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La biogénesis ribosomal es uno de los procesos mas complejos, esenciales y costosos
energéticamente de la célula eucariota. La formacién de las subunidades ribosomales en
levaduras comienza en el nucléolo con la transcripcién del ARNr. En este proceso se requiere la
participacién de mas de doscientos factores de ensamblaje y ARNs pequefios nucleolares
(snoARNs) que no formaran parte del ribosoma maduro aunque son necesarios para un
apropiado procesamiento del ARNr y organizacion estructural de las subunidades ribosomales.
Los estudios estructurales de los estadios de maduracion de la subunidad 60S han permitido la
identificacion de algunas interacciones funcionales entre los distintos factores de ensamblaje.
Entre ellos se encuentran las proteinas Nop7, Erb1 e Ytm1 que forman un heterotrimero discreto
denominado subcomplejo Nop7 en levaduras, o complejo PeBoW en mamiferos, compuesto por
los ortdlogos Pesl, Bopl y WDR12, respectivamente. Este complejo puede detectarse de forma
aislada de las particulas prerribosomales. La formacion de este heterotrimero es esencial para
el ensamblaje de la subunidad 60S ya que garantizan la correcta maduracidn del extremo 5’ del
ARNr 5,8S facilitando asi su asociacién con el ARNr 25S, aunque se desconoce en detalle el papel
exacto en la biogénesis ribosomal. En este trabajo se ha realizado un analisis de las interacciones
entre los componentes del PeBoW asi como una aproximacion a la resolucién estructural del
complejo en solucién. Usando una combinacién de técnicas biofisicas, nuestros resultados
indican que la conformacién estructural que adopta el complejo PeBoW en el nucleoplasma es
diferente a la descrita en el contexto prerribosomal. Ademas, se han identificado posibles
funciones que podria estar ejerciendo el complejo PeBoW o bien las distintas proteinas del

complejo de forma aislada fuera del prerribosoma.

Asimismo se conoce que la biogénesis ribosomal es un mecanismo altamente regulado
y estrechamente relacionado con crecimiento y proliferacién celular. La imperiosa necesidad de
sintesis de ribosomas y proteinas que tiene una célula tumoral convierte a este proceso en un
punto débil de la misma. Por esta razén, hay un gran interés para estudiar la biogénesis
ribosomal como diana terapéutica contra el cancer. Se ha observado que la paralizacién de esta
via es capaz de promover la activacién no genotdxica del supresor tumoral p53, a diferencia de
los efectos indeseados que provocan las terapias convencionales contra el cdncer. Como primer
paso hacia el desarrollo de herramientas inhibidoras de la biogénesis del ribosoma, hemos
utilizado la informacidn cristalografica que poseiamos del complejo de Chaetomium
thermophilum entre los factores de ensamblaje Erb1 e Ytm1 para realizar una seleccidn guiada
por la estructura de péptidos de interferencia. Los péptidos de interferencia han sido analizados
in vitro para determinar su capacidad de interaccidn utilizando técnicas biofisicas. Ademas, se

han generado péptidos de interferencia con la secuencia humana de Erb1/Ytm1 para evaluar
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sus efectos en cultivo de células de cancer de colon HCT-116. Nuestros resultados indican que
el estrés ribosémico se puede inducir en diferentes etapas del proceso de maduracién al dirigirse

a las interacciones proteina-proteina, elevandolas como una alternativa al uso de inhibidores de

la ARN pol I.
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Ribosomal biogenesis is a complex, essential and one of the most energy consuming
processes in eukaryotic cells. The assembly of the ribosomal subunits, in yeast, starts with the
RNA transcription inside the nucleolus. This process requires the participation of more than two
hundred assembly factors and small nucleolar RNAs (snoRNAs) that will not be part of the
mature ribosome, however, they are still necessary to perform the appropriate rRNA processing
and structural management. The structural studies on the maturation stages of the 60S subunit
have shown functional interactions between different assembling factors. Nop7, Erb1 and Ytm1
form a discrete heterotrimer called Nop7 subcomplex in yeast, or PeBoW in mammals,
composed by the respective orthologues Pesl, Bopl and WDR12. This complex can be found
isolated from the pre-ribosomal particles. The presence of this complex is crucial to the 60S
subunit assembling, once it ensures the correct maturation of the 5 end of the rRNA 5,8S,
supporting the association with the 25S rRNA. Yet, the details of the PeBoW complex role in
ribosomal biogenesis remain unknown. Hereafter, there are some analysis of interaction assays
between the PeBoW component proteins, as well as an approach to structural of the complex
in solution. Using different biophysical techniques, the results suggest that PeBoW complex
adopts a different conformation in the nucleoplasm than the described in the pre-ribosomal
context. Furthermore, it hints some other functions of the PeBoW complex, or the isolated

component proteins out of the pre-ribosome path.

Besides that, the ribosomal biogenesis is a highly regulated process and strictly related
with cellular growth and proliferation. The mandatory demand of ribosome and protein
synthesis of tumoral cells make this process a weak point of it. This is the reason why ribosomal
biogenesis as cancer treatment target is a point of great interest. According to some studies, it
is expected that the interruption of this pathway can lead the non-genotoxic activation of the
tumor suppressor p53, unlike other conventional cancer therapies. As a first step to
development of ribosomal biogenesis inhibiting tools, the structural information of Erb1 and
Ytm1 in Chaetomium thermophilum complex, was taken to design structure-guided interfering
peptides. Using biophysical techniques, the interfering peptides were evaluated in vitro to
determine their interaction ability. Then, human-sequenced Erb1/Ytm1 interfering peptides
were designed to look over the effects on colon cancer cells HCT-116. The results indicate that
the ribosomal stress can be induced in different stages of the maturation process, by

approaching protein-protein interactions, planting it as an alternative to RNA pol | inhibitors.
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La biogenesi ribosomal és un dels processos més complexos, essencials i costosos
energéticament de la cél-lula eucariota. La formacié de les subunitats ribosomals en llevats
comenca en el nucleol amb la transcripci6 de I’ARNr. En aquest procés es requereix la
participacié de més de dos-cents factors d'assemblatge i ARNs xicotets nucleolars (snoARNs) que
no formaran part del ribosoma madur encara que sén necessaris per a un apropiat
processament de I’ARNr i organitzacié estructural de les subunitats ribosomals. Els estudis
estructurals dels estadis de maduracioé de la subunitat 60S han permeés la identificacié d'algunes
interaccions funcionals entre els diferents factors d'assemblatge. Entre ells es troben les
proteines Nop7, Erbl i Ytm1 que formen un heterotrimer discret denominat subcomplex Nop7
en llevats, o complex PeBoW en mamifers, compost pels ortolegs Pesl, Bopl i WDR12,
respectivament. Aquest complex pot detectar-se de forma aillada de les particules
prerribosomals. La formacié d'aquest heterotrimer és essencial per a l'assemblatge de la
subunitat 60S ja que garanteix la correcta maduracid de I'extrem 5’ de I’ARNr 5,8S facilitant aixi
la seua associacié amb I’ARNr 25S, encara que es desconeix detalladament el paper exacte en la
biogénesi ribosomal. En aquest treball s'ha realitzat una analisi de les interaccions entre els
components del PeBoW aixi com una aproximacid a la resolucié estructural del complex en
solucid. Utilitzant una combinacid de tecniques biofisiques, els nostres resultats indiquen que la
conformacié estructural que adopta el complex PeBoW en el nucleoplasma és diferent a la
descrita en el context prerribosomal. A més, s'han identificat possibles funcions que podria estar
exercint el complex PeBoW o bé les diferents proteines del complex de forma aillada fora del

prerribosoma.

Aixi mateix es coneix que la biogénesi ribosomal és un mecanisme altament regulat i
estretament relacionat amb creixement i proliferacio cel-lular. La imperiosa necessitat de sintesi
de ribosomes i proteines que té una cél-lula tumoral converteix a aquest procés és un punt feble
d'aquesta. Per aquesta rad, hi ha un gran interés per a estudiar la biogenesi ribosomal com a
diana terapéutica contra el cancer. S'ha observat que la paralitzacié d'aquesta via és capag de
promoure l'activacié no genotoxica del supressor tumoral p53, a diferéncia dels efectes
indesitjats que provoquen les terapies convencionals contra el cancer. Com a primer pas cap al
desenvolupament d'eines inhibidores de la biogenesi del ribosoma, hem utilitzat la informacio
cristal-lografica que posseiem del complex de Chaetomium thermophilum entre els factors
d'assemblatge Erbl i Ytm1 per a realitzar una seleccié guiada per l'estructura de péptids
d'interferéncia. Els péptids d'interferencia han sigut analitzats in vitro per a determinar la seua
capacitat d'interaccié utilitzant tecniques biofisiques. Aixi mateix, s'han generat peptids

d'interferéncia amb la seqtieéncia humana de Erb1/Ytm1 per a avaluar els seus efectes en cultiu
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de cel-lules de cancer de colon HCT-116. Els nostres resultats indiquen que I'estrés ribosomic es
pot induir en diferents etapes del procés de maduracio en dirigir-se a les interaccions proteina-

proteina, elevant-les com una alternativa a I'Us d'inhibidors de I'ARN pol I.
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1. Los ribosomas

1.1. Evolucidn del estudio de los ribosomas

La capacidad de todos los organismos vivos de traducir la informacién gendmica en
proteinas funcionales es un complejo proceso resultado de billones de afios de evolucién. El flujo
de informacion desde el ADN a proteina requiere una orquestada organizacion de tres procesos
fundamentales para la vida: replicacion, transcripcidn y traduccién. El libro publicado por Francis
Crick en 1958, On protein synthesis, basado en la idea “un gen - un ribosoma - una proteina”,
expresd por primera vez el dogma central de la biologia molecular: la informacién genética

contenida en el ADN se transcribe a ARN y éste se traduce a proteinas [1].

