma
y el papel que NOGL1 ejerce en dicho proceso.

Drg1°¥

l

Drg1

Lsg1 ATP ADP €L24

RIp24
Bud20

Ssai1/Ssa2
ATP ADP

PET maturation

Arx1 Reh1
Rei1

Lsgl Efl1/Sdo1
GTP GDP GTP GDP

PTC maturation

uL10 Yvh1 eL40 uL16

Nmd3 Reh1 Tif6
Lsg1

Figura 1.8: Resumen esquematico del proceso de maduracién de la subunidad pre-60S en el
citoplasma. La escision de NOG1 esta directamente implicada en la maduracion de la region “stalk”, pero
no es esencial para la maduracion del tune de salida polipeptidico (PET). Tomado de Klingauf-Nerurkar
et al. 2020.
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e MAKS: al igual que HASL, se trata de una proteina perteneciente a la familia DEAD-box de
helicasas. Esta proteina fue descrita por primera vez en 2003 (Zagulski et al. 2003). En este primer
estudio se la describe como una proteina nucleolar con un papel esencial para la biogénesis de la
subunidad 60S del ribosoma, concretamente implicada en la biogénesis de los ARNr 25S y 5,8S.
Estudios posteriores realizados en levaduras determinan que este factor de ensamblaje presenta
actividad ATPasa dependiente de ARN y que su actividad catalitica resulta esencial para que ejerza
su papel en la maduracion del ribosoma, concretamente promoviendo el paso del pre-ARNr 27SA a
27SB (Bruning et al. 2018). En este mismo estudio determinan mediante experimentos in vivo que
MAKS interacciona con las hélices H36, 37 y 39 situadas en el dominio Il del ARNr 25S. La union
de MAKS a esta region es esencial para garantizar la posterior union de la proteina ribosémica Rpl10
a la misma regidn durante las etapas tardias de la maduracién ribosémica en el citoplasma (Brining
et al. 2018).

Se ha relacionado a MAKS5 con la maduracion nucleolar de la particula pre-60S y se han establecido
una serie de interacciones funcionales entre MAKS5 y los factores de ensamblaje Ebp2, Nop16, Rpfl
y con las proteinas ribosémicas Rpl14/eL14, Rpl6/eL6 y Rpl16/uL13 (Pratte et al. 2013). Un estudio
publicado recientemente estudia el papel ejercido por MAKS5 en la escision de la particula 90S para
formar las particulas pre-60S y pre-40S (Ismail et al. 2022). En este trabajo se determina que MAKS5
ya esta presente en la forma méas temprana de la particula pre-60S y constituye, por tanto, uno de los
primeros factores de ensamblaje en unirse a esta particula. Sorprendentemente, la expresion de un
mutante de MAKS5 cataliticamente inactivo (MAK5 D333A) tiene un efecto dominante negativo
inhibiendo la escision de la particula 90S para formar las particulas pre-ribosémicas 40S y 60S. Estos
resultados avalan la participacion de MAKS5 en las primeras etapas de maduracion de la subunidad
60S.

e HASI: se trata de una helicasa de tipo "DEAD-box". Como vya se ha explicado (apartado
1.1.4.2.1), estas proteinas utilizan la energia derivada de la hidrélisis de ATP para catalizar una gran
variedad de procesos relacionados con el metabolismo del ARN. En el contexto del pre-ribosoma,
estas enzimas actlan favoreciendo la correcta remodelacion de la estructura pre-ribosémica
facilitando con ello la unién/escision de factores de ensamblaje, proteinas ribosémicas o snoRNPs
(Martin et al. 2013). Estudios efectuados con HAS1 de Saccharomyces cerevisiae demuestran que
este factor de ensamblaje posee actividad ATPasa dependiente de la presencia de ARN ribosémico.
Asimismo, HAS1 de levaduras posee in vitro actividad helicasa dependiente de su actividad ATPasa
(Rocak et al. 2005).

HAS1 es uno de los pocos factores de ensamblaje implicados en el procesamiento de ambas
subunidades 40S y 60S (Dembowski et al. 2013) (Emery et al. 2004). HAS1 presenta localizacion
nucleolar y aparece asociado a diversas especies de pre-ARNr: 35S, 27SA,, 27SAs, 27SB, 20Sy 7S,
lo cual evidencia su implicacion en la maduracion de ambas subunidades (Dembowski et al. 2013)
(Gnanasundram, Kos-Braun, y Ko$ 2019). HAS1 se asocia al pre-ribosoma 90S y tras la escision en
el sitio de corte A,, este factor de ensamblaje viaja unido a la particula 43S durante las primeras
etapas de su maduracion. Asimismo, HAS1 viaja unido a la particula 66S y se escinde de esta antes
de la union de NOG2 (Dembowski et al. 2013) (Figura 1.5). Se ha estipulado que dos unidades de
la proteina HAS1 podrian estar unidas simultdneamente al pre-ribosoma 90S. Tras la escision en el
sitio de corte A, estas dos proteinas quedarian unidas a las particulas pre-60S y pre-40S
respectivamente (Gnanasundram et al. 2019).
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Este factor de ensamblaje estd implicado tanto en las etapas iniciales del procesamiento del pre-
ARNTr (cortes endonucleoliticos en Ag, A1 Yy Az) como en las etapas méas tardias de este proceso
(procesamiento de los pre-ARNr 27SAs; y 27SBs) (Emery etal. 2004) (Brining etal. 2018).
Asimismo, HAS1 es esencial para la sintesis del ARNr 18S y por tanto para la formacién de la
subunidad 40S (Emery et al. 2004) (Dembowski et al. 2013).

Como se ha mencionado en apartados anteriores, la union de HAS1 a la particula pre-60S es
dependiente de los factores A; (Dembowski et al. 2013) (Woolford y Baserga 2013),y a su vez es
responsable de la union de una serie de proteinas ribosémicas (L17/uL22, L26/uL24, L35/uL29 y
L37/eL37). Estas proteinas ribosémicas seran importantes para el procesamiento del pre-ARNr 27SB
(corte en el sitio C;). La unién de éstas proteinas a la particula pre-ribosomica promueve la
remodelacién del pre-ribosoma permitiendo la interaccion entre las regiones 25S y 5,8S del ARNr
entre si (Dembowski et al. 2013). Estudios realizados con mutantes de HAS1 en Saccharomyces
cerevisiae demuestran que su actividad ATPasa/helicasa no es necesaria para la union y escision de
HAS1 de la particula pre-60S. Sin embargo, dicha actividad es necesaria para la union de las
proteinas ribosdmicas L26/uL24, L35/uL29 y L37/eL37, asi como para el eficiente procesamiento
del pre-ARNr 27SBs. Asimismo, la actividad ATPasa/helicasa de HAS1 es esencial para la
formacion del ARNr 18S. En ausencia de HASL, el pre-ARNr 27SA; es sometido a degradacion
exonucleolitica (Dembowski et al. 2013).

e CIC1: A diferencia de otros factores de ensamblaje como HAS1, NOG1 o MAKS5, CIC1 carece
de una actividad enzimatica reconocible. Esta proteina fue inicialmente relacionada con el
funcionamiento del proteasoma 26S encargado de la degradacion de las proteinas intracelulares poli-
ubiquitinadas (Jager 2001). En estudios posteriores se relaciond a CIC1 con la biogénesis de la
subunidad 60S del ribosoma. Estudios iniciales le asignaban un papel en la formacion de los ARNr
5,8S y 25S, asi como en el transporte de la particula pre-60S entre el nucléolo y el nucleoplasma
(Fatica A et al, 2003). Este factor de ensamblaje presenta una localizacion predominantemente
nucleolar y se une a la particula pre-60S en las etapas mas tempranas de su maduracion. CIC1 co-
purifica con las especies de pre-ARNr 27SA; y 27SB (Nissan 2002). Estudios posteriores
identificaron a esta proteina como parte de los “factores As", encargados de catalizar la maduracion
del pre-ARNr 27SAs (Dembowski et al. 2013). Mediante experimentos realizados en levaduras se ha
determinado que CICL1 interacciona con la region ITS2 del pre-ARNr, donde podria interaccionar
con los factores de ensamblaje Nopl5 y RlIp7 (Graneman et al, 2011) (Wu S et al, 2016). Se ha
estipulado que las proteinas CIC1 y Nopl5 estarian implicadas en la regulacion de los cambios
conformacionales que sufre la region ITS2 durante la maduracion del pre-ribosoma, y que implican
el establecimiento de interacciones entre los ARNr 5,8S y 25S (Graneman et al, 2011).

En el contexto del pre-ribosoma, CIC1 interacciona con HASL. Esta interaccion se detecta en las
etapas de maduracion nucleolar de la subunidad 60S (Sanghai et al. 2018), mientras que en las etapas
tardias de maduracion en el nucleoplasma HAS1 ya se ha escindido del pre-ribosoma, que contiene
Unicamente a CIC1 en esta etapa de maduracion (Wu et al. 2016).

o elF6: este factor de ensamblaje fue inicialmente identificado por su capacidad de impedir la
asociacion de ambas subunidades, 40S y 60S del ribosoma tanto en mamiferos (Valenzuela,
Chaudhuri, y Maitra 1982) como en plantas (Russell y Spremulli 1980). Debido a esta propiedad,
esta proteina fue inicialmente clasificada como factor de iniciacién de la traduccion, y como tal fue
designada con el nombre de elF6 (eukaryotic initiation factor 6). Se trata de una proteina de pequefio
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tamanfo (245 aminoécidos) y un elevado nivel de conservacidn entre levaduras y humanos que supera
el 70% de su secuencia (Brina et al. 2015) (Basu et al. 2001). Estructuralmente, elF6 presenta un
peculiar plegamiento en forma de penteina, constituido por 5 repeticiones de un subdominio o/f
organizadas en torno a un eje central (Groft et al. 2000). Una caracteristica sobresaliente de este
factor de ensamblaje es su presencia en dos compartimentos celulares distintos, citoplasma y nucleo,
en cada uno de los cuales estd implicada en etapas diferentes del proceso de maduracion ribosémica.

En el nicleo, elF6 juega un papel esencial en la maduracién de la subunidad 60S. Esta proteina es
esencial para el procesamiento de los pre-ARNr 35S y 27S para formar los ARNr 25S y 5,8S que
forman la subunidad 60S. La deplecion de elF6 en levaduras provoca un déficit en la formacion de
la subunidad 60S, causando una desproporcion entre subunidades 40S y 60S, lo cual provoca el
blogueo del crecimiento celular y la produccion de proteinas (Basu et al. 2001).

En el citoplasma, elF6 asociado a la subunidad 60S madura actiia como factor de “anti asociacion”,
evitando su interaccion con la subunidad 40S. Se evita asi que ambas subunidades interaccionen de
forma prematura (Brina et al.2015). La disociacién de elF6 de la subunidad 60S es un requisito
esencial para la formacion del ribosoma maduro (80S) y la consecuente iniciacién de la traduccion
(Menne et al. 2007) (Ceci et al. 2003).

Al igual que sucede con NOG1, elF6 esté en continua translocacion entre el nicleo y el citoplasma.
Segun el modelo establecido (Brina et al. 2015), elF6 se asocia a las subunidades pre-60S inmaduras
en el nacleo. Esta proteina es exportada al citoplasma conjuntamente con la subunidad 60S. Una vez
completada la maduracién de dicha subunidad en el citoplasma, elF6 se disocia de la misma
permitiendo la asociacién de ambas subunidades 40S y 60S. Tras su disociacién, elF6 se recicla al
nlcleo para comenzar un nuevo ciclo de biogénesis.

En Saccharomyces cerevisiae NOGL1 y elF6 establecen una estrecha interaccion durante el proceso
de maduracién de la subunidad 60S. Esta interaccion ya se detecta en estructuras de crio-microscopia
electronica correspondientes a las etapas iniciales del proceso de maduracion de la subunidad 60S en
el nucléolo (Sanghai et al. 2018), asi como en las etapas finales de maduracién en el nucleoplasma
(Wu et al. 2016). Tras la exportacion nuclear de la subunidad pre-60S, NOGL1 se disocia de la misma
durante las primeras etapas de su maduracion citoplasmatica (Klingauf-Nerurkar et al. 2020a)
(Figura 1.5). Por el contrario, elF6 continda unida a la subunidad 60S durante sucesivas etapas de
maduracion, siendo uno de los ultimos factores de ensamblaje que se disocian de la misma (Klingauf-
Nerurkar et al. 2020a) (Figura 1.5). Se desconoce la funcionalidad exacta de la interaccion entre
NOGL1 y elF6. Esta interaccion también ha sido documentada en células humanas mediante
experimentos de crio-microscopia electronica (Liang et al. 2020).

NOC2: las caracteristicas de este factor de ensamblaje se detallan en el apartado 1.1.4.2.2. Aparte
de lo ya mencionado en este apartado cabe destacar que hasta la fecha no se dispone de ninguna
estructura tridimensional de este factor de ensamblaje, 1o que hace que constituya un candidato
interesante para el desarrollo de estudios estructurales.
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1.2 La biogénesis ribosémica como diana terapéutica contra el cancer.

121 La biogénesis ribosomica y su relacion con el desarrollo tumoral.

Existe una estrecha relacién entre la biogénesis ribosémica y el desarrollo de cancer. La correcta
sintesis y funcionamiento de los ribosomas es indispensable para que las células tumorales puedan
mantener su elevada tasa de proliferacion. En este sentido, se ha descrito que las células cancerosas
se hacen "adictas” a la biogénesis ribosémica pues la elevada sintesis de proteinas constituye un
proceso esencial para el desarrollo tumoral (Catez et al. 2019). Por otro lado, muchos farmacos
anticancerigenos utilizados actualmente en la clinica acttan blogueando la biogénesis ribosémica a
diferentes niveles (Burger et al. 2010). Por todo ello la biogénesis ribosémica ha ganado un creciente
interés en los Gltimos afios como diana terapéutica en la lucha contra el cancer.

La importancia de los ribosomas en el desarrollo tumoral es tanto cuantitativa como cualitativa. A
nivel cuantitativo, la hiperactivacion de la biogénesis ribosémica es un signo caracteristico en los
procesos tumorales (Pelletier, Thomas, y Volarevi¢ 2018). Se ha demostrado que el desarrollo
tumoral depende del nivel de expresion o actividad de proteinas asociadas a la promocion de la
biogénesis ribosémica, como es el caso de cMYC o la Polimerasa | (encargada de la transcripcion
del ADNrr) para sustentar el elevado grado de proliferacion de las células tumorales (Barna et al.
2008) (Bywater et al. 2012).

Recientemente se ha demostrado que los ribosomas no son idénticos entre si, sino que se dividen en
sub-poblaciones de “ribosomas especializados™ que presentan variaciones tanto en su composicion
de proteinas y ARNr como en el patron de modificaciones post-traduccionales/transcripcionales que
presentan unas y otras en el ribosoma maduro (Xue y Barna 2012). Se trata de un cambio de
paradigma en relacion al papel que ejercen los ribosomas en la biologia celular. Las distintas sub-
poblaciones de ribosomas especializados permitirian a la célula adaptar la produccién de proteinas
segun las distintas condiciones fisiolégicas. Este nuevo paradigma también es relevante en relacion
al desarrollo de distintas patologias, y en concreto, en relacion al desarrollo de tumores. Se ha
postulado la existencia de “oncorribosomas” que favorecen el desarrollo de los procesos tumorales
mediante la traduccion de ARNm especificos (Catez et al. 2019) (Bustelo y Dosil 2018) (Kampen
et al. 2020). En este contexto, las variaciones en el patron de modificacion post-transcripcional del
ARNTr podrian ejercer un papel importante en el desarrollo tumoral. Un ejemplo de ello es el hecho
de que p53 actla inhibiendo la expresion del gen que codifica para la fibrilarina, la enzima encargada
de modificar el ARNr mediante metilacion. La inactivacion de p53 tiene como consecuencia la sobre-
expresion de la fibrilarina y con ello la introduccion de cambios en el patron de metilacion del ARNr
que tienen como consecuencia una pérdida en la fidelidad de la traduccion y un aumento proporcional
en la traduccion de ARNm que codifican para proteinas con un papel oncogénico (Marcel et al. 2013)
(Kampen et al. 2020). Otro ejemplo es la diskeratosis congénita asociada al cromosoma X, una
enfermedad provocada por mutaciones en el enzima diskerina (DKC1) encargada de llevar a cabo la
pseudouridilacion del ARNr. Los defectos en esta enzima implican la aparicion de ribosomas que
llevan a cabo una traduccion “especializada” (Kampen et al. 2020) (Rocchi etal. 2013). Estos
ribosomas “especializados” muestran diferente afinidad por distintos ARNm que contienen la
secuencia IRES (Internal Ribosome Entry Site), favoreciendo la produccion de proteinas pro-
oncogenicas (como VEGF) y disminuyendo la produccion de otras proteinas anti-oncogénicas
(como p53, Bel-xL, XIAP o p27).
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1.2.1.1 Las ribosomopatias.

Las ribosomopatias constituyen un ejemplo de la relacion existente entre biogénesis ribosdmica y
desarrollo tumoral. Las ribosomopatias se definen tradicionalmente como un conjunto de
enfermedades causadas por alteraciones genéticas que afectan a las distintas etapas de la biogénesis
ribosémica (Narla y Ebert 2010). Estas alteraciones genéticas pueden afectar bien a una proteina
ribosémica, bien a un factor de ensamblaje o bien a la transcripcion/procesamiento del ARNr
(Kampen et al. 2020). El resultado comun son alteraciones en el proceso de biogénesis ribosémica.
La inmensa mayoria de las ribosomopatias son enfermedades congénitas, con algunas excepciones
de ribosomopatias que son adquiridas como es el caso del sindrome 5¢, causado por una deleccion
especifica en el brazo largo del cromosoma 5, que afecta a una serie de genes, entre los cuales se
encuentra el gen que codifica para la RPS14/uS11 (Teng, Thomas, y Mercer 2013). Aungue las
distintas ribosomopatias presentan distintas manifestaciones clinicas, el fenotipo comln de estas
enfermedades es una primera etapa caracterizada por hipo-proliferacion celular (que afecta
especialmente a la hematopoyesis, al desarrollo esquelético y de los tejidos epiteliales) seguida de
otra etapa de hiper-proliferacion que implica un mayor riesgo de los pacientes de desarrollar distintos
tipos de cancer (Figura 1.9) (Kampen et al. 2020). Surge asi la cuestion de como estas enfermedades,
caracterizadas por defectos en la biogénesis ribosémica, pueden relacionarse con una mayor
incidencia de cancer.

El modelo actualmente aceptado para el desarrollo de estas enfermedades (Kampen et al. 2020)
incluye una etapa inicial en la que los defectos en la biogénesis ribosémica provocarian un descenso
en la proliferacion celular (etapa de hipo-proliferacién). Durante esta etapa se produce la activacion
de p53 con la consecuente activacion de los procesos de apoptosis y parada del ciclo celular (Narla
y Ebert 2010) (Teng et al. 2013) (Penzo et al. 2019). Por otro lado, los defectos en la biogénesis
ribosémica se relacionan con el aumento del estrés oxidativo con elevada produccion de ROS
(Reactive Oxygen Species) con la consecuente aparicion de mutaciones secundarias en el ADN
celular y la inhibicion del crecimiento celular (Kampen et al. 2020). Para escapar de esta situacion
de hipo-proliferacién, las células necesitan adquirir ciertas mutaciones secundarias (como
mutaciones/delecciones del gen TP53 o mutaciones que reduzcan el estrés oxidativo). Tras adquirir
estas mutaciones, las células entran en una segunda etapa de hiper-proliferacién que puede culminar
en el desarrollo de cancer. En esta segunda etapa entran en juego una serie de cambios cualitativos
en el funcionamiento de los ribosomas que serian responsables del caracter oncogénico de las
ribosomopatias.
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Figura 1.9: Esquema-resumen que muestra las distintas etapas del desarrollo de las ribosomopatias.
Tomado de Kampen et al. 2020.

Estos cambios cualitativos pueden dividirse en tres categorias. En primer lugar, los ribosomas que
sintetizan las células hiper-proliferativas son funcionales pero presentan ciertos cambios cualitativos
en su capacidad de sintesis de proteinas (Teng etal. 2013) (Penzo et al. 2019) (Kampen et al.
2020).Se observa un descenso global en la fidelidad de la traduccion. Asimismo, se ha postulado que
estos ribosomas actuarian como “oncorribosomas’, es decir, ribosomas especializados en la
produccion de proteinas pro-oncogénicas a expensas del descenso en la produccion de proteinas anti-
oncogénicas. Entre sus alteraciones mas frecuentes, estos oncorribosomas presentan alteraciones en
la traduccion mediada por la secuencia IRES favoreciendo la traduccion de ARNm que codifican
para diversas oncoproteinas (Catez et al. 2019) (Kampen et al. 2020).

El segundo cambio se relaciona con el hecho de que diversas proteinas ribosémicas presentan
funciones extra-ribosémicas principalmente relacionadas con el control del ciclo celular y la
apoptosis (Turi et al. 2019) (Bursac et al. 2014). Un ejemplo de ello son las proteinas RPL5/uL18 y
RPL11/uL5.Como se detalla mas adelante, estas dos proteinas ribosémicas estan implicadas en la
estabilizacion de p53 evitando su degradacion proteolitica. RPL11/uL5 y RPL5/uL18 ademaés estan
implicadas en la inactivacion de la oncoproteina cMYC (promotora de la biogénesis ribosémica) y
el factor de transcripcion E2F1 (promotor del ciclo celular). Se postula que la alteracion de las
funciones extra-ribosémicas de ciertas proteinas ribosémicas ejerce un papel decisivo en el desarrollo
tumoral en el contexto de las ribosomopatias (Kampen et al. 2020).

