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Caracterizacién biofisica del dimero Erb1/Ytm1, esencial en la maduracién del ribosoma, y evaluacién de
péptidos de interferencia

El ensamblaje y la maduraciéon de los ribosomas es una de las rutas mas importantes en la proliferacion
de las células eucariotas. La formacion del ribosoma comprende numerosos pasos de procesamiento del ARNr
que implican la asociacién y disociacion de numerosos factores de ensamblaje que incluyen tanto proteinas
ribosémicas como no ribosémicas, para el correcto procesamiento de los precursores de las subunidades 40S
y 60S emergentes. Estudios en Saccharomyces cerevisiae han permitido la identificacién de algunas
correlaciones genéticas y funcionales entre factores prerribosomales como el heterotrimero formado por
Nop7, Erbl e Ytm1, denominado PeBoW en mamiferos. Se ha demostrado que PeBoW es imprescindible para
la correcta formacidn de la subunidad 60S, pues la ausencia de alguna de las tres proteinas que lo componen
impide su formacién y, en consecuencia, afecta negativamente a la proliferaciéon celular. Gracias a dicha
evidencia, este complejo se ha convertido en una nueva diana para el disefio de tratamientos contra el cancer,
concretamente, se plantea el disefio de agentes de interferencia que impidan la formacién del complejo y con
ello, la detencién del ciclo celular. En este trabajo se han disefiado péptidos de interferencia en base a la
informacion conocida sobre las regiones de unién de las proteinas Erbl e Ytm1 que impidan la formacién de
complejo. Para ello, se ha llevado a cabo la purificacion de las proteinas Erb1 e Ytm1 procedentes del hongo
Chaetomium thermophilum previamente inducidas en Escherichia coli y Spodoptera frugiperda, células Sf9,
respectivamente. La purificacion de ambas proteinas se llevo a cabo mediante cromatografia de afinidad y de
exclusion molecular. Posteriormente, han sido sometidas a un estudio biofisico de interaccién entre las dos
proteinas y péptidos sintéticos disefiados mediante la técnica déptica interferometria de bicapa (biolayer
interferometry, BLI).

Palabras clave: Erbl, Ytm1, dimero, péptido, biosensor, interaccidn

Biophysic characterization of the Erb1/Ytm1 dimer, essential in ribosome maturation, and interference
peptides evaluation

Eukaryotic ribosome assembly and maturation is one of the most important pathways in eukaryotic
cells proliferation. Ribosome biogenesis encompasses numerous steps of rRNA processing that involve
association and dissociation of numerous assembly factors, both ribosomic and no ribosomic proteins, for
correct ribosomal proteins processing during maturation of nascent 40S and 60S subunits. Studies in
Saccharomyces cerevisiae have allowed the identification of some genetic and functional correlations between
pre-ribosomal factors such as the heterotrimer formed by Nop7, Erb1 and Ytm1, named PeBoW in mammals.
It is shown that PeBoW is indispensable for the proper formation of the 60S subunit, since the absence of any
of the three proteins of which it is composed, impedes its formation, and consequently cellular proliferation is
negatively affected. Thanks to this evidence, the complex has turned into a new target for cancer treatments
design, in particular, there is a aim to design interference agents that prevent complex formation, and thus cell
cycle detention. In this work, interference peptides have been designed based on interaction regions known
between the proteins Erb1 and Ytm1in order to impede complex formation. Thus, we carry out the purification
of Erb1 and Ytm1 proteins from the fungus Chaetomium thermophilum that have been previously induced in
Escherichia coli and Spodoptera frugiperda, Sf9 cells, respectively. Both proteins purification is performed
through His-tag affinity and size-exclusion chromatography. Subsequently, they are subjected to an interaction
biophysic study between both proteins and designed synthetic peptides through biolayer interferometry
optical technique, BLI.

Key words: Erbl, Ytm1, dimer, peptide, biosensor, interaction
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1. Introduccion

Los ribosomas son ribonucleoproteinas (RNP) presentes en todos los organismos y se
encargan de la biosintesis de las proteinas en un proceso denominado traduccién (Rabl et al.,
2011). Este sistema es uno de los procesos universales de la vida, por ello, la comprension del
mismo ha avanzado durante la Ultima década gracias a la explosion de los datos de
secuenciacién y a la determinacion de las estructuras tridimensionales mediante cristalografia
de rayos X y criomicroscopia electrénica (cryo-EM), las cuales han proporcionado estructuras de

resolucion atomica (Petrov et al., 2014).

1.1 Estructura del ribosoma

El ribosoma estd conservado en todos sus dominios, se compone tanto de acido
ribonucleico (ARN) como de proteinas y se organiza en dos subunidades asimétricas: la
subunidad mayor (LSU) que aloja el centro catalitico peptidil transferasa (PTC), y la subunidad
menor (SSU) que se une a ARNm vy lo decodifica mediante reconocimiento con ARNs de

transferencia (ARNt) (Steitz et al., 2008).

De células bacterianas a eucariotas, el ribosoma muestra un fuerte incremento en
tamano y complejidad debido a la aparicion de nuevas proteinas ribosomales (proteinas-r),
extensiones de proteinas ribosomales conservadas y segmentos de expansiéon del ARN
ribosémico (ARNr) de gran tamafio (ESs) (Konikkat y Woolford, 2017). En procariotas las
subunidades SSU y LSU son 30S y 50S respectivamente, donde 30S esta formada por 21
proteinas-ry 16S ARNT, y 50S esta formada por 5S ARNry 31 proteinas-r (Ben-Shem et al., 2011).
Sin embargo, en eucariotas la subunidad menor, 40S, estd formada por 185 ARNry 33 proteinas-
ry la mayor, 60S, se compone de los ARNr 5S, 5.8S y 25S (en levaduras, 28S en humanos) que se

asocian a 46 proteinas-r (Jenner et al., 2012).

1.2 Biogénesis del ribosoma eucariota

La formacion del ribosoma eucaridtico es una de las rutas celulares mas complejas, pues
implica procesos de plegamiento, modificacidon y procesamiento de los precursores del ARNr
entrelazados (Tang et al., 2008) para el ensambaje de los ARNr y las proteinas en particulas de
ribonucleoproteinas (Strezoska et al., 2000). El proceso comienza en el nucleo, continua en el
nucleoplasma y no se completa hasta ser exportado al citoplasma (Konikkat y Woolford, 2017).

La formacion del ribosoma ha sido estudiada en varias células eucariotas entre las cuales, se han



estudiado las humanas. Sin embargo, Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ha sido el
organismo modelo elegido durante afios para el estudio del ensamblaje del ribosoma (Kressler
etal., 2012) y, por tanto, se ha obtenido la mejor caracterizacion con una resolucion atémica de

3.0 A (Ben-Shem, et al., 2011).

En el proceso de biogénesis ribosomal se requiere la actividad coordinada de tres ARN
polimerasas, de 200 factores de ensamblaje (AFs) y de 76 pequefios ARNs del nucleolo (snoARN)
(Tang et al., 2008). Estos factores se unen a los preribosomas en puntos especificos de la ruta
de ensamblaje ayudando a la obtencién del ribosoma competente, y finalmente, se disocian
previamente a la formacién de las subunidades ribosomales maduras (Sahasranaman, et al.,

2011).

1.2.1 Transcripcion del ADNr e iniciacion del proceso

En S. cerevisiae, el proceso comienza en el nucleolo donde la ARN polimerasa | transcribe
cada una de las repeticiones en tdndem del ADN ribosomal (ADNr) localizadas en el cromosoma
XIl en un Unico ARN policistronico (Wooldford y Baserga, 2013). Este transcrito es el primer
precursor del ribosoma, se denomina 35S pre-ARNr y da lugar a tres de los cuatro ARNr (18S,
5.8S5 y 255 ARNT). El dltimo, 55 ARNT, se transcribe por separado por la ARN polimerasa lll y se
asocia a las subunidades grandes formadas (Konikkat y Woolford, 2017). El 35S pre-ARNr se
encuentra flanqueado por dos espaciadores externos, 5’-ETS y 3’-ETS, y por dos espaciadores
internos, ITS1 e ITS2, que separan 18S de 5.8S y éste ultimo, de 25S respectivamente (Fernandez-

Pevida et al., 2015) (Fig 1).
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Figura 1. Estructura del ADNr en S. cerevisiae. Las repeticiones de ADNr (150-200) se localizan en el cromosoma XII.
La ARN polimerasa | sintetiza el precursor 35S a partir de la transcripcién de una Unica unidad de repeticién y contiene
las secuencias que dan lugar a los ARNr maduros 18S, 5.8S y 25S. La ARN polimerasa Il sintetiza el 5S ARNr. NTS,
espaciador no transcribible; ETS, espaciador transcribible externo; ITS, espaciador transcribible interno (Wooldford y

Baserga, 2013).



Al precursor 35S se asocian de manera cotranscripcional proteinas para formar la
particula 90S, la cual, debe procesarse y madurar para dar lugar a las subunidades 60S y 40S
(Miles et al., 2005). El 35S sufre escisiones en los sitios Ao, A1 y A, para dar lugar al precursor en
27A; (Thoms et al., 2016). La escisidn en el sitio Ao, genera 33S pre-ARNTr, la escisidn en el sitio
A; produce 32S pre-ARNr y durante la escision de ITS1 en el sitio A;, se divide el precursor en los
fragmentos 20S y 27A,, que tras ser procesados daran lugar a las subunidades 40S y 60S
respectivamente (Altvater et al., 2014). A continuacion, la RNAsa mitocondrial procesadora de
ARN (MRP) es la encargada de escindir el precursor 27A; en el sitio As que conlleva la eliminacidn

completa de 5’-ETS, produciendo asi 27A; pre-ARNr (Woolford et al., 2013) (Fig. 2).
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Figura 2. Ruta de procesamiento de pre-ARNr en S. cerevisiae. El 35S es rapidamente modificado y procesado para
producir 33S pre-ARNr. La escisidon de 33S pre-ARNr en el sitio Ag genera 32S pre-ARNr. Los pre-ARNr 20S y 27SA; son
intermediarios generados mediante la escisidon del 32S pre-ARNr en el sitio A. El procesamiento de 20S y de 275SA;

pre-ARNT resulta en la produccion de los ARNr maduros 18S, 255 y 5.8S (Miles et al., 2005).