El sistema de traduccidn se lleva a cabo por maquinas celulares de sintesis de proteinas
conocidas como ribosomas. Los ribosomas han sido el foco de atencidon de numerosos estudios
biofisicos y estructurales en los ultimos 50 afios. Fueron inicialmente descritos en 1955 por
George E. Palade que describid por primera vez a pequefios organulos celulares libres o anclados
a la membrana del reticulo endoplasmatico, nombrados como microsomas, en tempranas
imagenes capturadas por microscopia electrénica [2]. Posteriormente, el término ribosoma fue
acufiado durante un simposio de la Sociedad de Biofisica en 1958 [3]. En los afios 60, con el
descubrimiento del ARN mensajero (ARNm), se alzé la figura anteriormente marginada del
ribosoma como la maquina celular de sintesis de proteinas [4]. Sin embargo, se extendid la vision
extrema de que los ribosomas eran estructuras no especializadas que sintetizaban la proteina
dictada por el mensajero. La idea de homogeneidad estructural de los ribosomas, designados
como mediadores pasivos de regulacién, se extendié en las décadas posteriores. En esa época
incluso era arriesgado publicar estudios que sugirieran algo discrepante [5,6]. En las décadas de
1980 y 1990, comenzaron a surgir indicios de una mayor dindmica y modularidad de los
componentes ribosomales con el estudio de multiples organismos como Dictyostelium
discoideum con modificaciones postraduccionales de varias proteinas ribosomales (PRs) [7] y en
Arabidopsis thaliana que poseia multiples pardlogos de las proteinas ribosomales debido a

duplicaciones del genoma [8,9], entre otros.
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1.2. Estructura y composicion del ribosoma procariota y eucariota

Los ribosomas son grandes complejos ribonucleoproteicos celulares encargados de la
traduccién del ARNm en cadenas polipeptidicas. A pesar de la conservacion de su estructura
central y funcién a lo largo de todos los reinos de la vida, los ribosomas procariotas y eucariotas
difieren en tamafio y composicidn. Varian sustancialmente el ratio ARN/proteina y el peso
molecular que oscila entre 2,3 MDa en bacteria a 4,3 MDa en eucariotas superiores [10]. Los
ribosomas citosélicos eucariotas 80S (Svedberg, coeficiente de sedimentacién) contienen dos
subunidades ribosomales compuestas por ARN ribosomal (ARNr) y PRs. La subunidad pequenia
(SSU; 40S) formada por los ARNr 18S y 33 PRs y la subunidad mayor (LSU; 60S), que es casi el
doble de tamano que la SSU, formada por los ARNr 25-28S, 5,85 y 5S y 46 PRs en levaduras y 47
en humanos. En cambio, el ribosoma 70S de bacterias y arqueas presenta la subunidad pequefia
30S con el ARNr 16S y la subunidad mayor 50S con los ARNr 23S, 55 y 21 y 33 PRs,
respectivamente, en el caso de Escherichia coli (E.coli) (Figura 1) [10-12]. Sin embargo, la
composicion estructural y funcional de los ribosomas mitocondriales (mitorribosomas) es
diferente a los bacterianos y citoplasmaticos. Los mitorribosomas de mamifero 55S presentan

la LSU 39S y la SSU 28S con varias PRs especificas [13,14].

Ribosoma 70S E.coli - 2,3 MDa Ribosoma 80S S.cerevisiae - 3,3 MDa Ribosoma 80S H.sapiens - 4,3 MDa

LSU 50S: LSU 60S: LSU 60S:
33 PRs 46 PRs 47 PRs
ARNr 23S - 2.904 bases ARNr 25S - 3.396 bases ARNr 28S - 5.034 bases
ARNr 5S - 121 bases ARNr 5,8S - 158 bases ARNr 5,8S - 156 bases
ARNr 5S - 121 bases ARNr 5S - 121 bases
SSU 30S: SSU 40S: SSU 40S:
21 PRs 33 PRs 33 PRs
ARNr 16S - 1.542 bases ARNr 18S - 1.800 bases ARNr 18S - 1.870 bases

Figura 1. Composicion de los ribosomas bacterianos y eucariotas. (A) Ribosoma 70S de Escherichia coli
(PDB ID: 6Y69). (B) Ribosoma 80S de Saccharomyces cerevisiae (PDB ID: 4V88). (C) Ribosoma 80S humano
(PDB ID: 6QZP). Las PRs de la subunidad mayor ribosomal (LSU) se encuentran en color rojo y el ARNr en
color plateado. Las PRs de la subunidad menor (SSU) en color azul y el ARNr en color dorado. Figura
modificada de Melnikov et al., 2012 [10] usando los PDBs 6Y69; 4V88; 6QZP.
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En la estructura de los ribosomas, el ARN ocupa el nicleo de cada subunidad y las PRs
se encuentran agregadas a lo largo de su superficie. EI ARNr 18S contiene 4 dominios
conservados de estructura secundaria conocidos como dominio 5’, central, 3’ mayory 3’ menor.
El ARNr 25S junto con el 55 forman 6 dominios estructurales (I-VI) que se pliegan en estructuras
terciarias junto con las PRs en las particulas ribosomales maduras (Figura 2). En la subunidad
SSU, el ARNr 18S junto con las PRs forman varias estructuras tridimensionales conocidas como
cuerpo, hombro, plataforma y cabeza. La LSU presenta la protuberancia central, el tallo L1 y el

tallo L7/L12 (tallo P en eucariotas) (Figura 3) [10,15].

L&
A SSU 185 B )
—_—
Dominio /\\{t 2 _
mayor 3' )<~ L 'Q?\
VaKe! :("‘\/'v) A
Dominio) \/‘ J ;—»}(Qfg NS
mayor3J < \/\J S\ \

W

Dominio 2
central < )j( Dominio
central

y’
Dominio
eners -
h

Figura 2. Estructura secundaria y terciaria del ARNr de Saccharomyces cerevisiae. (A y B) Estructura

secundaria (A) y estructura terciaria del ARNr 18S (B). Los colores de los dominios en la SSU son: dominio
central, marrén; dominio menor 3’, verde; dominio mayor 3’, rosa; dominio 5’, celeste. (C y D) Estructura
secundaria (C) y estructura terciaria del ARNr 25S con 6 dominios (I-Vl) compactados junto con el ARNr
5,85y el ARNr 5S (D). Los colores de los dominios del ARNr 25S son: |, morado; I, azul, Ill, lila, IV, amarillo,
V, rosa, VI, verde oscuro. El ARNr 5S en verde claro y ARNr 5,85 en marrdn. Las estructuras secundarias
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fueron obtenidas de http://a epollo.chemistry.gatech.edu/RibosomeGallery. Las estructuras terciarias de
todos los ARNr provienen de la estructura cristalografica PDB ID: 4V88.

Cabeza

Plataforma Hombro

— Cuerpo —

ARNTr 55

ARNF 5,85

Figura 3. Estructura cristalografica de la subunidad menor (SSU) (A,B) y mayor (LSU) (C,D) ribosomal en
Saccharomyces cerevisiae. (A 'y C) Interfaz de superficie de las subunidades SSU y LSU, respectivamente.
(B y D) Superficies expuestas al solvente de la SSU y LSU, respectivamente. El ARNr 18S y 25S estan en
plateado, el ARNr 5S, en amarillo, englobado entre las PRs L5 (azul) y L11 (verde) y el ARNr 5,8S en color
negro. CP: protuberancia central; PET: tunel de salida de la cadena polipeptidica; PTC: centro
peptidiltransferasa. Estructura cristalografica adaptada de Ben-Shem et al., 2011 [16]; PDB ID: 4V88.
Figura modificada de De La Cruz et al., 2015 [12].

El nucleo estructural del ribosoma esta altamente conservado presentando varios sitios
funcionales: el centro de decodificacién en la SSU, encargado del proceso de decodificacién al
mediar la informacién contenida en los codones del ARNm con los anticodones del ARNt para

dirigir la sintesis del polipéptido naciente; el centro peptidiltransferasa (PTC) en la LSU, que
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cataliza la formacion del enlace peptidico; el tunel de salida de la cadena polipeptidica (PET) a
través de la subunidad 60S; el sitio de unién GTP en LSU; el sitio de entrada del ARNm y los sitios
de unidon del ARN transferente (ARNt) (A, Py E) formado por ambas subunidades. En el sitio A se
une el aminoacil-ARNt, posteriormente el sitio P mantiene el ARNt comenzando la sintesis de la

cadena polipeptidica y en el sitio E se disocia el ARNt del ribosoma (Figura 3) [11,17].

La sintesis de proteinas es un proceso altamente regulado en la célula que se puede
dividir en 4 etapas principales: iniciacién, elongacidn, terminacién y reciclaje de los ribosomas.
En cada una de ellas participan diferentes factores proteicos [10]. Durante el proceso de
traduccién, varios ribosomas se ensamblan a un ARNm formando grandes complejos

helicoidales conocidos como polirribosomas o polisomas en bacterias y en eucariotas [18,19].

El entendimiento del proceso de traduccion ha avanzado en las ultimas décadas con la
determinacidn de estructuras tridimensionales por cristalografia de Rayos X y crio-microscopia
electrénica (cryo-EM). Estos métodos se complementaron gracias a la implementacion de
técnicas de purificacion por afinidad en tdndem [20-22], doble y triple hibrido en levaduras [23],
entrecruzamientos de factores de ensamblaje [24], entre otros, que permitieron el aislamiento
y caracterizacion de varios intermediarios de las particulas ribosomales en formacidn. De esta
forma, se pudo establecer una linea temporal de formacién y composicién de las preparticulas
ribosomales [25,26]. La primera estructura del ribosoma a gran resolucién resuelta por
cristalografia de rayos X fue a 2,4 A de la subunidad 505 de la arquea Haloarcula marismortuii
[27]. Un afio mas tarde, se publicd la estructura de la LSU 50S de la bacteria Deinococcus
radioduarans a 3,1 A [28]. También se publicaron las estructuras de la subunidad menor 30S y
del ribosoma completo 70S de la bacteria Thermus thermophilus [29], del ribosoma 70S de E.coli
[30] asi como la subunidad 40S del organismo eucariota Tetrahymena thermophila [31]. En 2011,
se determind la estructura cristalografica del ribosoma 80S de Saccharomyces cerevisiae a 3 A
de resolucién. Este modelo describié la localizacion y la arquitectura de todas las proteinas
especificas eucaridticas y las interacciones entre las subunidades ribosomales [16]. En los
ultimos afios, ha habido un crecimiento exponencial de deposicion de estructuras por cryo-EM
en la base de datos Protein Data Bank (PDB) de los grandes complejos ribosomales. La primera
reconstruccion fue de la subunidad pre-60S de levaduras en 2012 [32] continudndose con la
resolucidn de numerosos intermediarios de las preparticulas ribosomales [33—35]. La estructura
del mitorribosoma [36] y la estructura a alta resolucion del ribosoma 80S humano se publicaron
en 2015 [37]. En resumen, todas las estructuras disponibles de los organismos citados

anteriormente, como de otros, Drosophila, levaduras, plantas y mamiferos, han permitido la
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caracterizacién de las PRs y el estudio de la asociacion con el ARNr en la formacion de las

subunidades ribosomales [12].

2. Biogénesis del ribosoma eucariota

La biogénesis ribosomal es uno de los procesos mas complejos, esenciales y costosos
energéticamente de la célula cuyo mecanismo estda conservado desde levaduras hasta
mamiferos. Ademas, es un mecanismo altamente regulado y estrechamente relacionado con el

crecimiento y proliferacién celular [25,26,38,39].

La formacién del ribosoma eucariota comenzd a estudiarse en los afios 1960 y 1970 con
el aislamiento de algunos precursores de ARNr (pre-ARNr) asociados con proteinas formando
grandes complejos ribonucleoproteicos [38,39]. Debido a la disponibilidad de herramientas
genéticas y moleculares, este mecanismo ha sido extensamente estudiado y caracterizado en el
organismo modelo Saccharomyces cerevisiae. Se conoce que en levaduras en fase exponencial
de crecimiento, el 80% de todo el ARN de la célula es ARNr, el 15% ARNt y el 5% restante es
ARNm. La tasa de produccidon de ribosomas es de 2.000 ribosomas por minuto y existen

aproximadamente 200.000 ribosomas/célula [40].