En tercer lugar, la inactivacion de p53 u otras proteinas implicadas en su via de sefializacion juega
un papel importante en el desarrollo tumoral asociado a las ribosomopatias. Como se ha mencionado,
dicha inactivacion es un requisito frecuente para el paso de la etapa de hipo-proliferacion a una etapa
de hiper-proliferacién celular (Teng et al. 2013) (Penzo et al. 2019).
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Estos tres mecanismos son un ejemplo de la estrecha relacion existente entre la biogénesis ribosémica
y el desarrollo tumoral. Concretamente, demuestran que ciertos cambios cualitativos en la biogénesis
y funcionamiento de los ribosomas estan relacionados con el desarrollo de tumores.

Esta conclusion se ve reforzada por la reciente observacion que relaciona la presencia de alteraciones
somaéticas en genes correspondientes a distintas proteinas ribosdmicas (mutaciones o delecciones
hemicigaticas) con el desarrollo de diversos tipos de cancer (Kampen et al. 2020). Concretamente,
se ha determinado que la deleccién hemicig6tica de distintas proteinas ribosémicas es un evento
frecuente en células tumorales en las que p53 se encuentra inactivado. Se sugiere asi que la
haploinsuficiencia de una o varias proteinas ribosémicas constituye un factor de vulnerabilidad para
el desarrollo de cancer (Ajore et al. 2017). El gen codificante para la proteina ribosémica RPL5/uL18
presenta delecciones hemicigdticas en un 8,4-34% de los casos de glioblastoma, melanoma y cancer
de mama. Ademas, el gen codificante para RPL5/uL18 junto con otros 5 genes codificantes para
proteinas ribosémicas (RPL11/uL5, RPL23A/uL23, RPS5/uS7, RPS20/uS10 y RPSA/uS2)
presentan mutaciones que se asocian de modo significativo con el desarrollo diversos tumores
humanos (Fancello et al. 2017). Surge asi un nuevo tipo de ribosomopatias de caracter somatico que,
al igual que las ribosomopatias congénitas, estan estrechamente relacionadas con el proceso de
transformacion oncogénica (Kampen et al. 2020).

1.2.2 La disrupcion de la biogénesis ribosémica y su implicacion en la activacion no
genotodxica de los mecanismos de apoptosis celular.

La mayor parte de los farmacos quimioterapéuticos usados en el tratamiento del cancer actlan
provocando dafio en el ADN celular (genotoxicidad), impidiendo asi la multiplicacion de las células
tumorales. A pesar de la utilidad que han demostrado estos farmacos quimioterapéuticos
tradicionales para el tratamiento de diversos tipos de cancer, su uso presenta importantes efectos
secundarios derivados del dafio que provocan en el ADN de las células sanas del organismo
(Partridge, Burstein, y Winer 2001) (van den Boogaard, Komninos, y Vermeij 2022). Surge asi la
necesidad de desarrollar farmacos antitumorales alternativos que no afecten al ADN celular.

En este contexto, el proceso de biogénesis ribosémica representa una prometedora diana terapéutica
para el desarrollo de nuevos farmacos antitumorales no genotéxicos. Dada la elevada complejidad
del mecanismo de biogénesis ribosémica, este es susceptible de ser interrumpido
farmacoldgicamente en diversas etapas provocando la activacion de una respuesta bioldgica
denominada respuesta de estrés ribosémica. Esta respuesta implica la activacion de una serie de rutas
de sefializacion que culminan con el bloqueo del ciclo celular y la activacion de los mecanismos
moleculares de apoptosis en ausencia de dafio al ADN. El principal mediador de estos procesos es el
supresor tumoral p53 (Turi et al. 2019) (Bursac et al. 2014). La respuesta de estrés ribosémico a
menudo va acompafiada de una serie de alteraciones en la estructura nucleolar, dando lugar a la
Illamada respuesta de estrés nucleolar. Ambos conceptos suelen usarse de manera equivalente, sin
embargo, no siempre van acompafiados. En este sentido, se ha determinado que la expresion de la
mayoria de las proteinas ribosémicas humanas puede ser inhibida in vitro sin que se produzcan
alteraciones significativas en la estructura del nucléolo, mientras que la mayoria de ellas son
esenciales para el correcto procesamiento del ARNr y hasta 24 proteinas ribosémicas se relacionan
con la activacion de p53 al inhibirse su expresion (Nicolas et al. 2016).
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p53, conocido como el “guardian del genoma’, esta implicado en la activacion transcripcional de los
mecanismos de apoptosis y bloqueo del ciclo celular en respuesta a diversos estimulos, entre los
cuales se encuentra el dafio al ADN celular y la alteracion no genotdxica de la biogénesis ribosémica.
Estas funciones ejercen un papel decisivo en el bloqueo del desarrollo tumoral, lo cual convierte a
p53 en uno de los supresores tumorales mas conocidos (Chen 2016). Consecuentemente, este factor
transcripcional se encuentra frecuentemente mutado o deleccionado en diversos canceres humanos
(Joerger y Fersht 2016). Estas mutaciones no solo abrogan las funciones oncosupresoras de p53, sino
gue pueden actuar promoviendo el desarrollo tumoral (Mantovani, Collavin, y Del Sal 2019).

1.2.2.1 Mecanismos moleculares de la respuesta de estrés ribosémico y su relaciéon con
p53.

La induccion de estrés ribosomico provoca la activacion de una ruta de sefializacion denominada
“Impaired Ribosome Biogenesis Checkpoint” (IRBC por sus siglas en inglés). La figura 1.10 muestra
una representacion esquematica de dicha via de sefializacion que incluye mecanismos dependientes
e independientes de p53.

En condiciones de homeostasis celular, la expresion de p53 se encuentra negativamente regulada
mediante su interaccién en el nucleoplasma con la E3-ubiquitin ligasa HDM2 (denominada MDM?2
en ratones). En adelante se utilizara este ultimo nombre para referirse de manera genérica a esta
proteina. MDM2 forma un dimero con la proteina MdmX. Ambas proteinas actGian tanto inhibiendo
la actividad transcripcional de p53 como promoviendo su ubiquitinacion y posterior degradacion
proteasomal. En este contexto, la unién del ARNr 5S al complejo MDM2-MdmX protege a MdmX
de la degradacion promovida por MDM2. Tras la induccién de estrés ribosémico el complejo
trimérico formado por las proteinas RPL5/uL18, RPL11/uL5 junto con el ARNr 5S en vez de
incorporarse a la subunidad 60S es redirigido al nucleoplasma donde interacciona con MDM?2
inhibiendo su actividad ubiquitin ligasa sobre p53. Adicionalmente, la unién de RPL11/uL5a MDM?2
potencia su actividad degradativa sobre MdmX (Bursac et al. 2014). De ésta manera p53 queda
estabilizado y puede actuar poniendo en marcha diversos programas transcripcionales que culminan
en el blogueo del ciclo celular y la apoptosis (Bursac et al. 2014) (Turi et al. 2019) (Donati et al.
2013). Entre los genes diana de p53 se encuentran la proteina p21, mediadora del bloqueo en el ciclo
celular (Karimian, Ahmadi, y Yousefi 2016) , y las proteinas PUMA y Bax, mediadores de la
apoptosis intrinseca (Xu y Shi 2007).

RPL5/uL18 y RPL11/uL5 no son los Unicos mediadores de la respuesta de estrés ribosomica. En
condiciones de sobre-expresion, diversas proteinas ribosémicas pertenecientes tanto a la subunidad
mayor como a la subunidad menor del ribosoma son capaces de interaccionar con MDMZ2 e inhibir
su actividad ubiquitin ligasa sobre p53. Sin embargo, al contrario de lo que sucede con el resto de
proteinas ribosémicas, se estipula que RPL5/uL18 y RPL11/uL5 juegan un papel esencial en dicho
proceso (Bursac et al. 2014). Prueba de ello es que la inhibicion de la expresion de ambas proteinas
impide la activacion de p53 en un contexto de estrés ribosémico, cosa que no sucede al inhibir la
expresion de otras proteinas ribosémicas como RPS7/eS7, RPS6/eS6, RPL23/uL14 o RPL7/uL30
(Fumagalli et al. 2012). Estudios in vitro demuestran que en un contexto de estrés ribosomico, las
proteinas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 se protegen mutuamente de la degradacion proteasomal, lo cual
podria ser clave para su funcion de activacion de p53 (Bursa¢ et al. 2012).
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Figura 1.10: Esquema-resumen que muestra las funciones extra-ribosomicas de las proteinas
RPL5/uL18 y RPL11/uL5: estabilizacién de p53, inhibicién de las funciones de E2F1y cMYC. Se muestra
la situacion de p53, cMYC y E2F1 en condiciones de homeostasis celular (panel A) y en condiciones de estrés
ribosdmico (panel B). Tomado de Bursac et al. 2014.

1.2.2.2 Mecanismos moleculares de respuesta al estrés ribosémico independientes de p53.

Aunque p53 se presenta como el principal mediador en la respuesta de estrés ribosdmico mediada
por MDMZ2, otros mecanismos independientes de p53 estan implicados en esta respuesta. En ausencia
de estrés ribosémico, MDM2 interacciona con el factor de transcripcién E2F1. Esta interaccion
estabiliza a E2F1 evitando su degradacion mediada por proteasas, y le permite llevar a cabo sus
funciones basadas en la promocion del ciclo celular. Sin embargo, en condiciones de estrés
ribosémico, la proteina RPL11/uL5 liberada del ribosoma interacciona con MDM2 provocando su
escision de E2F1, que sufre entonces un proceso de degradacidn con la consecuente inhibicion de
sus funciones (Donati et al. 2011) (Bursac et al. 2014) .

Ambas proteinas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 estan también implicadas en la inhibicion de la expresion
de la oncoproteina cMY C en respuesta al estrés ribosémico. cMYC es un importante activador de la
biogénesis ribosémica que estimula la actividad de las tres ARN Polimerasas (I, 1 y 111) implicadas
en este proceso (van Riggelen, Yetil, y Felsher 2010). En condiciones de estrés ribosomico
RPL5/uL18 y RPL11/uL5 interaccionan con el ARNm codificante para cMYC y promueven su
degradacion por el complejo RISC (Liao etal. 2014). Adicionalmente, RPL11/uL5 inhibe
funcionalmente a cMYC mediante su interaccion con el dominio de activacion transcripcional de
cMYC con el consecuente bloqueo de sus funciones en la promocion de la actividad de las
polimerasas | , Il y Il (Dai, Sun, y Lu 2010) (Bursac et al. 2014). Las funciones de RPL11/uL5
independientes de p53 en el contexto del estrés ribosémico se esquematizan en la Figura 1.10.
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La respuesta de estrés ribosémica también puede estar mediada por otras proteinas diferentes de p53.
Un ejemplo es el regulador transcripcional p73. Esta proteina pertenece a la misma familia que p53,
con la que comparte muchas de sus dianas transcripcionales. Ambos factores transcripcionales estan
implicados en la regulacién de la respuesta antitumoral ante estimulos oncogénicos. Sin embargo, en
condiciones de homeostasis, p73 ejercen funciones especificas en la regulacion de la diferenciacion
celular y el desarrollo de distintos tejidos (Dotsch et al. 2010) (Ramos, Raimundo, y Saraiva 2020).

p73 presenta diversas isoformas generadas mediante splicing alternativo en el extremo carboxi-
terminal, y mediante el uso de dos promotores alternativos en el extremo amino-terminal (Doétsch
et al. 2010) (Ramos et al. 2020). Este ultimo mecanismo determina la presencia o ausencia en su
extremo amino-terminal de un dominio de transactivacion. Este dominio juega un papel esencial en
las funciones de las distintas isoformas de p73. Las isoformas que contienen este dominio
(denominadas isoformas TAp73) actlan como supresores tumorales, mientras que las isoformas que
no contienen este dominio (isoformas ANp73) tienen funciones pro-oncogéncias. Concretamente,
estas isoformas actlan inactivando las funciones tanto de p53 como de las isoformas TAp73
mediante la formacion de heterodimeros o mediante la competencia por su unién a los mismos
promotores (Ramos et al. 2020).

De manera analoga a p53, la actividad transcripcional de las isoformas TAp73 es inhibida mediante
su interaccion con MDMZ2, aunque en este caso MDM2 no promueve su degradacion proteolitica,
sino sélo su inactivacion transcripcional (Zhou et al. 2015) (Ramos et al. 2020). En un contexto de
estrés ribosomico, las proteinas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 actGan liberando a TAp73 de su
interaccion con MDM2 y por consiguiente activando sus funciones transcripcionales. A diferencia
de p53, en este caso las proteinas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 actdan interaccionando directamente
con el dominio TA de p73y provocando con ello la escision de MDM2 que se une al mismo dominio.
De esta manera TAp73 queda libre para activar la transcripcion de diversos genes relacionados con
la apoptosis y la regulacion del ciclo celular como son PUMA, Bax y p21 (Zhou et al. 2015).

1.2.3 La biogénesis ribosémica como diana terapéutica.

Como se explica en apartados anteriores, existe una estrecha relacion entre la biogénesis ribosémica
y la activacion de los mecanismos moleculares de apoptosis dependientes e independientes de p53.
Esto convierte al ribosoma en una diana estratégica para el desarrollo de nuevos farmacos
antitumorales.

Muchos de los farmacos quimioterapéuticos utilizados en la actualidad actGan inhibiendo la
transcripcion/procesamiento del ARNr (Burger et al. 2010) (Zisi, Bartek, y Lindstrom 2022). El
problema que presentan estos farmacos, sin embargo, es que no actlian especificamente sobre este
proceso, sino que presentan diversas dianas moleculares, entre las cuales el ADN celular es una de
las més frecuentes. Esto hace dificil discernir hasta qué punto su eficacia depende de su actividad
inhibidora de la biogénesis ribosomica (Ferreira etal. 2020). Se hace necesario, por tanto, el
desarrollo de nuevos farmacos que acttiien como inhibidores especificos de la biogénesis ribosémica
en sus distintas etapas.

La inhibicion de la transcripcion del ARNr mediada por la ARN Polimerasa | ha ganado un creciente
interés en los ultimos 15 afios como potencial diana terapéutica para el tratamiento del cancer
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(Ferreira et al. 2020) (Zisi et al. 2022). El resultado ha sido el desarrollo de distintos inhibidores
especificos de este proceso. En los siguientes parrafos se describen los principales compuestos
guimioterapéuticos desarrollados hasta la fecha cuya diana especifica es la ARN Pol I. En la Figura
1.11 se ofrece un resumen esquematico de los distintos mecanismos de accion de estos farmacos
antitumorales.

CX-3543: es un derivado de la fluoroquinolona que provoca la disociacion de la nucleolina de las
estructuras G4 del ADNr. Esto tiene como consecuencia la inhibicion de su transcripcion con la
consecuente estabilizacion de p53 e induccidn de apoptosis (Drygin et al. 2009) (Ferreira et al. 2020).
Este compuesto muestra eficacia en una gran variedad de lineas celulares tumorales asi como en
modelos in vivo (Drygin et al. 2009).

CX-5461: se trata de un inhibidor especifico de la actividad de la ARN Polimerasa | que actla
bloqueando la incorporacion del complejo SL-1 al ADNr impidiendo asi la formacion del complejo
de iniciacion de la transcripcion. SL-1 es un complejo multiproteico responsable de regular la
incorporacion de la ARN Polimerasa | al lugar de iniciacion de la transcripcion del ADNr. Los
primeros estudios estipularon que CX-5461 actla especificamente sobre la ARN Polimerasa | sin
afectar a la ARN Polimerasa Il ni provocar genotoxicidad. Se determin6 gue este compuesto inhibe
eficazmente la proliferacion de diversos tipos de células tumorales, mientras que no afecta a células
sanas (Drygin et al. 2011) (Bywater et al. 2012). En un primer estudio (Bywater et al. 2012) se
establecio la eficacia de este compuesto en el tratamiento de linfomas de células B y otros tumores
hematoldgicos en los que actda induciendo la respuesta de estrés ribosomica mediada por p53. Por
tanto, seguln este primer estudio la eficacia de CX-5461 para el tratamiento de los tumores de origen
hematoldgico dependeria de la expresion de p53. Sin embargo, estudios posteriores realizados in
vitro e in vivo en modelos murinos han validado la eficacia de CX-5461 en el tratamiento de la
leucemia mieloide aguday la leucemia linfoblastica aguda de manera independiente al estatus de p53
(Negi y Brown 2015)(Hein etal. 2017). Se descubri6 asi que CX-5461 puede actuar por vias
independientes de p53, concretamente mediante la activacion de la sefializacién mediada por las
kinasas ATM/ATR/CHK1-2. Esta via de sefializacion provoca a su vez el bloqueo del ciclo celular
en las fases G2 y G1 (Quin et al. 2016).

En el caso de los tumores solidos, CX-5461 actla induciendo muerte celular mediada por los
mecanismos de autofagia y senescencia (Drygin et al. 2011). En este sentido, estudios recientes
establecen una estrecha relacion entre el estrés ribosémico y la activacion de los mecanismos
moleculares de autofagia mediante la activacion transcripcional de genes especificos (Dannheisig
et al. 2021). Se ha estudiado la eficacia de CX-5461 en diversos modelos preclinicos de tumores
solidos (Ferreira et al. 2020) tales como el osteosarcoma (Li et al. 2016), cancer de pulmén (Kim
et al. 2016), neuroblastoma (Taylor et al. 2019), c&ncer de ovarios (Sanij et al. 2020), cancer de
préstata (Lawrence et al. 2021) y cancer de mama triple negativo (Makhale et al. 2021).

CX-5461 ha sido utilizado en un estudio clinico en fase | en pacientes con tumores hematoldgicos
avanzados (Khot et al. 2019) asi como en pacientes con tumores sélidos (Hilton et al. 2022).
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Figura 1.11: Representacion esqguemdtica que muestra el mecanismo de accion de los distintos
inhibidores especificos de la ARN Polimerasa | desarrollados hasta la fecha. Tomado de Ferreira et al.
2020.

Sin embargo, estudios recientes han generado dudas acerca del mecanismo primario por el que actla
CX-5461. Por un lado, se ha establecido que CX-5461 actla inhibiendo la topoisomerasa Il. Este
mecanismo de accion implicaria ademas la produccion de dafio en el ADN, en contra de lo
establecido en los primeros estudios realizados con este farmaco (Bruno et al. 2020) (Pan et al. 2021).
Otro estudio ha establecido que CX-5461, en contra de lo inicialmente descrito, no inhibe la
interaccion del complejo SL-1 con el ADNTr, pero bloquea el complejo de la ARN Polimerasa | en la
fase de iniciacion de la transcripcion. Concretamente, actuaria inhibiendo la liberacion del complejo
formado por la ARN Polimerasa | y Rrn3 del promotor del ADNr. Este bloqueo induciria a su vez
una cascada de eventos celulares entre los que se encuentra el dafio en el ADN celular (Mars et al.
2020). También se ha establecido que CX-5461 altera la estructura del ADN mediante la formacion
de estructuras cuadruple-G (Xu et al. 2017). En la actualidad se considera que CX-5461 actla a
través de multiples mecanismos tanto dependientes como independientes de p53. Estos mecanismos
implicarian la inhibicién directa de la actividad transcripcional de la ARN polimerasa |, el bloqueo
de la accion de la topoisomerasa Il, la induccién de estructuras aberrantes en el ADNr como los
cuadruples Gy la activacion de la respuesta de dafio al ADN mediante la activacion de las proteinas
ATM y ATR asi como sus efectores CHK1 y 2 (Xuan et al. 2021).
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BMH-21: este compuesto pertenece a la familia de los derivados de acridina, junto con BMH-22,
aminacrina y etacridina. BMH-21 fue inicialmente descrito en un analisis masivo en busca de
moléculas que fuesen capaces de provocar la activacion transcripcional de p53 (Peltonen et al. 2010).
En este mismo estudio se identificaron los compuestos BMH-7,9,15,22 y 23 como moléculas con
capacidad de intercalarse en el ADN y provocar la activacion transcripcional de p53. Aunque BMH-
21 se definio inicialmente como una molécula capaz de provocar la activacion transcripcional de
p53, este compuesto también actda sobre células tumorales en las que p53 se encuentra ausente 0
mutado (Peltonen et al. 2010) (Peltonen et al. 2014). Se ha descrito la capacidad de BMH-21 de
intercalarse en las regiones ricas en GC presentes en el ADNTr, lo cual se ha relacionado con su
capacidad para inhibir su transcripcién. BMH-21 también actta promoviendo la degradacion de la
subunidad catalitica RPA194 (POLR1A), integrante del complejo de la ARN Polimerasa I. Sin
embargo, este Gltimo proceso podria ser un evento secundario en el mecanismo de inhibicion
transcripcional mediado por BMH-21 (Peltonen et al. 2014). Por dltimo, se comprobd que este
compuesto afecta preferentemente a las células cancerosas frente a las células sanas. La eficacia de
BMH-21 como agente anticancerigeno ha sido validada en experimentos in vitro e in vivo mediante
el uso de modelos murinos (Peltonen et al. 2010) (Peltonen et al. 2014).

Estudios recientes han establecido que BMH-21, a diferencia de CX-5461, actla sobre diversas
etapas del proceso de transcripcion mediado por la ARN Polimerasa I. Concretamente, actla tanto
sobre la etapa de iniciaciéon como sobre la etapa de elongacion, aunque esta Gltima etapa es
especialmente sensible a la accion de BMH-21 (Jacobs et al. 2022). Otra diferencia importante con
respecto a CX-5461 es que este compuesto no provoca dafio en el ADN y no requiere la activacién
de la respuesta de dafio al ADN para su actuacién (Peltonen et al. 2010) (Colis et al. 2014). Por otro
lado, se ha apuntado la posibilidad de que BMH-21, al igual que CX-5461 actle como estabilizador
de estructuras cuadruple-G, aunque los resultados experimentales a este respecto son contradictorios
(Ferreira et al. 2020). Aunque BMH-21 aln no ha entrado en fase de ensayos clinicos, su eficacia ha
sido probada en modelos preclinicos de cancer de préstata (Low et al. 2019) y cancer ovérico (Fu
et al. 2017).