1.2.2 Papel del complejo PeBoW

Durante las primeras etapas de formacidn de la subunidad 60S, el procesamiento de
27A;pre-ARNr es importante porque genera el extremo 5’ del 5.85 ARNr maduro (Sahasranaman
etal., 2011). Esta etapa consiste en la eliminacion de ITS1 del 27SA; donde participan numerosas
proteinas denominadas factores del grupo As. Entre ellas, se encuentra el complejo formado por
las proteinas Nop7, Erbl e Ytml (ortélogos de Pesl, Bopl, WDR12 en mamiferos
respectivamente) denominado complejo Nop7 en levadurasy PeBoW en células mamiferos, el
cual se localiza en el nucleolo y posee actividad endonucleasa (Rohrmoser et al., 2007). Ademas,
este complejo también contribuye al reclutamiento del resto de factores y a mantener estable

el precursor del ARNr (Thoms et al., 2016). Sin embargo, debe ser liberado antes de que el



precursor pre-60S sea transportado fuera del nucleolo y asi poder permitir la progresion de la
ruta (Romes et al.,, 2016). El enzima encargado de la liberacién del complejo PeBoW del
precursor es la AAA ATPasa Real, el cual utiliza un dominio MIDAS para unirse a un motivo
conservado de Ytm1, dominio MIDO de su extremo N-terminal, en el momento en el momento

de salida de la particula pre-60S del nucleolo al nucleoplasma (BaRler et al., 2010) (Fig. 3).

Nucleolus Nucleus Cytoplasm

Figura 3. Liberacion del complejo PeBoW del pre-60S por la AAA ATPasa Real. El dominio MIDAS Real interactua
directamente con el dominio MIDO N-terminal de Ytm1. Real libera Ytm1-Erb1-Nop7 de particulas pre-60S en una
forma dependiente de ATP (BaRler et al., 2010).

En cuanto a su estructura, Nop7, Ytm1 y Erbl contienen dominios de interaccidn
proteina — proteina muy conservados que les permite formar un pequeno andamio al unirse al
pre-ARNr y permitir el procesamiento de 27SA; pre-ARNr (Tang et al., 2008). Erb1 contiene un
dominio BOPINT en el extremo N-terminal seguido de siete repeticiones WD40 plegados
formando una estructura B-propeller y cuya region amino terminal se ha visto implicada en la
unién con Nop7 (Wegrecki et al., 2015). Por otro lado, Ytm1 se une a Erb1 mediante su dominio

WD40 en el extremo C-terminal (Tang et al., 2008).

Se sabe que el PeBoW es esencial para la formacién del ribosoma (Rohrmoser et al.,
2007), pues perturbaciones en cualquiera de las tres proteinas induce defectos en el
procesamiento del pre-ARNr y con ello, en la maduracidon de la subunidad 60S (Wegrecki et al.,
2015). Algunos estudios realizados muestran que la expresion de Bopl truncada en el extremo
N-terminal, resulta en la inhibicion de la formacidon 28S y 5.8 ARNr, y en consecuencia,

deficiencias en las subunidades 60S que se estan formando (Strezoska et al., 2000).



1.2.3 Formacion del ribosoma y cancer

Se ha establecido una relacién directa entre la formacion del ribosoma y el cancer, pues
las células tumorales se dividen muy rdpidamente de modo que requieren un crecimiento mas
rdpido y, en consecuencia, deben formar mads ribosomas para poder completar la sintesis
proteica (van Sluis y McStay, 2014). De hecho, se ha visto que las células tumorales dependen
de la formacion del ribosoma ya que es capaz de frenar la progresion del ciclo celular mediante
la monopolizacidn de la capacidad translacional hasta que el crecimiento se haya completado.
No obstante, la actividad de la ARN polimerasa | estd bajo el control de genes supresores de
tumores como el caso de p53, encargado de suprimir la formacién del ribosoma (Montanaro et
al., 2008). Gracias a esta evidencia, se comenzd a considerar la formacion del ribosoma una
diana para la obtencidn de nuevos tratamientos contra el cancer. En consecuencia, se han
descrito farmacos inhibidores de la formacion del ribosoma mediante la regulacion de la

transcripcion de la ARN polimerasa | (Bywater et al., 2012).

Sin embargo, no solo la interrupcién de la sintesis de ARNr activa p53 sino también la
alteracion del procesamiento del ARNr, pues tanto mutaciones en la proteina Bopl como la
presencia de inhibidores quimicos del procesamiento del ARNr inducen la parada del ciclo
celular en células fibroblasticas 3T3 (Pestov et al., 2001). De igual modo, la inactivacion Pesl
mediante expresién de un mutante de la misma o mediante su delecién, resulta en un déficit en
la formacidn de la subunidad 60S, inhibicidn del ciclo celular y presencia de elevados niveles de
p53 (Grimm et al., 2006). Por tanto, se ha llegado a la conclusién de que deficiencias en la
biogénesis del ribosoma, siendo uno de los procesos mas importantes para el crecimiento
celular, inducen estrés que implican la activacidn de p53y, con ello, la frenada del ciclo celular
(Ahn et al., 2016) (Fig. 4). Estas observaciones amplian el campo de utilizacién de la biogénesis
del ribosoma como una diana terapéutica contra células tumorales ya que su alteracién induce
la activacion de p53 sin la necesidad de alterar el ADN tal y como actlan las terapias

convencionales (Colis et al., 2014).
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Figura 4. Modelo del estrés celular de frenada del ciclo celular debido a perturbaciones en la formacién del
ribosoma. La expresidn de proteinas mutantes como Bop1 y la exposicidn a inhibidores quimicos del procesamiento
del ARNr impiden la formacién del ribosoma causando estrés nucleolar y en consecuencia, la detencién del ciclo
celular activando la ruta de p53 (Pestov et al., 2001).

No obstante, se ha visto que Bop1 es capaz de traducir sefiales de estrés a p53 (Pestov
et al, 2001) y, de igual modo, alteraciones en WDR12 son capaces de promover una detencién
del ciclo celular reversible inducida por p53 (Hélzel et al., 2005). Ademads, se ha observado
gracias a la estructura resuelta del complejo ChErb1/ChYtm1 (Erb1/Ytm1 en S. cerevisiae) (Fig.
5), que la interrupciéon de la formacién del complejo a través de la modificacién del bucle de
interaccion tiene un efecto muy importante en la supervivencia de la levadura (Wegrecki et al.,
2015). En base a estas evidencias, se considera que la liquidacidn de la actividad funcional del
complejo PeBoW puede reproducir una respuesta de estrés como las observadas para Boply
WDR12 (Deisenroth et al., 2010). Por ello, se propone el disefio de agentes de interferencia que
impidan la formacién del complejo sin la necesidad de alterar el ADNr como un posible

tratamiento de células tumorales no genotdxico.

Figura 5. Interaccion de los B-propeller de ChYtm1y ChErbl. ChYtm1 (Ytm1 en S. cerevisiae) (rosa) se une al dominio
C-terminal de ChErb1 (Erb1 en S. cerevisiae) (azul) a través del propeller (flecha roja). Se muestran las cadenas
laterales de los residuos que interaccionan (Wegrecki et al., 2015).



2. Objetivos

En el presente trabajo, se ha llevado a cabo el disefio de péptidos de interferencia a
partir de la caracterizacion estructural de la superficie de interaccidn de las proteinas Erbl e
Ytm1 con el fin de estudiar las regiones mayormente implicadas en la unién y conseguir evitar
la formaciéon del complejo PeBoW. Para su abordaje, se han realizado técnicas de
sobreexpresidn, purificacién y de interaccidn de proteinas in vitro planteando asi los siguientes

objetivos:

e Sobreexpresién del ortélogo de Erbl del hongo Chaetomium thermophilum (C.
thermophilum) (CtErb1) en Escherichia coli (E. coli) y purificacién.

e Purificacion del ortélogo de Ytm1 del hongo C. thermophilum (CtYtm1) a partir de
precipitado de células Sf9 que contienen la proteina sobreexpresada.

e Estudio de la interaccidn in vitro entre las proteinas Erbl e Ytm1y la interferencia en la
afinidad que se produce debido a la presencia de péptidos mediante la técnica

interferometria de bicapa, BLI.



3. Materiales y métodos

3.1. Expresion de proteinas en Escherichia coli

En el presente trabajo se ha inducido la sobreexpresion del ortélogo de Erbl de C.
thermophilum en células BL21 CodonPlus de E. coli, las cuales han sido transformadas con el
vector pET28-NKI/LIC 6His/3C (pNKI) que contiene el gen clonado. El interés por realizar el
estudio con el ortdlogo de Erb1 de C. thermophilum se debe a que posee sus dominios de unién
conservados y es un organismo termoéfilo capaz de resistir a temperaturas préximas a los 50-
55°C, de modo que sus proteinas presentan una mayor termoestabilidad que ha demostrado

ser beneficiosa para estudios de cristalografia de rayos X.

La sobreexpresion se realizd mediante autoinduccién, protocolo de expresion a gran
escala adaptado de Studier (2005), para lo cual se preparé el siguiente cultivo inicial: se inoculé
una colonia procedente de un cultivo glicerinado en 10 mL de medio de autoinduccién que
contenia 9.3 mL de medio ZY [Triptona, Extracto de levadura y H,O milli-Q], 10 puL de MgS0, 1
M, 200 pL de Glucosa 40% (p/v), 500 puL NPS 20X [0.5 M (NH4)2S04, 1M KH2PO4 y 1M Na;HPO4] y
10 uL de cada uno de los antibidticos kanamicina y cloranfenicol (33 pg/uL). A continuacion, se

incubo a 37°C en agitacién (180 rpm) durante toda la noche.

Al dia siguiente, los 10 mL de cultivo inicial se afiadierona 1 L de medio de autoinduccidn
fresco que contenia 925 mL de medio ZY, 1 mL de MgS0, 1 M, 20 mL de 5052 50X [0.5% Glicerol
(v/v), 0.055% Glucosa (p/v), 0.2% Lactosa (p/v)], 50 mL NPS 20X y 1 mL de cada uno de los
antibioticos kanamicina y cloranfenicol (33 pg/uL). El volumen se repartié en 2 matraces de 2L
a partes iguales quedando en cada uno de ellos 500 mL junto con 5 mL de cultivo inicial. Se
incubaron durante 2-4 h a 37°C en agitacion (180 rpm) y una vez alcanzado un valor de ODgno
entre 0.8 y 1.2, se tomd una muestra de 1 mL para observarla en un gel SDS-PAGE (apartado 3.3)
y los cultivos se incubaron a 20°C durante toda la noche con el fin de inducir la expresién de la
proteina. De los cultivos resultantes, se tomaron de nuevo muestras de 1 mL para observarlas
en un gel SDS-PAGE y fueron centrifugados a 4000g y a 4°C durante 20 min en la centrifuga
Beckman Coulter J6-HC (Rotor JS 4.2). A continuacidn, se elimind el sobrenadante y se lavaron
las células con 40 mL de PBS 1X antes de volver a centrifugarlas durante 30 min a la misma
temperatura y velocidad en la centrifuga Sorvall ST16R (Rotor 75003629). Por ultimo, se

descarté el sobrenadante y el precipitado de células se congelé a -80°C.