La formacidn de las subunidades ribosomales en Saccharomyces cerevisiae comienza en
el nucléolo celular, donde el ADN ribosomal (ADNr) es transcrito por la ARN polimerasa | (ARN
pol 1) en un largo precursor pre-ARNr 35S (Figura 4). Este es procesado por cortes endo- y
exonucleoliticos por la secuencial asociacidon y disociacion de multiples factores desde el
nucléolo a través del nucleoplasma, cruzando el poro nuclear hasta el citoplasma, para dar lugar
a las subunidades maduras y la formacién del ribosoma 80S. La maduracion ribosomal eucariota
requiere la participacién de mas de 200 factores de biogénesis ribosomal o factores de
ensamblaje (mds de 500 en eucariotas superiores) y ARNs pequefios nucleolares (snoRNAs) (77
en levaduras y 300 en humanos) que no formardn parte del ribosoma maduro aunque son
necesarios para un apropiado procesamiento del ARNr y organizacion estructural de las
subunidades ribosomales [12,15,41,42]. Los snoARNs y los ARNm que codifican a las PRs son
sintetizados por la ARN polimerasa Il (ARN pol Il) [26]. Los factores de ensamblaje incluyen una
gran variedad de proteinas con actividades bioldgicas diversas como GTPasas, ATPasas,
quinasas, nucleasas y ARN helicasas ademas de proteinas estructurales que actian como

soporte o chaperonas estabilizando e interaccionando con las particulas prerribosomales desde
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el nucléolo hasta el citoplasma [15,43]. Los snoARNSs, que se activan cuando forman pequefias
particulas ribonucleoproteicas nucleolares (snoRNPs), producen modificaciones durante la
transcripcidn y procesamiento del ARNr [44]. Los snoRNAs pueden clasificarse en C/D box y
H/ACA-box snoARN que provocan modificaciones quimicas como metilaciones o
pseudouridilaciones, respectivamente, teniendo un papel fundamental en el correcto
plegamiento del pre-ARNr, ensamblaje, e incluso, las interacciones con moléculas de agua [44—

48].

Durante todo el procesamiento del ARNr se incorporan las sucesivas PRs que entran en
el ndcleo de multiples formas: (1) de forma pasiva, (2) por transportadores que reconocen su
sefial de localizacién nuclear como la B-karyopherin Kap123 en levaduras [49,50], (3) mediante
mecanismos especificos como la simportina no esencial Syol que importa las proteinas de la
subunidad mayor L5 y L11 que se unen al ARNr 5S y forman el complejo ribonucleoproteico 55
(55 RNP) [51], (4) con ayuda de otros factores proteicos como la proteina Rrb1 con L3 [52,53],

(5) o mediante chaperonas como Yarl con la S3 [54].

2.1. Transcripcion del ADN ribosomal e inicio del procesamiento

Los genes del ADNr se encuentran organizados en repeticiones en tandem en casi todos
los eucariotas y, en levaduras, codifican los 4 ARNr existiendo alrededor de 100-200
copias/célula de ADNr de unos 9,1 kb cada una de ellas. El ARNr 18S, 5,8S y 25S se transcriben
juntos por la ARN pol | como una cadena policistronica dando como resultado un precursor pre-
ARNr 35S. Este precursor esta flanqueado por dos espaciadores externos en ambos extremos (5’
ETSy 3’ ETS), y contiene dos espaciadores internos: ITS1 que separa el ARNr 18S del 5S y el ITS2
entre el ARNr 5,85y 25S. En levaduras, el ARNr 5S se encuentra dentro de la unidad de repeticidn
de ADNry es transcrito en direccidén opuesta por la ARN polimerasa Il (ARN pol lll) integrandose
posteriormente en la subunidad mayor ribosomal (Figura 4) [25,55]. En cambio, en eucariotas
superiores, se encuentra localizado en un Jocus cromosomal diferente y su transcripcidon no
ocurre en el nucléolo [56,57]. Ademas, el precursor del ARNr 5S sufre un procesamiento
independiente del pre-ARNr 35S. Se sintetiza el extremo 5’ maduro mientras que el extremo 3’
posee alrededor de 12 nucledtidos extra rico en uridinas que funciona como sefial de
terminacion del ARN [58]. El ARNr 5S maduro recluta a las proteinas ribosomales L5 y L11 para
formar la ribonucleoproteina 5S (55 RNP) que se incorpora en bloque en estadios tempranos de

la subunidad pre-60S [59].
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Repeticiéon ADNr (9,1 kb)

[ ARN Pol | |
5 2 | I -0 i o NBlegg
(— = 5 ETS ITS1 ITS2 = / '3 ETS 55/
5,85
ARN Pol Il

Figura 4. Estructura de una unidad de repeticion de ADNr en Saccharomyces cerevisiae. Cada unidad de
repeticion (9,1 kb aproximadamente) contiene los precursores del ARNr 18S, 5,85 y 25S que son
transcritos por la ARN pol | y el ARNr 5S que es transcrito por la ARN pol lll. Los sitios de inicio de la
transcripcion se encuentran indicados por flechas. ETS: espaciador transcrito externo; ITS: espaciador
transcrito interno; NTS: espaciadores no transcritos. Figura adaptada de Fernandez-Pevida, et al., 2015
[55].

La ARN pol | es un complejo formado por 14 subunidades cuya actividad transcripcional
da lugar al 60% de todos los transcritos nucleares [40,60]. Aunque la transcripcién de las
repeticiones de ADNr es catalizada con una alta eficiencia mayoritariamente por la ARN pol I,
también pueden ser transcritos por la ARN pol Il ya que se ha demostrado que ante un defecto

en la ARN pol |, la actividad transcripcional no disminuye [61].

Los experimentos realizados a comienzos de los afios 70 demostraban la idea del
procesamiento post-transcripcional mostrando que se sintetizaba un precursor 35S completo
dando lugar a ambas subunidades maduras [38,39]. Sin embargo, trabajos posteriores
publicaron que existia un procesamiento co-transcripcional del pre-ARNr tras analizar la

estructura de la cromatina a través de la técnica conocida como Miller spreads [62].

Por tanto, el procesamiento del pre-ARNr puedo ocurrir tanto co- como post-
transcripcionalmente, siendo un 70% mds activo el procesamiento co-transcripcional cuando la

célula esta en fase exponencial de crecimiento [55].

En el procesamiento co-transcripcional, al extremo 5’ del precursor pre-ARNr 35S se
unen numerosos factores de ensamblaje y snoRNAs para dar lugar a grandes complejos
ribonucleoproteicos de 2,2 MDa conocidos como procesoma de la subunidad pequefia o
prerribosoma 90S. Los eventos de corte dentro del ITS1 (sitios de corte A, y A;) permiten la

separacion de la SSU y LSU para su posterior procesamiento (Figura 5) [63—65].
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Figura 5. Procesamiento del ARNr en Saccharomyces cerevisiae. (A) Representacion esquematica de una
unidad de repeticion de ADNr con los sitios de corte para el procesamiento del ARNr con un cddigo de
una sola letra. (B) Esquema detallado del mecanismo de procesamiento del pre-ARNr para producir las
formas maduras de los ARNr. Se representan las posiciones relativas de los sitios de corte del
procesamiento del ARNTr. Los sitios de corte rodeados en verde son cortes co-transcripcionales y, en color
rojo, cortes post-transcripcionales. Figura adaptada de Fernandez-Pevida et al., 2015 [55] y Henras et al.,
2015 [66].
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2.2. Procesamiento transcripcional y ensamblaje de la subunidad menor
ribosomal

En levaduras, el procesoma de la subunidad pequefia ribosomal o prerribosoma 90S esta
formado por aproximadamente 70 factores de ensamblaje como endonucleasas, helicasas,
ATPsas, GTPasas, proteinas ribosomales de unién temprana y varios snoRNAs como el box C/D
snoRNA U3, U14, snR30y snR10 [44,67—-69]. También participan los complejos de 7 subunidades
UtpA (Utp4, Utp5, Utp8, Utp9, Utp10, Utpl5 y Utpl7) que, a su vez, permite la asociacién del
complejo de 6 subunidades UtpB (Utpl/Pwp2, Utp6, Utpl2, Utpl3, Utpl8 y Utp21) y UtpC
(Utp22, Rrp7, Ckal, Cka2, Ckb1, Ckb2) (Figura 6) [70,71].

El ensamblaje completo del procesoma permite el procesamiento del pre-RNAs 35S en
el sitio de corte Ap en el extremo 5’-ETS, en el A; al 5’ final del ARNr 18S maduro y en el A, dentro
de ITS1 formando el pre-ARNr 20S y pre-ARNr 27SA; que daran lugar a la subunidad menor y
mayor del ribosoma, respectivamente. Estos cortes pueden ocurrir tanto co- como
postranscripcionalmente [55,65,72]. El corte Ao ocurre casi al mismo tiempo que el A;, pero es
dispensable, no es un prerrequisito para el corte A;. Sin embargo, el corte A, parece que si
depende de A; [55]. Las nucleasas Rcll y Utp24 son esenciales para los sitios de corte A; y A, sin
embargo, la nucleasa responsable para el sitio de corte Ag no se ha identificado claramente [73-

75].

Finalmente, después de la liberacidn de los factores del procesoma, la pre-particula 43S,
que ya dispone de las tipicas conformaciones de cabeza, plataformay cuerpo, junto con factores
de exportacion, migra al citoplasma donde se completa su procesamiento. El corte en el sitio D,
catalizado por la nucleasa Nob1, genera el extremo 3’ maduro del ARNr 18S. Esta escision en el
sitio D parece producirse dentro de los complejos pre-40S/60S [55]. También depende de otros

factores no ribosomales como Riol, Rio2, Tsrly Fap7 [76-79].

La caracterizacion de los sitios de corte y los intermediarios en el procesamiento del
ARNr 18S se realizaron a través de estudios de purificacién e identificacion de complejos y

analisis de mutantes de los factores de ensamblaje [65,71,80-82].

El procesamiento del ARNr 18S viene acompafiado de la secuencial asociacion de varias
PRs y factores de ensamblaje, como ya se indicé anteriormente. Generalmente, en los primeros
estadios de la transcripcion (corte Ao y A1), las PRs comienzan a unirse al dominio 5’ del ARNr
18S, lo que formara el cuerpo de la SSU. Posteriormente, se ensamblan al dominio de la cabeza
(extremo 3’) tras el corte A,. También hay PRs que participan especificamente en la exportacién

de la preparticula y otras en el procesamiento citoplasmatico [55,83].
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Figura 6. Ensamblaje de la subunidad menor ribosomal. Se muestran los diferentes estadios de

maduracion de la SSU mediante la asociacion y disociacion de multiples factores de ensamblaje y snoARNs
desde el nucléolo hasta las etapas finales en el citoplasma (Klinge and Woolford, 2019 [25]).