BMH-22: se trata de una molécula identificada por separado en dos cribados masivos, uno de ellos
en busca de compuestos capaces de activar la transcripcién de p53 (Peltonen et al. 2010) y otro en
busca de compuestos capaces de provocar disrupcién nucleolar (Morgado-Palacin et al. 2014). Junto
con BMH-21, aminacrina y etacridina, pertenece a la familia de los derivados de acridina que act(an
inhibiendo la transcripcion mediada por la ARN Polimerasa | y provocan la degradacion de la
subunidad catalitica RPA194 (POLR1A). Este compuesto activa la respuesta de estrés ribosomico
provocando la estabilizacion de p53 de manera dependiente de MDM2, RPL5/uL18 y RPL11/uLb5.
Al igual que BMH-21, se ha definido como una molécula con capacidad de intercalarse en el ADN
celular pero que, sin embargo, no provoca genotoxicidad. Junto con BMH-21 y BMH-22 se han
identificado otros derivados de acridina (aminacrina y etacridina) que actGan de manera analoga
provocando la activacion de p53 y la disrupcion nucleolar sin provocar dafio en el ADN celular
(Morgado-Palacin et al. 2014).

Aparte de estos compuestos, recientemente se han descubierto otras moléculas quimioterapéuticas
que actuan interfiriendo en la actividad de la ARN Polimerasa I. Una de ellas es la metarrestina
(Frankowski et al. 2018) que actla bloqueando la transcripcion mediada por la ARN Polimerasa | a
través de su interaccion con el factor de elongacion eEF1A2. Este compuesto se describio
inicialmente como supresor de metéastasis. Por otro lado, la molécula P1-B1 es un derivado del
cisplatino y BMH-21 que inhibe selectivamente la ARN Polimerasa | (Zhang et al. 2018).
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1.2.4 Necesidad de disefiar nuevas estrategias quimioterapéuticas basadas en el bloqueo de
la biogénesis ribosomica.

A pesar del innegable avance que ha supuesto el desarrollo de farmacos dirigidos especificamente
contra al ARN Polimerasa I, se hace necesario el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos contra el
proceso de biogénesis ribosomica. De entre todos los farmacos descritos en el apartado anterior
solamente CX-5461 ha entrado en fase de ensayos clinicos (Khot et al. 2019) (Hilton et al. 2022).
Sin embargo, en relacién a este fArmaco han surgido una serie de inconvenientes, como son el hecho
de que provoque dafio en el ADN celular (Bruno et al. 2020) (Mars et al. 2020) (Pan et al. 2021), o
el hecho de que pueda presentar otras dianas aparte de la ARN Polimerasa I, como puede ser la
topoisomerasa Il (Bruno et al. 2020) (Pan et al. 2021). También se ha reportado la aparicion de
resistencias al tratamiento combinado con CX-5461 y everolimus (inhibidor de la traduccion
mediada por mTOR) en un modelo murino de linfoma de células B. La aparicion de esta resistencia
se ha relacionado con la capacidad de las células tumorales de activar la traducciéon de genes
relacionados con el metabolismo energético (Kusnadi et al. 2020).

Cabe destacar que la transcripcion del ADNr por parte de la ARN Polimerasa | constituye sélo el
primer paso en el proceso de biogénesis ribosomica. Como se ha descrito en la primera parte de esta
introduccidn, la biogénesis ribosdmica es un proceso extremadamente complejo que incluye el
procesamiento del pre-ARN ribosémico hasta formar los distintos ARNr maduros, el acoplamiento
de estos ARNTr con las diversas proteinas ribosdmicas, la exportacion de ambas subunidades 40S y
60S al citoplasma y finalmente su ensamblaje para formar el ribosoma maduro 80S. Cada una de
estas etapas es potencialmente susceptible de ser bloqueada farmacoldgicamente. En este sentido, un
reciente estudio ha permitido identificar diversas sustancias capaces de bloquear in vitro el
procesamiento del ARNr en sus diversas etapas, afectando a la formacidon de la subunidad 60S, 40S
0 ambas a la vez. Estos resultados demuestran que es posible bloquear la biogénesis ribosémica
actuando en etapas posteriores a la transcripcion del ARNr y que el proceso de ensamblaje de los
ribosomas tiene un gran potencial como diana terapéutica (Awad et al. 2019).

Por otro lado, como ya se ha mencionado, en el proceso de biogénesis del ribosoma interviene un
conjunto de méas de 200 proteinas denominadas colectivamente factores de ensamblaje ribosémicos
(Woolford y Baserga 2013) (Kressler et al. 2010). Cada una de estas proteinas ejerce un papel
esencial en un punto especifico del proceso de ensamblaje ribosémico y por tanto constituye una
potencial diana terapéutica para el desarrollo de futuros farmacos antitumorales. Hasta la fecha han
sido desarrollados algunos compuestos que actGan contra factores de ensamblaje especificos. Un
ejemplo es la diazaborina, compuesto que actla inhibiendo la accion de la AAA-ATPasa Drgl
implicada en la maduracion de la subunidad 60S (Zisser et al. 2018).

Otra posible estrategia terapéutica consiste en bloquear la funcionalidad de los ribosomas, es decir,
inhibir la capacidad de los ribosomas de sintetizar nuevas proteinas. Este es el mecanismo de
actuacion de la homoharringtonina y la haemantamina, dos compuestos usados en la medicina
tradicional. Investigaciones recientes han permitido determinar que ambos compuestos actdan
provocando la inhibicion de la actividad de los ribosomas (Pellegrino et al. 2018) (Gilles et al. 2020).
En el caso de la haemantamina, ésta actia ademas inhibiendo el procesamiento del ARNr (Pellegrino
et al. 2018). La homoharringtonina fue aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) en
2012 para su uso clinico en pacientes con leucemia mieloide crénica (Gilles et al. 2020).
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En conclusion, la biogénesis y funcionamiento de los ribosomas juegan un papel importante en el
desarrollo tumoral, razén por la que han ganado un creciente interés en las ultimas décadas como
dianas para el desarrollo de nuevos farmacos antitumorales. Estos farmacos pueden dirigirse hacia
diferentes procesos y proteinas implicadas en la biogénesis o funcionamiento de los ribosomas.

1.3 Conclusiones.

La biogénesis y funcionamiento de los ribosomas ha ganado una creciente importancia en los Gltimos
afios como diana terapéutica para el desarrollo de nuevos farmacos anticancerigenos (Pellegrino et
al. 2018) (Awad et al. 2019) (Gilles et al. 2020). La investigacion desarrollada en éste area durante
las ultimas décadas ha conducido al desarrollo de diversos farmacos antitumorales que interfieren en
la biogénesis ribosémica mediante el blogueo de la actividad transcripcional de la ARN Polimerasa
| (Drygin et al. 2009) (Bywater et al. 2012) (Morgado-Palacin et al. 2014) (Peltonen et al. 2014).
Uno de estos compuestos, CX-5461 ha sido seleccionado para realizar ensayos clinicos de fase | en
pacientes con tumores hematoldgicos (Khot et al. 2019) y en pacientes con tumores solidos
avanzados (Hilton et al. 2022). Sin embargo, posteriores investigaciones han puesto de manifiesto
importantes desventajas asociadas al uso de este compuesto, como su caracter genotoxico (Xu et al.
2017) (Bruno et al. 2020) (Mars et al. 2020) (Pan et al. 2021) y el desarrollo de resistencias en
modelos murinos (Kusnadi et al. 2020).

Se hace necesario, por tanto, buscar estrategias alternativas de intervencion terapéutica sobre el
proceso de biogénesis ribosdmica. Una posibilidad es la intervencién dirigida sobre interacciones
proteina:proteina entre factores de ensamblaje ribosémicos. Hasta la fecha se han descrito mas de
200 factores de ensamblaje implicados en la sintesis de la subunidad 60S, que establecen entre si
diversas interacciones que son esenciales para la correcta maduracién de dicha subunidad. Cada una
de estas interacciones constituye una potencial diana terapéutica que puede ser explotada mediante
el disefio de herramientas especificas. Gracias al uso de la microscopia electronica disponemos de
abundante informacion acerca de la estructura tridimensional de los diversos factores de ensamblaje
de la célula eucariota y el modo en que interaccionan entre si (Kressler et al. 2010) (Woolford y
Baserga 2013) (Kressler et al. 2017). Esta informacion tiene un valor clave en el disefio de estrategias
terapéuticas destinadas al interferir sobre alguna de estas interacciones. En este sentido, el grupo
dirigido por el Dr. Bravo ha disefiado recientemente una serie de péptidos de interferencia capaces
de bloquear la interaccion entre los factores de ensamblaje ribosomicos Erb1y Ytm1 de Chaetomium
thermophilum (Orea-Ordofiez, Masid, y Bravo 2021).
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2. Objetivos.
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El objetivo general de esta tesis es el desarrollo de péptidos de interferencia dirigidos contra
interacciones especificas entre factores de ensamblaje ribosdémicos que muestren potencial como
futuros farmacos antitumorales. Asimismo, se evaluara la relevancia de los péptidos desarrollados
en relacion con los tratamientos de quimioterapia vigentes en la actualidad.

Para alcanzar este objetivo nos hemos centrado en una serie de interacciones entre distintos factores
de ensamblaje. Concretamente, hemos seleccionado las interacciones NOG1-MAKS5, NOC2-MAKS,
NOG1-elF6, HAS1-CIC1 y Bopl-WDR12 para su caracterizacién. En el caso de la interaccién
Bopl-WDR12, los resultados de este trabajo suponen una ampliacion de los resultados previamente
obtenidos en el grupo del Dr. Jerénimo Bravo (Orea-Ordoéfiez et al. 2021).

Los tres objetivos de esta tesis son por tanto los siguientes:

1. Clonacion, sobre-expresion y purificacion de los factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y MAKS5
procedentes de Chaetomium thermophilum. Caracterizacion funcional y biofisica de las proteinas
purificadas y analisis de sus posibles interacciones con vistas al disefio de péptidos de interferencia.

2. Busqueda de interacciones entre factores de ensamblaje ribosémicos que constituyan dianas
relevantes para el desarrollo de péptidos de interferencia. Disefio, produccion y evaluacion in vitro
de un péptido de interferencia contra la interaccion entre los factores de ensamblaje NOG1y elF6 de
Homo sapiens.

3. Evaluacion in vitro de los péptidos de interferencia dirigidos contra la interaccion entre Bopl y
WDR12 empleando células tumorales humanas.
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3. Materiales y méetodos.

53



54



3.1 Clonacion de los genes de intereés.

3.1.1 Vectores utilizados.

Los genes de interés para este trabajo fueron clonados en el vector pET28-NKI/LIC 6His/3C,
procedente del grupo dirigido por el Dr. A. Perrakis (Netherlands Cancer Institute, Amsterdam), en
adelante denominado vector pNKI. Se trata de un vector que incorpora una etiqueta de 6 residuos de
Histidina (6xHis) en el extremo amino-terminal de la proteina clonada. Esta etiqueta puede ser
eliminada gracias a la presencia de un sitio de corte reconocido por la proteasa 3C de rinovirus
humano. Ademas, este vector incorpora un gen de resistencia a kanamicina para la seleccién de
colonias transformadas. Alternativamente se utilizaron dos variantes del vector pNKI, en las que la
etiqueta de 6xHis fue sustituida por glutatién-S-transferasa (GST) (vector pGKI) o proteina de unién
a maltosa (MBP) (vector pMBKI). Estos vectores se obtuvieron mediante técnicas de ingenieria
genética gracias al trabajo previo realizado por el Dr. Marcin Wegrecki (Wegrecki, M (2015).
Structural, biophysical and functional characterization of Nop7-Erbl-Ytmlcomplex and its
implications in eukaryotic ribosome biogenesis [Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de
Valencia). Se utilizo la técnica de clonacién independiente de ligacion (LIC), descrita en el apartado
3.1.3, para la clonacion de los distintos genes de interés.

3.1.2 Amplificacién de los genes de interés.

Los genes de interés para este trabajo fueron amplificados a partir del ADN complementario (CADN)
de Chaetomium thermophilum, a fin de evitar la presencia de intrones. Para ello, se realizd una
extraccion de ARN total a partir de un cultivo de Chaetomium thermophilum empleando el kit "SV
total ARN isolation system” (Promega, ref. Z3100) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este
extracto de ARN total se transform6 en cADN mediante una reaccion de PCR asociada a
retrotranscriptasa (RT-PCR). Se utilizo para ello el kit "High-capacity cDNA Reverse Transcription”
(Applied Biosystems™, ref. 4368814).

Alternativamente, la PCR se realizé a partir de un fragmento de ADN previamente amplificado en
el laboratorio. En este caso se amplificaron los genes de interés mediante PCR convencional
empleando el kit HiFi HotStart PCR (KAPA Biosystems, ref. KR0369). La Tabla 3.1 refleja la
composicidn de la reaccion de PCR. El protocolo de la reaccion de PCR se indica en la Tabla 3.2.
En este Gltimo caso, el tiempo de amplificacion (30 seg/Kb) fue distinto segin la variable extension
de las construcciones generadas en este trabajo. Se utiliz6 una temperatura de fusién (Tm) distinta
en funcidn de cada pareja de cebadores (véase Anexo 6). En el caso de la construcciéon NOG1 (351-
412 aa) de Homo sapiens, dada su menor extension, se emplearon 15 ciclos de amplificacion en vez
de los 35 que aparecen reflejados en la Tabla 3.2.

El resultado de la reaccion de PCR fue visualizado mediante una electroforesis en gel de agarosa al
1% (p/v) que fue tefiida con RedSafe (INtRON Biotechnology, ref. 21141). La electroforesis se llevo
a cabo en tampon TAE (40 mM Tris (hidroximetil)-metilamina (Tris-HCI) pH 8,3; 20 mM &cido
acético, 1 mM EDTA) a 100 V durante 30 min empleando una fuente PowerPac™ Basic (Bio-Rad).
Se utilizé un patron de ADN comercial (GeneDireX, ref. DM001-R500) como marcador de pesos
moleculares. El resultado de la electroforesis fue visualizado en un transiluminador de radiacion
ultravioleta Ultima 16si Plus (Isogen Life Science). El producto de la reaccion PCR fue purificado
empleando el kit NZYGelpure (NZYTech, ref. MB011) siguiendo las instrucciones del fabricante, y

55



se midio6 su concentracion y pureza (ratio de Absorbancia 260/280 nm) mediante espectrometria UV-
Visible empleando un aparato NanoDrop® 2000 (Fischer Scientific™).

Los distintos cebadores fueron disefiados empleando la secuencia de ADN sin intrones de cada gen
de interés y adicionando en el extremo 5° de cada cebador la secuencia especifica necesaria para
clonar el gen correspondiente en el vector pNKI y sus variantes (pGKI, pMBKI) mediante la técnica
de clonacién independiente de ligacion (LIC). Las secuencias correspondientes a los distintos
cebadores empleados en este trabajo se muestran en la Tabla 3.3. La parte de la secuencia que se
muestra en negrita se corresponde con la secuencia especifica (overhang) necesaria para la clonacion
mediante el método LIC (apartado 3.1.3).

Tabla 3.1: Componentes de la reaccion de PCR para la amplificacion
de los genes de interés.

Componente de la reaccion Volumen Concentracion final
Tampon KAPA HiFi 5x 5ul 1X

10 mM Mezcla dNTPs 0,75ul 0,3 mM

10 uM cebador directo 0,75ul 0,3 uM

10 1M cebador reverso 0,75ul 0,3 uM
cADN 1-2ul 70 ng

1U/ul ADN Polimerasa HiFi HotStart 0,5 ul 05U

H>0 miliQ Hasta 25 pl -

Tabla 3.2: Protocolo de PCR para la amplificacion de los genes de interés.

Etapa Temperatura Duracién Ciclos de amplificacién
Desnaturalizacion

inicial 95°C 3 min 1
Desnaturalizacion 98°C 20 seg.

Hibridacion de

cebadores 58-64°C* 20 seq. 35
Extension 72°C 30 seg/Kb

Extension final 72°C 10 min 1

* Se utilizd una temperatura de fusién (Tm) distinta en funcién de la pareja de cebadores empleada en
cada caso (véase Anexo 6).

En el caso de la construccion NOGL1 (351-412 aa) de Homo sapiens, el gen correspondiente fue
sintetizado por encargo por la empresa IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, USA),
utilizando codones optimizados para su expresion en Escherichia coli. Usando cebadores especificos
(Tabla 3.3), el gen sintetizado se amplificO mediante una reaccion de PCR (Tablas 3.1y 3.2) como
paso previo a su clonacion en el vector correspondiente. Las demas etapas del procedimiento de
clonacion, sobre-expresion y purificacion (apartados 3.1.3, 3.1.4, 3.2y 3.3) se realizd de igual manera
que con el resto de construcciones empleadas en este trabajo.
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Tabla 3.3: Listado de cebadores empleados en el proceso de clonacion.

Nombre Secuencia
5"-CAGGGACCCGGTATGGGCACAGCAAAAAAGAACCT

NOC2 Ct Fw CAAAGCGACAAAAAAGTTC-3'
5-GAGGAGAAGCCCGGTTACTCTCCTCCTCCT

NOC2 Ct Rw TTTTCATCCTCATCCTCATCC-3'

NOC2 (771 aa) Ct Rw

5-CGAGGAGAAGCCCGGTTATGCGTCCTCCATCTCCTCA
TCTTCTTCCTC-3'

5-CAGGGACCCGGTATGACTGGGTGGAAAGACAT

NOG1 Ct Fw CCCTCCTGTGC-3'
5-CGAGGAGAAGCCCGGTTAACGACGGTCTGTCTTGCCA

NOG1 Ct Rw ATCGTCCGC-3'

HAS1 Ct Fw 5’- CAGGGACCCGGTATGGCGTCCGAATCCAGCAAAAAG- 3’

HAS1 Ct Rw 5’- CGAGGAGAAGCCCGGTTAGCCAAATGTGTTGGGC- 3°

HAS1 Ct (320 aa) Rw

5-CGAGGAGAAGCCCGGTTAGACATTGATGTAGAGG
GGCCC-3

CIC1 Ct Fw 5-CAGGGACCCGGTATGGCCCCCTCCACGGCAGTC-3
CIC1 CtRw 5-CGAGGAGAAGCCCGGTTAGATATCAGCAGCGACCTT-3
elF6 Ct Fw 5-CAGGGACCCGGTATGGCCGTCAGAGCCCAGTTC-3
elF6 Ct Rw 5-CGAGGAGAAGCCCGGTTAGTAAAAAGACTCGACGAT-3
MAKS Ct Fw 5’-CAGGGACCCGGTATGGGTTTCGACAAGAAACG- 3

5’-CGAGGAGAAGCCCGGTTAAATCCCCAAACCCTCCACAA
MAKS Ct Rw CACCC-3¥»

5-CAGGGACCCGGTATGGACGATGTCGACCTTTC

MAKS Ct (192 aa) Fw CGAATGGGTT -3

5- CGAGGAGAAGCCCGGTTAGACCTTGTTGAT
MAKS5 Ct (616 aa) Rw AAGACGCTG -3

TAT-NOG1 Hs (351-412 aa) Fw | 5°- CAGGGACCCGGTGGCCGCAAGAAGCGCCGL-3

TAT-NOG1 Hs (351-412 aa) Rw | 5°- CGAGGAGAAGCCCGGTTAATCCAGGATGTAGTCATC-3

Aclaraciones: la secuencia que se muestra en negrita se corresponde con el overhang necesario para la
clonacion del inserto correspondiente mediante el método de clonacién independiente de ligacién (LIC).

Abreviaturas: Ct: Chaetomium thermophilum, Hs: Homo sapiens, Fw: cebador directo, Rw: cebador reverso.

3.1.3 Protocolo de clonacién independiente de ligacion.

Una vez amplificados los genes de interés, estos fueron clonados en los distintos vectores (pNKI,
pGKI o pMBKI) empleando la técnica de clonacién independiente de ligacién (LIC) (Aslanidis y de
Jong, 1990). Esta técnica se basa en el uso la enzima T4 ADN polimerasa, que gracias a su actividad
exonucleolitica en sentido 3°-5" es capaz de crear extremos cohesivos y complementarios en el
plasmido y el inserto empleados. El inserto (gen de interés) debe ser previamente amplificado
empleando cebadores dotados de una secuencia especifica (overhang) en su extremo 5 que sea
compatible con el vector en el que va a ser clonado (apartado 3.1.2 y Tabla 3.3). Por su parte, el
vector debe ser digerido previamente con el enzima de restriccion Kpnl segln el siguiente protocolo:

e 2,5 Unidades de Kpnl (New England Biolabs, ref. R3142S).
e 5ul de tampdn NEB | de reaccion 10x (New England Biolabs, ref. B7001S).
e 1ug de plasmido circularizado.
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La reaccion se llevo a cabo a 37°C durante 3 horas en un volumen final de 50 ul (completado con
H.O miliQ). Transcurrido este tiempo se verifico la linealidad del vector mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1% (p/v), siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado 3.1.2. El producto
de la reaccion fue purificado usando el kit NZYGelpure (NZYTech, ref. MB011) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

A continuacién, el vector lineal y el inserto fueron sometidos por separado a una reaccion de
digestion con la enzima T4 ADN polimerasa (Thermo Scientific™, ref. EP0061). Para ello se empled
un volumen final de 20 ul constituido por 4 pl de tampon de reaccion 5x especifico para T4 ADN
polimerasa (Thermo Scientific™, ref. EP0061); 0,5 pl de dTTP (vector lineal) o dATP (inserto) a
100 mM; 15,3 pl de ADN (correspondiente a 0,1-0,2 pmol de inserto/vector lineal) y 1 Unidad de
T4 ADN polimerasa. La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 min, a continuacion,
la enzima fue inactivada mediante un choque térmico de 10 minutos a 70°C.