3.2. Purificacion de proteinas

Para la purificacion de las proteinas CtErbl e CtYtm1 se requirieron distintos tampones

en los diferentes pasos de purificacién cuya composicion se recoge en la Tabla 1.

Tabla 1. Tampones utilizados en la purificacion de proteinas.

Componentes Lisis A B SE SEB GSTA GSTB
Hepes pH 7.5 50 mM 50 mM 50 mM 20 mM 20 mM 50 mM 50 mM
Nacl 500 mM 150 mM 150 mM 150 mM = 1500 mM 150 mM 150 mM
Glicerol 10 % 5% 5% 5% 5% 5% 5%
B - Mercaptoetanol 5 mM 2 mM 2mM 2mM 2 mM 2 mM 2mM
Imidazol - 20 mM 500mM - - - -
Glutation reducido - - - - - - 20 mM
Triton X-100 0.1% - - - - - -

3.2.1. Lisis celular y obtencidon del extracto proteico

Se descongelaron los precipitados de células en hielo y fueron disueltos en 50 mL de
tampodn de lisis frio suplementado con una pastilla de inhibidores de proteasas Complete EDTA-
free Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Las células fueron sonicadas durante 30 min (20 min en
el caso de las células Sf9) con pulsos de 1 s ON y 1 s OFF utilizando el sonicador Vibra Cell W75042
(Fisher Scientific). A continuacion, el lisado se centrifugé a 16500 rpm y a 4°C durante 35 min en
la centrifuga Sorvall RC6 (Rotor SS34) (Thermo Scientific) y el sobrenadante resultante se hizo

pasar a través de filtros de 0.45 pm de didmetro (VWR).

3.2.2. Cromatografia de afinidad de proteinas con etiqueta de histidinas
(HisTrap FF)

La cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC), se llevé a cabo usando
columnas de resina de niquel HisTrap FF (GE Healthcare) de 5 mL, las cuales son capaces de
retener proteinas con etiqueta de histidinas. En primer lugar, las columnas fueron lavadas con
10 volumenes de columna de agua mili-Q y equilibradas con 10 volumenes de columna de
tampon A para posteriormente pasar por ella el filtrado celular. El sistema utilizado para hacer
pasar las disoluciones y las muestras por la columna fue la bomba peristaltica Gilson Miniplus 3.
Para la elucion de la proteina de interés de la columna, se utilizé el sistema de purificacion FLPC
AKTAPurifier (GE Healthcare), el cual habia previamente sido equilibrado con 25 ml de H,0 milli-
Qvy 25 ml de tampdn A. El sistema de purificacidn trabaja de la siguiente manera: pasa por la
columna tampdn A con el fin de eliminar las proteinas no unidas a la columna, y a continuacion,

genera un gradiente ascendente de tampdn B para inducir la elucion de la proteina en fracciones



de 5 mL. Se tomaron muestras de 20 plL de cada una de las fracciones para determinar las que

contienen la proteina de interés mediante un gel SDS-PAGE (apartado 3.3).

3.2.3. Cromatografia de afinidad usando la columna HiTrap Heparina HD

Esta etapa Unicamente se realizd como paso intermedio en la purificaciéon de CtErbl
para eliminar los acidos nucleicos que eluyen junto a ella de la columna HisTrap, debido a que
interaccionan con la estructura R-propeller de CtErb1. La columna de 5 mL HiTrap Heparina (GE
healthcare) fue lavada y equilibrada con 10 volimenes de columna de H,O mili-Q y 10
volumenes de tampdn SE respectivamente. Siguiendo un protocolo similar al explicado en el
apartado anterior, la muestra se pasd por la columna y mediante un gradiente ascendiente de
tampdn SE B, aumentd progresivamente la concentracidon de NaCl consiguiendo asi la elucidn

de la proteina en fracciones de 5 mL que fueron analizadas en un gel SDS-PAGE (apartado 3.3).

3.2.4. Cromatografia de exclusion molecular (gel-filtracion)

Las fracciones de la cromatografia de afinidad que contenian la proteina, fueron
mezcladas y concentradas hasta 2 y 5 mL en filtros Amicon Ultra (Millipore) con tamafios de
filtro <50 KDa y <30 KDa para CtErbl y CtYtm1 respectivamente. La muestra procedente de
CtErb1 se inyectd en la columna Hiload Superdex 200 26/60 (Amersham Pharmacia Biotech) y la
procedente de CtYtml1 en la columna Hiload Superdex 200 16/60 (Amersham Pharmacia
Biotech) la cual habia sido previamente lavada y equilibrada con 180 mL de H,0 mili-Qy 180 mL
de tampdn SE. La elucién de la proteina mediante el tampdn SE fue monitorizada por su
absorbancia a 280 nm. De la misma forma que en las cromatografias anteriores, las fracciones
eluidas correspondientes con los picos del cromatograma fueron analizadas en un gel SDS-PAGE
(apartado 3.3) y las de interés fueron concentradas de nuevo en un filtro de las mismas
caracteristicas hasta aproximadamente 250 uL. A continuacién, se midié la concentracidn de la
proteina usando el ensayo Bradford Reagent (Bio-Rad) (apartado 3.4). Finalmente, el volumen
de la muestra se dividid en partes alicuotas, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron

a-80°C.

3.2.5. Digestion de la etiqueta de histidinas con proteasa de precision

Para los ensayos de interaccién por interferometria de bicapa que se detallan en el
apartado 3.5, fue requisito digerir la cola de histidinas de ambas proteinas. Se tomaron 100 pL
de CtErb1 concentrada tras gel filtracion y 500 pL de CtYtm1 concentrados tras la cromatografia

de afinidad y previo a gel filtracidn. En el segundo caso, CtYtm1 se encontraba disuelta en
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tampdn B por lo que se debié cambiar el tampdn haciendo pasar 40 mL de tampdn SE por un
filtro Amicon Ultra (Millipore) de tamario de poro <30 KDa hasta dejar un volumen de 2 mL. A
continuacién, se diluyeron cada uno de los volimenes de proteina en 20 mL de tampdn SE y se
afiadieron 200 plL de Proteasa de Precision, llamada también PP o HRV3C (Proteasa 3C del
Rinovirus Humano con una cola de GST) con una concentracion de 2 mg/mL. Se incubd durante
toda la noche a 4°C para que la proteasa realizara la digestidn. Posteriormente, la muestra se
paso por las columnas HisTrap de 5 mLy GSTrap FF (GE Healthcare) previamente lavadas con 10
volumenes de H,O mili-Q y equilibradas con 10 volimenes de los tampones A y GST-A
respectivamente. Al pasar la muestra por ambas columnas conectadas a la bomba peristiltica,
se produjo la retencidn de la cola de histidinas en la columna HisTrap y la proteasa en la columna
GSTrap. Finalmente, la proteina sin la cola se eluyd en cuatro fracciones de 5 mL al hacer pasar
tampon SE. No obstante, para eliminar la cola de histidinas y la proteasa de las columnas se
pasaron 10 volumenes de columna de los tampones SE B y GST B por las columnas HisTrap y
GSTrap respectivamente. La presencia de la proteina de interés fue comprobada en un gel SDS-

PAGE (apartado 3.3).

3.3. Analisis de las proteinas

Las muestras recogidas durante el proceso de autoinduccién y durante todos los
procesos de purificacién se analizaron mediante SDS-PAGE al 10% (electroforesis en gel de

poliacrilamida al 10% con dodecilsulfato sédico).

El procesado de las muestras previo a la electroforesis difiere en funcion del proceso. En
el caso de las muestras procedentes del proceso de autoinduccidn, se centrifugaron durante 5
min a 13000g en la centrifuga Sorvall Legend Micro 21R (Thermo Scientific), se eliminé el
sobrenadante, se disolvieron en 100 uL de tampdn de carga de proteinas 6X [0.3 M Tris-HCI pH
6.8, 26% Glicerol (v/v), 2% SDS (p/v), 0.05% azul de bromofenol (p/v) (Sigma), 0.04% [-
mercaptoetanol (v/v)] y se calentaron a 95°C durante 30 min. Para el analisis por electroforesis
de las distintas purificaciones, se tomaron 20 plL de cada una de las fracciones con la proteina

eluida, se mezclaron con 20 pL de tampdn de carga y se calentaron a 95°C durante 10 min.

A continuacién, se cargaron entre 4 y 10 uL, dependiendo de la muestra y del tamafio
del pocillo, en geles de poliacrilamida al 10% y se corrieron las electroforesis durante 30 min a
200 V utilizando como tampdn el NUPAGE MOPS SDS 1X (Life Technologies). En todos los geles,

el primer patrén de bandas corresponde con el marcador de peso molecular BlueStar Prestained
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Protein Marker (Nippon Genetics) (Fig. 6). Para la visualizacion de las bandas, los geles
procedentes de autoinduccioén se tifieron con Azul Coomassie — Metanol [2.5 g Azul Coomassie
(Blue brilliant), 40% Metanol (v/v), 10% Acido acético (v/v), 50% H,0 destilada (v/v)] durante 20
min en agitacidn, y a continuacién, para la visualizacion de las proteinas, los geles se
sumergieron en solucién Destain [10% Acido acético (v/v), 10% Metanol (v/v), 80% H,O destilada
(v/v)]. En los procesos de purificacion se requeria un protocolo mas rapido, por lo que se utilizé
Quick Coomassie (Generon) que se calenté durante 15-20 s en microondas obteniéndose el
patron de bandas de forma casi instantanea. A continuacion, se retiré la solucién de Coomassie

y el gel quedd sumergido en agua destilada para una mejor visualizacion de las bandas.

kDa

~170
~125
~93
~68
~53
~41

~32

~23

~14

~10

Bis-Tris 12%
MOPS buffer

Figura 6. Marcador de peso molecular BlueStar Prestained Protein Marker (Nippon Genetics).

3.4. Cuantificacion de proteinas
La cuantificacién de proteinas se llevé a cabo mediante el método de Bradford (Kruger
1994). Para ello, se afadié 1 uL en 999 pL de solucidn de Bradford (Bio-Rad) en una cubeta de
pldstico y se midié la absorbancia Asgs en el espectrofotémetro Ultrospec 10 Cell Density Meter
(Amersham Biosciences). Los valores se interpolaron en una curva patrén de concentraciones

conocidas de seroalbimina bovina (BSA).