Ademas, numerosos factores de ensamblaje, entre 40-50, participan en el comienzo del

procesamiento denominados factores tempranos como Bud22, Kril, Cms1, Nop9, Nop6, entre

otros. Posteriormente, se unen los factores intermedios para facilitar el transporte nuclear y en

las etapas citoplasmaticas participan entre 10-12 factores para finalizar el ensamblaje, el

procesamiento del ARNr y la formacién de la particula 40S madura (Figura 6) [25,83].
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2.3. Procesamiento transcripcional y ensamblaje de la subunidad mayor
ribosomal

2.3.1. Estadios tempranos del procesamiento

Mientras que el ensamblaje de la subunidad SSU ocurre principalmente co-
transcripcionalmente, en la LSU sélo ocurre en los estadios iniciales. El corte en el sitio A; libera
el pre-ARNr 27SA; que es procesado para dar lugar al ARNr 255y 5,8S que formaran la subunidad
mayor junto con el ARNr 5S [55]. El extremo 3’ del 27SA; se origina tras el corte By por la ARNasa
Rntl que es posteriormente procesado por la exonucleasa Rexl generando el extremo 3’
maduro del ARNr 25S [84]. En este estadio comienzan a unirse factores de ensamblaje tales
como ARN helicasas dependientes de ATP o metiltransferasas y PRs que, junto con
modificaciones quimicas al ARNr originadas por las snoRNPs, inician la compactacion vy
plegamiento del ARNr. Algunas de las proteinas que participan en este estadio poseen dominios
de unién a ARN como Rrp5, Mak21, Noc2 y Nop4. Otras, como los factores Npal, Npa2, Rsa3y
Nop8 junto con Dbp6 tienen funcién estructural [25]. Ademas, para el plegamiento correcto del
ARNr participan 6 ARN helicasas (Dbp2, Dbp3, Dbp7, Dbp9, Mak5 y Prp43) y la PR L3 que
aseguran una adecuada configuracién del extremo 3’ (Figura 7). Concretamente, las PRs suelen

unirse al dominio | y Il del extremo 5’ final del ARNr 255/5,8S [25,85,86].

Existen dos mecanismos de procesamiento del pre-ARNr 27SA, generando los
fragmentos 25S y dos formas del 5,8S: 5,8Ss y 5,8S, siendo el 5,85, 7-8 nucledtidos mas largo que
el 5,8Ss [55]. Se desconoce cual es el papel de la diversidad del ARNr 5,8S ya que ambas formas
son funcionales y se encuentran en las subunidades 60S maduras [87]. En el mecanismo
mayoritario, 85-90% de los casos, el pre-ARNr 27SA; es procesado en el sitio de corte A;
(extremo 5’) por la ARNasa MRP, un complejo ribonucleoproteico eucariota con un motivo
catalitico de ARN, generando el pre-ARNr 27SA; [87-89]. También, los factores de ensamblaje
Ratl y Xrn1 con la proteina Rrp17 estdn involucrados en este paso del procesamiento generando
el 27SBs y produciendo el extremo 5’ del ARNr 5,8S, [55,90,91]. En el 10-15% de los casos
restantes, el 27SA; es digerido directamente en el sitio de corte By por una endonucleasa aun
desconocida generando el extremo final 5’ del 5,85, [55] (Figura 5). En este punto del proceso,
se comienzan a unir 12 factores denominados factores As: Ebp2, Brx1, Pwpl, Nopl2, Nop7,
Ytm1, Erb1, Rlp7, Nop15, Cic1/Nsa3, Drsl y Has1 (Figura 7). Son proteinas esenciales ya que la
delecion de cualquiera de ellas produce un incremento del ARNr 27SA; y una disminucién del
27SB [76,83,92—-98]. A partir de ese momento, tanto los pre-ARNr 27SB; como 27S5B, comparten

la misma ruta de procesamiento (Figura 7) [55].
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2.3.2. Estadios intermedios de procesamiento

En el estadio intermedio se lleva a cabo la eliminaciéon del ITS2 y la salida de la
preparticula al citoplasma. La supresion del ITS2, que se encuentra entre los precursores del
ARNr 25S y 5,8S, comienza por el sitio de corte C,. Dicho corte, producido de forma post-
transcripcional por el complejo Lasl (Lasl-Grc3-Ratl-Rall) junto con los factores Nsa2 vy
Nog2/Nug2, genera los pre-ARNr 7S y 25,55 (Figura 5) [55,72,99-101]. La eliminacién del ITS2
se combina con la formaciéon del PET y PTC. En este estadio, los factores de ensamblaje
tempranos salen del ribosoma como los factores Nsal, Ytm1y Erb1 liberados por la AAA*™-ATPasa
Rix7 y Real (Figura 7) [12,34,102-104] provocando un remodelamiento que permite la
asociacién de PRs alrededor de PET, en los dominios | y Il del ARNr, y el ensamblaje de otros

factores con el PTC [83].

2.3.3. Estadios finales de procesamiento y exportacién al citoplasma

El procesamiento del extremo 5’ del pre-ARNr 25,5S por la quinasa Grc3, las nucleasas
Ratly Raily la proteina Rrp17 lo transforman en el ARNr 25S maduro. Ademas, los extremos 3’
del pre-ARNr 7S generados tras el corte C,, se procesan por el exosoma nuclear, complejo
multiproteico de 14 subunidades, y los factores Nop53 y Mtrd para formar el pre-ARNr 6S.
Especificamente, la proteina Rrp4 corta el extremo 3’ del pre-ARNr 7S dejando una extension de
30 nucledtidos y, posteriormente, la Rrp6 elimina 8 nucledtidos mas originando el pre-ARNr 6S

(Figura 5) [43,55].

Ademas sucede un remodelamiento del CP que contiene a la 55 RNP y el ensamblaje
final del dominio V del ARNr 25S [12]. La incorporacidn de la 5S RNP se produce por la accién de
las proteinas Rpf2 y Rrs1. Durante las ultimas etapas nucleares, la 55 RNP gira aproximadamente
180° hasta su posicién madura tras la eliminacién de las proteinas Rpf2 y Rrs1 mediadas por la

acccién de Real, subcomplejo Rix1, Rsa4 y la GTPasa Nogl y Nog2 (Figura 7) [33,34].

2.3.4. Maduracion citoplasmatica

Finalmente, estas preparticulas migran al citoplasma a través de los complejos del poro
nuclear y la accidn de varios factores de ensamblaje como Arx1, Alb1, Rrp12, Bud20, Nmd3,

Mtr2, Mex67, Npl3 y Gle2 [105]. En esta etapa, las PRs suelen localizarse cerca de la CP, del PTC
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y en la superficie de la interfaz con la subunidad menor para finalizar la maduracién de la
preparticula LSU [83]. Ya en el citoplasma, las exonucleasas Ngl2 y Rex1-3 catalizan el

procesamiento del ARNr 6S para formar el ARNr 5,85 maduro (Figura 7) [25].
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Figura 7. Ensamblaje de la subunidad mayor ribosomal. Se muestran los distintos estadios de maduracién
de la particula ribosomal 60S y la consecutiva asociacién y disociacion de factores de ensamblaje desde
los inicios mdas tempranos de procesamiento en el nucléolo hasta las etapas finales de maduracién en el
citoplasma. Se representan 6 intermediarios de las particulas prerribosomales caracterizados por cryo-
EM: estadio 1/A; 2/B; E; particula Nog2; particula Rix1-Mdn1 y particulas Nmd3. NPC: complejo poro
nuclear (Klinge and Woolford, 2019 [25]).

La caracterizacion de las distintas particulas prerribosomales intermediarias ha sido
posible por la purificacion de factores de ensamblaje etiquetados, espectrometria de masas y
mutantes condicionales [22,106—108]. Se pueden clasificar los intermediarios de la subunidad
mayor ribosomal en 6 estadios diferentes guiados por las estructuras resueltas por cryo-EM:

estado 1, estado A o particulas Nsal y Rpfl (estado 1/A) (PDB ID: 6EM3, 5Z3G, 6EM4), estado
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2/B o particulas Nsal/Nop2 (PDB ID: 6COf), estado E (PDB ID: 6ELZ), particulas Nog2 (PDB ID:
3JCT), particulas Rix1-Mdn1 (PDB ID: 5JCS) y particulas Nmd3 (PDB ID: 5H4P) [25]. En la Figura 7
se muestran los intermediarios de las preparticulas LSU y los factores de ensamblaje que se
asocian y disocian a lo largo de la maduracion. En los estadios 1/A y 2/B comienzan a formarse
los dominios I, Il y VI del ARNr 25S, la escision del ITS2 y el acoplamiento del 5S RNP. En los
estadios siguientes se ensamblan los dominios Ill, IV y V del ARNTr, el PET, el CP vy, por ultimo, el
PTC [22,109]. Cuando llegan al citoplasma, se liberan los factores de ensamblaje y se completa

el procesamiento de los sitios funcionales [25].

3. El complejo PeBoW

Nop7, Erbl e Ytm1 son factores de ensamblaje que forman un heterotrimero discreto
denominado subcomplejo Nop7, en levadura, o complejo PeBoW en mamifero, compuesto por
los ortélogos Pesl, Bopl y WDR12, respectivamente. Este complejo puede detectarse de forma
aislada de las particulas prerribosomales y es fundamental para una correcta maduracién de la
subunidad ribosémica 60S [93,94,110,111]. Los tres componentes garantizan la correcta
maduracion del extremo 5' del ARNr 5,8S facilitando asi su asociacion con el ARNr 25S en el
ribosoma maduro [112]. Ademas, sus componentes establecen interacciones proteina-proteina
y proteina-ARN que podrian ayudar al plegamiento y estabilizacidn de la estructura terciaria del
dominio |y lll del ARNr 25S, cerca del ITS2 [34,112]. En este trabajo, a todos los efectos, se hace
referencia al subcomplejo Nop7 y complejo PeBoW, para levaduras y mamiferos,

indistintamente.

Como se indicé en el apartado 2.3.1, las proteinas del complejo PeBoW pertenecen a un
conjunto de factores de ensamblaje denominados factores As. Estos factores estan implicados
en la eliminacidn del ITS1 del pre-ARNr 27SA; durante los estadios tempranos de biogénesis de
la LSU, en la correcta maduracién del extremo 5’ del ARNr 5,85 maduro, en facilitar la unién de
varias PRs con el pre-ARNr 25S en las preparticulas ribosomales y en tener un papel estructural
en la biogénesis ribosomal [83,113,114]. La asociacion de la mayoria de estos factores con las
preparticulas ribosomales es interdependiente. La pérdida de alguno de ellos afecta a la
asociacién estable y el reclutamiento de varias PRs (RPL17, RPL26, RPL35 y RPL37) requeridas
para el corte C; y de los factores Drsl y Hasl. Ademads, dicha pérdida causa efectos en el
procesamiento del pre-ARNr 275A; y la reduccidn del 27SBs vy el 5,8Ss, sin embargo, los niveles

del pre-ARNr 27SB, y 5,85, no se ven afectados [112,115]. Ninguno de ellos presenta actividad
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enzimatica salvo las DEAD-box ARN helicasas Drs1 y Has1 [112]. Asimismo, la ausencia de los
factores As; no afecta a la presencia de las nucleasas Ratl y Xrnl pero si a la asociacién de la

exonucleasa Rrpl7 que procesa el pre-ARNr 27SA; a 27SBSs [83,115].

Las proteinas del subcomplejo Nop7 y su funcidén en la biogénesis ribosomal estdn
altamente conservadas desde levaduras hasta humanos [94,116—120]. Ademas de su
participacién en la biogénesis ribosomal, a sus ortélogos en humanos también se le han
atribuido la participacion en otras funciones celulares como proliferacién celular, segregacion

cromosémica y tumorigénesis colorrectal [118,121-125].