Por altimo, el vector lineal y el inserto fueron mezclados en proporcion de masa 1:3 0 1:4, y esta
mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadieron entonces 2ul de 50 mM
EDTAy la mezcla fue transformada en la cepa de interés de Escherichia coli. Para la sobre-expresion
y purificacion de las distintas construcciones de interés se empled la cepa BL21 (DE3) CodonPlus-
RIPL, mientras que para la amplificacion de los distintos plasmidos se emple6 la cepa DH5a. Ambas
cepas bacterianas de Escherichia coli proceden de la empresa Stratagene® (San Diego, California,
USA).

3.14 Transformacion de la mezcla vector lineal/inserto en Escherichia coli.

La mezcla vector lineal/inserto fue transformada por choque térmico en 50 ul de células de
Escherichia coli quimicamente competentes (cepa DH5a). Una vez afiadida la mezcla, las células
fueron mantenidas en hielo durante 30 minutos. A continuacion, las células fueron sometidas a un
choque térmico a 42°C durante 1 minuto y 30 segundos, seguido de otra incubacion de 5 minutos en
hielo. Transcurrido este tiempo las células fueron diluidas en 200 pl de medio Luria Broth (LB)
(Condalab, ref. 1551) y fueron incubadas a 37°C durante 1 hora con agitacion constante de 500 rpm.
Por altimo, las células transformadas fueron plaqueadas en una placa de LB-Agar suplementada con
kanamicina a una concentracion final de 33 pug/ml. Las placas fueron incubadas durante un minimo
de 12 horas a 37°C antes de comprobar la formacion de colonias.

Se llevé a cabo una PCR de colonias a fin de verificar la presencia del pldésmido de interés en las
colonias crecidas en la placa. Esta PCR fue llevada a cabo empleando el enzima FirePol® (Solis
Biodyne, ref. 01-01-00500) y los cebadores especificos para cada gen de interés (Tabla 3.3). Cada
PCR se llevé a cabo a partir de 6 colonias diferentes obtenidas en una misma transformacion que se
suspendieron por separado en la mezcla de reaccion. La PCR se realizé en un volumen final de 20 pl
conteniendo 2 pl de tampén BD 10x; 2,5 mM de MgCly; 0,3 uM de cada cebador (directo y reverso);
la mezcla de dNTPs (200 UM de cada tipo) y 1U de enzima FirePol®. El protocolo de PCR fue el
siguiente: 95°C durante 5 minutos seguido de 35 ciclos de amplificacion (95°C durante 45 segundos,
45 segundos a la Tm deseada (ver Anexo 6), 72°C durante 1 minuto/Kb). Por ultimo, la muestra se
calentd a 72°C durante 10 minutos. Se visualizé el resultado de la PCR mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% (p/v) segun las indicaciones del apartado 3.1.2. Se identificaron las colonias
positivas como aquellas en las que aparece amplificado el gen de interés.
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Las colonias aisladas positivas de cada transformacién se inocularon por separado en 10 ml de medio
LB suplementado con kanamicina a una concentracién final de 33 pg/ml. Tras una incubacion a
37°C durante un minimo de 12 horas a 180 rpm en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New
Brunswick™), se recogieron las células mediante centrifugacion a 4000 x g durante 15 minutos en
una centrifuga refrigerada (4°C) y los plasmidos fueron extraidos empleando el kit NZY Miniprep
(NZYTech, ref. MBO010) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llev6 a cabo una
secuenciacion rutinaria de cada gen de interés a cargo de la empresa Humanizing Genomics
Macrogen (Macrogen Inc, Madrid), a fin de descartar la presencia de mutaciones. Para cada
construccién se selecciond un plasmido sin mutaciones que fue empleado en lo sucesivo. Los
distintos plasmidos fueron conservados a -20°C.

Adicionalmente, cada plasmido de interés fue transformado en la cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL
de Escherichia coli. Para la transformacion en esta cepa bacteriana se sigui6 el mismo protocolo ya
descrito para la cepa DH5a, con las salvedades de que el choque térmico a 42°C se mantuvo durante
45 segundos y se emplearon 50 ng de cada plasmido de interés que fueron mezclados con 50 pl de
células. Con esta cepa bacteriana se emplearon placas de LB-Agar y medio LB liquido suplementado
con kanamicina y cloranfenicol ambos a una concentracion final de 33 pg/ml.

Se prepararon glicerinados a partir de ambas cepas de Escherichia coli DH5a y BL21 (DE3)
CodonPlus-RIPL transformadas por separado con cada plasmido de interés. Para ello se mezclaron
750 pl de cultivo bacteriano transformado y crecido en medio LB suplementado con los antibiéticos
apropiados (kanamicina 33 pgr/ml para la cepa DH5a de E.coli; y kanamicina y cloranfenicol a 33
pgr/ml para la cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL de E.coli) y 250 pl de glicerol estéril al 87% (v/v)
(concentracion final de 21,75% (v/v)). Los distintos glicerinados fueron mantenidos a -80°C hasta su
uso.

3.2 Expresion de las distintas construcciones de interés.

Todas las construcciones de interés fueron expresadas empleando la cepa BL21 (DE3) CodonPlus
RIPL de Escherichia coli como organismo de expresién heteréloga.

A fin de determinar las condiciones Optimas de expresion de cada construccion, se llevaron a cabo
ensayos de expresion a pequefia escala empleando diferentes condiciones. En cada caso se
seleccionaron las condiciones de expresion en las que se observo la produccion de proteina soluble.
Estas condiciones fueron empleadas para la expresion a gran escala de las distintas construcciones.
Los protocolos de expresion y purificacion a pequefia y gran escala se llevaron a cabo suplementando
el medio de cultivo correspondiente con kanamicina 33 pg/ml (resistencia propia del plasmido de
expresion pET28-NKI/LIC 6His/3C y sus variantes pGKI y pMBKI) y cloranfenicol 33 pg/ml
(resistencia de la cepa bacteriana BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL de E.coli).

3.21 Protocolo de expresion y purificacion a pequefia escala.

Se llevaron a cabo paralelamente dos protocolos de expresion:

e Expresion mediante isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). Se realizé un inbculo a
partir del glicerinado correspondiente en 10 ml de medio Luria Broth (LB) suplementado con
kanamicina y cloranfenicol a una concentracion final de 33 pg/ml para cada antibidtico. Este
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pre-cultivo fue incubado durante un minimo de 12 horas a 37°C con agitacidn constante de 180 rpm
en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™) hasta llegar a la fase de saturacion.
50ul de este pre-cultivo fueron inoculados en un nuevo cultivo de 10 ml de LB suplementado con
kanamicina y cloranfenicol a 33 pg/ml. Este nuevo cultivo fue incubado a 37°C en las mismas
condiciones hasta alcanzar una ODeg comprendida entre 0,6 y 0,8. La expresion de la proteina fue
entonces inducida afiadiendo la concentracion final deseada de IPTG (0,1-0,2 mM). El cultivo fue
incubado a 20°C durante 12 h con agitacién constante a 180 rpm en un incubador Innova® 43
Incubator Shaker (New Brunswick™), Alternativamente, se afiadié una concentracion final de IPTG
de entre 1y 0,6 mM vy el cultivo se incubd durante 3-5 horas a 37°C con agitacion constante (180
rpm) en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™),

» Expresion mediante protocolo de autoinduccion. Se siguié el método descrito por Studier en
2005 (Studier 2005). Se realizé un in6culo a partir del glicerinado correspondiente en 9,3 ml de
medio ZY suplementado con 10 pl de 1M MgCI2 (concentracién final 1 mM), 500 pl de NPS 20x;
0,8% (p/v) de glucosa y los antibidticos correspondientes (kanamicina y cloranfenicol a 33 pg/ml).
Se dejo crecer el cultivo a 37°C durante 12 horas en agitacion constante de 180 rpm empleando un
incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™). Se emplearon 50 pl de este pre-cultivo
para inocular otro cultivo preparado siguiendo la misma receta, con la salvedad de que la glucosa fue
sustituida por 200 pl de reactivo 5052 50x. Este segundo cultivo fue incubado a 37°C con agitacion
constante de 180 rpm en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™) hasta
alcanzar una ODeoo de 0,8-1,2. Entonces se disminuy6 la temperatura a 20°C y se continu6 incubando
durante 12 horas.

Composicion de reactivos: ZY (1% (p/v) de triptona; 0,5% (p/v) de extracto de levadura), NPS 20x
(0,5 M (NH4)2SOs4, 1M KH2PO4, 1M Na;HPOQ4), 5052 50x (25% (v/v) glicerol; 2,5% (p/v) glucosa,
10% (p/v) a-lactosa).

Al finalizar ambos protocolos de expresion, las células fueron recogidas mediante centrifugacion a
4000 x g durante 15 min a 4°C. Las células fueron resuspendidas en 1ml de PBS y se volvieron a
centrifugar en las mismas condiciones. Los precipitados celulares asi obtenidos fueron almacenados
a -80°C hasta su procesamiento.

A fin de comprobar la produccion de proteina soluble en las distintas condiciones de expresion, se
llevd a cabo un protocolo de purificacion a pequefia escala con los distintos precipitados celulares
obtenidos. Para ello cada precipitado celular fue resuspendido en 500 pl de tampon de lisis preparado
en HEPES pH 7,5 segln la receta descrita en la Tabla 3.6. Se afiadieron 500 pl de perlas de vidrio
de 0,5 mm de didmetro (Scientific Industries, SI™, ref. SI-BG05), y la mezcla fue lisada en 10 ciclos
intermitentes de 30 segundos a 7500 rpm empleando un equipo Precellys® Evolution (Bertin
Instruments). Esta mezcla lisada se centrifugd a 21000 x g durante 20 minutos a 4°C. Se recogio la
fraccion soluble (aproximadamente 500 ul), que fue incubada con 100 ul de resina de Niquel
(Agarose Bead Technologies, ref. 6BCL-NTANi-X) en el caso de proteinas marcadas con una
etiqueta de 6xHis, de resina de glutation (Glutathione Sepharose® 4B Cytiva, ref. GE17-0756-01) en
el caso de proteinas marcadas con una etiqueta de GST o de resina de amilosa (New England Biolabs,
ref. E8021S) en el caso de proteinas marcadas con una etiqueta de MBP. Previamente a su uso, la
resina fue equilibrada con H,O miliQ seguido de tampdn EM (véase Tabla 3.6).

La incubacién de la resina con la proteina de interés se llevd a cabo durante 1 hora a 4°C con rotacion
constante. Transcurrido ese tiempo se llevaron a cabo tres lavados de la resina empleando tampdn
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EM (véase Tabla 3.6), y ésta fue disuelta en 30 pl de tampon de Laemmli 5x (312 mM Tris-HCI pH
6,8; 10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) P-mercaptoetanol, 0,02 % (p/v) azul de
bromofenol) y calentada a 95°C durante 10 minutos a fin de provocar la disociacion de las proteinas
unidas a ella. Las muestras de interés correspondientes a las distintas etapas de este proceso de
purificacion fueron visualizadas mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) empleando geles al 10% (v/v) de acrilamida. Para cada una de las construcciones empleadas
en este estudio se seleccionaron las condiciones Optimas para su expresion en base a los resultados
de este experimento (Tabla 3.5). Todas las centrifugaciones a las que se someti6 la resina durante su
equilibrado y los lavados posteriores se llevaron a cabo a una velocidad méxima de 6000 x g durante
1 minuto a 4°C.

3.2.2 Protocolo de expresion a gran escala.

Una vez determinadas las condiciones éptimas de expresion de cada construccion (resumidas en la
Tabla 3.5), se llevé a cabo su expresion a gran escala. Para ello se emplearon las mismas condiciones
descritas en el apartado 3.2.1 empleando un volumen final de 1 litro de cultivo. En la Tabla 3.4 se
enumeran las distintas proteinas empleadas en este estudio, asi como las construcciones generadas
con cada de ellas.

¢ Protocolo de autoinduccion: se emple6 el método descrito por Studier en 2005 (Studier 2005) .
Para ello se llevo a cabo un pre-cultivo en 9,3 ml de medio ZY suplementado con 10 pl de 1M
MgCl, (1 mM de concentracion final), 500 pl de NPS 20x; 0,8% (p/v) de glucosa y los antibiéticos
kanamicina y cloranfenicol a una concentracion final de 33 pg/ml cada uno. Este pre-cultivo se
inoculé con un glicerinado de Escherichia coli cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL transformada con
el plasmido de interés. Se incubd el pre-cultivo durante 12 horas a 37°C en agitacion constante. A
continuacion, se inocularon 5 ml de este pre-cultivo en 1L de medio ZY suplementado con 1ml de
1M MgCl, (ImM de concentracién final), 50 ml de NPS 20x, 20 ml de 5052 50x y los antibi6ticos
kanamicina y cloranfenicol a una concentracién final de 33 pgr/ml cada uno. Este nuevo cultivo se
dividio en dos matraces Erlenmeyer con 500 ml de cultivo cada uno.

Tabla 3.4 Proteinas empleadas en este estudio para las distintas construcciones de

interés.
Proteina aas Cédigo UniProt Origen Construcciones
cCtNOC2 788 GOSDO05 Chaetomium 6xHis-NOC2, 6xHis-
thermophilum NOC2 (1-771 aa)
CtNOG1 661 GOS8F1 Chaetomium 6xHis-NOG1, MBP-
thermophilum NOG1
hsNOG1 634 Q9BZE4 Homo sapiens GST-TAT-NOG1
(351-412 aa)
ctMAK5 767 GO0SA42 Chaetomium GST-MAKS, 6xHis-
thermophilum MAKS (192-616 aa)
CtHAS1 556 GORYU9 Chaetomium MBP-HAS1, 6xHis-
thermophilum HAS1 (1-320 aa)
ctCIC1 391 GOS7X0 Chaetomium 6xHis-CIC1
thermophilum
ctelF6 246 G0S683 Chaetomium 6xHis-elF6

thermophilum
Abreviaturas: ct: Chaetomium thermophilum. hs: Homo sapiens. aas: aminoacidos
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Ambos matraces fueron incubados a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar una ODego de 0,8-
1,2. Entonces se bajo la temperatura hasta los 20°C y se incubaron los cultivos durante 12 horas en
agitacion constante. Todas las incubaciones mencionadas fueron realizadas empleando un incubador
Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™) manteniendo una agitacion constante de 180 rpm.
Los reactivos NPS 20x y 5052 50x se prepararon segun las recetas descritas en el apartado 3.2.1.

Tabla 3.5: Condiciones de expresion y purificacién de las distintas construcciones
empleadas en este estudio.

Organismo Método de Meétodo de

Construccion aas kDa deexpresion  expresion purificacion
E.coli

6xHis-NOC2 1-788 91,8 (BL21C+) Autoinduccion  HisTrap-EM
E.coli

6xHis-NOC2 (1-771 aa) 1-771 90 (BL21C+)  Autoinduccion  HisTrap-IEX
E.coli

6xHis-NOG1 1-661 77,7 (BL21C+) Autoinduccion  HisTrap-EM
E.coli 0,6 MM IPTG

MBP-NOG1 1-661 117,4 (BL21C+) (5h a 37°C) MBPTrap-EM
E.coli

MBP-HAS1 1-556 103,8 (BL21C+) Autoinduccion MBPTrap-EM
E.coli

6xHis-HAS1 (1-320 aa) 1-320 37,3 (BL21C+)  Autoinduccion HisTrap-EM
E.coli

GST-MAK5 1-767 112  (BL21C+) Autoinduccion  GSTrap-IEX
E.coli

6xHis-MAKS (192-616 aa) 192-616 49,2  (BL21C+) Autoinduccion  HisTrap-EM
E.coli

6xHis-CIC1 1-391 45,8 (BL21C+) Autoinduccion HisTrap-EM
E.coli 0,2 mM IPTG

6xHis-elF6 1-246 28,6 (BL21C+) (12h a 20°C) HisTrap-EM
E.coli 1 mMIPTG

GST-TAT-NOG1 (351-412 aa) 351412 36  (BL21C+)  (3ha37°C) GSTrap-EM

Abreviaturas: EM: cromatografia de exclusion molecular. IEX: cromatografia de intercambio ionico (lon
Exchange Cromatography). BL21 C+: cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL de Escherichia coli. aas:
aminoacidos. 6xHis: etiqueta de 6 residuos de His. MBP: etiqueta de proteina de unién a maltosa (Maltose
Binding Protein). GST: etiqueta de Glutation-S-transferasa. HisTrap, MBPTrap, GSTrap: cromatografia de
afinidad para proteinas marcadas con 6xHis, MBP y GST respectivamente. kDa: peso molecular en Kilo
Dalton.

e Expresion mediante isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Se emplearon 10 ml de
medio LB suplementado con kanamicina y cloranfenicol a una concentracion final de 33 pg/ml cada
uno. Este medio de cultivo fue inoculado con un glicerinado de Escherichia coli cepa BL21 (DE3)
CodonPlus-RIPL transformada con el plasmido de interés. Este pre-cultivo se incub6 durante 12
horas a 37°C en agitacion constante. Se inocularon 5 ml de este pre-cultivo en 1 litro de medio LB
suplementado con los antibidticos kanamicina y cloranfenicol a una concentracion final de 33 pgr/ml
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cada uno. Este segundo cultivo se dividid en 2 matraces Erlenmeyer conteniendo 500 ml de cultivo
cada uno, que fueron incubados a 37°C en agitacion constante hasta alcanzar una ODgoo de 0,6-0,8.
Entonces se indujo la expresion de la proteina correspondiente mediante la adicion de la
concentracion apropiada de IPTG (véase Tabla 3.5). Se mantuvo el cultivo a 20°C durante 12 horas
en agitacion constante. Alternativamente, el cultivo fue incubado durante 3-5 horas a 37°C en
agitacion constante antes de su procesamiento. Todas las incubaciones mencionadas fueron
realizadas empleando un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™) manteniendo
una agitacion constante de 180 rpm.

En ambos protocolos, tras el periodo de incubacion correspondiente las células fueron recogidas
mediante centrifugacién a 4000 x g durante 35 minutos empleando una centrifuga refrigerada (4°C).
Se llevé a cabo un lavado con 35 ml de PBS seguido de otra centrifugacion en las mismas
condiciones. El precipitado celular resultante se almacend a -80°C hasta su procesamiento en
alicuotas correspondientes a 500 ml de cultivo cada una.

3.2.3 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Todas las electroforesis llevadas a cabo en este trabajo se realizaron en condiciones desnaturalizantes
mediante el empleo de SDS (dodecil sulfato sodico). Se emplearon geles constituidos por una parte
superior/concentradora al 5% (v/v) de acrilamida y una parte inferior/separadora al 10% (v/v) de
acrilamida. Excepcionalmente se emplearon geles al 15% (v/v) de acrilamida en la parte
inferior/separadora al trabajar con la construcciéon GST-TAT-NOG1 (351-412 aa) y su forma
digerida TAT-NOG1 (351-412 aa). Los geles utilizados en procesos de purificacion de proteinas se
prepararon con un grosor de 0,75 milimetros. En los experimentos de western blot a partir de
extractos celulares (apartado 3.5.5.2) se utilizaron geles con un grosor final de 1 mm. Para la
preparacion de los geles se emple6 una solucion comercial de acrilamida al 40% (v/v) (Acrylamide-
4K Solution, Mix 37,5:1, PanReac AppliChem, ref. A1672).

Para la parte inferior/separadora de un gel al 10% (v/v) de 0,75 mm de espesor se necesita un volumen
total de 4,2 ml con la siguiente mezcla: 1,05 ml de 1M Tris-HCI pH 8,8; 1,05 ml de acrilamida 40%
(vIVv); 42 ul de persulfato de amonio (APS) al 10% (p/v); 42 pl de SDS al 10% (p/v), 5 ul N, N, N’,
N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED) y 2,1 ml de H.O miliQ. Para prevenir el contacto con el
oxigeno que inhibe la polimerizacion y alinear el frente, se afiadieron unos microlitros de 2-propanol
sobre la parte separadora. La parte superior/concentradora del gel al 5% (v/v) de acrilamida fue una
mezcla de 117 pl de 1M Tris-HCI pH 6,8; 174 pl de acrilamida al 40% (v/v); 14 ul de APS al 10%
(p/v); 14 pl de SDS al 10% (p/v); 1,4 pl de TEMED y 1,02 ml de H,O miliQ. En el caso de geles
preparados con un espesor de 1 mm se siguieron las mismas recetas doblando las cantidades de los
distintos reactivos y manteniendo la misma proporcion entre los mismos. Para la preparacion de geles
al 15% (v/v) se sigui0 la siguiente receta (correspondiente a la parte inferior/separadora): 1,05 ml de
1M Tris-HCI pH 8,8; 1,575 ml de acrilamida 40% (v/v); 42 pl de persulfato de amonio (APS) al 10%
(p/v); 42 pl de SDS al 10% (p/v), 5 ul N, N, N', N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED) y 1,575 ml de
H.O miliQ. La parte superior/concentradora se prepar6 al 5% (v/v) de acrilamida siguiendo la receta
ya mencionada.