3.5. Experimentos de interaccidn in vitro por interferometria de bicapa

Para caracterizar la interaccion entre CtErb1 e CtYtm1 y realizar ensayos de competencia
con la presencia de péptidos de interferencia, se hizo uso del sistema de interferometria de
bicapa, BLI (Pall ForteBio). Es un sistema Optico simple que mide en tiempo real las interacciones
biomoleculares entre proteinas y otras biomoléculas. En BLI se inmoviliza la molécula ligando en
la punta del biosensor de fibra dptica y posteriormente, el biosensor es sumergido en la solucidn
analitica que contiene la molécula de union. El sistema mide la luz que se refleja al incidir la luz

blanca en la capa interna del biosensor, capa de referencia, y en la proteina inmovilizada. Si se
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produce la unidn, hay un desplazamiento en la longitud de onda reflejada en la punta del

biosensor y de este modo, calcula la interaccién (Sultana y Lee, 2015).

Para los ensayos BLI realizados en este trabajo se siguid el siguiente protocolo: la
proteina cebo se inmovilizad en sensores de Ni-NTA (ForteBio) que contienen niquel y son
capaces de retener las proteinas etiquetadas con cola de histidinas durante 180 s (paso I). A
continuacién, se equilibré durante 60 s en tampdn SE (paso Il). En el paso lll se incubd la proteina
de unidn sin cola de histidinas para evitar uniones inespecificas al sensor durante 180 s y

finalmente, se afadié tampon SE durante 180 s para completar la etapa de disociacion (paso 1V)

(Fig. 7).

[
S A N
JAANFA ® S o Keanalyte “Se
buffer XA X figand buffer ot N3 o
initial

baseline loading baseline association dissociation
T

]
o

i\_

o

1l

Wavelength shift (nm)
o o
)

50 100 150 200 250 300
Time (sec)

Figura 7. Etapas experimentales en un sensograma BLI. (I) Linea base generada con tampdn SE. (II) Unién de la
proteina cebo al sensor. (Ill) Linea base con tampdn SE. (IV) Unidn del analito. (V) Disociacién de la interaccidn (Sultana
and Lee, 2015).

3.5.1. Ensayos de competencia por la presencia de péptidos de
interferencia

El presente experimento consistid en la caracterizacion de la afinidad entre las proteinas
que forman el dimero Erbl-Ytm1l y posterior ensayo de competencia por la presencia de
péptidos de interferencia. El primer paso fue el disefio de los péptidos a partir de la
caracterizacién estructural de la interaccidn entre Erbl e Ytm1. A continuacion, a partir de la
base de datos Uniprot se obtuvo la secuencia de ambas proteinas y se seleccionaron los
pequefios fragmentos de secuencia que estaban mayoritariamente implicados en la interaccidon
de cada una de las proteinas. La obtencidn de los péptidos fue llevado a cabo de manera sintética
por la empresa Syn High Quality Peptide. Cada uno de ellos se recibié en una cantidad de 15 mg
liofilizados. En la Tabla 2 se recoge el nombre de cada uno de ellos, su secuencia, la proteina a

la que pertenecen y la region concreta de la secuencia a la que corresponden, el peso molecular,
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el punto isoeléctrico calculado con ProtParam tool ExPASy y, en base a él, el disolvente utilizado
en volumenes variables que determinan la concentracion final de cada uno de ellos. Los
volumenes finales de cada uno los péptidos fueron divididos en partes alicuotas, congelados en

nitrégeno liquido y almacenados a -80°C.

Tabla 2. Tabla resumen con la informacidon de cada uno de los péptidos de interferencia.

Proteina ELGE Concentracion
Nombre Secuencia .. ¥ MW pl Disolvente Disolvente X
region final (mg/mL)
(mL)

1 VWELLTGRQVW GOSCKe 1386.62 = 5.97 | SE y DMSO 2 7,5
Erbl479.480

2 QQTIFRGH GOSCK6 986.10 | 9.76 H,O 1 15
Erblass sz

3 DWHPREPWCV GOSCKe 1324.49 | 5.32 | DMSOy H,0 1.5 10
Erbl7g0.789

4 HDDWVSA GOSFBS 828.84 4.20  DMSOy H,O 2 7,5
Ytmliio-116

5 AGMDRTV GOSFBS 784.86 | 5.88 H,O 1 15
Ytm1194-200

6 RGHANKV GOSFBS 780.89 11 H,O 1 15
Ytm1sgs.3091

Para caracterizar la afinidad de unién entre las proteinas, se inmovilizé CtErb1l a 80
ug/ml en sensores de Ni-NTA, los cuales fueron previamente hidratados durante 10 min en
tampdn SE. A continuacion, se afiadidé CtYtm1 procedente de la purificacidn sin cola de histidinas
para evitar uniones inespecificas, en diferentes concentraciones (5, 2, 1 y 0.5 uM) y de este
modo estimar la constante de afinidad mediante el software BLItz Pro 1.2. De igual forma, el
ensayo se realizd de manera inversa, inmovilizando CtYtm1 a 80 pug/ml y afiadiendo CtErb1 sin

cola de histidinas en las concentraciones de 20, 15, 10, 5y 2 uM.

Una vez obtenidas la constantes de afinidad de referencia, para realizar el ensayo de

competencia mediante péptidos sintéticos se realizaron dos experimentos principales:

En primer lugar, se inmovilizd CtErb1 a 80 pg/ml en sensores de Ni-NTA y se afiadié
CtYtm1 5 uM incubada previamente durante 30 min con los péptidos derivados de CtErbl (1, 2
y 3) en concentraciones decrecientes en proporcion molar 1:20, 1:10, 1:2 y 1:1. A continuacion,
se incubaron los péptidos por separado en proporcién 1:1 y finalmente, se incubaron

combinaciones de péptidos en la misma proporcién molar.

En segundo lugar, para estudiar la competencia en la unién que ejercian los péptidos
derivados de CtYtm1 (4, 5y 6), se inmovilizd CtYtm1 a 80 ug/ml en sensores de Ni-NTA y se

afadié CtErbl 20 uM incubada previamente durante 30 min con los péptidos de CtYtm1 en
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concentraciones crecientes en proporcién molar 1:1, 1:2, 1:4, 1:10 y 1:20. Posteriormente, se
probaron cada uno de los péptidos por separado en proporcidn molar 1:4 y finalmente, la

combinacion de algunos de ellos en funcidn de los resultados en la misma proporcién.

3.5.2. Cuantificacion de los péptidos

Para la cuantificacion de los péptidos se debid tener en cuenta que son secuencias muy
pequefias con pocos aminoacidos de modo que no se pudieron medir por el método de
Bradford. Por ello, tras descongelar las alicuotas en hielo, se midid la absorbancia A.so en el
espectrofotometro Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences) de 1 uL de muestra en 45 plL de
Cloruro de Guanidinio 6 M calentado durante 15 min a 95°C y enrasado hasta 1 mL con GndCl 6
M. A continuacién, a partir de los coeficientes de extincién molar (€) calculados con ProtParam
tool ExPASy (Tabla 3), obtuvimos las concentraciones mediante la Ley de Lambert Beer (A = C -
€+ L). En el caso de los péptidos que no contenian en su secuencia alguno de los aminoacidos
aromaticos (triptéfano, tirosina o fenilalanina), no fueron capaces de absorber la luz a 280 nm
y, por tanto, no se pudo medir su concentracion por espectrofotometria UV asumiendo que,

tras descongelarse, mantenian la concentracion inicial.

Tabla 3. Tabla con los coeficientes de extincion molar de las secuencias de cada uno de los péptidos.

Nombre SaETEE Coeficiente Extincion
(M1 cm?)
1 VWELLTGRQVW 11000
2 QQTIFRGH :
3 DWHPREPWCV 11000
4 HDDWVSA 5500
5 AGMDRTV -
6 RGHANKV -

3.5.3. Limpieza se sensores Ni-NTA

Al finalizar los ensayos, se requiere eliminar los restos de proteina y/o tampdn de cada
uno de los sensores utilizados. Para ello, se llevd a cabo el siguiente protocolo: los sensores se
sumergen 10 s en Glicina 10 mM a pH 1.9 seguido de un lavado de 10 s en PBS 1X. A
continuacién, se dejan durante 1 min en NiCl, 10 mM y de igual modo, se vuelven a lavar durante
10s en PBS 1X. Finalmente, se sumergen durante 5 min en Sacarosa al 15% (p/v) en 85% PBS 1X

y se dejan a temperatura ambiente durante 5 min.
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4. Resultados

4.1. Expresion y purificacion de CtErb1
Se expreso 6xHis-CtErbl (94 kDa) en cepas BL21 CodonPlus de E. coli siguiendo el
protocolo de autoinduccion. En un gel SDS-PAGE se analizaron las muestras recogidas antes (No

inducida) y después de la incubacion (Inducida) a 20°C durante ~18 h (Fig. 8).

MW NOIND IND

3
93
68 [
53

-

Figura 8. Gel electroforesis autoinduccion 6xHis-CtErbl. Gel SDS-PAGE 10% acrilamida. MW, marcador de pesos
moleculares; NO IND, no inducido; IND, inducido.

Una vez obtenido el extracto total proteico se llevd a cabo la purificacién de la proteina
mediante dos cromatografias de afinidad con las columnas HisTrap y HiTrap Heparina, en este

orden, seguidas de una cromatografia de exclusién molecular.

Al pasar la solucién celular por la columna HisTrap se obtuvo una elevada cantidad de
CtErb1 junto con numerosos acidos nucleicos que copurifican debido a su interaccién con el 8-
propeller, lo cual quedd reflejado en el cromatograma de la Figura 9 con un pico muy ancho que
comenzé su elucion a un 47.2% de Imidazol. Para mayor evidencia, cada una de las fracciones

corridas en el gel de electroforesis mostraron gran cantidad de impurezas.
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Figura 9. Cromatografia de afinidad con resina de niquel de CtErb1 (HisTrap FF). Perfil de elucion de CtErb1 generado
por Akta Purifier. La linea transversal verde representa el gradiente de concentracién de tampdn de elucién B. El
punto de interseccidn entre las lineas verdes corresponde con el porcentaje de Imidazol al que comienza la elucion.
En azul se representa la absorbancia a 280 nm. Las fracciones correspondientes se visualizan en el gel de electroforesis
SDS-PAGE 10% acrilamida. MW, marcador de pesos moleculares. La barra roja refleja que la proteina aparece en su

tamafio correcto.

La proteina debid someterse a una segunda cromatografia de afinidad como paso extra,
haciendo uso de una columna de heparina con el fin de eliminar los acidos nucleicos. De este
modo, se obtuvo un pico mucho mas limpio de nuestra proteina y cuya elucién se produjo 55.2

% de NaCl. En el gel SDS-PAGE podemos observar que las fracciones estan mas limpias (Fig. 10).