3.1.Erb1l

Erbl, Eukaryotic riobosome biogenesis 1 o Bop1l, Block of proliferation 1, en eucariotas
superiores, es una proteina de expresion ubicua, localizada en el nucléolo y altamente
conservada caracterizada por primera vez en ratén [123,126,127]. En el estudio realizado por
Strezoska et al., 2000 desarrollaron un mutante de Erb1 sin los primeros 231 aminodacidos que
producia una parada en la fase G1 del ciclo celular y una disminucién de los ARNr 25S y 5,8S
[127]. Otro mutante con el N-terminal truncado mostré que tanto Erb1l como su homélogo en
mamiferos, Bop1, eran esenciales para la biogénesis ribosomal sin perjudicar a la formacion de
la subunidad menor ribosomal [126]. Ademds, la expresion de un mutante dominante negativo,
Bop1A, en ratén, no sélo bloqueaba la sintesis de la subunidad mayor ribosomal sino que
también actuaba como un fuerte inhibidor de la progresién del ciclo celular a través de la

respuesta de p53, implicando a esta proteina en la regulacion de la biogénesis ribosomal [123].

Por otra parte, la sobreexpresién de Bopl afectaba negativamente a la proliferacion
celular y a los niveles celulares de las proteinas Nop7 e Ytm1 demostrando que Erbl es una
proteina esencial para la formacién del subcomplejo Nop7 [111]. También, se ha relacionado
una inactivacion de Bopl y Pesl con una inestabilidad cromosomal y una mitosis aberrante en
células de cancer de colon [124]. Ademas, se ha encontrado una sobreexpresion de Erbl en la

mayoria de los tumores hepatocelulares [128].

Respecto a su funcidén en biogénesis ribosomal, en un estudio se construyeron diversos
mutantes de su extremo amino terminal para estudiar sus efectos en la composicion y formacion
de los ARNr. Se demostré que Erbl interaccionaba con el dominio I, lll y V del ARNr 25S

facilitando la organizacién del ARNr 25S y el plegamiento del ARNr 5,8S asi como en elementos
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de remodelacion previos a la eliminacién del ITS2 [129]. Por otra parte, mutaciones en el
extremo C-terminal también afectaba a la eliminacién del ITS1 al perjudicar la interaccién de

Erb1-Ytm1 y su asociacidn al prerribosoma [93,94,130].

180°

Figura 8. Estructura del B-propeller de Erb1 de Saccharomyces cerevisiae (ScErb1). (A y B) Vision frontal
(A) y lateral (B) de la estructura de los 7 dominios estructurales (con repeticiones WD40) compuestos por
4 laminas B antiparalelas (a-d) que forman un dominio B-propeller. Modificada de Wegrecki et al., 2015
[131]. PDB ID: 4U7A.

Erbl presenta una mitad con 7 repeticiones WD40 que forman un dominio B-propeller
en el extremo carboxi-terminal y otra mitad con una regién amino-terminal extensa con la sefal
de localizacidn nuclear (con residuos cargados positivamente) y una secuencia conservada PEST
en posicién central [94,116,121,127,129,131]. Los motivos PEST, encontrados principalmente en
proteinas nucleares, son grupos de aminoacidos cargados (Prolina y acido glutamico y/o
aspartico) que forman bucles flexibles [132]. Las repeticiones WD40 no son frecuentes en
bacteria, aunque si son bastante abundantes en eucariotas [133]. Son repeticiones entre 40-50
residuos de longitud que suelen contener un dipéptido de Triptéfano-Aspartico (WD) y cada
repeticion se pliega en 4 ldminas u hojas B antiparalelas que tienden a cerrarse y formar un
hueco en el centro originando una superficie rigida [134,135]. Las [dminas estdn conectadas
entre si a través de lazos de longitud variable. La nomenclatura de la primera |ldmina designada
con la letra d forma parte del dominio estructural agrupado n-1 seguido de las tres laminas a, b
y ¢ del siguiente dominio n (Figura 8) [136]. En general, las proteinas con dominios B-propellers
suelen estar involucradas en funciones de regulacion celular y en interacciones proteina-

proteina [135,137].
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Figura 9. Interacciones de Erb1 en la preparticula ribosomal (estadio E) con factores de ensamblaje y
PRs. (A) Estructura terciaria del estadio de maduracion E de la subunidad mayor ribosomal. (B) Estructura
terciaria en forma de lazos de las proteinas que interaccionan con Erbl en el estadio E. (C) Descripcion
esquematica de las interacciones de Erb1 a lo largo de su estructura. Figura modificada de Kater et al.,
2017 [22]; PDB ID: 6ELZ.

En el contexto prerribosomal, el extremo amino terminal de Erb1 se extiende a lo largo
de la preparticula interaccionando con numerosos factores de ensamblaje (Nop7, Nop16, Has1,
Spb1, Brx1, Ebp2 y Noc3) asi como con dominios de ARNr y PRs (Rlp7) (Figura 9) [22]. Aun se
desconoce de forma detallada como se produce la entrada y asociacién de Erb1 en las primeras
etapas de la biogénesis ribosomal y cémo se facilita la liberacién de su extremo N-terminal al
encontrarse tan extendido a lo largo de la preparticula. Sin embargo, se conoce que la salida de
muchos factores de ensamblaje del prerribosoma estd acopladoa a la salida de Erb1 [22,25]. Por
otra parte, el extremo C-terminal interacciona con el dominio B-propeller de Ytm1. Ademas, la
disociacion de Erb1 junto con Ytm1 del prerribosoma es necesario para la posterior unién de
Nop53 y el acoplamiento del exosoma para el corte C; [25,138]. También se ha relacionado a
Erbl1 con otros factores de ensamblaje como Noc2, Urb1, Drs1 y Nogl mediante experimentos
de purificacidn por afinidad en tdndem, coinmunoprecipitacidon y ensayos de doble hibrido
[139,140]. Asimismo, se ha demostrado la interaccién de forma ARN dependiente del homdlogo
en humanos de la DEAD-box helicasa Drs1, Ddx27, al complejo PeBoW, concretamente con Bopl

y Pes1 (Nop7 en humanos), en ensayos de co-precipitacion de extractos celulares [141].
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3.2. Nop7

Nop7, nuclear protein 7 o Pesl, Pescadillo-homolog 1, en eucariotas superiores, es una
proteina altamente conservada desde levaduras a humanos necesaria para la viabilidad celular
[113,142]. Se caracterizé por primera vez en el organismo modelo pez cebra como proteina
esencial para el desarrollo embriogénico. Se demostrd que mutaciones en el gen pescadillo (pes)
ocasionaba una disminucion del tamafio ocular y un crecimiento deficiente del cerebro y de las
visceras en los primeros dias del desarrollo. Sin embargo, en el organismo adulto solamente se
encontraba en los ovarios. Estos resultados indicaban un papel auténomo de Nop7 durante la
proliferacién en tejidos celulares especificos [143]. Ademds, se ha encontrado a Nop7 altamente
expresada en el nucleo de células hepaticas de embriones de raton y también involucrada en el

desarrollo de las raices de Arabidopsis thaliana [144,145].

Por otra parte, se ha descrito que la delecion completa de Nop7 implicaba un desarrollo
aberrante del organismo Xenopus laevis sugiriendo que su funcién estd conservada [146].
También se ha relacionado a Nop7 con la proteina fosfatasa Yphlp, requerida para la
esporulacion en levaduras [147]. Curiosamente, extractos celulares tratados con inhibidores de
proteasas disociaban al subcomplejo Nop7 de los prerribosomas en formacién [93]. Asimismo,
se ha identificado a Pes1 como un factor de unidn y activador del elemento respuesta a cadmio

en el promotor hemo oxigenasa-1 en células epiteliales renales [148].

Por otra parte, Nop7 también esta implicada en el ensamblaje nucleolar, inestabilidad
cromosomal, regulacién génica, formacion del citoesqueleto y proliferacion celular
[117,124,149-151]. De hecho, se ha detectado una alta expresién de Pesl en astrocitomas
humanos y en otros tipos celulares [142]. Ademas, se ha descrito que la continua inactivacion
de Pesl aumenta la mitosis anormal en células de adenocarcinoma colorrectal [124] y produce
una disminucién de la reparacién de dafio al ADN en células de cancer colorrectal [152]. De tal
modo que, defectos de expresién de Nop7 provoca defectos en la biogénesis ribosomal y en

proliferacién celular [94].

Ademas de su implicacion en todos estos procesos, Nop7 se relaciond por primera vez
con la biogénesis ribosomal en un estudio publicado por Adams et al., en 2002. La inactivacion
de Nop7 afectaba al procesamiento del pre-ARNr 27Sy, por tanto, a la formacion de la LSU [117].
En la particula prerribosomal, Nop7 interacciona con el dominio Ill del ARNr 25S uniéndose a
Erbl a través de los residuos 52-484 colaborando en el ensamblaje de la LSU y liberdandose de la

preparticula antes del sitio de corte C,del ITS2 [94,112].
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Nop7 contiene en el extremo N-terminal una secuencia conservada denominada
pescadillo de funcién desconocida, en la parte central un dominio BRCT (BRCA1 C-terminal), dos
motivos para modificaciones postraduccionales por SUMO-1-3, 3 sefales de localizacion nuclear
y dos coiled coil (Figura 10) [94,144,153,154]. El dominio BRCT, identificado por primera vez en
la regién C-terminal de la proteina BRCA1, ha sido descrito en multitud de proteinas y se ha
propuesto que media interacciones proteina-proteina. Ademas, se encuentra en proteinas
involucradas en reparacion de dafio al ADN y control del ciclo celular [144,155-157]. En Nop7,
este dominio es esencial para la localizacidn nucleolar y el procesamiento del ARNr [153,157].
De hecho, se ha demostrado que en cepas de levaduras que presentaban mutaciones en el
dominio BRCT de Nop7, tenian retrasos en la progresion del ciclo celular [142]. El dominio BRCT
de Nop7, resuelto por resonancia magnética nuclear (RMN) (PDB ID: 2EP8), esta formado por un

nucleo central de 4 hebras B paralelas rodeado por varias a-hélices [158].

A

Figura 10. Estructura de Nop7 en el prerribosoma. (A) Estructura resuelta por cryo-EM sustraida de la
preparticula ribosomal en el estadio E. Figura modificada de Kater et al., 2017 [22]; PDB ID: 6ELZ. El
dominio BRCT se muestra en morado vy el coiled coil 2 (CC2) en rojo. (B) Estructura del dominio BRCT
resuelto por RMN de la proteina humana Pes1. PDB ID: 2EPS.