Las electroforesis se realizaron en cubetas Mini PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) conectadas a una
fuente PowerPac™ Basic (Bio-Rad).
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Las muestras de interés fueron preparadas con tampon de Laemmli 5x (312 mM Tris-HCI pH 6,8;
10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) B-mercaptoetanol, 0,02 % (p/v) azul de bromofenol) y
fueron calentadas a 95°C durante 10 minutos antes de cargarse en el gel. En el caso de muestras
procedentes de un proceso de purificacion a pequefia (apartado 3.2.1) o gran escala (apartado 3.3) o
para ensayos de precipitacion (apartado 3.4.5) o ensayos de interaccién con acido poliuridilico
(apartado 3.4.6), se empled una corriente de 150V durante 45 minutos y se empled 25 mM Tris-HClI,
190 mM Glicina'y 0,1% (p/v) SDS como tampdn de electroforesis. En el caso de geles realizados en
el contexto de un experimento de western blot (apartados 3.4.8 y 3.5.5.2) se empled una corriente de
90V durante 90 minutos y MOPS-SDS (Alfa Aesar, ref. J62847) como tampon de electroforesis (1M
MOPS, 1M Tris, 2% (p/v) SDS, 20 mM EDTA a pH 7,7). En ambos casos tras la electroforesis los
geles fueron tefiidos con una solucién de Coomassie Blue Brilliant G (Sigma-Aldrich, ref. B0770)
(2,5 % (p/v) Coomassie Brilliant Blue G, 40% (v/v) metanol, 10% (v/v) &cido acético, 50% (v/v)
H0O destilada) y se destifieron con una solucién 10% (v/v) metanol, 10% (v/v) acido acético y 80%
(v/v) de H20 destilada.

3.3 Purificacién a gran escala de las proteinas de interés.

En todos los casos se emple6 un protocolo de purificacion andlogo que se describe a continuacion.
Los tampones empleados en los distintos pasos se describen en la Tabla 3.6, con las excepciones
mencionadas.

33.1 Lisis celular y preparacién de extractos de proteinas.

El precipitado celular de interés (correspondiente a 500 ml de cultivo) fue descongelado y disuelto
en 50 ml de tampon de lisis suplementado con una pastilla de inhibidor de proteasas libre de EDTA
(cOMPLETE Protease cocktail EDTA-free, Roche, ref. 5056489001). La mezcla fue sonicada
durante 30 minutos mediante un sonicador Vibra-Cell™ W75042 (Bioblock Scientific) empleando
pulsos intermitentes de 1 segundo de duracion. La muestra sonicada fue centrifugada a 16500 x g
durante 35 minutos a 4°C empleando una centrifuga Sorvall™ RC6 Plus con un rotor SS-34 (Thermo
Scientific™). Tras la centrifugacion, el precipitado obtenido fue descartado y el sobrenadante se filtr6
manualmente empleando un filtro de 0,45 um (VWR®, ref. 514-1262) a fin de eliminar posibles
restos celulares. Se tomaron muestran del precipitado y el sobrenadante para su visualizacion en un
gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El objetivo es comprobar la
eficacia de la sonicacion y la posible presencia de proteina insoluble en el precipitado.

3.3.2 Cromatografia de afinidad para proteinas etiquetadas con 6xHis (IMAC).

Las proteinas clonadas en el vector pNKI (marcadas con una etiqueta de 6xHis en su extremo amino-
terminal) fueron purificadas mediante cromatografia de iones inmovilizados (Immobilized Metal lon
Affinity Chromatography, IMAC) empleando una columna HisTrap HP (Cytiva) de 1 ml (ref.
17524701) 6 5 ml (ref. 17524802). La columna fue equilibrada con 10 volimenes de columna de
H>O miliQ seguido de 10 volumenes de columna de tampon A (His). El lisado celular previamente
filtrado se carg6 en la columna mediante una bomba peristaltica (Minipuls®3, Gilson) y se recogio
la fraccidn no unida para su posterior visualizacion en un gel de electroforesis SDS-PAGE. Una vez
cargada con el lisado celular, la columna fue lavada con 5 volimenes de columna de tampén A (His)
a fin de eliminar proteinas contaminantes unidas inespecificamente.
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La elucion de la proteina de interés se llevd a cabo mediante cromatografia FPLC empleando un
equipo AKTAPurifier (GE Healthcare). Se gener6 un gradiente de concentracion de imidazol
mediante la combinacién del tampon A (His) con una proporcion creciente del tampon B (His). Se
recogieron fracciones de 1 6 5 ml segun el tamafio de la columna empleada. Se emple6 el programa
Unicorn 4.0 para la visualizacion de los cromatogramas correspondientes en base a la absorbancia a
280 nm de las distintas fracciones. A fin de detectar la presencia de la proteina de interés en las
fracciones obtenidas, se llevd a cabo una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) segun las indicaciones del apartado 3.2.3. Las fracciones con mayor presencia de la proteina
de interés y menor cantidad de proteinas contaminantes fueron seleccionadas para la siguiente etapa
de purificacion.

3.3.3 Cromatografia de afinidad para proteinas etiquetadas con GST.

Las proteinas clonadas en el vector pGKI (marcadas con una etiqueta de GST en su extremo amino-
terminal) fueron purificadas mediante una columna GSTrap HP (Cytiva) de 1 ml (ref. 17528101) 6
5 ml (ref. 17528202). La columna fue previamente equilibrada con 10 volimenes de columna de
H20 miliQ seguido de 10 volimenes de columna de tampon A (GST). Se cargo6 el lisado celular
mediante una bomba peristaltica (Minipuls® 3, Gilson) y a continuacién se pasaron otros 5 volimenes
de columna de tampdn A (GST) a fin de eliminar proteinas contaminantes unidas inespecificamente.
La proteina de interés fue eluida mediante una cromatografia FPLC empleando un equipo
AKTAPurifier (GE Healthcare). Para ello se gener6 un gradiente de glutation empleando los
tampones A (GST) y B (GST) en proporcion variable. Se recogieron fracciones de 1 6 5 ml en funcién
del volumen de la columna utilizada. Se visualizaron los cromatogramas correspondientes mediante
el programa Unicorn 4.0 en base a la absorbancia a 280 nm. La presencia de la proteina de interés en
las fracciones obtenidas fue detectada mediante electroforesis SDS-PAGE (apartado 3.2.3). Las
fracciones con mayor concentracion de la proteina de interés y menor cantidad de proteinas
contaminantes fueron seleccionadas para la siguiente etapa de purificacion.

3.34 Cromatografia de afinidad para proteinas etiquetadas con MBP.

En el caso de las proteinas clonadas en el vector pMBKI (y por tanto marcadas con una etiqueta de
MBP en su extremo amino-terminal), se empled una columna MBPTrap HP (Cytiva) de 1 ml (ref.
28918778) 6 5 ml (ref. 28918780) para su purificacion mediante cromatografia de afinidad. Se siguid
el mismo protocolo que en los casos anteriores (apartados 3.3.2 y 3.3.3) empleando los tampones A
y B (MBP). En el caso particular de la proteina MBP-HAS1, debido a la baja unién que presenta esta
construccidn a la resina de la columna se realizaron tres pases sucesivos del lisado celular por la
columna antes de proceder a la elucion de la proteina.

3.3.5  Cromatografia de intercambio ionico (IEX).

Esta técnica de cromatografia se utiliz6 para la segunda etapa de purificacion de las construcciones
6xHis-NOC2 (1-771 aa) y GST-MAKS (Tabla 3.5). Para este tipo de cromatografia se emplearon las
columnas HiTrap SP HP (Cytiva, ref. 17115101) y HiTrap Q HP (Cytiva, ref. 17115301), ambas de
1ml. La primera es una columna de intercambio cationico, utilizada para la eliminacién de acidos
nucleicos contaminantes y proteinas cuya carga neta sea negativa. Para utilizar esta columna el pH
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de los tampones empleados debe ser al menos 1 unidad inferior al punto isoeléctrico (pl) de la
proteina de interés, a fin de garantizar que ésta presente una carga neta positiva y sea por tanto capaz
de unirse a la resina cargada negativamente de la columna. Por otro lado, la columna HiTrap Q HP
se emplea para hacer cromatografia de intercambio anionico, a fin de eliminar proteinas
contaminantes cuya carga neta sea positiva.

Tabla 3.6: Composicion de los tampones empleados en el proceso de purificacion.

Tampon de lisis

Tampoén A (His)

Tampon B (His)

50 mM HEPES pH 7,5
500 mM NaCl

10% (v/v) Glicerol

5 mM B-mercaptoetanol
0,1% (v/v) Triton X-100

50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NacCl

5% (v/v) Glicerol

2 mM B-mercaptoetanol
20 mM Imidazol

50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NacCl

5% (v/v) Glicerol

2 mM B-mercaptoetanol
500 mM Imidazol

Tampoén A (IEX)/EM*

Tampén B (IEX)

50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NacCl

5% (v/v) Glicerol

2 mM B-mercaptoetanol

50 mM HEPES pH 7,5
1M NacCl

5% (v/v) Glicerol

2 mM B-mercaptoetanol

Tampén A (GST) Tampdn B (GST)
50 mM HEPES pH 7,5 50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NacCl 150 mM NacCl

5% (v/v) Glicerol
2 mM B-mercaptoetanol

5% (v/v) Glicerol
2 mM B-mercaptoetanol

20 mM L-glutation reducido

Tampén A (MBP) Tampén B (MBP)
50 mM HEPES pH 7,5 50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NacCl 150 mM NaCl

5% (v/v) Glicerol
2 mM B-mercaptoetanol

5% (v/v) Glicerol
2 mM B-mercaptoetanol
10 mM Maltosa

*Los tampones A (IEX) y EM tienen la misma composicion.

Abreviaturas: EM: cromatografia de exclusion molecular. IEX: cromatografia de intercambio ionico (lon
Exchange Cromatography). Excepciones: la construccion 6xHis-NOC2 (1-771 aa) fue purificada empleando
tampon A (His), B (His) y tampdn de lisis para la cromatografia de afinidad, asi como tampones A (IEX) y B
(IEX) preparados en 50 mM MES pH 6,5. La construccion 6xHis-NOG1 fue purificada empleando tampon A
(His), B (His) y tampdn de lisis, asi como tampén EM preparados en 50 mM Tris pH 8.
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En este caso el pH de los tampones debe ser al menos 1 unidad superior a pl de la proteina de interés,
a fin de garantizar que ésta presente carga neta negativa y se una a la resina cargada positivamente
de la columna. La columna de eleccion fue previamente equilibrada con 10 volimenes de columna
de H>O miliQ seguido de otros 10 volimenes de columna de tampdn A (IEX) (con baja concentracion
de NaCl). Las fracciones seleccionadas en el anterior proceso de purificacién (cromatografia de
afinidad) se juntaron y se cargaron en la columna pre-equilibrada mediante una bomba peristaltica
(Minipuls®3, Gilson). Se recogi6 la fraccién no unida a fin de descartar la posible presencia de la
proteina de interés. Se lavé la columna con 5 volimenes de columna de tampdn A (IEX) a fin de
eliminar proteinas contaminantes unidas inespecificamente.

La elucion de la columna se llevé a cabo mediante cromatografia FPLC empleando el mismo sistema
AKTA Purifier (GE Healthcare) empleado para realizar cromatografias de afinidad (apartados 3.3.2,
3.3.3y 3.3.4). Se genero un gradiente de concentracion salina empleando los tampones Ay B (IEX)
con una creciente proporcion de tampén B (IEX). Se utilizbé el programa Unicorn 4.0 para la
visualizacidon de los correspondientes cromatogramas en base a la absorbancia a 280 nm. La presencia
de la proteina de interés en las distintas fracciones obtenidas fue detectada mediante electroforesis
SDS-PAGE (apartado 3.2.3). Las fracciones con mayor presencia de la proteina de interés fueron
seleccionadas para su concentracion (apartado 3.3.8).

3.3.6 Cromatografia de exclusion molecular (EM).

Todas las construcciones de interés, con la excepcion de 6xHis-NOC2 (1-771 aa) y GST-MAKS, se
terminaron de purificar mediante una cromatografia de exclusion molecular, a fin de eliminar
posibles proteinas contaminantes presentes en la anterior etapa de purificacion y posibles agregados
de la proteina de interés. Para ello se utiliz6 una columna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare,
ref. GE17-5175-01) de 24 ml de volumen de columna, o bien una columna Superdex 200 Hiload
16/60 (GE Healthcare, ref. GE28-9893-35) de 120 ml de volumen de columna. La eleccion de la
columna dependié de la cantidad de proteina disponible al llegar a este paso de purificacion. En el
caso de disponer de poca cantidad de proteina (menos de 4 mg) se eligio la columna Superdex 200
10/300 GL, a fin de minimizar la pérdida de proteina durante esta etapa de purificacion. Las
fracciones de interés procedentes de la etapa anterior de purificacion (cromatografia de afinidad)
fueron concentradas empleando filtros Amicon™ Ultra con la amplitud de poro adecuada para cada
proteina (Amicon™ Ultra Centrifugal Filter Units, Merck, ref. UFC801). La columna de eleccion
fue equilibrada con 2 volimenes de columna de H,O miliQ seguidos de 2 volimenes de columna de
tampon EM (Tabla 3.6). Segun las especificaciones de la columna, la proteina de interés fue
concentrada hasta un volumen final de 200-500 pl en el caso de la columna Superdex 200 10/300
GL o hasta un volumen final de 2-4 ml en el caso de la columna Superdex 200 Hiload 16/60. La
proteina concentrada fue cargada manualmente en la columna mediante jeringa. En el caso de la
columna Superdex 200 10/300 GL, la cromatografia se llevd a cabo a temperatura ambiente
empleando el equipo AKTA Purifier (GE Healthcare), mientras que en el caso de la columna
Superdex 200 Hiload 16/60 se utilizé el equipo AKTA Prime (GE Healthcare) manteniendo la
temperatura a 4°C. En ambos casos se utilizd el programa Unicorn 4.0 para visualizar los
correspondientes cromatogramas en base a la absorbancia a 280 nm de las fracciones obtenidas. Se
recogieron fracciones de 300 pl en el caso de la columna Superdex 200 10/300 GL, y de 5 ml al
utilizar la columna Superdex 200 Hiload 16/60.

Se llevo a cabo una electroforesis SDS-PAGE (apartado 3.2.3) a fin de detectar la presencia de la
proteina de interés en las fracciones obtenidas. Por ltimo, las fracciones con la proteina de interés
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fueron concentradas mediante un filtro Amicon™ Ultra con el tamafio de poro adecuado hasta
alcanzar un volumen final de 50-500 pl y una concentracion de 1-20 mg/ml (en funcién del
rendimiento de cada purificacién) (apartado 3.3.8). Se prepararon alicuotas de 50 ul que fueron
cuantificadas (apartado 3.3.9) e inmediatamente congeladas en N liquido y almacenadas a -80°C
hasta su uso.

3.3.7 Digestion de las construcciones de interés con la proteasa PreScission.

En algunos experimentos se hizo necesario eliminar la etiqueta (6xHis, GST o MBP) asociada al
extremo amino-terminal de las distintas construcciones. Para ello se utilizo la enzima proteasa 14 3C
de rinovirus humano asociada a una etiqueta de GST (PreScission Protease, en adelante denominada
GST-PP). Esta proteasa escinde especificamente entre los residuos glutamina (GIn) y glicina (Gly)
de la secuencia de reconocimiento LeuGluValLeuPheGIn/GlyPro.

La proteina de interés purificada segun se describe en los apartados anteriores fue disuelta en 5-7 ml
de tampo6n EM (Tabla 3.6) al que se afiadieron 20 pg/ml de GST-PP. La digestion se mantuvo durante
un minimo de 12 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo, la mezcla digerida fue cargada manualmente
en una columna GSTrap HP de 1 ml, a fin de eliminar la enzima GST-PP presente en el medio, que
gueda retenida en la columna. En el caso de proteinas marcadas con 6xHis, la mezcla se pasé a
continuacion por una columna HisTrap HP de 1 ml, mientras que para las proteinas marcadas con
MBP se usé una columna MBPTrap HP de 1 ml. En este segundo paso se eliminaron las
correspondientes etiquetas digeridas (6xHis y MBP respectivamente) asi como la posible presencia
de proteina no digerida. En el caso de las proteinas etiquetadas con GST, esta etiqueta junto con la
proteina no digerida queda retenidas en la columna GSTrap HP, no siendo necesario el uso de una
segunda columna. La fraccion no retenida por las distintas columnas se concentré usando un filtro
Amicon™ Ultra (Merck, ref. UFC801) con el tamafio de poro adecuado hasta alcanzar la
concentracion final deseada. La proteina digerida fue cuantificada (apartado 3.3.9) y usada
inmediatamente o bien congelada mediante N liquido y almacenada a -80°C hasta su uso. Las
distintas columnas utilizadas (HisTrap HP, GSTrap HP y MBPTrap HP) fueron eluidas mediante
tampoén His (B), GST (B) y MBP (B) respectivamente, a fin de eliminar las distintas proteinas o
etiquetas unidas a ellas antes de volver a utilizarlas.

En el caso de proteinas marcadas inicialmente con GST o MBP se realiz6 una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en la que se visualizd una muestra de la fraccion no
retenida por las distintas columnas, junto con una muestra de proteina no digerida. El objetivo es
comprobar la desaparicion de la correspondiente etiqueta en funcion del cambio en el peso molecular
de la proteina digerida con respecto a la no digerida. Este Gltimo paso no se realizé con las proteinas
marcadas inicialmente con 6xHis, ya que en este caso no es posible observar un cambio en la
movilidad electroforética tras la digestion.

3.3.8 Concentracion de proteinas purificadas.

Las distintas proteinas de interés fueron concentradas antes de ser cargadas en una cromatografia de
exclusién molecular (apartado 3.3.6), antes de ser congeladas a -80°C tras la segunda etapa de
purificacion (exclusion molecular o intercambio i6nico) o tras un proceso de digestion mediante la
proteasa GST-PP (apartado 3.3.7). Para ello se emplearon filtros Amicon™ Ultra con la amplitud de
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poro adecuada para cada proteina (Amicon™ Ultra Centrifugal Filter Units, Merck, ref. UFC801).
Los filtros cargados con la proteina fueron centrifugados a 4000 x g en intervalos de 15-20 minutos
en una centrifuga refrigerada (4°C). Al final de cada intervalo de centrifugacién la proteina
concentrada fue resuspendida mediante inversion a fin de evitar la formacion de precipitados.

3.3.9 Cuantificacion de proteinas purificadas.

Al final del proceso de purificacion o digestion enzimética las proteinas de interés fueron
cuantificadas mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello se diluyé 1 pl de la
proteina concentrada en 1ml de reactivo Bradford (Bio-Rad, ref. 5000006) y se determind la
absorbancia de la mezcla a 595 nm mediante espectrofotometro (Ultrospec 2000, Pharmacia
Biotech). Para determinar la concentracién de proteina se empled una recta de calibrado realizada
con distintas diluciones de albimina de suero bovino (BSA) (ThermoScientific™, ref. 23209).
Alternativamente, la cuantificacion se realiz6 mediante espectrofotometria utilizando un equipo
Nanodrop® (ThermoScientific™) empleando los correspondientes coeficientes de extincién molar
tedricos calculados para cada construccion mediante el programa informatico ProtParam (Expasy)
(Walker 2005).

3.4 Ensayos funcionales y de estabilidad.

34.1 Ensayos de fluorimetria de barrido diferencial o termofltor.

A fin de comprobar la estabilidad térmica de las distintas construcciones se llevaron a cabo ensayos
de termofltor (Pantoliano et al. 2001). Este ensayo se basa en el uso del reactivo SYPRO® Orange
Protein Gel Stain (Supelco, Merck-Sigma, ref. S5692). Se trata de un reactivo que interacciona con
las regiones hidrofébicas de una proteina produciendo emision de fluorescencia que puede ser
cuantificada. De esta manera es posible monitorizar el proceso de desnaturalizacién de una proteina
a medida que su porcion hidrofébica queda expuesta al medio e interacciona con SYPRO® Orange
produciendo un aumento en la sefial de fluorescencia. Para la realizacién de este ensayo, las
construcciones 6xHis-elF6, 6xHis-CIC1, GST-MAKS5 y 6xHis-NOG1 se emplearon a una
concentracion final de 5 uM, mientras que 6xHis-NOC2 (1-771 aa) se empleé a 3 UM, y 6xHis-
MAKS (192-616 aa) se empled a 2 uM de concentracion final. Se prepar6 la proteina de interés a
una concentracion 10x (50, 30 o 20 uM segun la concentracidn final requerida) disuelta en tampon
EM al que se adicioné SYPRO® Orange a una concentracion 50x (el reactivo comercial esta a una
concentracion inicial de 5000x). EI tampdn EM fue preparado segun la composicion reflejada en la
Tabla 3.6. En el caso de la construccién 6xHis-NOG1 el tamp6n EM fue preparado en Tris pH 8,
mientras que para la construccion 6xHis-NOC2 (1-771 aa) se emple6 tampdn EM preparado en MES
pH 6,5 (ver aclaraciones de la Tabla 3.6).

Para cada proteina de interés se empled el mismo cribado de 48 condiciones (Tabla 3.7) preparado
en una placa de 96 pocillos apta para gPCR (Applied Biosystems by Life Technologies). Cada
condicion se ensay6 por duplicado en la misma placa. Para ello se mezclaron 4 pl de la mezcla
proteina/SYPRO® Orange 10x/50x y 36 pl de cada condicion de cribado (filas A-D de la placa). 20
ul de esta mezcla fueron transferidos al correspondiente pocillo en la segunda mitad de la placa (filas
E-H). De esta manera se alcanza la concentracion final de proteina deseada, mientras que la
concentracion final de Sypro™ Qrange es de 5x, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La
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placa fue entonces sellada y centrifugada 1 min a 4000 rpm antes de iniciar el ensayo. Se utilizé el
sistema Fast 7500 PCR (Applied Biosystems). El ensayo se inici¢ a 20°C y se realizaron 65 ciclos de
1 minuto en los que la temperatura aumento sucesivamente 1°C hasta alcanzar los 85°C. Los datos
fueron analizados mediante el software GraphPad Prism para calcular la temperatura de fusion (Tm)
correspondiente a cada condicion experimental. El valor de Tm se corresponde con la temperatura a
la que se alcanza el 50% de la emision maxima de fluorescencia para cada condicién experimental.
Este valor es un reflejo de la estabilidad térmica de la proteina en cada condicion del ensayo
(Ericsson et al. 2006).