Figura 10. Cromatografia de afinidad de CtErb1 con resina de heparina (HiTrap Heparina). Perfil de elucién de CtErb1
generado por Akta Purifier. La linea transversal verde representa el gradiente de concentracién de tampdn de elucién
SE B. El punto de interseccion entre las lineas verdes corresponde con el porcentaje de NaCl al que comienza la
elucidn. En azul se representa la absorbancia a 280 nm. Las fracciones correspondientes se visualizan en el gel de
electroforesis SDS-PAGE 10% acrilamida. MW, marcador de pesos moleculares. La barra roja refleja que la proteina

aparece en su tamafio correcto.
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Sin embargo, el gel de electroforesis de la cromatografia con columna de heparina
muestra todavia cantidad de impurezas que debieron eliminarse, por lo que se requirié realizar
una ultima cromatografia de exclusién molecular para obtener el grado de pureza deseado. Para
ello, las fracciones eluidas en la segunda cromatografia fueron concentradas hasta un volumen
de 5 mL e inyectadas en la columna de exclusién molecular cuyo cromatograma se muestra en
la Figura 11. En él observamos un pico Unico correspondiente a nuestra proteina que eluyd a los
48.25 mL. Las fracciones del gel que corresponden con la misma fueron concentradas y se

obtuvo una cantidad final de proteina de 48 mg.

48.25 mL SE . -

93 i — —

68
53 EEE

Figura 11. Cromatografia de exclusion molecular de CtErb1. Perfil de elucién de CtErb1 generado por Akta Purifier.
La linea azul vertical representa los mL de tampdn a los que comienza la eluciéon. En azul se representa la absorbancia
a 280 nm. Las fracciones correspondientes se visualizan en el gel de electroforesis SDS-PAGE 10% acrilamida. MW,
marcador de pesos moleculares. La barra roja refleja que la proteina aparece en su tamafio correcto.

4.1.2. Purificacion de Erb1 sin 6xHis

Para la obtencién de la proteina Erbl sin la cola de histidinas se tomaron 100 L
procedentes de la purificacidn realizada anteriormente con una concentracion de 12 mg/mL. La
proteina concentrada se dejd incubar durante ~18 h con la proteasa. Tras la incubacidn, la
proteina se hizo pasar a través de la bomba peristaltica por las columnas HisTrap y GSTrap y se
eluyd en cuatro fracciones de 5 mL en tampdn SE A. Las muestras se analizaron en un gel SDS-
PAGE vy, a continuacion, las fracciones en las que aparecid la banda con la proteina (FT, 1y 2)
fueron concentradas hasta 250 uL obteniéndose una cantidad final de 0.235 mg de proteina (Fig.

12).
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MW FT 1 2 3 4

Figura 12. Gel electroforesis purificacion CtErb1 sin 6xHis. MW, marcador de pesos moleculares; FT (flow throw)
volumen no retenido en la resina; 1, 2, 3y 4, eluciones de CtErb1 sin 6xHis en tampdn SE A.

4.2. Purificacion de CtYtm1

6xHis-CtYtm1 (54 kDa) no puede expresarse en E. coli de manera soluble, de modo que
su expresion se realizé en células Sf9 mediante la transfeccién de un bacmido para producir la
proteina soluble y que no forme agregados. Debido a la dificultad del proceso, en este trabajo
se partid de precipitados de células Sf9 donde se encontraba la proteina expresada y se llevo a

cabo su purificacion.

El extracto total proteico se sometid a cromatografia IMAC, la cual nos permitié extraer
un elevado porcentaje de la proteina objeto de estudio. Asi lo demuestra el cromatograma
correspondiente con la Figura 13 donde proteina comenzé a eluir al 56.53 % de Imidazol. En este
caso, no co-purifican otras moléculas junto con la proteina por lo que las fracciones analizadas

en el gel no presentaron gran cantidad de impurezas.

Figura 13. Cromatografia de afinidad de CtYtm1 con resina de niquel (HisTrap FF). Perfil de elucion de CtYtm1l
generado por Akta Purifier. La linea transversal verde representa el gradiente de concentracién de tampdn de elucién
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B. El punto de interseccion entre las lineas verdes corresponde con el porcentaje de Imidazol al que comienza la
elucidn. En azul se representa la absorbancia a 280 nm. Las fracciones correspondientes se visualizan en el gel de
electroforesis SDS-PAGE 10% acrilamida. MW, marcador de pesos moleculares. La barra roja refleja que la proteina
aparece en su tamafio correcto.

Las fracciones correspondientes con la proteina que se reflejan en el gel de la Figura 13,
fueron concentradas hasta 1.5 mL de los cuales, se tomaron 500 pL para la purificacidn sin cola
de histidinas (apartado 4.2.1) y el mililitro restante se inyectd en la columna de gel filtracion
obteniéndose la proteina purificada tal y como se demuestra el cromatograma donde la
proteina eluyé a un volumen de 47.6 mL correspondiente con 54 kDa. A continuacién, se
analizaron muestras de cada una de las fracciones en un gel SDS-PAGE (Fig. 14). Las fracciones
en las que puede observarse la banda fueron concentradas, obteniéndose una cantidad final de
proteina de 2.06 mg. Esta baja concentracion se debe a su expresion en células de insecto, donde

no es posible inducir grandes cantidades de proteina como ocurre en E. coli por autoinduccion.

i 47.62 mL SE
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Figura 14. Cromatografia de exclusién molecular de CtYtm1. Perfil de elucién de CtYtm1 generado por Akta Purifier.
La linea azul vertical representa los mL de tampon a los que comienza la elucidn. En azul se representa la absorbancia
a 280 nm. Las fracciones correspondientes se visualizan en el gel de electroforesis SDS-PAGE 10% acrilamida. MW,
marcador de pesos moleculares. La barra roja refleja que la proteina aparece en su tamafio correcto.

4.2.1. Purificacion de CtYtm1 sin 6xHis

Del volumen de 1.5 mL concentrado tras la cromatografia de afinidad, 500 pL se
incubaron con la proteasa durante ~18 h. Siguiendo el mismo protocolo que para la eliminacion
de la cola de histidinas en CtErb1, obtuvimos del igual modo cuatro fracciones de 5 mL en
tampdn SE A. Las muestras recogidas durante el proceso se analizaron en un gel SDS-PAGE (Fig.
15). En él se puede observar una banda de pequeiia intensidad en el pocillo FT correspondiente

con una pequefa concentracion que no fue capaz de quedar retenida en la resina. Las muestras
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que contienen la banda (FT y 1) se concentraron hasta 250 uL obteniéndose una cantidad final

de proteina 1.3736 mg.

MW FT 1 2 3 4

68
53

Figura 15. Gel electroforesis purificacion CtYtm1 sin 6xHis. MW, marcador de pesos moleculares; FT (flow throw)
volumen no retenido; 1, 2, 3y 4, eluciones de CtYtm1 sin 6xHis en tampdn SE A.

4.3. Ensayos de interaccion in vitro

En este trabajo se realizd un ensayo de competencia para observar cambios en la
afinidad de unidn entre las proteinas CtErb1 y CtYtm1 en presencia de péptidos de interferencia
mediante experimentos de interferometria de bicapa por medio del sistema BLI. El disefio del

ensayo consistid en dos experimentos principales:

En primer lugar, se obtuvo la constante de afinidad de la unidn entre ambas proteinas
inmovilizando CtErb1 al sensor y afadiendo CtYtm1y se tomé como referencia. A continuacién,
manteniendo CtErb1 fijado al sensor, se incubd CtYtm1 con distintas combinaciones péptidos
de interferencia correspondientes con los dominios de la superficie de interaccion de CtErbl
(péptidos 1, 2 y 3) en distintas concentraciones. De este modo, se calcularon nuevas constantes

de afinidad para compararlas con las de referencia.

El segundo experimento, consistid en realizar el ensayo inverso, es decir, inmovilizando
CtYtm1 al sensor, calcular la constante de afinidad con CtErbl y, a continuacién, incubar CtErb1
con péptidos de interferencia correspondientes con los dominios de interaccion de CtYtm1l

(pépidos 4, 5y 6) para obtener las constantes de afinidad correspondientes.

4.3.1. Diseio de los péptidos

Para el disefio de los péptidos partié de la caracterizacidn estructural de la superficie de
unién entre ChErbl e ChYtm1 que permitié observar los bucles de cada uno de los 3-propeller
involucrados en la interaccion. De este modo, se localizaron las secuencias concretas por las que

se unen para formar el dimero (Fig. 16).
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Figura 16. Bucles de interaccion de las proteinas ChErb1 y ChYtm1. Se representa ChErb1 en azul y ChYtm1 en rosa
a) Areas de interaccion de ChErb1 (azul) donde se localizan los péptidos 1, 2 y 3. b) Areas de interaccion de ChYtm1
(rojo) donde se localizan los péptidos 4, 5y 6.

Ademas,

se realizdo el

alineamiento entre Erbl/Bopl y entre Ytm1/WDR12

comprobando asi que los dominios de interaccidn de S. cerevisiae se mantenian conservados en
C. thermophilum y en especies de mamifero con las que realizar futuros ensayos (humanos y
ratones) (Fig. 17 y 18).
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Figura 17. Alineamiento de Erb1/Bop1 en C. thermophilum, S. cerevisiae, Homo sapiens y Mus musculus. Secuencias
obtenidas de UniProt: GOSCK6, Erbl en C. thermophilum; Q04660, Erbl en S. cerevisiae; Q14137, Bopl en Homo
sapiens; P97452, Bop1 en Mus musculus. Los cuadros rojo sefialados reflejan la secuencia conservada de los péptidos

1,2y3.
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Figura 18. Alineamiento de Ytm1/WDR12 en C. thermophilum, S. cerevisiae, Homo sapiens y Mus musculus.
Secuencias obtenidas de UniProt: GOSCK6, Ytm1 en C. thermophilum; Q04660, Ytm1 en S. cerevisiae; Q14137, WDR12
en Homo sapiens; P97452, WDR12 en Mus musculus. Los cuadros rojo sefialados reflejan la secuencia conservada de
los péptidos 4,5y 6.