3.3.Ytm1l

Ytm1 en levaduras o WDR12, WD repeat domain 12, en eucariotas superiores, se
caracterizé por primera vez en S.cerevisiae como una proteina de unién a microtubulos ya que
la sobreexpresion de Ytm1 en levaduras producia inestabilidad cromosdmica [159]. Como se ha

nombrado anteriormente, Ytm1 y su homdlogo WDR12, son proteinas de localizacién nucleolar
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que forman un complejo estable con las proteinas Nop7 y Erbl (Pesl y Bopl en mamiferos)
[93,159,160]. De hecho, la funcién mejor caracterizada de Ytm1 es su participaciéon en la
biogénesis de la subunidad mayor ribosomal a través de su interacciéon con Erb1l mediada por
sus dominios B-propellers [94,130]. Sin embargo, también se ha relacionado a Ytm1 con otras
funciones celulares. Por ejemplo, se ha demostrado que WDR12 se expresaba de forma ubicua
durante la embriogénesis y con altos niveles en el timo y los testiculos de ratones adultos [118].
Por otra parte, WDR12 también esta relacionado con proliferacidn celular. Se ha publicado que
contribuye al progreso de hepatocarcinoma y glioblastoma [161,162]. Asimismo, se ha descrito
gue esta sobrerregulado en fallos de corazén y deterioro de la funcion cardiaca en ratas adultas

[163].

La proteina Ytm1 contiene un pequefio dominio parecido a ubiquitina (UBL) en el
extremo N-terminal, un dominio B-propeller en el C-terminal con 7 repeticiones WD40 y una
sefial de localizacidén nuclear (SN) entre la tercera y cuarta repeticion (Figura 11A) [102,164].
Ademas, se han descrito varios mutantes de los distintos dominios de Ytm1. En el mutante
WDR12ANI, sin el dominio UBL, se inhibia la proliferacién celular pero WDR12 continuaba
manteniendo su localizacion nucleolar [165]. Ademas, las mutaciones en la zona de interaccion
de Ytm1 con Erb1 afectaba a la asociacién estable de ambas proteinas lo que conducia a una

acumulacion del pre-ARNr 27SA5[130].

Respecto a su papel en la biogénesis ribosomal, se conoce que la disociacion del factor
Ytm1 del prerribosoma se produce a través de la accion de la AAA*-ATPasa Real. La AAA*-ATPasa
Real, Midasin (Mdn1) en mamiferos, se une al dominio UBL de Ytm1 a través de su dominio
MIDAS y libera al complejo Ytm1/Erb1l de la particula prerribosomal en los primeros estadios de
procesamiento de la LSU. La hidrdlisis de ATP producida por esta proteina genera las fuerzas
mecanoquimicas para impulsar a Ytml y a su proteina asociada Erbl (Figuras 11B y 11C)
[22,102,109,121]. La salida de Ytm1/Erb1 por Real impulsa también a los factores Nop16 y Has1
provocando el reclutamiento de Nop53 y el exosoma para el procesamiento del separador ITS2

[102,109].

Por otra parte, Ytm1 es estructuralmente homéloga al factor Rsa4 (Nle en eucariotas
superiores) que también contiene un dominio parecido a ubiquitina en el extremo N-terminal y
un dominio WD40 en el C-terminal. Asimismo, interacciona a través del UBL con el dominio
MIDAS de Real liberandolo de la particula prerribosomal en un paso posterior. El dominio UBL
tanto de Ytm1 como de Rsa4 contiene un residuo glutdmico conservado (E80) que coordina un

idn Mg2*y cinco residuos conservados mas del dominio MIDAS (DxSXS-X70-T-X30-(S/T)DG) de Real
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[166]. La creacidn del mutante dominante letal Ytm1 E80A impide la liberacién del complejo
Erb1/Ytm1. Este hecho imposibilita el reordenamiento de los dominios IV y V del ARNr no
produciéndose la eliminacion del separador ITS2 y bloqueando el proceso de maduracién de la

LSU [22].

ctvtmi,,

UBL

Figura 11. Estructura e interacciéon de Ytm1 y el dominio MIDAS de Real. (A) Estructura cristalografica
de Ytm1 de Chaetomium thermophilum (CtYtm1) en posicion frontal (izquierda) y lateral (derecha). Figura
modificada de Wegrecki, et al., 2015 [130]; PDB ID: 5CXB. (B) Estructura cristalografica del dominio MIDAS
de Real y el dominio UBL de Ytm1 de Ct. Figura modificada de Ahmed et al., 2019 [167]; PDB ID: 6QTB.
(C) Representacion esquematica de la reaccidn de liberacién del complejo Erb1/Ytm1 de la preparticula
ribosomal por parte de la AAA*-ATPasa Real (estadio E- particula Nog2). La interaccion del dominio MIDAS
con el dominio UBL de Ytm1 genera fuerzas mecanoquimicas tras la hidrélisis de ATP que liberan a
Erb1/Ytm1 provocando un reordenamiento de la particula. Se muestran las envolturas de LSU linealizadas
del estadio E, izquierda, (PDB ID: 6ELZ) y particula Nog2, derecha (PDB ID: 3JCT).
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3.4. Interacciones y formacion del complejo PeBoW

En el contexto prerribosomal, Erbl es el componente central del complejo PeBoW
interaccionando con Ytm1 a través de sus motivos WD40 conservados y con Nop7 a través de

su mitad amino-terminal (Figura 12) [22,94,111,168].
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Figura 12. Estructura del subcomplejo Nop7 en el prerribosoma y representaciéon esquematica de los
dominios estructurales de Nop7, Erb1 e Ytm1. (A) Representacion de las proteinas Erb1, Nop7 e Ytm1 en
la estructura resuelta por cryo-EM de la preparticula LSU (estadio E). Figura modificada de Kater et al.,
2017 [22]; PDB ID: 6ELZ. (B) Subcomplejo Nop7 extraido del PDB ID: 6ELZ. Erb1l e Ytm1 interaccionan a
través de sus dominios B-propellers y Erbl con Nop7 a través de un segmento de su extremo amino-
terminal. (C) Representacion esquematica de los dominios estructurales de Erb1, Nop7 e Ytm1.

Sin embargo, aun se desconoce de forma detallada el modo en que estas proteinas se

ensamblan al prerribosoma y cual es su estructura cuando se encuentra libre en la célula. Las
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estructuras resueltas por cryo-EM muestran que en los primeros estadios de formacion de los
intermediarios de las particulas se incorpora Nop7 y, por separado, Ytm1/Erb1 al dominio | del
ARNr rodeando al ITS2 (Figura 7) [25,169]. La disociacién del complejo de la pre-60S también se
produce por separado. El heterodimero Erb1/Ytm1 se disocia del prerribosoma por la accién de

Real realizdndose el corte C; y, posteriormente, se produce la liberacién de Nop7 [25].

Hay evidencias que demuestran que el complejo PeBoW se encuentra como
heterotrimero en la célula. El ensamblaje del complejo PeBoW se produce en el nucléolo y es un
proceso dependiente de la estabilidad y los niveles de proteina de sus componentes. Se ha
descrito que el transporte de Bop1 al nucléolo parece que es dependiente de Pesl, sin embargo,
Pesl puede migrar aislado al nucléolo. Ademas, el desplazamiento de WDR12 al nucléolo se

bloquea con altos niveles de Bop1 (Figura 13) [111,168].

Nucléolo Nucleoplasma Citoplasma
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Figura 13. Modelo de transporte del complejo PeBoW. Bop1 requiere a Pesl para el transporte nucleolar,
sin embargo, el transporte de Pesl es independiente de Bopl. El transporte de WDR12 se bloquea con
altos niveles de Bopl celulares. Se representan los relieves de las estructuras de Bopl, Pesl y WDR12
cuando forman parte del prerribosoma (estadio E) (PDB ID: 6ELZ). Figura adaptada de Rohrmoser et al.,
2007 [111].

En el contexto prerribosomal, la interaccion de Nop7 con Erbl se produce
principalmente a través del segmento comprendido entre los residuos 52-484 de Nop7 con el
extremo amino-terminal de Erbl, concretamente con los residuos 265-383 de su extremo

amino-terminal, previo al dominio B-propeller (Figura 12) [22,94]. El dominio BRCT y el primer y
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segundo coiled coil (residuos 294-342, 530-605, respectivamente) de Nop7 participan en la
interaccion con Erbl. Por otra parte, en la preparticula ribosomal, el complejo Erbl-Ytm1

interaccionan a través de sus dominios B-propellers [22].

En este trabajo, nos hemos centrado en la interaccién entre Erb1 e Ytm1, analizando la
estructura cristalografica de ambas proteinas. La estructura cristalina del complejo de
Chaetomium thermophilum Erb1/Ytm1 muestra a CtYtm1 unido a la porcidn carboxi-terminal de
CtErb1 [130]. La cara superior del B-propeller de CtYtm1 establece extensos contactos con la
parte lateral del B-propeller de CtErbl con un papel predominante del motivo estructural
numero 7 (Figura 14). De forma detallada, la parte central del B-propeller de CtYtm1 proporciona
una gran superficie de acoplamiento para la cara inferior de los motivos nimero 1, 2y 7 de
CtErb1 que es adicionalmente mantenida por dos extensiones laterales de CtYtm1 (Figura 14).
El dominio parecido a ubiquitina (UBL) del extremo N-terminal de CtYtm1 no participa en la

interaccién [130].

Las dreas de contacto entre CtErbl y CtYtm1 se pueden agrupar principalmente en tres

zonas (Figura 14):

= La lamina B (1d) del motivo estructural 7 en CtErb1 contacta con el lazo situado entre
las [ldminas 6d-6a y con una larga extensidn que parece estar entre las laminas 7d y 7a de CtYtm1

(el knob formado por los residuos 444-460).

= Una segunda area de interaccién involucra al lazo entre las hojas 1c-2d de CtErb1 que
parece entrar en el tinel central del B-propeller de CtYtm1. El lazo situado entre las ldaminas 1c-
2d de CtErbl (481-486) involucrado en la entrada al tunel central del B-propeller de CtYtm1
contiene tres residuos conservados, E481, T484 y R486, que establecen interacciones
electrostaticas con los residuos también conservados de los motivos estructurales con nimero
1, 2,3y 7 de CtYtm1 [130]. Nuestro grupo, en 2015, describio la importancia de estos residuos
conservados para la interaccién. La mutacion R486E, en la segunda drea de interaccion,
disminuyé la afinidad entre CtErb1/CtYtm1 en dos érdenes de magnitud sin afectar a la
integridad estructural. La mutacion equivalente en levaduras impedia su crecimiento y afectaba

a la biogénesis de la subunidad ribosomal 60S [130].
= La tercera drea de interaccion parece involucrar al motivo estructural 2 de CtErb1 con
el tunel del propeller de CtYtm1 y un lazo extendido seguido de una a-hélice (Figura 14). El lazo

de CtErb1 a-b del motivo 7 participa en otra area de interaccién con los lazos de CtYtm1 del
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motivo 3. Finalmente, una insercidon entre la |lamina B 2c y 2e del motivo nimero 2 del B-
propeller de CtErb1 interacciona con lazos entre los motivos estructurales 2 y 3 y una extension
entre las laminas 3c y 4d de CtYtml. Esta area de insercion de CtErbl muestra pobre
conservacién de secuencia. La mayoria de los residuos que contribuyen a la interaccién del
complejo se encuentran dentro de lazos que son mas cortos en el caso de CtYtm1 (Figura 14)

[130].