Tabla 3.7: Composicion de los tampones empleados en el cribado de termofltor.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A #SISI 150 mM | 150 mM | 150 mM | 150 mM 150 mM 150 mM | 150 mM rln5|\(;l 150 mM | 150 mM | 150 mM
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
NaCl NaCl
#OISI 100 mM | 100 mM ({g((:)o?ill\g 100 mM 100 mM 100 mM | 100 mM i/(l)Om 100 mM | 100 mM | 100 mM
AcNa Bis Tris | citrato 0 pH MES pH Hepes pH | Hepes Fosfato Tris TrispH | Bicina | CHES
pH 45 pH 5,5 pH 5,6 65 6,5 7 pH 7,5 pH 7,5 pH 8 8,5 pH9 pH 9,5
B rj;lsl\(jl 150 mM | 150 mM | 150 mM | 150 mM 150 mM 150 mM | 150 mM 3;158' 150 mM | 150 mM | 150 mM
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
NaCl NaCl
100 100
mM | 100mM [ 100 mM | 200mM |100mM [ 100 mM b?&?'v' b?&?'v' mM ,{/?&?M 100 mM | 200 mM
SPG SPG55 | SPG6,5 | SPG7,5 | SPG8 SPG 9 MMT MMT 8 | MMT 9
4,5 55 75
4,5 6,5
c Hepes | 100 mM [ 250 mM | 500 mM | 150 mM 150 mM 150 mM | 150 mM rlnSI\(jI 150 mM | 150 mM | 150 mM
pH 7,5 | NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
100
Henes Hepes Hepes 100 mM 100 mM 100 mM | 100 mM | mM 100 mM | 100 mM | 100 mM
Hp7 5 Hp7 5 Hp7 5 Hepes Hepes Hepes Hepes Hepes | Hepes Hepes Hepes
PRAS IPRAS PR L hp7s pH7,5 pH75 |[pH75 |[pH |pH75 |pH75 |pH75
7,5
5% 10% 15% 1ImM ImM 0,1 mM |1mM 1mM
Glicerol Glicerol Glicerol | MgCl, | CaCl, | ZnCl, CdCl, DTT
0,ImM |1mM
COC'Z MnCIz
150 100 mM | 100 mM | 100 mM | 100 mM 100 mM 150 mM | 150 mm 150 150 mM | 150 mm | 150 mm
D|mMm Hepes Hepes Hepes Hepes Hepes NaCl NaCl mM NaCl NaCl NaCl
NaCl |pH75 |pH7,5 |[pH75 |pH7,5 pH7,5 NaCl
100 100
mM | 150mM [ 150 mM | 150 mM | 150 mM [ 150 mM lH%%gS‘M lH%%gS‘M “H”e'\ges h()e%:;'\" ﬁé%g;'\" ﬁé%g;'\"
Hepes | LiCl, KCI NaF SO,NH, NO3NH,4 pH 75 pH75 pH pH 75 pH75 pH75
pH7,5
7,5
0,1%
1mM 100 mM | 300 mM |0,5M |50 MM | 100 mM Tifiiari
EDTA Sacarosa | Sacarosa | Urea | L-Arg Betaina X-100
50 mM
L-Glu

34.2 Extraccion de ARN total procedente de Escherichia coli.

Este ARN fue utilizado para llevar a cabo experimentos mediante la técnica EMSA, descrita en el
apartado 3.4.3. Para la extraccion de ARN se crecieron 10 ml de un cultivo de Escherichia coli (cepa
DH5a) no transformado con plasmido hasta alcanzar una ODsggo de 0,6 Yy se recogieron las células
mediante centrifugacion a 4000 x g a temperatura ambiente. Estas células se resuspenden en 600 pl
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de tampon de lisis (25 mM Tris-HCI pH 7,4; 60 mM KCI, 10 mM MgCly; 0,6% (v/v) Brij35; 0,2%
(p/v) deoxicolato sddico y 0,02% (p/v) SDS) al que se afiaden 600 pl de fenol pH 4,5 frio. Esta
mezcla se agita vigorosamente durante 1 minuto y a continuacién se centrifuga a 16000 x g durante
5 minutos manteniendo la centrifuga a temperatura ambiente. Se recupera la fase acuosa (superior)
de lamezcla obtenida y se lleva a un tubo limpio. Se afiaden 600 pu de cloroformo, se agita la mezcla
durante 1 minuto y se centrifuga a 16000 x g durante 5 minutos. Se recupera la fase acuosa (superior)
y se aflade ADNasa | (Promega, ref. M6101) a una concentracion de 2 U/100 ul de extracto de ARN.
Se suplementa la mezcla con CaCl; a una concentracién final de 10 mM. Esta mezcla se incuba
durante 45-60 minutos a temperatura ambiente sin agitacion. Por ultimo, se afiaden 2,5 voliumenes
de etanol absoluto frio y se deja precipitando a -20°C durante 12 horas.

El ARN total precipitado se recupera mediante centrifugacion a 14800 x g durante 30 minutos a 4°C.
Se decanta el sobrenadante y se lava el precipitado obtenido con 500 pl de etanol al 70% frio. Se
realiza otra centrifugacion a 14800 x g durante 15 minutos a 4°C. Este segundo precipitado se deja
secar a temperatura ambiente hasta eliminar completamente el liquido. Por ultimo, se resuspende en
tampon 50 mM HEPES pH 7,5; 135 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5% (v/v) glicerol, 5 mM B-
mercaptoetanol. Tras la completa disolucion del ARN en el tampon, el ARN extraido se cuantifica
en un equipo Nanodrop® (ThermoScientific™) mediante medicion de absorbancia a 260 nm. Se
preparan alicuotas de 50 ul que se congelan a -80°C hasta su uso. Tanto el tampén de lisis como el
tampon para la disolucidn final del ARN extraido se prepararon empleando H.O miliQ tratada con
DEPC (dietil pirocarbonato) a fin de proteger el ARN extraido de la degradacién mediada por
ARNasas.

A modo de control de calidad en cada extraccién de ARN se lleva a cabo una electroforesis en gel
de agarosa 1% (p/v) empleando tampdn Tris-Acetato-EDTA (40 mM Tris, 20 mM &cido acético, 1
mM EDTA) tefiido con RedSafe (INtRON Biotechnology, ref. 21141). La electroforesis fue llevada
a cabo a 100V durante 30 minutos empleando una fuente PowerPac™ Basic (Bio-Rad) (Figura 4.23
A).

3.4.3 Ensayos EMSA (electrophoretic mobility shift assay).

A fin de comprobar la capacidad de las distintas proteinas de interés de interaccionar con acidos
nucleicos se llevaron a cabo ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) (Hellman y
Fried 2007). La proteina de interés fue incubada en presencia de una muestra de acido ribonucleico
total (ARN) extraido de Escherichia coli (apartado 3.4.2). Ambos componentes del experimento
(proteina y ARN) se diluyeron en tampon 50 mM HEPES pH 7,5; 135 mM NaCl, 5mM MgCl,, 5%
(v/v) glicerol, 5 mM B-mercaptoetanol. Se utilizé H,O miliQ tratada con DEPC (dietil pirocarbonato)
para la preparacion del tampon. Se utilizaron distintas proporciones de proteina: ARN en relacion de
masa segun las necesidades de cada experimento. Las incubaciones se llevaron a cabo durante 30
minutos a 25°C. Transcurrido este tiempo, la mezcla fue mantenida en frio. Se adicion6 el volumen
adecuado de tampdn de carga 6x (30% (v/v) glicerol; 0,25% (p/v) azul de bromofenol) hasta alcanzar
una concentracion final 1x de este tamp6n y las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 1%
(p/v). Se llevd a cabo la electroforesis a 4°C y un voltaje constante de 40V durante 2 horas
aproximadamente hasta ver salir el frente por la parte inferior del gel. El resultado del experimento
fue visualizado mediante tincion con RedSafe (INtRON Biotechnology, ref. 21141). Para la
preparacion del gel y la realizacion de la electroforesis se empled el mismo protocolo descrito en el
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apartado 3.1.2, con las modificaciones mencionadas en este apartado relativas al voltaje, temperatura
y tiempo de electroforesis.

3.4.4 Ensayos enzimaticos.

A fin de cuantificar la actividad de las enzimas empleadas en este trabajo (ATPasas o0 GTPasas), se
llevaron a cabo ensayos de determinacion de la concentracion de fosfato inorganico libre (Pi) en
solucion. El fosfato inorgénico (Pi) es uno de los productos finales de la reaccion catalizada por las
enzimas con actividad ATPasa/GTPasa (Shutes y Der 2005) (Rule, Patrick, y Sandkvist 2016). Para
llevar a cabo este ensayo se siguié el método colorimétrico desarrollado por Baykov en 1988
(Baykov, Evtushenko, y Avaeva 1988). Este método se basa en el uso de verde malaquita, un reactivo
gue en medio acido forma complejos con el fosfato inorgéanico en presencia de molibdato de amonio.
Este complejo presenta absorbancia a 630 nm, lo cual permite su cuantificacion mediante
espectrofotometria.

El reactivo verde malaquita se prepard disolviendo 44 mg de verde malaquita en 30 ml de H,O
ultrapura (calidad miliQ). A esta mezcla se adicionaron 6 ml de H.SO4 6N; 2,5 ml de molibdato de
amonio al 7,5% (p/v) y 200 ul de Tween 20% (v/v). Estas cantidades fueron modificadas en funcion
de las necesidades de cada experimento, manteniendo las mismas proporciones. Antes de su uso, la
mezcla fue incubada a 30°C durante 15 min. El dia del ensayo, la proteina de interés (ATPasa 0
GTPasa) fue incubada en presencia de diferentes concentraciones de ATP, GTP o ambos en tampén
50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 5% (v/v) glicerol. En el caso de la construccion
6xHis-NOGL1 se utilizé 50 mM Tris pH 8 para preparar el tampon. Se construy6 una recta patron de
Pi empleando diluciones seriadas de KH.PO,. Las diferentes reacciones se llevaron a cabo por
triplicado en un volumen de reaccion de 50 ul, empleando placas P-96 con fondo plano (Sarstedt,
ref. SAR82.1581). Tras mantener la reaccion durante 45 minutos a 37°C, se adicionaron 200 pl de
reactivo verde malaquita a cada pocillo. La mezcla fue incubada durante 5 minutos adicionales a
37°C para permitir el desarrollo de la reaccién colorimétrica. Finalmente se determind la absorbancia
a 630 nm mediante un lector de placas (Wallac Victor2 1420 Multilabel Counter). Los datos
obtenidos fueron analizados mediante el software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc.). La
actividad enzimética se calcul6 segun la siguiente formula:

Concentracion Pi (uM) X Volumen de reaccion (ul)

Actividad imética (Unidades X L™1) =
ctividad enzimatica (Unidades ) Volumen de muestra (ul) X Tiempo de reaccién(min)

Donde el volumen de muestra es 50 ul, el volumen de reaccion son 250 pl (50 pl de volumen de
muestra y 200 ul de reactivo verde malaquita) y el tiempo de reaccion son 45 minutos. La
concentracion de Pi correspondiente a cada reaccion se obtuvo mediante intrapolacion a partir de la
recta de calibrado realizada con KH;PO.. Se emplearon los valores de absorbancia obtenidos en cada
condicion experimental.

La actividad enzimatica se expresa en Unidades /Litro. Una Unidad es la cantidad de enzima (ATPasa
0 GTPasa) necesaria para la produccién de 1umol de Pi por minuto en las condiciones de reaccion
empleadas.
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3.4.5 Ensayos de precipitacién.

El objetivo de este ensayo es determinar la capacidad de interaccion fisica entre una pareja de
proteinas previamente purificadas. En cada experimento se emplearon 100 pl de resina y 200 ug de
la proteina de interés que acttia como cebo (marcada con una etiqueta que le permita unirse a la resina
utilizada). Puesto que en este ensayo se emplean proteinas-cebo marcadas con MBP, se emple6 una
resina de amilosa (New England Biolabs, ref. EB021S). Esta resina fue previamente equilibrada con
H.O miliQ seguida de tampon EM (Tabla 3.6) suplementado con alblmina de suero bovino (BSA)
al 0,001% (p/v). Este tampédn fue utilizado durante todo el proceso descrito en este apartado. Se
afladieron 200 pg de proteina-cebo a la resina equilibrada empleando un volumen final de tampdn
de 500 pl. La mezcla se incub6 durante 1 hora a 4°C en agitacion constante mediante rotacién. Se
hicieron tres lavados con tampon y la resina fue mezclada con una cantidad equimolar de la proteina
candidata de union contenida en 500 pl de tampon.

Esta segunda proteina debe estar marcada con una etiqueta distinta de la que presenta la proteina-
cebo. Esta mezcla de las dos proteinas con resina volvi6 a incubarse durante 1 hora a 4°C en agitacion
constante mediante rotacion. Tras esta segunda incubacidn, se repitieron los tres lavados con tampén,
a fin de eliminar el exceso de proteina no unida. Se adicionaron entonces 30 pl de tampon de Laemmli
5x (312 mM Tris-HCI pH 6,8; 10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) B-mercaptoetanol, 0,02
% (p/v) azul de bromofenol), y la resina fue calentada a 95°C durante 10 minutos, a fin de provocar
la separacion de las proteinas adheridas a ella. Por ultimo, la resina se centrifugd y se recogio el
tampon de Laemmli conteniendo las proteinas separadas (fraccion de elucién de la resina). Ademas
de esta fraccion, se prepararon muestras correspondientes a las dos proteinas empleadas en cada
experimento  (MBP-HAS1/6xHis-CIC1 o MBP-NOG1/6xHis-elF6) por separado. Estas tres
fracciones fueron visualizadas en un gel SDS-PAGE al 10% (v/v) de acrilamida siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 3.2.3. Se verifico la capacidad de unién de cada pareja de proteinas
en funcidn de la presencia o ausencia de la segunda proteina (6xHis-CIC1/6xHis-elF6) en la fraccion
de elucién conteniendo la proteina-cebo (MBP-HAS1/MBP-NOGL1). Todas las centrifugaciones
mencionadas se realizaron a una velocidad maxima de 6000 x g durante 1 minuto en centrifuga
refrigerada (4°C). Durante todo el proceso la resina y las proteinas de interés fueron mantenidas en
hielo.

3.4.6 Ensayos de interaccion con acido poliuridilico (PolyU).

Para cada condiciéon experimental se emplearon 10 mg de resina de agarosa cargada con acido
poliuridilico (Sigma Aldrich, ref. P8563) que fue hidratada en H,O miliQ tratada con DEPC (dietil
pirocarbonato) durante 10 minutos. A continuacion, la resina se equilibré 4 veces con 500 ul de
tamp6n 50 mM HEPES pH 7,5; 135 mM NaCl; 0,1 mg/ml de BSA y 5 mM MgCl,. Tras cada
equilibrado la resina se centrifug6 a 100 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente. La resina asi
equilibrada se incubé con 200 ug de la proteina de interés (6xHis-CIC1) diluida en 500 ul del mismo
tampon. La incubacion se mantuvo durante 30 minutos a 25°C en agitacion constante (300 rpm).
Transcurrido este tiempo se centrifug6 la resina a 4°C y una velocidad méaxima de 100 x g durante 2
minutos. A partir de este momento la resina fue mantenida en frio. Se eliminé la fraccion liquida
conteniendo la proteina no unida, y se realizaron 4 lavados empleando el mismo tampdn en ausencia
de BSA (tampon de lavado). Entonces se afiadieron 30 pl de tampdén Laemmli 5x (312 mM Tris-HCI
pH 6,8; 10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) B-mercaptoetanol; 0,02 % (p/v) azul de
bromofenol) y se calent6 la muestra durante 10 minutos a 95°C a fin de provocar la separacién del
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acido poliuridilico de la resina. Se centrifugaron las muestras a maxima velocidad (13000 x @)
durante 1 minuto y se recogi0 la fraccion del sobrenadante (conteniendo el acido poliuridilico unido
a proteinas) para su visualizacion en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) de acrilamida
segun el protocolo descrito en el apartado 3.2.3. Cuando el disefio experimental lo requiere, se pre-
incubaron las muestras de proteina con distintas concentraciones de acido poliuridilico libre (0,4 —
0,8 mg/ml) durante 30 minutos a 25°C en agitacion (300 rpm) antes de su adicion a la resina de
agarosa cargada con PolyU. Ambos tampones utilizados en este protocolo fueron preparados
empleando H,O miliQ tratada con DEPC.

3.4.7 Ensayos de interferometria de biocapas (BLI).

La técnica de interferometria de bicapas o BLI (bio-layer interferometry) (Petersen 2017) fue
empleada para determinar la capacidad de unidn entre distintas parejas de proteinas (Tabla 3.8). Se
empled para ello un equipo comercial de interferometria de biocapa (BLI1tz™, PALL Forté Bio Corp,
ref. 45-5000) provisto de su correspondiente software de andlisis. El protocolo consiste en fijar una
primera proteina (marcada con la etiqueta adecuada) a un sensor capaz de unir proteinas provistas de
la etiqueta correspondiente. Entonces se afiade la segunda proteina (sin etiquetar o marcada con una
etiqueta diferente de la que une el sensor) y se evalla su capacidad de fijarse al sensor mediante su
interaccion especifica con la primera proteina. La cantidad de proteina unida al sensor es cuantificada
midiendo las variaciones en la longitud de onda de un haz de luz blanca reflejado desde el sensor. En
la Figura 3.1 se muestra un resumen esquematico del protocolo seguido en esta técnica experimental
y el tipo de gréaficos obtenidos al utilizarla. Esta técnica permite calcular la constante de afinidad
(Kp) que define la capacidad de unidn entre dos proteinas como el producto de la division entre la
constante de disociacion (ko) y la constante de asociacion (Kon), €s decir:

A+B s AB donde Kp =Koff/ Kon

Siendo por tanto el valor de Kp inversamente proporcional a la afinidad de unién entre las dos
proteinas de interés. En este estudio se empled un sensor Ni-NTA (FortéBio, ref. 18-5101) cargado
de Niquel, capaz de fijar proteinas marcadas con una etiqueta de 6xHis. En todos los ensayos se
emple6 tampon EM (Tabla 3.6) para diluir las correspondientes proteinas. En caso necesario se uso
una concentracion baja de BSA para eliminar uniones inespecificas de la segunda proteina al sensor.
En la Tabla 3.8 se muestra un resumen de las concentraciones de proteina empleadas para cada
ensayo y se indica el uso de BSA como agente de blogueo de interacciones inespecificas. En todos
los casos se empled el mismo protocolo de ensayo, que se resume en la Tabla 3.9. En las etapas de
linea base (primera y tercera etapa) el sensor fue sumergido en una solucién de tamp6n EM (200 pl)
en ausencia de proteina, mientras que en las etapas correspondiente a la unién de la primera y segunda
proteinas el sensor fue sumergido en una solucion de tampon EM (4pl) conteniendo la proteina
correspondiente a la concentracion deseada. La union de la segunda proteina al sensor previamente
cargado con la primera proteina permite el célculo de la constante de asociacion (kon) entre ambas
proteinas, mientras que en la etapa final se produce la disociacion del complejo y se calcula la
constante de disociacion (Kef). El analisis de los datos experimentales se realizé mediante el software
BLItz Pro 1.2.

Después de cada medicion el sensor fue regenerado mediante su inmersion en una solucién

conteniendo PBS durante 10 segundos, seguida de una soluciéon de 10 mM Gly a pH 2 durante 10
segundos, PBS durante 10 segundos, 10 mM NiCl, durante 1 minuto y PBS durante 10 segundos.
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Por altimo, el sensor fue hidratado en tampon EM durante 10 minutos antes de ser utilizado de nuevo.
Cada sensor se emple6 durante un maximo de 10 mediciones siguiendo este sistema de regeneracion.

Linea base Unién Linea Union proteina 2° Disociacion
inicial proteina base (Kon) (Kotf)
10

Unién (nm)

4 f - Association — k,,

. Dissociation — k_,,

Figura 3.1: Resumen esquematico del protocolo utilizado en los experimentos de interferometria de

Tiempo (seg)

biocapas empleando el equipo BLItz™.

Tabla 3.8: Condiciones empleadas para los ensayos de interferometria de biocapas.

Proteina 1° Concentracion Proteina 2° Concentracion % BSA (p/v)
6xHis-NOG1 30 pg/ml ctelF6 2-10uM 0,005%
6xHis-CIC1 50 pg/ml MBP-HAS1 1-5uM -
6xHis-NOG1 100 pg/ml CtMAKS 20-75 puM 2%
6xHis-NOC2 30 pg/ml CtMAKS5 20-75uM 2%
6xHis-CIC1 50 pg/ml ctHAS1 (1-320 aa) 1-5uM -

Tabla 3.9: Protocolo general de ensayo
de interferometria de biocapas.

Etapa

Duracion (seg)

Linea base inicial

Unién proteina 1°

Linea base

Asociacion (Kon / Unidn proteina 2°
Disociacion (Kof)

30
120
30
120
120

75



3.4.8 Western blot para identificacion de proteinas.

A fin de comprobar la identidad de las proteinas purificadas con la etiqueta de 6xHis se utilizé la
técnica de western blot. Para ello se llevé a cabo una electroforesis SDS-PAGE en geles de acrilamida
al 10% (v/v) a 90 V durante 90 minutos. Las proteinas del gel de electroforesis fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa (Amersham™ Protran®, GE Healthcare, ref. GE10600002) durante
90 minutos a 100V manteniendo la temperatura a 4°C. Para la transferencia se empled una cubeta
Mini PROTEAN®3 Cell (Bio-Rad) conectada a una fuente PowerPac™ Basic (Bio-Rad). Se utiliz6
como tampon de transferencia 25 mM Tris-HCI, 192 mM Glicina y 20% (v/v) de metanol.