4.3.2.Ensayo de interaccion entre CtErbl y CtYtml incubados con

péptidos de interferencia de CtErb1l

Se inmovilizé CtErbl a 80 pg/ml en sensores de Ni-NTA y se afiadieron diferentes
concentraciones de CtYtm1 (5, 2, 1y 0,5 uM). De este modo se obtuvo la constante de afinidad
(Kp) entre ambas proteinas tomando la union inespecifica al sensor de CtYtm1 como valor de
referencia. La cinética del analisis reflejo que CtYtm1 estd fuertemente asociada a CtErb1, lo cual
se dedujo tanto por la forma de la grafica como por los valores de Kp de la tabla (Fig. 19). Este
resultado se tomd como referencia frente a los resultados de inmovilizar CtErb1 a 80 pg/ml en
sensores de Ni-NTA y afadir CtYtm1l 5 pM junto con distintas combinaciones péptidos a

diferentes concentraciones.
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Ctytm1 5 3.222e-8|5.35e4 7.06e2 1.724e-3 5535e-5 0933 0001228 0.9271 03016 09698
Ctytm1 2 8.469e-9|6.992e4 4655e2 5.921e-4 7.867e-6 05534 2.324e-4  0.551 0.02011 0.9964
27 Ciytm1 05 7.331e-9|6.339e4 4311e2 4.647e-4 1.387e-5 04334 9.152e-4  0.4271 0.03767 0.9963

Figura 19. Ensayo de interaccion entre CtErb1 (6xHis) y CtYtm1. a) Cinética de asociacidn entre CtErb1 (80 ug/ml) y
CtYtm1 (5, 2, 1y 0,5 uM). b) Tabla resumen con las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros estadisticos
calculados para cada ensayo tomando como referencia la unidn especifica al sensor de CtYtm1 5 uM.

Para llevar a cabo el ensayo de competencia, se incubd CtYtm1 a 5 uM junto con los
péptidos de interferencia 1, 2 y 3 en proporcidon molar 1:20, 1:10, 1:2 y 1:1. Se observd una
disminucion de la afinidad de unidn que se reflejé en la cinética que sigue la reaccién enla grafica

y en el aumento de las Kp hasta dos 6rdenes de magnitud (Fig. 20).
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Time (sec)
CtYtml 5 uM Ctytml 5 uM + Péptidos (1,2 y 3) 100 yM  CtYtm1 5 uM + Péptidos (1,2 y 3) 50 uM
CtYtm1 5 uM + Péptidos (1,2 'y 3) 10 uM CtYtm1 5 uM + Péptidos (1,2 y 3) 5 uM
b) Index Sample ID Conc. (M) Information| KD (M) | ka (1/Ms) ka Error| kd (1/s) | kd Eror | Rmax  Rmax Error| R equilibrium| X*2 | R"2
Ctytm1 5 UM + Péptidos (1.2y 3) 100 pM 5 1.101e-6(2.801e4 9.115e2 3.084e-2 5.08e-4 0.7321 0.006694 06 1.892 09685
CtYtm15 uM + Péptidos (1.2y3)5pM 5 2639e-7|9.376e4 21993 2.474e-2 2.607e-4 05415 0001244 05144 0.3907 0.987
Ctytm1 5 uM + Péptidos (1.2y3)50uM 5 1874e-7|2.096e5 2102e4 3.928e-2 1.224e-3 05988 0003783 05772 429 09199
Ctvtm1 5 UM + Péptidos (1.2y 3) 10pyM 5 1354e-7|2.458e5 26394 3.327e-2 1.044e-3 0.3992 0.002258 0.3887 1.967 0811
Ctytm1 5 uM 5 3222e-6|5.35e4  7.06e2 1.724e-3 5535e-5 0.933 0001228 0.9271 0.3016 0.96968

Figura 20. Ensayo de interaccion entre CtErb1 (6xHis) y CtYtm1 incubado con péptidos de interferencia 1, 2y 3. a)
Cinética de asociacion entre CtErb1 (80 pug/ml) y CtYtm1 (5uM) (rosa) y en solucion con los péptidos 1, 2 y 3 (100, 50,
10 y 5 uM). b) Tabla resumen con las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros estadisticos calculados
para cada uno de los ensayos.

Tras el anadlisis de los datos, el efecto de interferencia debido a la presencia de los
péptidos 1, 2 y 3 resulté ser positivo, por ello, se decidié probar el efecto individual de cada uno
de ellos para lo cual se fijé una concentracidon determinada de péptidos a la que incubar cada
uno de ellos por separado con CtYtm1l 5 uM. En base a los parametros estadisticos de los
resultados anteriores, el ensayo que presentd valores de los pardmetros Xi? = 0y R = 1y mas
similares a los de referencia, fue el de los tres péptidos a 5 uM (Fig. 20b). Por lo tanto, se

realizaron experimentos en los que se mantuvo CtErb1 inmovilizada en la misma concentracidn
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y se anadidé CtYtm1 5 uM previamente incubada con cada uno de los péptidos en proporcion

molar 1:1.

Haciendo un analisis de los resultados, se observé que el péptido 1 disminuyd la afinidad
de unidn entre las proteinas, pues asi lo refleja la grafica de la reaccion. Sin embargo, el efecto

en el valor de Kp es muy pequefio (Fig. 21).
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150 200 250 300 350 400
Time (sec)
CtYtm1 5 uM CtYtm1 5 uM + Péptido 1 5 uM
b) Index Sample ID Conc. (M)| Information| KD (M) |ka.(1/Ms)| ka Error| kd (1/s) | kd Error | Rmax | Rmax Error| R equilibrium| X*2 | R™2
Clytm1 5 pM + Péptido 1 5 pM 5 1.902e-7 [1.021e5 2.602e3 1.942e-2 2272e-4 05773 0.001243 05561 05205 09822
Cfytm1 5 pM 5 3.222e-85.35e4  7.0682 1.724e-3 5535e-5 0933 0001228 09271 03016 0.9698

Figura 21. Ensayo de interaccion entre CtErbl (6xHis) y CtYtm1 incubado con el péptido de interferencia 1. a)
Cinética de asociacion entre CtErb1 (80 pg/ml) y CtYtm1 (5uM) (rosa) y en solucién con el péptido 1 en proporcion
molar 1:1 (verde). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros estadisticos
calculados para cada uno de los ensayos.

De igual forma, se realizé el ensayo incubando CtYtm1 5 uM con el péptido 2. La cinética
de lareaccion es similar a la de referencia mostrando que no interfiere en la afinidad unién entre
las proteinas. El pequefio cambio que experimenta Kp puede deberse a la elevada sensibilidad

del sistema (Fig. 22).
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CtYtm1 5 pM CtYtm1 5 pM + Péptido 2 5 uM
b) Index| Sample ID Conc. (UM) | Information| KD (M) | ka (1/Ms)| ka Error| kd (1/s) | kd Error | Rmax| Rmax Error| R equilibrium| X*2 | R"2
Ctytm1 5 uM + Péptido 2 5 pM 5 3557e-7|3.916e4 9.705e2 1.393e-2 2.215e-4 0.719 0.002773 06712 1.578 0.9603
CtYtm1 5 pM 5 3.222e-8]|535e4  7.06e2 1.724e-3 5.535e-5 0933 0001228 09271 0.301¢ 0.9698

Figura 22. Ensayo de interaccion entre CtErbl (6xHis) y CtYtm1 incubado con el péptido de interferencia 2. a)
Cinética de asociacion entre CtErb1 (80 ug/ml) y CtYtm1 (5uM) (rosa) y en solucién con el péptido 2 en proporcion
molar 1:1 (rojo). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y pardmetros estadisticos
calculados para cada uno de los ensayos.

Por ultimo, se ensayo el efecto de interferencia resultado de incubar CtYtm1 5 uM con

el péptido 3 mostrando una grafica similar a la que presentaba el péptido 1, es decir, ejerce
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interferencia en la unién entre ambas proteinas y por tanto, existe un pequefio aumento en el

valor e Kp (Fig. 23).
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CtYtml 5 uM CtYtml 5 uM + Péptido 3 5uM
b) Index| Sample ID Cone. (IM) Information| KD (M) |ka (1/Ms) ka Error| kd (1/s) | kd Error | Rmax  Rmax Error R equilibrium X°2 | R"2
311 Ctytm1 5 M + Péptido 3 5pM 5 1.745e-7 [7.094e4 1.739e3 1.238e-2 1.536e-4 0.5466 0.001261  0.5281 06148 0.974
Ctytm1 5 pM 5 1.606e-7 [8.398e4 19683 1.348e-2 2.14e-4 0.7228 0.001584  0.7003 0.8763 0.9676

Figura 23. Ensayo de interaccion entre CtErbl (6xHis) y CtYtm1 incubado con el péptido de interferencia 3. a)
Cinética de asociacion entre CtErb1 (80 ug/ml) y CtYtm1 (5uM) (rosa) y en solucién con el péptido 3 en proporcion
molar 1:1 (azul). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y pardmetros estadisticos
calculados para cada uno de los ensayos.

Estos resultados demuestran que la presencia de los tres péptidos tiene un efecto
sinérgico sobre el efecto de cada uno de ellos por separado. En consecuencia, se decidié realizar
ensayos por combinaciones de pares de péptidos para finalizar el experimento. Para ello, se

mantuvieron constantes las concentraciones establecidas para el ensayo de los péptidos por

separado.

La combinacion del péptido 1 con el péptido 2 causd interferencia en la unién de CtErb1
con CtYtm1 tal y como se puede observar en la grafica de la Figura 24. Teniendo en cuenta los
resultados anteriores, podemos afirmar que el efecto es superior al de los péptidos por separado

y menor al efecto que ejercen los tres péptidos en conjunto.
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-0.4
150 200 250 300 350 400
Time (sec)
CtYtm1 5 uM CtYtm1 5 uM + Péptidos (1 y 2) 5 uM
b) |Index Sample D Conc. (UM)| Information| KD (M) ||ka (1/Ms)| ka Errar kd (1/s)| kd Error | Rmax | Rmax Error| R equilibrivm X"2 | R"2
CtYtm1 5 uM + Péptidos (1y2) 5 pM 5 5.23%e-7 |7.177e4  2.499e3 3.76e-2 4594e-4 04026 0.001926  0.3644 0.4751 0.983
Ctytm1 5 uM 5 1.606e-7 |8.398e4 1.968e3 1.348e-£2.14e-4 0.7228 0.001584  0.7003 0.8763 0.9676

Figura 24. Ensayo de interaccion entre CtErb1 (6xHis) y CtYtm1 incubado con los péptidos de interferencia 1y 2. a)
Cinética de asociacion entre CtErb1 (80 pg/ml) y CtYtm1 (5uM) (rosa) y en solucién con los péptidos 1 y 2 en
proporcion molar 1:1 (verde). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros
estadisticos calculados para cada uno de los ensayos.
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De la combinacion de los péptidos 2 y 3 puede deducirse que existe también una
disminucion en la afinidad de las proteinas en base a la forma de la gréfica y al aumento que

experimenta el valor de Kp (Fig. 25).
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CtYtm1 5 pM CtYtm1 5 uM + Péptidos (2 y 3) 5 uM
b) [index Sample ID Conc. (UM)| Information |KD (M) ||ka (1/Ms)| ka Error| kd (1/s) | kd Error | Rmax | Rmax Error| R equilibrium| X2 | R"2
327  CtYtm15 M + Péptidos 2y 3)5 M 5 6.466e-7 [3.762e4 1.082e3 2.432e-2 4594e-4 05845 0.003738 05175 1.078 09608
Ctytm1 5 pM 5 1.606e-7 839824 1.968e3 1.348e-2 2.14e-4 07228 0.001584  0.7003 0.876 0.9676

Figura 25. Ensayo de interaccion entre CtErb1 (6xHis) y CtYtm1 incubado con los péptidos de interferencia 2 y 3. a)
Cinética de asociacion entre CtErb1 (80 pug/ml) y CtYtm1 (5uM) (curva 308) y en solucion con los péptidos 2 y 3 en
proporcion molar 1:1 (curva 327) b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros
estadisticos calculados para cada uno de los ensayos.