Cara lateral

Figura 14. Interaccion Erb1/Ytm1. (A) Representacion en forma de lazos del heterodimero Erb1-Ytm1 de
Ct. La cara superior del B-propeller de CtYtm1 (beige) interacciona con la cara lateral del B-propeller de
CtErb1 (gris claro). (B) Representacion de las dreas de contacto principales de CtErb1 con el B-propeller de
CtYtm1 en diferentes colores. La zona de interaccion entre los residuos 444-460 de CtErbl (primera area
de interaccion) se representa en tonos azules (1d). La segunda area de interaccidn, correspondiente al
lazo entre las laminas 1c-2d, en tonos verdes. El lazo entre las laminas 7a-7b, tercera area de interaccion,
en tonos anaranjados. La zona de interaccidn correspondiente al lazo entre el motivo 2c-2e de CtErb1l
seguido de una a-hélice se encuentra en rosa. Figura adaptada de Wegrecki et al., 2015 [130]; PDB ID:
5CXB.
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La integridad del conjunto de heterotrimeros es esencial para ejercer su accion
bioldgica. De hecho, mostramos previamente que comprometer la estabilidad de la interaccion
Erb1/Ytm1 tiene un efecto sobre la proliferacidn en levaduras. La mutacion R486E en la segunda
area de interaccion disminuyé la afinidad entre CtErb1/CtYtm1 en dos 6rdenes de magnitud sin
afectar a la integridad estructural del complejo. La mutacién equivalente en levaduras impedia
su crecimiento y afectaba a la biogénesis de la subunidad 60S ribosomal [130]. También se han
descrito otros mutantes de la interfaz de ambas proteinas (CtErb1-R470E; CtYtm1-D104R) que
disminuyen o impiden su interaccidon causando efecto en la biogénesis de la subunidad LSU

[121].

No obstante, no sélo mutantes de la superficie de interaccidon causan una desregulacion
de la biogénesis ribosomal, también la nula expresion de Pesl, Bopl y WDR12 mediante
mutantes dominantes negativos o ARN pequefios de interferencia (siARNs), bloquean la
formacion de los precursores del ARNr 25S y 5,8S sin afectar a la formacién de la subunidad SSU

[118,119,122,123].

4. Enfermedades humanas relacionadas con la biogénesis
ribosomal

El ensamblaje de los ribosomas es el proceso que mas energia consume en las células
en crecimiento, requiriendo una coordinacion regulada con otros mecanismos celulares. Se ha
descrito que, en células eucariotas proliferantes, un 80% de la energia se invierte en producir
proteinas y aumentar la biogénesis de los ribosomas [170]. Sin embargo, a veces existe un
porcentaje de ribosomas que no se ensamblan correctamente y que pueden sintetizar proteinas
defectuosas. En la célula hay mecanismos de control para detectar alteraciones en los ribosomas
y los ARNr aberrantes y provocar su degradacién, como el complejo E3 ubiquitin ligasa que
degrada a las subunidades 60S incompletas o la actividad exonucleasa del exosoma que puede

degradar ARNr defectuosos [42,171,172].

Existen enfermedades genéticas englobadas bajo el término de ribosomopatias
causadas por alteraciones en la biogénesis ribosomal. Pueden producirse por mutaciones o
alteraciones de las PRs o factores de ensamblaje [42]. Algunas de ellas son: la anemia de
Diamond-Blackfan, la disqueratosis congénita, el sindrome Shwachman-Diamond y la hipoplasia
cartilago-cabello [173]. En general, los sintomas que manifiestan son defectos en el desarrollo

de 6rganos y esqueleto, envejecimiento prematuro, disfunciones hematoldgicas como la sintesis
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de glébulos rojos no funcionales y proliferacién celular [42,173]. Dado que las PRs y los factores
de ensamblaje son esenciales para la formacion de los ribosomas, cualquier mutacién que
impida realizar su funcién producira insuficiente formacion de ribosomas con lo que se
bloquearia la proliferacion celular produciendo graves consecuencias para el organismo [12].
Aunqgue también se ha especulado que insuficiencias en la biogénesis ribosomal puede impulsar
la predisposicidn a cancer con la aparicién de otras mutaciones que contrarrestarian la falta de

ribosomas produciendo ribosomas que continuarian siendo defectuosos [12,174].

La biogénesis ribosomal también esta relacionada con el crecimiento y ciclo celular. De
hecho, durante el ciclo celular existen cambios de produccién de los ribosomas durante las
diferentes etapas. En la fase G1 aumenta la sintesis de ARNr y ribosomas para producir
suficientes proteinas para la fase S, donde se alcanza el maximo nivel de produccidon de ARNr,

disminuyendo la sintesis durante la fase M [56,175].

4.1. La biogénesis ribosomal y su relacién con cancer

La biogénesis ribosomal esta estrechamente relacionada con el crecimiento y
proliferacién celular y su desregulacidn podria tener profundas consecuencias como la aparicion
de las enfermedades descritas en el apartado anterior. Se conoce que la biogénesis de los
ribosomas estda aumentada en la transformacion celular o la tumorigénesis y se asume como
una tendencia general que las células cancerosas necesitan producir ribosomas adicionales para
producir mas proteinas y asi mantener la division celular descontrolada [176,177]. Algunas
caracteristicas celulares observadas en tumores de higado o pulmdn es el aumento en nimero
y tamafio del nucléolo asi como cambios en su estructura que se relaciona con una

hiperactivacidn de la produccién de ribosomas [178,179].

Curiosamente, se ha demostrado que la proliferacion celular puede bloquearse
inhibiendo la produccidn de nuevos ribosomas, ya que la alteracion de la biogénesis ribosomal
induce un punto de control que previene la progresién del ciclo celular [180]. Por lo tanto, no es
sorprendente que la biogénesis de los ribosomas haya ido acumulando atencién como una

posible diana terapéutica para el tratamiento del cancer [12,40,174,181,182].

Ademas, se ha observado que la paralizacion de la biogénesis ribosomal es capaz de
promover la activacion del supresor tumoral p53 [178,183]. Por ejemplo, se ha descrito que la

delecion condicional de la proteina Rps6 de la subunidad 40S paralizaba la proliferacion celular
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mediada por p53 de células hepaticas de ratones adultos asi como mutaciones en Rps19 y Rps20
que producian un desarrollo deteriorado del sistema hematopoyético dependiente de p53
[180,184]. Estas observaciones abren el campo a la utilizacidon de la biogénesis del ribosoma
como diana terapéutica ya que su alteracidn es capaz de inducir la activacion de p53 sin que se
produzcan los efectos genotdxicos indeseados que provocan las terapias convencionales

aplicadas en la actualidad contra el cancer.

La relacién entre la inhibicion de la biogénesis ribosomal y el estrés nucleolar con p53
fue propuesto por Rubbi y Milner tras experimentos de irradiacién con luz ultravioleta.
Sugirieron que el nucléolo se comportaria como un sensor celular para las respuestas mediadas
por p53 [185]. Existen diferentes formas de producir la conocida respuesta a estrés nucleolar
(NSR, nuclear stress response) como exposicion a radiacién ultravioleta, hipoxia, falta de
nutrientes, la accion de oncogenes, falta de supresores de tumores y alteraciones de la
biogénesis ribosomal [176]. La NSR puede desencadenar mecanismos dependientes o

independientes de p53.

El proceso de NSR mejor conocido es el mecanismo dependiente de p53. Bajo
condiciones normales de crecimiento, las PRs y los factores de ensamblaje se unen a las
preparticulas ribosomales para comenzar el proceso de maduracién. En esas etapas, p53 se
transcribe y es secuestrada por la E3 ubiquitin ligasa Mdm2 (Hdm2 en humanos) a través de su
extremo N-terminal. Esta proteina ubiquitina a p53 y se degrada por el proteasoma continuando
el proceso de proliferacién celular. Sin embargo, cuando existe alguna alteraciéon de la
biogénesis ribosomal como dafio en el ADN o problemas de procesamiento de la ARN pol |, las
PRs L5 y L11 quedan libres al no estar asociadas a la particula 5S RNP y secuestran a Mdm?2
dejando libre a p53 (Figura 15). De esa forma, p53 queda disponible para la regulacion de su
propia transcripcion, la activacion del inhibidor del ciclo celular p21 y otros genes de respuesta
a p53 para llevar a cabo las reacciones de parada del ciclo celular, apoptosis, senescencia o
autofagia [176,186—-188]. Incluso se ha descrito que Mdm?2 puede interaccionar directamente

con el ARNm de p53 [189,190].

También se han identificado otras PRs capaces de unirse a Mdm2 como Rps3, Rps7,
Rps14, Rps20, Rps15, Rps25, Rps27, Rpl26, Rpl23 y Rpl37, entre otras, que bajo condiciones de

estrés son liberadas desde el nucléolo [191].

Existen otras proteinas reguladoras de Mdm2 como Arf que es una proteina supresora
de tumores localizada normalmente en el nucléolo. El estrés nucleolar libera a Arf al

nucleoplasma donde se une a Mdm2 a través de su region acidica central permitiendo la
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acumulacién de p53 y el consecuente bloqueo del ciclo celular [192,193]. La nucleofosmina 1
(NMP1), ademds de ser una proteina nucleolar que actua en el corte ITS2 durante el
procesamiento del ARNr, ayuda a mantener la estabilidad del genomay es un regulador de NSR.
NMP1 se une a Arf y este complejo interacciona con Mdm2 [194,195]. La nucleotesmina (NS)
también es una proteina reguladora de p53. Tanto la sobreexpresién como la reduccion de NS
activan p53 mediante la inhibicién de Mdm2 [196]. Ademas, la proteina nucleolina también

estabiliza a p53 por la supresion de Mdm?2 a través de una via paralela a Arf [197].
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Figura 15. Representacion esquematica de la biogénesis ribosomal en condiciones normales y estrés
nucleolar. El ADNr es transcrito por la ARN pol | generando los pre-ARNrs 18S, 5,8 y 25S que, junto con el
5S, transcrito por la ARN pol lll, forma la subunidad mayor y menor ribosomal. En el procesamiento del
ARNTr participan numerosos factores de ensamblaje (FE) como el subcomplejo Nop7 y PRs que originan
los ARNr maduros. En condiciones normales de crecimiento, las concentraciones celulares de p53 se
encuentran controladas por la E3 ubiquitin ligasa Mdm2 que la poliubiquitina promoviendo su
degradacidn por el proteasoma. Sin embargo, en condiciones de estrés nucleolar, el ARNr 55 se acumula
formando un complejo con las PRL5 y PRL11 que secuestran a Mdm?2 (indicado por las flechas rojas). De
esta forma, p53 se acumula en la célula induciendo la transcripcion de genes involucrados en parada del
ciclo celular, apoptosis, senescencia y reparacién del ADN.
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Sin embargo, existen multiples respuestas de estrés nucleolar independientes de p53.
Una de ellas es a través de la proteina c-Myc. En condiciones normales de crecimiento, c-Myc
promueve el crecimiento celular regulando positivamente la biogénesis ribosomal. En
condiciones de estrés nucleolar, RPL11 se une al ARNm de c-Myc y recluta al complejo de
silenciamiento inducido por microARNs de interferencia (miRISC) y miR-24 promoviendo la
degradacion del ARNm y reduciendo los niveles de c-Myc [198]. Por otra parte, bajo condiciones
normales, Mdm?2 es estabilizada por el factor de transcripcion E2F-1 promoviendo la progresion
normal del ciclo celular. Tras un estrés nucleolar, la RPL11 se une a Mdm2 promoviendo la
poliubiquitinacién de E2F-1 y degradacién por el proteasoma reduciendo asi sus niveles
celulares y evitando la progresién del ciclo celular [199]. Otro ejemplo es a través del factor de
transcripcidon 4 (ATF4) que se encuentra sobreexpresado en algunos tumores o la PRL41 que

promueve la fosforilacion de ATF4 promoviendo su degradacion por el proteasoma [200,201].