Una vez completada la transferencia, se comprobd la presencia de las proteinas transferidas en la
membrana mediante tincién reversible con rojo Ponceau S 0,2% (p/v) (Serva, ref. 33427). La
membrana fue bloqueada con un 5% (p/v) de leche desnatada diluida en PBS-Tween 0,1% (v/v)
durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente. A continuacion, la membrana fue hibridada con
un anticuerpo anti-Histidina conjugado con HRP (Horse Radish Peroxidase) (Roche) diluido en el
medio de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion. Por Gltimo, se realizaron tres
lavados con PBS-Tween 0,1% (v/v) y se revel6 la membrana mediante el reactivo Pierce ECL
(Thermo Scientific™, ref. 32106) en un transiluminador ImageQuant™ LAS 4000 Mini (GE
Healthcare). La informacion relativa al uso del anticuerpo anti-Histidina se indica en la Tabla 3.14.

3.4.9 Cribados de cristalizacion.

Los ensayos de cristalizacion se realizaron utilizando la técnica de difusion de vapor en gota sentada
en placas de 96 pocillos tipo MRC2. En cada pocillo se dispuso 1 gota de proteina purificada junto
con 1 gota de tamp6n de cristalizacién (reservorio). La concentracién de agente precipitante en el
reservorio es mayor que la de la gota permitiendo que se realice un equilibrio a través de la difusion
de vapor hasta que ambas concentraciones se igualen por la evaporacion de agua o de otros
precipitantes mas voléatiles, como el isopropanol. Se realizaron distintos cribados comerciales
empleando distintos tampones a distintos pH y distintos precipitantes. Concretamente, se emplearon
los cribados JBScreen Classic HTS | 'y HTS |l (denominados JBS | y Il en este trabajo) (Jena
Bioscience, refs. CS-201L y CS-202L respectivamente); Wizard | y Il (Emerald BioSystems, ref.
EBS-WIZ-1/2); MIDAS y PACT (Molecular Dimensions, refs. MD1-59 y MD1-29
respectivamente), Cs | y Il (Hampton Research, ref. HR2-130), JCSG+™ (Molecular Dimensions,
ref. MD1-37) e Index (Hampton Research, ref. HR2-144). En cada gota se dispensaron 0,3 pl de
proteina purificada junto con 0,3 pul de solucion de cristalizacion por un equipo de nano dispersion
(HoneyBee X8, Genomic Solutions) por el servicio de Cristalogénesis del IBV. Las placas se
incubaron durante 6 meses a 21°C 0 4°C segUn las necesidades de cada experimento. Se comprobd
periodicamente la aparicion de cristales en los distintos cribados realizados. En las Tablas 3.10 —
3.13 se resumen las condiciones de cristalizacién empleadas con las distintas construcciones de
interés en este estudio.
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Tabla 3.10: Resumen de cribados de cristalizacion llevados a cabo con la construccion

6xHis-NOC2.
Concentracion Cribado Temperatura

2 mg/ml JBS I 21°C
11,3 mg/ml JBS | 21°C
23,7 mg/ml JBS | 21°C
27,3 mg/ml JBS | 21°C

20 mg/ml JBS I 21°C
22,65 mg/ml JBS I 21°C

24 mg/ml JBS I 21°C
27,3 mg/ml JBS I 21°C
34,18 mg/ml JBS I 21°C
22,65 mg/ml MIDAS 21°C
27,9 mg/ml MIDAS 21°C
22,4 mg/ml Cslyll 21°C
9,17 mg/ml Index 21°C
13,32 mg/ml Index 21°C
19,9 mg/mi Index 21°C
22,65 mg/ml PACT 21°C
26,65 mg/ml Wizard 1 y Il 21°C
6,09 mg/ml JCSG+ 21°C
11,5 mg/mi JCSG+ 21°C
13,32 mg/ml JCSG+ 21°C

23 mg/ml JCSG+ 21°C




Tabla 3.11: Resumen de cribados de cristalizacion llevados a cabo con la construcciéon
6xHis-NOC2 (1-771 aa).

Concentracion Cribado  Temperatura
19,5 mg/ml JBS | 21°C
22,9 mg/ml JBS | 21°C

25 mg/ml JBS | 21°C
31, 9 mg/ml JBS | 4°C
25 mg/ml JBS 11 21°C
20,9 mg/ml JBS I 4°C
19,5 mg/mi MIDAS 21°C
24 mg/ml MIDAS 21°C
25 mg/ml MIDAS 21°C
25,5 mg/ml MIDAS 21°C
17,38 mg/ml MIDAS 4°C
10 mg/ml CSlyll 21°C
19,5 mg/mi CSlyll 21°C
20 mg/ml CSlyll 21°C
25 mg/ml CSlyll 21°C
31,9 mg/ml CSlyll 4°C
14,4 mg/mi Index 21°C
24 mg/ml Index 21°C
25 mg/ml Index 21°C
25 mg/ml PACT 21°C
25,5 mg/ml PACT 21°C
28,3 mg/ml PACT 21°C
10 mg/ml Wizard 1y I 21°C
17,36 mg/ml Wizard 1y Il 21°C
20 mg/ml Wizard 1y I 21°C
22,9 mg/ml Wizard 1y I 21°C
23,3 mg/ml Wizard 1 y Il 21°C
25 mg/ml Wizard 1y Il 21°C
20,9 mg/ml Wizard 1y I 4°C
17,36 mg/ml JCSG+ 21°C
25 mg/ml JCSG+ 21°C
28,3 mg/ml JCSG+ 21°C
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Tabla 3.12: Resumen de cribados de cristalizacion llevados a cabo con la construccion

6xHis-NOG1.
Concentracion Cribado  Temperatura

19,3 mg/mi JBS | 21°C
8,3 mg/ml JBS I 4°C
9,8 mg/ml JBS I 21°C
17 mg/mi JBS I 21°C
15,7 mg/mi JBS I 4°C
19,3 mg/mi MIDAS 21°C
15,7 mg/mi MIDAS 4°C
17 mg/mi Cslyll 21°C
4,7 mg/ml Cslyll 4°C
8,9 mg/ml Index 21°C
15,3 mg/mi Index 21°C
8,9 mg/ml PACT 21°C
15,3 mg/ml PACT 21°C
20 mg/ml PACT 21°C
15,7 mg/mi Wizard 1y I 4°C

Tabla 3.13: Resumen de cribados de cristalizacion llevados a cabo con la construccion

6xHis-MAKS5 (192-616 aa).

Concentracion Cribado Temperatura

3,26 mg/ml JBSI 21°C
3,1 mg/mi JBS I 21°C
3,1 mg/mi MIDAS 21°C
7,5 mg/mi Cslyll 21°C
7,5 mg/mi PACT 21°C

4 mg/mi Wizard 1y I 21°C
5,88 mg/ml JCSG+ 21°C
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3.5 Experimentos con lineas celulares in vitro.

351 Lineas celulares empleadas.

Se empled la linea celular HCT116 de carcinoma de colon (Brattain et al. 1981). Ademas de la
variante silvestre (células HCT116 p53 +/+), se empled una version knock out para p53 de esta linea
celular (células HCT116 p53-/-). Se empleod asimismo la linea celular Saos2 de osteosarcoma (Rodan
etal. 1987) en su version knock out para p53 (Saos2 p53-/-). Estas tres lineas celulares fueron
mantenidas en medio DMEM con alta glucosa (Biowest, ref. L0102) suplementado con un 10% (v/v)
de suero fetal bovino inactivado, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pug/ml de
estreptomicina en unas condiciones constantes de 37°C de temperatura y 5% (v/v) de didxido de
carbono en una atmosfera humidificada.

3.5.2 Péptidos de interferencia y fArmacos de quimioterapia.

Se emplearon péptidos de interferencia disefiados para bloquear la interaccién entre los factores de
ensamblaje Bopl y WDR12 humanos. La secuencia completa de estos péptidos se muestra en la
Tabla 4.2 del apartado de Resultados. Estos péptidos fueron obtenidos mediante sintesis quimica por
la empresa Synpeptide (China) y fueron disueltos en PBS estéril. Los péptidos se mantuvieron a -
20°C hasta su uso. Los péptidos P10hs y P1lhs se corresponden con distintas secuencias de la
proteina Bopl en la region en la que esta proteina interacciona con WDR12 (véase apartado 4.7.1 de
Resultados). El péptido P10hsD es una variante del péptido P10hs obtenida mediante el método de
retro-inversion, en la que los aminoécidos de la secuencia de interferencia han sido sustituidos por
sus D-isomeros correspondientes, y se ha invertido la orientacidn de la secuencia. De esta manera, el
aminoéacido que en el péptido P10hs ocupa la posicion amino-terminal, en el péptido P10hsD aparece
ocupando la posicion carboxilo-terminal, y viceversa.

Utilizamos esta estrategia a fin de minimizar la degradacion proteolitica observada al emplear el
péptido P10hs (véase Figura 4.30D). Los péptidos retro-inversos solamente resultan eficaces en caso
de que la interaccién con la proteina diana se realice a través de las cadenas laterales de los
aminoacidos implicados, sin participacion del esqueleto hidrocarbonado del péptido (Doti et al.
2021). Segun la informacién estructural disponible en Chaetomium thermophilum, el péptido P10hs
interacciona con WDR12 a través de interacciones electrostaticas mediadas por la cadena lateral de
un aminoacido de Glu y otro de Arg, sin participacion directa del esqueleto hidrocarbonado (véase
apartado 4.7.1). Por lo tanto, resulta factible el uso de una version retro-inversa del péptido P10hs en
este estudio.

Por otro lado, en este trabajo empleamos el péptido TAT-NOGL1 (351-412 aa) (vease Figura 4.15)
dirigido contra la interaccion entre los factores de ensamblaje NOG1 y elF6 de Homo sapiens. Dicho
péptido fue producido utilizando Escherichia coli como organismo de expresion recombinante. Se
siguié un protocolo de clonacion, expresion y purificacién analogo al del resto de proteinas
producidas en este trabajo (véase apartados 3.1, 3.2, 3.3). El péptido, a una concentracion final de 2
mg/ml, fue mantenido a -80°C disuelto en tamp6on EM (Tabla 3.6) hasta su uso. Por Gltimo, en este
trabajo empleamos oxaliplatino y ciclofosfamida (Sigma Aldrich, refs. 09512 y BP1094
respectivamente). El oxaliplatino se disolvio en H,O estéril libre de ADNasa y ARNasa a 5 mM de
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concentracion. La ciclofosfamida se disolvio en PBS estéril a 20 mM de concentracidn. Se prepararon
alicuotas de ambos reactivos, que fueron mantenidas a 4°C en oscuridad hasta su uso.

3.5.3 Ensayos de viabilidad celular.

El objetivo de estos ensayos es determinar la capacidad de los distintos péptidos de interferencia y
farmacos de quimioterapia de disminuir la viabilidad de un cultivo celular in vitro. Se emple6 para
ello el reactivo WST-1 (Roche, ref. 11644807001) que permite detectar la actividad de las
deshidrogenasas mitocondriales. Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron placas de cultivo
multipocillo P-96 estériles de fondo plano (VWR®, ref. 734-2327). Se sembraron 2500 células por
pocillo en un volumen de 100 pl de medio de cultivo (apartado 3.5.1) que se incubaron durante 24
horas antes de adicionar los péptidos y/o farmacos de quimioterapia disueltos en medio de cultivo a
las concentraciones finales requeridas. Transcurrido el tiempo deseado de tratamiento (24, 48 o0 72
horas), se adicion6 el reactivo WST-1 siguiendo las instrucciones del fabricante. Concretamente, se
adicionaron 10 pl de reactivo en cada pocillo y se dejé incubar la placa durante 3 horas a 37°C antes
de medir la absorbancia a 440 nm mediante un lector de placas multipocillo (Wallac Victor2 1420
Multilabel Counter). Se realizaron triplicados de cada condicién experimental. Los resultados
obtenidos fueron relativizados con respecto a un control no tratado con péptidos ni quimioterapia. El
analisis de los resultados se realiz6 empleando el software GraphPad Prism4 (GraphPad Software,
La Jolla, California, USA).

354 Ensayos de activacion de caspasas.

Se empled el kit Caspase-Glo® 3/7 (Promega, ref. G8090) que permite detectar la actividad de las
caspasas 3y 7 a partir de cultivos celulares in vitro. Se utilizaron placas multipocillo P-96 estériles
de fondo plano y opacas (SPL Life Sciences, ref. 30196) en las que se sembraron 2500 células por
pocillo en un volumen final de 100 pl de medio. 24 horas después de la siembra, las células fueron
tratadas con los péptidos de interés disueltos en medio de cultivo en las concentraciones finales
adecuadas. Tras mantener el tratamiento durante otras 24 horas, se determiné la actividad caspasa
empleando el kit Caspase-Glo® 3/7 siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello se afiadi el
reactivo en proporcion 1:1 con respecto al volumen de células en cultivo. Tras incubar durante 2
horas a temperatura ambiente y oscuridad, se midié la luminiscencia de cada pocillo mediante un
lector de placas multipocillo (Wallac Victor2 1420 Multilabel Counter). Cada condicién
experimental se ensayo por triplicado.

Todos los ensayos de activacion de caspasas fueron realizados corrigiendo los correspondientes
valores de luminiscencia obtenidos respecto a la supervivencia celular observada en cada condicion
de tratamiento. Para ello se realizaron dos experimentos en paralelo en los que se determing el estado
de activacion de las caspasas 3/7 mediante el reactivo Caspase-Glo® 3/7, y el nivel de viabilidad
celular empleando el reactivo WST-1 en las mismas condiciones experimentales. Los resultados
obtenidos fueron relativizados con respecto a un control no tratado con péptidos. El analisis de los
resultados se realiz6 empleando el software GraphPad Prism4 (GraphPad Software, La Jolla,
California, USA).
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355 Ensayos de expresion de proteinas (western blot).

A fin de determinar el nivel de expresion de las proteinas de interés en este estudio a partir de cultivos
de células in vitro, se llevaron a cabo experimentos de western blot siguiendo el siguiente protocolo.

3.5.,5.1 Cultivo celular y obtencidn de extractos de proteina.

Se emplearon placas multipocillo P-6 de fondo plano (VWR®, ref. 734-2323) en las que se sembraron
250.000 células por pocillo empleando la linea celular deseada en cada caso. Tras incubar a 37°C
durante 24 horas, las células fueron tratadas con los péptidos de interés disueltos en medio de cultivo
en la concentracion final adecuada. Se mantuvo el tratamiento con los péptidos durante 48 horas.
Transcurrido este tiempo, se llevé a cabo la lisis celular y la preparacion de extractos celulares. Para
ello se retird el medio de los pocillos, y las células fueron resuspendidas en 1ml de PBS frio. Se
recogieron las células mediante centrifugacion a 4°C y 200 x g durante 8 minutos. El precipitado
celular obtenido fue resuspendido en 75 ul de tamp6n RIPA (50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl,
1mM EGTA,; 0,5% (v/v) NP-40) suplementado con inhibidores de proteasas (COMPLETE EDTA-
free, Roche, ref. 5056489001) y fosfatasas (PhosSTOP™ EASY pack, Roche, ref. PHOSS-RO). Tras
agitar vigorosamente, el lisado se mantuvo en hielo durante 30 minutos agitando cada 10-15 minutos.
Transcurrido este tiempo, los lisados fueron centrifugados a 14300 x g durante 14 minutos en
centrifuga refrigerada (4°C) a fin de eliminar los restos celulares. Se recogi6 el sobrenadante de cada
muestra y se congeld a -20°C hasta su posterior procesamiento.

3.56.,5.2 Western blot a partir de extractos de proteina.

Los extractos de proteinas fueron cuantificados empleando el reactivo Bradford (BioRad, ref.
5000006). Se emplearon placas de 96 pocillos y se cuantificd la absorbancia a 595 nm mediante un
lector de placas multipocillo (Wallac Victor2 1420 Multilabel Counter). Se emple6 una recta de
calibrado realizada con BSA para estimar la concentracion de proteina contenida en cada muestra.
Se utilizaron 15-20 ugr de extracto proteico total que fueron sometidos a una electroforesis SDS-
PAGE en gel de acrilamida al 10% (v/v) (apartado 3.2.3). La electroforesis se llevé a cabo a 90V
durante 90 minutos empleando geles de 1 mm de grosor. Las proteinas separadas mediante
electroforesis fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham™ Protran®, GE
Healthcare, ref. GE10600002) en las mismas condiciones mencionadas en el apartado 3.4.8. Al final
de la transferencia se comprob0 la presencia de las proteinas transferidas en la membrana mediante
tincion reversible con rojo Ponceau S 0,2% (p/v) (Serva, ref. 33427).

La membrana se bloque6 durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion constante usando
PBS-Tween 0,1% (v/v) suplementado con un 5% (p/v) de leche desnatada. A continuacion, la
membrana fue incubada con el correspondiente anticuerpo primario a 4°C durante 16 horas. Se
realizaron tres lavados a temperatura ambiente con PBS-Tween 0,1% (v/v) a fin de eliminar el exceso
de anticuerpo. La membrana fue entonces incubada con el correspondiente anticuerpo secundario
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron otros tres lavados con PBS-Tween 0,1% (v/v).
Finalmente, la membrana fue revelada segtin el mismo protocolo descrito en el apartado 3.4.8. Todos
los anticuerpos tanto primarios como secundarios fueron diluidos en PBS-Tween 0,1% (v/v)
suplementado con un 5% (p/v) de leche desnatada. La Tabla 3.14 incluye la informacion relativa a
los distintos anticuerpos primarios y secundarios usados en este trabajo (apartados 3.4.8 y 3.5.5.2).
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Tabla 3.14: Anticuerpos utilizados en los experimentos de western Blot.

Anticuerpo Referencia Proveedor Origen Dilucién
6xHis-HRD Peroxidasa 11965085001 Roche Raton 1/500
cMyc sc-40 SCB Ratdn 1/300
p53 sc-126 SCB Ratén 1/200
p21/Wafl/Cipl sc-6246 SCB Raton 1/200
p73 sc-17823 SCB Ratdn 1/200
caspasa 3 sc-271028 SCB Ratdn 1/1000
Actina A2066 Sigma Aldrich  Conejo 1/1000
Secundario ratédn-HRD Peroxidasa NXA931 Cytiva Oveja 1/1000
Secundario conejo-HRD Peroxidasa NA934 Cytiva Burro 1/1000

Abreviatura: SCB: Santa Cruz Biotechnology. HRD: horseradish (rdbano). His: histidina.

3.6 Herramientas bioinformaticas y analisis de datos.

El andlisis de estructuras tridimensionales procedentes del Protein Data Bank (PDB) se realizo
mediante los programas PyMol (Schrddinger, L. and DeLano, W. 2020) y Chimera Inc. (Pettersen
etal. 2004). Para los alineamientos multiples de secuencias de proteinas se emple6 el programa
ClustalW (Sievers et al. 2011). Los estudios de prediccion de regiones desordenadas se realizaron
empleando el software IUPred3 (Erdés, Pajkos, y Dosztanyi 2021). Los ensayos de actividad
enzimatica, asi como los ensayos in vitro de viabilidad y activacion de caspasas se analizaron
mediante el paquete informatico GraphPad Prism4 (GraphPad Software, La Jolla California USA).
Se realizé un test ANOVA seguido de un test Bonferroni para determinar la presencia de diferencias
estadisticamente significativas entre las distintas condiciones experimentales.

Los analisis de prediccion de regiones de interaccidn proteina:proteina y proteina:ARN se realizaron
mediante el software PDBe PISA (Krissinel y Henrick 2007) empleando la informacién estructural
correspondiente procedente del PDB. Se utilizo la base de datos BioGrid (Oughtred et al. 2021) para
la recopilacion de informacién relativa a interactdmica de proteinas. Se utiliz6 el programa
informatico ProtParam (Gasteiger et al. 2005) para calcular el punto isoeléctrico tedrico y el peso
molecular de las distintas construcciones empleadas en este trabajo. Se utilizd el programa de
modelado Swiss Model (Waterhouse et al. 2018) para llevar a cabo la prediccion de la estructura
tridimensional de la proteina MAKS5 de Chaetomium thermophilum.
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4. Resultados.
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4.1 Clonacion, expresion y purificacidn de los factores de ensamblaje ctNOC?2,
ctNOG1 y ctMAKS.

Estudios previos empleando la técnica TAP TAG de purificacion en tindem han documentado la
existencia de interacciones entre los factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y MAKS5 en el contexto
del pre-ribosoma de levaduras (Saveanu et al. 2003) (Zisser et al. 2018). Estas evidencias previas nos
impulsaron a seleccionar estos tres factores de ensamblaje con vistas al disefio de péptidos de
interferencia especificos. La disponibilidad de informacidn estructural es clave para el disefio eficaz
de péptidos de interferencia (Orea-Ordofiez et al. 2021). Como se ha explicado en la Introduccion
(apartados 1.1.4.2.2y 1.1.4.2.3), estos tres factores de ensamblaje han sido estudiados principalmente
en levaduras (Milkereit et al. 2001) (Briining et al. 2018) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020). Sin
embargo, para nuestro estudio decidimos emplear los genes correspondientes a las proteinas
homologas presentes en Chaetomium thermophilum. Las proteinas de este hongo terméfilo presentan
mayor estabilidad térmica que las de otros organismos (Perutz y Raidt 1975). Esto supone una
ventaja clave para la realizacion de estudios de estructura de proteinas mediante difraccion de rayos
X, razén por la que este organismo ha sido ampliamente utilizado en diversos estudios de
cristalografia y particularmente en el estudio del ribosoma eucariota mediante crio-microscopia
(Cheng et al. 2019) (Kisonaité et al. 2022). Ninguna de estos tres factores de ensamblaje (NOG1,
MAKS5 y NOC?2) ha sido caracterizado desde el punto de vista bioquimico y biofisico en Chaetomium
thermophilum, aunque en el caso de MAKS si existen datos disponibles en levaduras (Briining et al.
2018). Ademas, estas proteinas tampoco han sido caracterizadas estructuralmente en Chaetomium
thermophilum, aunque en el caso de NOG1 existen datos disponibles en levaduras y humanos (Wu
et al. 2016) (Liang et al. 2020).