En el caso de los péptidos 1 y 3, cabe destacar que sus ensayos de manera individual
indicaban que eran los causantes principales de la interferencia en la afinidad, por ello, la
combinacion de ambos podria suponer un efecto superior al de cualquier otra combinacién de
pares de péptidos. Sin embargo, el resultado no fue el esperado, ya que se obtuvo un resultado

muy similar al de las combinaciones anteriores (Fig. 26).
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CtYtm1 5 uM CtYtm1 5 uM + Péptidos (1 y 3) 5 uM
b) | Index Sample ID Conc. (UM)| Information| KD (M) |ka (1/Ms) ka Emor kd (1/s) | kd Eror | Rmax | Rmax Error| R equilibrium| X2 | R"2
Ctytm1 5 UM + Péptidos (1 y 3)5uM 5 5177e-7|5.221e4 1.831e3 2.703e-2 495%e-4 05332 0003081 0.4832 1.143 09619
Ctytm1 5 pM 5 1.606e-7 |8.398e4 19683 1.348e-2 214e-4 07228 0.001584 07003 0.876: 0.9676

Figura 26. Ensayo de interaccion entre CtErb1 (6xHis) y CtYtm1 incubado con los péptidos de interferencia 1y 3. a)
Cinética de asociacion entre CtErb1 (80 pg/ml) y CtYtm1 (5uM) (rosa) y en solucién con los péptidos 1 y 3 en
proporcion molar 1:1 (negro). b) Tabla resumen de las constantes de disociacion reflejadas en rojo y parametros
estadisticos calculados para cada uno de los ensayos.
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4.3.3.Ensayo de interaccion entre CtYtml y CtErbl incubados con

péptidos de interferencia de CtYtm1

En la segunda parte del experimento, se inmovilizé CtYtm1 a 80 pg/ml en sensores de
Ni-NTA y se afadieron diferentes concentraciones de CtErb1 (20, 15, 10, 5y 2 uM). De este
modo, se obtuvo la constante de afinidad entre ambas proteinas tomando la unidn inespecifica
al sensor de CtErb1 como valor de referencia. De nuevo, el andlisis reflejé la fuerte asociacion
que existe entre ambas con unos valores de Kp de un orden > 10 que sirvieron como constante
de afinidad de referencia frente a los resultados de inmovilizar CtYtm1 a 80 pg/ml en sensores
de Ni-NTA y afadir CtErbl 5 uM junto con distintas combinaciones péptidos a diferentes

concentraciones (Fig. 27).
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CE1 2 pM CHErb1 20 pM CtErb1 10 pM
CiErb1 5 pM CtErb1 15 pM
b) x Sample ID Conc. (UM)| Information| KD (M) |ka (1/Ms) ka Eror| kd (1/s)  kd Error | Rmax | Rmax Eror| R equilibrium| X2 R"2
CtErb1 10 pM 10 65092-8 1890623 1.212e1 5797e-4 4815e-6 0.8425 6.009e-4  0.837 0.005916 0.9997
CtErb1 20 pM 20 5.8232-8|424e3  1.994e2 246%e-4 4206e-5 1.712 0.07975 1.707 02748 09962
CtErb1 5 uM 5 29762-811.33%e4 2192e1 3985e-4 5267e-6 0.6595 7.128e-4  (0.6556 0.006154 0.9996
CtErb1 15 pM 15 1.128e-8|7.864e3 1.193e3 B.86%e-5 7.315e-5 1.164 0.1778 1.163 03611 09874
CtErb1 2 pM 2 1.665e-9|2.158e4 3.012e1 3595e-5 3627e-6 04616 4957e-4  0.4612 0.002506 0.9397

Figura 27. Ensayo de interaccién entre CtYtm1 (6xHis) y CtErb1. a) Cinética de asociacién entre CtYtm1 (80 ug/ml) y
CtErb1 (10, 15, 10, 5 y 2 uM). b) Tabla resumen con las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros
estadisticos calculados para cada ensayo tomando como referencia la union especifica al sensor de CtErb1 5 uM.

Para el ensayo de competencia de los péptidos 4, 5y 6, se incubd CtErb1 20 uM junto
con los tres péptidos en proporcién molar 1:1, 1:2, 1:4, 1:10 y 1:20. Los resultados mostraron
que, por un lado, no se evidenciaron efectos de interferencia en la afinidad de las proteinas por
parte de los péptidos en las proporciones molares 1:1, 1:2 y 1:20. Por otro lado, la curva de la
grafica correspondiente con el ensayo de los péptidos en la proporcion 1:50, supera a la curva
de referencia, lo cual indica que la elevada concentraciéon de péptidos (400 uM) ha saturado al
sensor. Sin embargo, en el ensayo en presencia de los tres péptidos en la proporcion 1:4, si se
observé interferencia en la unién entre ambas proteinas que quedo reflejada tanto en la grafica

como en el aumento que experimenta el valor de Kp (Fig. 28).
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CHErb1 20 pM CtErb1 20 pM + Péptidos (4.5 ¥ 6) 20 pM CHErb1 20 M + Péptidos (4.5 y 6) 40 uM
CHErb1 20 uM + Péptidos (4,5 y8) 80 pM CHErb1 20 pM + Péptidos (4.5 y 6) 200 uM CHErb1 20 pM + Péptidos (4,5 y 6) 400 M
b) Index Sample ID Conc. (iM)  Information| KD (M) |ka (1/Ms) ka Emor kd (1/s) kd Error Rmax RmaxEmor R equilibrium X2 R"2
122  CtErb1 20 uM + péptidos {45y 6) 80pM 20 3.442e-7 |6.226e3 1.141e2 2.143e-=: 8.878e-5 0.8303 0.01089 0.8162 01561 0.9846
CtErb1 20 UM + péptidos (4.5y 6) 40pM 20 3.302e-7 |6.245e3 124e2 2.062e-: 1.234e-4 0.9467 0.01435 09313 03408 0.9748
CtErb1 20 pM 20 1.407e-7 |5.65e3  1.484e2 7.949e- 9.061e-5 0.9565 0.02442 09583 03031 09837
CtErb1 20 pM + péptidos (4.5 y 6) 400 pM 20 9.777e-8 |8.18e3  6.261el 7.998e-< 2.09%e-5 1.325 0001735 1319 02475 09918
134 CtErb1 20 uM + péptidos (4,5 y 6) 200 M 20 6.028e-8 |5.015e3 463e2 3.023e- 1.166e-4 0.9348 0.09051 09918 0706 0.9668
CtErb1 20 UM + péptidos (45y6) 20 uM 20 1.048e-8 |3.391e3 34e3  3553e-£1.136e-41.173 1178 1173 08245 09777

Figura 28. Ensayo de interaccion entre CtYtm1 (6xHis) y CtErb1 incubado con péptidos de interferencia 4,5y 6. a)
Cinética de asociacion entre CtYtm1 (80 pug/ml) y CtErb1 (20 uM) (morado) y en solucidn con los péptidos 4, 5y 6 (20,
40, 80, 200 y 400 uM). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros estadisticos
calculados para cada uno de los ensayos.

De nuevo, podemos afirmar que existe un efecto de interferencia debido a la presencia
de los péptidos, en este caso, los correspondientes con la superficie de CtYtm1 (4, 5y 6). Por
ello, se decidié realizar ensayos de interferometria de los péptidos 4, 5y 6 a 80 uM
individualmente incubados con CtErb1 a 20 uM, cuyos resultados se muestran en las Figuras 29,
30 y 31. Analizando cada una de las gréficas, se determind que el péptido 6 fue el Unico que
consiguié competir en la interaccion por CtYtm1l inmovilizado. Ademas, haciendo una
comparativa de los valores de Kp, el péptido 6 consiguiéd aumentar su valor hasta un orden de
magnitud, mientras que para los péptidos 4 y 5 Unicamente experimentaron un pequefio

aumento de su valor, de lo que podemos decir que se debe a la elevada sensibilidad de los

sensores.
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b) Index| Sample ID Conc. (pM)| Information| KD (M) | ka (1/Ms) ka Error| kd (1/s) | kd Error | Rmax| Rmax Eror| R equilibrium| X2 R"2
162 CtErb120P480 20 2.966e-7|5.345e3  4.358e1 1585e-3 1.704e-5 1.312 0.006851  1.293 0.04445 09982
CtErb1 20 pM 20 2292e-7|524e3  387el 1.201e-3 2504e-5 131 0007956 1.295 0.04878 09385

Figura 29. Ensayo de interaccion entre CtYtm1 (6xHis) y CtErbl incubado con el péptido de interferencia 4. a)
Cinética de asociacion entre CtYtm1 (80 pg/ml) y CtErbl (20 uM) (morado) y en solucidn con el péptido 4 en
proporcion molar 1:1 (verde). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros
estadisticos calculados para cada uno de los ensayos.
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b) |Index Sample ID Conc. (IM)| Information| KD (M) | ka (1/Ms)| ka Eror| kd (1/s)  kd Eror | Rmax, Rmax Error R equilibrium X2 R"2
164 CiErb1 20 M + Péptido 5 80 pM 20 2.825e-7|5.857e3 5321el 1655e-3 4406e-5 1.222 0.008898 1.205 0.0326 09964
CiErb1 20 UM 20 2.292e-7|5.24e3  387el 1.201e-3 2504e-5 131 0007956 1.295 0.04878 0.9985

Figura 30. Ensayo de interaccion entre CtYtm1 (6xHis) y CtErbl incubado con el péptido de interferencia 5. a)
Cinética de asociacion entre CtYtm1 (80 pg/ml) y CtErb1 (20 uM) (morado) y en solucidn con el péptido 5 en
proporcion molar 1:1 (amarillo). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y parametros
estadisticos calculados para cada uno de los ensayos.
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b) Index| Sample ID Conc. (UM) | Information| KD (M) | ka (1/Ms) ka Error| kd (1/s) | kd Error | Rmax| Rmax Error| R eqguilibrium| X2 R"2
CtErb1 20 pM + Péptido 6 80 pM 20 2.439e-6(4.384e3 222422 1.069e-2 2.341e4 1.29 0.05033 1.15 01423 09815
CtErb1 20 pM 20 2.292e-7|5.24e3  387e1 1.201e-3 2504e-5 1.31 0.007956 1.295 0.04878 0.9385

Figura 31. Ensayo de interaccion entre CtYtm1 (6xHis) y CtErbl incubado con el péptido de interferencia 6. a)
Cinética de asociacion entre CtYtm1 (80 pg/ml) y CtErb1 (20 uM) (morado) y en solucidn con el péptido 6 en
proporcion molar 1:1 (rojo). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo y pardmetros
estadisticos calculados para cada uno de los ensayos.

No obstante, se comprobd el efecto de interferencia de la combinacidn de pares de
péptidos. Por ello se decidid probar el péptido 6, cuyo resultado fue positivo en el analisis
individual, con otro de los péptidos cuyo resultado fue negativo, péptido 4. La cinética de
asociacion es muy similar a la que experimentd el péptido 6 por separado. Ademas, el cambio
en el valor de Kp continua siendo de un orden de magnitud. Por tanto, no pudimos afirmar el

efecto sinérgico del péptido 6 por la presencia del 4 (Fig. 32).
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b) Index| Sample ID Conc. (UM)| Infarmation| KD (M) | ka (1/Ms)| ka Eror| kd (1/s) kd Error | Rmax, Rmax Error| R equilibrium| X2 R"2
CtErb1 20 pM + Péptidos (4y 6) 80 uM 20 1901e-6| 3.793e3 953e1 7.21e3 9.368e5 128 002413 1178 0.07408 0.9936
CtErb1 20 pM 20 2.292e-7|5.24e3  3.87e1 1.201e-32504e-5 131 0007956 1.295 0.04878 0.9985

Figura 32. Ensayo de interaccidon entre CtYtm1 (6xHis) y CtErbl incubado en combinacion con los péptidos de
interferencia 4 y 6. a) Cinética de asociacidn entre CtYtm1 (80 ug/ml) y CtErb1 (20 uM) (morado) y en solucidn con
los péptidos 4 y 6 en proporcion molar 1:1 (verde). b) Tabla resumen de las constantes de afinidad sefialadas en rojo
y parametros estadisticos calculados para cada uno de los ensayos.
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5. Discusion

Tanto en levaduras como en mamiferos, el complejo nucleolar PeBoW (Nop7 en
levaduras) es esencial tanto para la formacién del ribosoma como para la proliferacion celular.
Ademas, son varias las evidencias que demuestran la activacién del gen supresor de tumores
p53 como consecuencia de defectos en la biogénesis del ribosoma, lo cual lo ha convertido en
diana terapéutica contra células cancerigenas. Concretamente, este proyecto estd interesado
en desarrollar un tratamiento no genotdxico contra este tipo de células y se ha establecido la
formacidn del complejo PeBoW como diana para interferir en la via de procesamiento del ARNr

de la biogénesis del ribosoma y promover la activacion de p53.

Gracias a la realizacidn de estructuras tridimensionales de este complejo, a la reciente
identificacion estructural de la interaccion de alta afinidad que se da entre las proteinas
Erb1/Ytm1 y a la identificacion de las regiones cruciales concretas de esta interaccion, se ha
despertado el interés por evitar la generacién del complejo PeBoW impidiendo la formacién de

este dimero mediante el disefio de agentes dirigidos.

El presente trabajo consistio en ensayos de interaccion in vitro mediante interferometria
de bicapa, BLI, que permitieron observar la disminucién en la afinidad de unién de las proteinas
CtErbl y CtYtm1 debido a la presencia de péptidos de interferencia. Para ello, se obtuvieron
péptidos sintéticos correspondientes con secuencias de los bucles de los B-propeller implicados
en la interaccion entre ChErbl y ChYtm1. El motivo por el cual se disefiaron péptidos como
agentes de interferencia en vez de otro tipo de molécula orgdnica, fue debido a que la superficie
de interaccién entre ChErb1 y ChYtm1 es muy extensa y, por tanto, cualquier fdrmaco diana no
seria efectivo. No obstante, se debié comprobar que las regiones implicadas en la interacciéon
estaban conservadas entre las especies S. cerevisiae, C. thermophilum y especies de mamifero,
ya que la caracterizacidn estructural se ha realizado en la primera especie, el presente estudio
se ha realizado con los ortélogos correspondientes con la segunda debido a su termoestabilidad,
y es requisito que estén conservadas en especies de mamifero como fin dltimo para la obtencion

de una terapia.

Tras obtener unos resultados satisfactorios procedentes de la expresién y purificacion

de CtErbl y CtYtm1, se realizaron ensayos de competencia mediante BLI. En primer lugar, se

corrobord la fuerte afinidad de unidn entre las proteinas CtErbl y CtYtm1, pues se obtuvieron

constantes de afinidad del rango de micromolar y se tomaron como referencia.
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5.1. Ensayos de BLI entre CtErb1 y CtYtm1 incubada con péptidos de
CtErbl

En base a la afinidad de unidn entre CtErbl y CtYtm1, se pretendié interferir en la
interaccion por la presencia de los péptidos 1, 2 y 3 mediante ensayos de BLI en los que se
inmovilizd CtErbl al sensor y se afiadi6 CtYtml previamente incubado con distintas
combinaciones de péptidos. Los resultados mostraron que uUnicamente los péptidos 1 y 3
provocaron, de manera individual, una disminucion de la afinidad entre las proteinas. Sin
embargo, el efecto de interferencia debido a combinaciones de pares de péptidos era superior
al de los péptidos por separado e inferior al efecto debido a los tres péptidos en conjunto. Estos

resultados quedaron reflejados con una aumento en el valor de las Kp debido principalmente a
. Kd ) -
un cambio el valor de K4, (KD = K—a). Por tanto, podemos afirmar que los tres péptidos son

capaces de unirse a la proteina con la que se incubaron, CtYtm1, y en consecuencia, aumentar
la disociacion de la unién de CtYtm1 a la proteina inmovilizada CtErb1. Los resultados indican
que los tres péptidos en conjunto, son capaces de interferir en la afinidad de unidn entre las
proteinas. Ademas, se demuestra que las tres regiones de CtErbl correspondientes con los
péptidos 1, 2 y 3 permiten la interaccion entre las proteinas, siendo las secuencias derivadas de

los péptidos 1y 3 las mayoritariamente implicadas.

5.2. Ensayos de BLI entre CtYtm1 y CtErb1 incubada con péptidos de
CtYtm1l

En el ensayo de competencia inverso, se estudid la disminucién en la constante de
afinidad del dimero debido a la interferencia que ejercian los péptidos 4, 5y 6, los cuales, fueron
previamente incubados con CtErb1 y afadidos a CtYtm1 inmovilizado. Los resultados mostraron
gue unicamente el péptido 6 fue capaz de interferir en la unién entre las proteinas del dimero
de manera individual ya que se produjo un aumento en el valor de la Kp. Ademas, no se observo
uno efecto superior por la presencia de alguno de los otros dos péptidos. Cabe destacar que, de
manera similar al ensayo anterior, el cambio en la constante de afinidad es debida a un cambio
en el valor de K4 de modo que podemos afirmar de nuevo que el péptido 6 es capaz de unirse
con la protéina incubada CtErbl y aumentar la disociacion de esta unida a la proteina
inmovilizada CtYtml. Por tanto, los resultados apuntan a que la regiéon de CtYtml
correspondiente con la secuencia del péptido 6 posee gran implicacidn en la interaccidén entre

las proteinas.
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Sin embargo, en los presentes resultados existe cierto error experimental debido a
varios motivos. Por un lado, la cuantificacién no es la ideal, pues el método de Bradford
proporciona una cuantifiacién aproximada de las proteinas y, ademas, los péptidos 2, 5y 6 no
pudieron cuantificarse por espectrofotometria UV ya que no absorben a 280 nm, por lo que se
asumid que mantenian su concentracidn inicial durante todo el proceso experimental. Por otro
lado, durante la realizacidon del experimento han existido problemas de estabilidad de las
proteinas a pesar de proceder del hongo térmofilo C. thermophilum. Por tanto, la fiabilidad de
estos resultados se adoptaria realizando un nimero mayor de réplicas para cada uno de los
ensayos o a través de nuevos estudios de interaccidn in vitro: por BLI mediante la inmovilizacidn
de los péptidos biotinilados sensores de estreptavidina o mediante ITC. Si los ensayos in vitro

resultaran positivos, se llegaria a realizar ensayos de interaccidn in vivo en células de mamifero.
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6. Conclusiones

De este trabajo se han podido obtener las siguientes conclusiones:

e El protocolo de sobreexpresidon por autoinduccién de 6xHis-CtErbl en E. coli BL21
CodonPlus y de purificacidn de la misma, han resultado satisfactorios para la realizacion
de ensayos biofisicos por BLI.

e El protocolo de purificacion de 6xHis-CtYtm1 de células Sf9 ha permitido obtener
suficiente cantidad de proteina para realizar ensayos biofisicos mediante BLI.

o Elpéptido 2 derivado de Erb1 y que participa en la interaccidon con Ytm1, no tiene efecto
sobre la formacion de dimero.

o Los péptidos 4 y 5 derivados de Ytm1 y que participan en la interaccidon con Erbl, no
tienen efecto sobre la formacidn del dimero.

e Los péptidos 1 y 3 derivados de la secuencia de Erbl son capaces de provocar una
disminucion en la constante de afinidad del dimero.

e El péptido 6 derivado de la secuencia de Ytm1 es capaz de provocar una disminucién de
un orden de magnitud en la constante de afinidad del dimero.

e Los resultados parecen indicar que la interferencia en la estabilidad de interaccion
provocada por los péptidos, no parece afectar a la formacién del dimero, sino a la
disociacion entre ambas proteinas.

e Se han obtenido las regiones mayoritariamente implicadas en la unién entre las
proteinas Erbl e Ytm1 a partir de las zonas de interaccion descritas de cada uno de los
bucles de los B-propeller.

e Los resultados demuestran que la interaccion entre Erbl e Ytm1 es una buena diana
para impedir la formaciéon del complejo PeBoW y que el uso de péptidos como agentes
dirigidos podrian ser la clave de una nueva terapia no genotdxica con la que inhibir el

crecimiento celular y la proliferacidn de las células tumorales.
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