4.1.1 Clonacion, expresion y purificacion de ctNOC?2.

A partir de la proteina NOC2 de Chaetomium thermophilum (ctNOC2, referencia de UniProt
GOSDO05), generamos la construccion 6xHis-NOC2. Esta construccion se purifico mediante una
cromatografia de iones inmovilizados (IMAC) consistente en el uso de una columna HisTrap HP,
seguida de una segunda cromatografia de exclusion molecular (Figura 4.1). La proteina obtenida en
esta segunda cromatografia fue concentrada, congelada en N; liquido y almacenada a -80°C hasta su
posterior uso. La construccion de interés presenta un perfil de elucion formando un solo pico en la
cromatografia de exclusion molecular. En el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE
(Figura 4.1) se aprecia que la proteina purificada tiene el peso molecular esperado (92 KDa
aproximadamente) (Tabla 3.5).
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Figura 4.1: Cromatografia de exclusion molecular correspondiente al proceso de purificacién de la
construccién 6xHis-NOC2 mediante una columna Superdex 200 Hiload 16/60. Cromatograma
representativo mostrando el perfil de elucion de la construccion 6xHis-NOC2 junto con el correspondiente gel
de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) en el que se muestran las fracciones resultantes de la cromatografia
gue contienen la proteina de interés (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280
nm. M: marcador de pesos moleculares.

41.2 Generacién de formas truncadas de ctNOC2.

Ante la dificultad de obtener cristales de la construccion 6xHis-NOC2 de Chaetomium
thermophilum, decidimos llevar a cabo un estudio predictivo de la presencia de regiones
desordenadas mediante el servidor IlUPred (Erdés et al. 2021). Los resultados (Figura 4.2A) muestran
que esta proteina presenta regiones desordenadas en ambos extremo amino y carboxi-terminal.

En base a estos resultados, decidimos generar una bateria de formas truncadas de ctNOC2 en las que
se elimind una cantidad variable de aminoacidos del extremo amino-terminal, carboxi-terminal o
ambos a la vez (Figura 4.2B). Cada una de estas formas truncadas fue clonada en el vector pET28-
NKI/LIC 6His/3C siguiendo el mismo protocolo que en el caso de la construccion 6xHis-NOC2. Las
diferentes construcciones fueron transformadas por separado en la cepa BL21(DE3) CodonPlus-
RIPL de Escherichia coli.

Sin embargo, solo conseguimos llevar a cabo la expresion y purificacion a gran escala de la
construccion 6xHis-NOC2 (1-771 aa) en la que tan solo se eliminan los 17 tltimos aminoécidos de
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su secuencia (que consta en total de 788 aminoacidos). En el resto de casos no se consiguid obtener
proteina soluble en ninguna de las condiciones de expresion empleadas (autoinduccion, induccién
mediante IPTG). Estos resultados sugieren que aunque ambos extremos amino y carboxi-terminal
son regiones potencialmente desordenadas, podrian ser sin embargo esenciales para garantizar la
estabilidad de la proteina o para garantizar su correcta sintesis empleando Escherichia coli como
organismo de expresion heteréloga.
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Figura 4.2: Estudio de regiones desordenadas en la proteina NOC2 de Chaetomium thermophilum y
disefio de formas truncadas de esta proteina A. Prediccion de regiones desordenadas realizada mediante el
programa IUPred3 (Erdés, Pajkos, y Dosztanyi 2021). En el eje X (horizontal) se muestra la secuencia de
aminoacidos de la proteina de interés, mientras que el eje Y (vertical) muestra la probabilidad de que el
correspondiente aminoécido forme parte de una region desordenada (Probabilidad de desorden). Las regiones
en las que esta probabilidad es superior a 0,5 (marcado con una barra horizontal) se consideran intrinsecamente
desordenadas. B. Disefio de formas truncadas de ctNOC2 realizado de acuerdo a los resultados obtenidos en el
apartado A. aa: aminoécido.
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Figura 4.3: Resumen del proceso de purificacion de la construccién 6xHis-NOC2 (1-771 aa). Se muestra
una cromatografia representativa de intercambio catidénico mediante columna HiTrap SP HP vy el
correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v). Se muestran las fracciones obtenidas en la
cromatografia (identificadas con una barra roja). mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280 nm. M:
marcador de pesos moleculares.

La construccion 6xHis-NOC2 (1-771 aa) fue expresada mediante el protocolo de autoinduccion. La
purificacion se llevo a cabo mediante una cromatografia de afinidad en columna HisTrap HP seguida
de una cromatografia de intercambio catidénico mediante columna HiTrap SP HP (Figura 4.3). En
esta Ultima cromatografia la proteina muestra un perfil de elucion formado por un solo pico. La
proteina muestra un peso molecular de aproximadamente 90 KDa, de acuerdo con lo esperado (Tabla
3.5).

4.1.3 Clonacion, expresion y purificacion de ctNOGL.

El gen correspondiente a la proteina NOG1 de Chaetomium thermophilum (ctNOG1, referencia de
UniProt GOS8F1) fue clonado en el vector pET28-NKI/LIC 6His/3C, asi como en su variante
pMBKI, generandose las construcciones codificantes 6xHis-NOG1 y MBP-NOG1.

Ambas construcciones se purificaron segun el protocolo descrito en Materiales y Métodos (apartado
3.3). Se empled una cromatografia de afinidad (en columna HisTrap para 6xHis-NOG1, y MBPTrap
para MBP-NOG1) seguida de una cromatografia de exclusion molecular (Figura 4.4). La proteina
obtenida en esta segunda cromatografia fue concentrada, congelada en N liquido y almacenada a -
80°C hasta su posterior uso. Como se puede comprobar en la Figura 4.4A, la construccion 6xHis-
NOGL1 presenta un peso molecular de aproximadamente 75 KDa, mientras que MBP-NOGL1 tiene un
peso aproximado de 117 KDa (Figura 4.4 B), de acuerdo con el tamafio esperado para ambas
proteinas (Tabla 3.5).
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Figura 4.4: Cromatografia de exclusién molecular correspondiente al proceso de purificacion de las
construcciones 6xHis-NOG1 y MBP-NOG1 en una columna Superdex 200 Hiload 16/60 (6xHis-NOG1)
y Superdex 200 10/300 GL (MBP-NOG1). A. Cromatograma representativo mostrando el perfil de elucion
de 6xHis-NOG1 y el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) en el que se muestran las
fracciones resultantes de la cromatografia (marcadas en rojo) B. Cromatograma representativo mostrando el
perfil de elucion de MBP-NOGL1 y el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) en el que
se muestran las fracciones resultantes de la cromatografia (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias
de absorbancia a 280 nm. M: marcador de pesos moleculares.

414  Clonacion, expresion y purificacion de ctMAKS en forma truncada.

La forma completa del factor de ensamblaje MAK5 de Chaetomium thermophilum (ctMAKS,
referencia de UniProt GOSA42) habia sido previamente clonada y purificada en el laboratorio (véase
Anexo 4 y apartado 4.3). Al igual que en el caso de ctNOC2, realizamos un analisis predictivo de la
presencia de regiones desordenadas en esta proteina empleando para ello el programa informatico
IUPred (Erd6s, Pajkos, and Dosztanyi 2021) (Figura 4.5A). Detectamos asi la presencia de una
region desordenada correspondiente a los aminoacidos 1-200 situados en el extremo amino-terminal
de ctMAKS. Asimismo, mediante el programa Swiss-model (Waterhouse et al. 2018) generamos un
modelo tridimensional de la estructura de la proteina ctMAKS. Los resultados (Figura 4.5B)
muestran que la estructura de esta proteina puede ser modelada en la regién comprendida entre los
aminoacidos 193y 617. Para este modelado se empled como modelo la estructura resuelta del factor
de splicing Prp28 de levaduras (PDB ID: 4W7S).
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Este modelo esta de acuerdo con la prediccion de regiones desordenadas obtenida mediante 1UPred,
segun la cual los aminoéacidos 1-200 se corresponden con una regién intrinsecamente desordenada
que, por tanto, no resulta facilmente modelable. Basandonos en ambos resultados decidimos generar
una forma truncada de la proteina ctMAKS que incluyera los aminoécidos 192 a 616 de su secuencia,
eliminando asi la region intrinsecamente desordenada presente en su extremo amino-terminal.
Decidimos eliminar también los aminoacidos 617-767 del extremo carboxi-terminal de la proteina
que no se incluyen en el modelo generado mediante el programa Swiss-model (Figura 4.5B). Esta
region también incluye zonas desorganizadas segun los resultados obtenidos mediante el programa
IUPred (Figura 4.5A). Al carecer de ambas regiones desordenadas amino y carboxi-terminal, la
forma truncada ctMAKS (192-616 aa) es potencialmente mas estable y por tanto més facil de
cristalizar. Los resultados obtenidos mediante ensayos de termofldor mostraron que si bien la forma
completa de ctMAKS es estable en un mayor nimero de condiciones experimentales, la forma
truncada ctMAKS (192-616 aa) muestra mayor estabilidad en determinadas condiciones, lo cual
podria favorecer la formacion de cristales (compérese Figura 4.11 y Anexo 5y véase apartado 5.1.1).

La clonacién de esta forma truncada de ctMAKS se llevd a cabo segun el mismo proceso empleado
en el caso de ctNOC2 y ctNOGL1. Se empled el vector pET28-NKI/LIC 6His/3C, generandose la
construccidn codificante para la proteina truncada 6xHis-MAKS5 (192-616 aa). La proteina se expreso
a gran escala mediante el protocolo de autoinduccidn.
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Figura 4.5: Caracterizacion estructural de la proteina ctMAKS mediante herramientas bioinformaticas.
A. Andlisis predictivo de la presencia de regiones intrinsecamente desordenadas mediante el programa IUPred3
(Erdés, Pajkos, and Dosztanyi 2021). En el eje X (horizontal) se muestra la secuencia de aminoécidos de la
proteina ctMAKS, mientras que el eje Y (vertical) muestra la probabilidad de que el correspondiente
aminoacido forme parte de una region desordenada (Probabilidad de desorden). Las regiones en las que esta
probabilidad es superior a 0,5 se consideran intrinsecamente desordenadas. B. Modelado de la estructura
tridimensional de la proteina ctMAKS realizado mediante Swiss-model (Waterhouse et al. 2018). El modelo
generado incluye los aminoacidos 193 a 617 de la secuencia de la proteina. Se emple6 como modelo la
estructura resuelta del factor de splicing Prp28 de levaduras (PDB ID: 4W7S). aa: amino4cido.
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La purificacion se llevd a cabo mediante una cromatografia de afinidad en columna HisTrap HP
seguida de una cromatografia de exclusion molecular. Como se observa en la Figura 4.6, el
cromatograma de exclusién molecular muestra un pico correspondiente a la proteina de interés, con
un tamafio aproximado de 50 KDa, de acuerdo con el peso molecular tedrico para esta proteina (Tabla
3.5). Sin embargo, parte de la proteina aparece en forma de agregados durante el proceso de
purificacion. La proteina pura obtenida en la cromatografia de exclusion molecular se concentrd, se
congel6 en N2 liquido y se almacend a -80°C hasta su uso.

mAu (280nm)

35

30

0 20 10 60 80 100 120 140 160 Volumen (ml)

KDa M

170 >
125 |-

Figura 4.6: Cromatografia de exclusion molecular mostrando el proceso de purificacion de la
construccién 6xHis-MAK5 (192-616 aa) mediante una columna Superdex 200 Hiload 16/60.
Cromatograma representativo mostrando el perfil de elucién de la construccién 6xHis-MAKS (192-616 aa)
junto al gel de electroforesis SDS-PAGE correspondiente al 10% (v/v). Se muestran las fracciones resultantes
de la cromatografia que contienen la proteina de interés (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias de
absorbancia a 280 nm. M: marcador de pesos moleculares.

4.2 Caracterizacion funcional y biofisica de las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa),
6xHis/IMBP-NOG1 y 6xHis-MAKS5 (192-616 aa).

Una vez purificadas las construcciones de interés, el siguiente paso que nos planteamos fue
comprobar su estabilidad y funcionalidad. Para ello empleamos dos aproximaciones
complementarias. Por un lado, los factores de ensamblaje NOG1 y MAK5 poseen actividad
enzimética. Como se ha mencionado en la introduccion, NOG1 es una GTPasa de la familia Obg
(Leipe etal. 2002) mientras que MAKS5 es una ATPasa de la familia DEAD-box (Brining et al.
2018).
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Por consiguiente, a fin de garantizar la funcionalidad de estas dos proteinas procedentes de
Chaetomium thermophilum, determinamos in vitro su actividad enzimética mediante el reactivo
verde malaquita (Baykov, Evtushenko y Avaeva 1988). Por otro lado, la proteina NOC2 de
Chaetomium thermophilum carece de una actividad enziméatica que se pueda cuantificar. A fin de
estudiar la estabilidad de la forma truncada ctNOC2 (1-771 aa) empleamos la técnica de termofluor,
también conocida como DSF (differential scanning fluorimetry) (Pantoliano et al. 2001). Este ensayo
también se llevd a cabo con las proteinas ctMAK5 (192-616 aa) y ctNOG1 (procedentes de
Chaetomium thermophilum).

4.2.1 Determinacion de la actividad enzimaética de la construccion 6xHis-MAKS5 (192-
616 aa).

De acuerdo con lo esperado, la construccion 6xHis-MAKS5 (192-616 aa) muestra actividad ATPasa
(Figura 4.7A).
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Figura 4.7: Evaluacién de la actividad enzimatica de la construccion 6xHis-MAKS5 (192-616 aa). A.
Actividad enzimatica (AE) de 6xHis-MAKS5 (192-616 aa) en presencia de concentraciones crecientes de ATP.
B. Actividad enzimatica (AE) de 6xHis-MAK5 (192-616 aa) en presencia GTP, ATP o ambos en las
concentraciones indicadas. En (A) y (B) se muestra el valor medio de al menos tres réplicas experimentales +
SD. La actividad enzimatica se muestra en Unidades/L, siendo una Unidad la cantidad de enzima necesaria
para catalizar la produccion de 1 umol de fosfato inorganico por minuto. *** P < 0,001; **** P < 0,0001 con
respecto al control (enzima sin tratar con ATP/GTP).
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Se comprob6 asimismo que 6xHis-MAKS5 (192-616 aa) no muestra actividad enzimatica en presencia
de GTP (Figura 4.7B). En presencia de una mezcla de ATP y una concentracion creciente de GTP se
observa un ligero aumento en la actividad enzimatica. Sin embargo, este aumento resulta mucho
menor que el que se observa en presencia de concentraciones crecientes de ATP (compérese Figuras
4.7Ay 4.7B).

Estos resultados muestran que la construccion 6xHis-MAKS (192-616 aa) de Chaetomium
thermophilum cataliza especificamente la hidrolisis de ATP, pero no GTP, actuando por tanto como
una helicasa especifica de ATP. Este resultado esta en consonancia con lo que se ha descrito para la
forma homologa de esta proteina en levaduras (Briining et al. 2018).

Los resultados de la Figura 4.7 muestran que la construccién 6xHis-MAK5 (192-616 aa) es
cataliticamente activa a pesar de haber deleccionado aminoécidos en los extremos amino y carboxi-
terminal. Las proteinas de la familia DEAD-box se caracterizan por la presencia de 9 motivos de
secuencia caracteristicos que definen su actividad enzimatica (Figura 4.8A) (Cordin et al. 2006). De
entre todos ellos destaca el motivo Il donde se localiza la secuencia consenso DEAD por la que se
nombra a esta familia de proteinas. La forma truncada 6xHis-MAKS5 (192-616 aa) de Chaetomium
thermophilum conserva en su secuencia estos 9 motivos caracteristicos (Figura 4.8B). Esto podria
explicar la conservacion de su actividad catalitica y sugiere que los aminoacidos eliminados en los
extremos amino y carboxi-terminal no son esenciales para la actividad catalitica de esta proteina.
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Figura 4.8: Analisis de secuencia de la proteina MAKS5 (192-616 aa) de Chaetomium thermophilum en
relacion a otros miembros de la familia DEAD-box A. Representacidn esquematica de los 9 motivos de
secuencia caracteristicos de las proteinas de la familia DEAD-box. Tomado de Cordin et al. 2006. Leyenda de
simbolos: o: S, T; I: I, L,V; x: cualquier aminoacido; a: F, W, Y;c:D,E,H, K,R; h: A,F, G, I,L, M, P, V,
W, Y; +: H, K, R; u: A, G. B. Alineamiento de la secuencia correspondiente a MAKS5 en Chaetomium
thermophilum, Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans. Se indica con un asterisco el principio (192 aa)
y el final (616 aa) de la secuencia correspondiente a MAKS5 (192-616 aa) de Chaetomium thermophilum, asi
como la presencia de los motivos de secuencia caracteristicos de esta familia de proteinas (siguiendo el mismo
cadigo de colores que en el apartado A).
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4.2.2 Actividad enzimatica de ctNOG1.

A continuacion evaluamos la actividad GTPasa de la proteina ctNOG1. Como se muestra en la Figura
4.9, la construccion MBP-NOGL1 presenta actividad GTPasa. La construccion 6xHis-NOG1 también
muestra actividad GTPasa (ver Anexo 3). Estos experimentos nos permiten demostrar la
funcionalidad de ambas proteinas.
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Figura 4.9: Evaluacion de la actividad enzimatica de la construccién MBP-NOG1. Se muestra la actividad
enzimatica (AE) de MBP-NOGL en presencia de concentraciones crecientes de GTP. Se muestra el valor medio
de al menos seis réplicas experimentales + SD. La actividad enzimatica se muestra en Unidades/L, siendo una
Unidad la cantidad de enzima necesaria para catalizar la produccion de 1 pmol de fosfato inorganico por
minuto. * P < 0,05; **** P < 0,0001 respecto a MBP-NOG1 5 uM en ausencia de GTP (control).

Hasta la fecha no se ha caracterizado in vitro la actividad catalitica del factor de ensamblaje NOG1.
Sin embargo, estudios en levaduras y células de raton empleando un mutante de NOG1 en el motivo
G3 de su dominio catalitico demuestran que la actividad catalitica de NOG1 podria ser esencial para
su funcién en la biogénesis de la subunidad 60S asi como para el reciclaje de NOG1 entre el
citoplasma y el ndcleo (Lapik et al. 2007) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020).

4.2.3 Determinacion de la temperatura de fusion de las construcciones 6xHis-NOC2
(1-771 aa), 6xHis-NOG1 y 6xHis-MAKS5 (192-616 aa).

A fin de evaluar la estabilidad térmica de las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa), 6xHis-NOG1
y 6xHis-MAKS5 (192-616 aa) procedentes de Chaetomium thermophilum, empleamos la técnica de
termofluor, también conocida con DSF (differential scanning fluorimetry) (véase apartado 3.4.1).
Esta técnica se basa en el empleo del reactivo Sypro™ Orange, capaz de interaccionar con las
regiones hidrofdbicas de una proteina a medida que esta se desnaturaliza por efecto de una elevacion
progresiva de la temperatura. Esta interaccion se traduce en la emision de fluorescencia. Dicha
emision es detectada y cuantificada a fin de comprobar la estabilidad térmica de la proteina de interés
en las diferentes condiciones experimentales (véase Tabla 3.7) (Pantoliano et al. 2001).
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Figura 4.10: Analisis de la estabilidad térmica de la construccién 6xHis-NOC2 (1-771 aa) de Chaetomium
thermophilum mediante termofllor. Se muestra la temperatura de fusion (Tm) que presenta esta construccion
en las distintas condiciones experimentales (A1-D12). Cada condicion es ensayada por duplicado obteniéndose
dos series de datos (Tm1y Tm2). Se muestra el valor correspondiente a la Tm en cada condicion £SD.

Realizamos este ensayo con las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa), 6xHis-MAKS (192-616 aa)
y 6xHis-NOG1 de Chaetomium thermophilum. Los resultados mostraron que la construccion
6xHiSNOC2 (1-771 aa) es estable en las distintas condiciones empleadas en el ensayo, mostrando
una temperatura de fusion (Tm) situada en el entorno de los 50°C en la mayoria de condiciones
experimentales (Figura 4.10). Esta elevada temperatura de fusion concuerda con el hecho de que se
trata de una proteina termoestable procedente de un hongo terméfilo. La condicion C11 de la serie
Tm2 fue eliminada debido a que no fue posible obtener datos experimentales fiables. La condicion
A5 (150 mM de NaCl, 100 mM de MES pH 6,5) es la que mas se asemeja a las condiciones
experimentales que hemos empleado para la purificacion de esta proteina (véase Tabla 3.6). En dicho
punto experimental, la proteina presenta una temperatura de fusion de 48,74° y 48,93°C en las dos
réplicas experimentales respectivamente. Se muestra asi que la construccion 6xHis-NOC2 (1-771 aa)
es estable en las condiciones experimentales empleadas para su purificacion.
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Figura 4.11: Analisis de la estabilidad térmica de la construccion 6xHis-MAKS5 (192-616 aa) de
Chaetomium thermophilum mediante termoflGor. Se muestra la temperatura de fusién (Tm) que presenta
esta construccién en las distintas condiciones experimentales (A1-D12). Cada condicidn es ensayada por
dupl