4.1.1. Biogénesis ribosomal como diana contra el cadncer

La quimioterapia citotéxica se utiliza ampliamente en la lucha contra el cancer. A pesar
de los beneficios que ofrece, también existen inconvenientes graves asociados al caracter
genotoxico de la quimioterapia sistémica. Algunos de ellos son los sintomas desarrollados por
los pacientes tras la terapia como nduseas, diarreas, cataratas, complicaciones dentales, pérdida
auditiva o enfermedades crénicas de pulmoén, entre otras [202]. Por ello, es de gran interés
encontrar agentes terapéuticos que no produzcan efectos genotdxicos con el fin de mejorar los
tratamientos actuales. La activacién de p53 en ausencia de dafio al ADN ha atraido la atencién
cientifica y farmacéutica y, por ello, la via de biogénesis ribosomal se ha convertido en un
objetivo atractivo para la lucha contra el cancer. Hay varias iniciativas que estan inspeccionando

la activacion de p53 y la mayoria se han centrado en la inactivacién de la ARN pol | [176].

Los pasos iniciales del ensamblaje del ribosoma tienen lugar en el nucléolo donde el
ARNr es transcrito por la ARN pol | [26] bajo el control tanto de genes supresores de tumores
(incluidos p53, pRb y Arf) como de oncogenes (incluidos c-Myc, MAPK / ERK, PI3K y AKT)
[178,203]. Los intentos iniciales de inhibir la biogénesis de los ribosomas se han centrado en la
inhibicion de la transcripcién dirigiéndose selectivamente a la ARN pol I. Se han descrito
recientemente varias moléculas pequeias como CX-5461, CX-3543, BMH-21 o CID-765471
evidenciando que la inhibicién de la biogénesis de los ribosomas a nivel de la transcripcion

dirigida del ADNr tiene un potencial terapéutico esperanzador. Concretamente, los derivados
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CX- impiden la activacion de la ARN pol | y los derivados de BM- desencadenan la degradacion

por el proteasoma de la subunidad mayor catalitica de la ARN pol | [204,205].

A pesar de ser un campo de investigacion prometedor, se han identificado varias
limitaciones durante el desarrollo de inhibidores de la ARN pol I. Algunas de ellas es la falta de
especificidad y la adquisicidon de resistencia sugiriendo que deberia desarrollarse una nueva
generacion de inhibidores de la pol | o se deberian considerar otras etapas de regulacién
después de la sintesis de ARN en la via de biogénesis del ribosoma. Ademas, el Unico inhibidor
que llegd a estadios avanzados en los ensayos clinicos ha mostrado actividades adicionales que
contribuyen a su perfil de toxicidad y resistencia, por lo que deben explorarse otros puntos de
intervencién durante el proceso de maduracidon del ribosoma. Recientemente, se estdn
realizando estudios de tratamientos combinados de estas moléculas con otras drogas que

permitiria reducir las concentraciones téxicas de estos medicamentos [186,206].

Pese a la complejidad del proceso de biogénesis ribosomal, donde intervienen mas de
200 factores de ensamblaje y numerosas PRs, se tiende a pensar en la existencia de un gran
repertorio de objetivos potenciales. Sin embargo, hasta ahora solo se conocen muy pocos
inhibidores quimicos de la biogénesis de los ribosomas. Por ejemplo la diazaborina, inhibidor de
la AAA*-ATPasa Drgl que bloquea la liberacién y reciclaje de los factores de la LSU [207]. A pesar
de la falta de detalles moleculares en el proceso, la razén principal de este nimero limitado de
inhibidores es que la compleja via de biogénesis del ribosoma estd orquestada por una amplia
gama de interacciones macromoleculares coordinadas secuencialmente para promover la
maduracién correcta del ribosoma. Como se indicé anteriormente, los factores de ensamblaje
con frecuencia requieren interacciones proteina-proteina para ejercer sus acciones bioldgicas y
dada la ausencia de ranuras o bolsillos en la superficie de interaccién dificulta el ataque de
farmacos de moléculas pequefias. El uso de moléculas bioldgicas mas grandes tiene el
inconveniente de no ser Util contra las proteinas intracelulares, ya que los productos bioldgicos

no pueden atravesar las membranas celulares con facilidad [208].

En este sentido, existe una nueva clase de compuestos farmacéuticos clasificados
funcionalmente en pequefias moléculas bioldgicas conocidos como péptidos pequefios de
interferencia (CPPs). Esta herramienta terapéutica ha demostrado bloquear de forma exitosa las
interacciones proteina-proteina de forma selectiva. Ademas, los CPPs han demostrado que
inhiben varios impulsores oncogénicos que estan ahora en ensayos clinicos [209,210]. Se han
constituido como una alternativa terapéutica prometedora ya que han demostrado ser

lanzaderas eficientes para introducir diferentes tipos de moléculas como proteinas y ARN en una

66



INTRODUCCION

gran variedad de tipos celulares [210]. Ademas, se ha demostrado que los CPPs poseen alta
eficacia y selectividad [211]. Segun el disefio del péptido, entre 5y 30 aminodacidos de longitud,
puede entrar en las células por difusion pasiva o por endocitosis. Ademas presentan baja
toxicidad dado que sus productos de degradacion son aminoacidos, y presentan baja
bioacumulacién, puesto que poseen una vida media corta. Una de las estrategias mas utilizadas
para el disefio de CPPs es usando el péptido penetrante del activador transcripcional del virus
VIH, TAT [212,213]. Esta secuencia tiene la capacidad de atravesar las membranas celulares y

llegar al nucleo [210].

4.1.2. Bloqueo del complejo PeBoW como estrategia antitumoral

Se conoce que alteraciones de los componentes del complejo PeBoW parecen
desempenar un papel fundamental en la coordinacidn entre biogénesis ribosomal y progresion
del ciclo celular. En este sentido, se ha demostrado que el desarrollo de mutantes de dos
componentes del complejo PeBoW conduce no sélo a la interrupcidon de la sintesis, sino también
al procesamiento del ARNr conllevando una activacién de p53. La expresion de un mutante
dominante negativo de Bop1 en ratén bloqueé la sintesis de ribosomas al inducirse una parada
del ciclo celular inducida por p53 [122]. Recientemente se ha publicado un estudio que muestra
que el silenciamiento de Bopl mediante pequefios ARNs de interferencia (siRNA) en células de
cancer gastrico suprimio la proliferacion celular y aumenté los niveles de p53 [214]. De manera
similar, el desarrollo de un mutante dominante condicional de WDR12 puede promover una
detencién del ciclo celular reversible por p53 [165]. De modo que se ha propuesto que la
disrupcion del complejo PeBoW puede producir una respuesta de estrés como las observadas

para Boply WDR12 [215].

En este trabajo describimos un nuevo enfoque para apuntar a la biogénesis de los
ribosomas utilizando péptidos cortos sintéticos. En particular, hemos disefiado péptidos
potencialmente dirigidos a la interaccion de Erbl con Ytm1 basados en la informacion
estructural previamente resuelta por nuestro grupo del complejo Erb1/Ytm1 del organismo
Chaetomium thermophilum [130] (PDB ID: 5CXB). Ademas, basado en la tecnologia de los CPPs,
hemos disefiado péptidos de interferencia con la secuencia penetrante TAT en el extremo
amino-terminal dirigidos hacia el heterodimero Erb1/Ytm1 con el objetivo de bloquear la
biogénesis ribosomal como una posible estrategia terapéutica contra el cancer. Asimismo, es un
enfoque novedoso para el desarrollo de inhibidores de otros complejos bien establecidos en la

biogénesis ribosomal. Nuestros resultados abren la posibilidad de obtener péptidos con la
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capacidad de interferir en la via de biogénesis como alternativa al uso de inhibidores de la ARN

pol I.
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OBJETIVO GENERAL

El complejo PeBoW, compuesto por las proteinas Erbl/Ytm1/Nop7 forman un
heterotrimero en solucidon que participa en la biogénesis de la subunidad ribosomal 60S. Sin
embargo, se desconoce la conformacién del complejo en solucién y las posibles funciones que

podria ejercer fuera del contexto prerribosomal.

En la primera parte de la tesis se profundiza en las interacciones entre los componentes
del complejo y su resolucion estructural asi como discernir las posibles interacciones del

complejo o de sus proteinas por separado independientes del ribosoma.

En la segunda, evaluamos la capacidad de interferencia de péptidos sintéticos contra el
complejo PeBoW usando la informacion cristalografica del complejo Erb1/Ytm1 (PDB ID: 5CXB)
para bloquear la biogénesis ribosomal ya que se conoce que juega un papel crucial en las células

cancerigenas.

Este trabajo agrupa un enfoque estructural con diferentes técnicas biofisicas vy
estructurales asi como un enfoque bioquimico y celular a través del disefio de péptidos de

interferencia.

OBIJETIVOS CONCRETOS
Parte |

1. Sobreexpresar usando sistemas de expresidn heterdlogos, purificar y reconstituir el
heterotrimero Nop7/Erbl/Ytm1 de Saccharomyces cerevisiae y Chaetomium
thermophilum in vitro.

2. Estudiar las interacciones entre sus proteinas individuales y dominios implicados en
dicha interaccién.

3. Estudio estructural del complejo PeBoW de Saccharomyces cerevisiae y
Chaetomium thermophilum.

4. Identificar posibles funciones de Nop7/Erbl/Ytm1l fuera del contexto

prerribosomal.
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Parte Il

5. Disefo y evaluacidn del potencial de interferencia de péptidos sintéticos contra el
heterodimero Erb1/Ytm1 mediante técnicas biofisicas.

6. Evaluacion del efecto de péptidos penetrantes de interferencia en cultivos celulares.
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1. Clonaje y construcciones en E.coli

1.1. Plasmidos y oligonucleétidos

Los plasmidos utilizados en este estudio fueron adquiridos y modificados previamente
por el laboratorio del Dr. Jerénimo Bravo. Los vectores denominados pGKl y pMBPKI se
obtuvieron por modificacion del vector pET28-NKI/LIC 6His/3C (pNKI) originariamente obtenido
del grupo del Dr. Anastassis Perrakis (NKI, Amsterdam). Se les ha sustituido la etiqueta de 6
histidinas (6xHis) por Glutatidon-S-transferasa (GST) en el caso de pGKl y la proteina de unién a
maltosa (MBP) en el plasmido pMBPKI. Los plasmidos pOPIN fueron cedidos por el grupo del Dr.
R. Owen’s (OPPF, Oxford) y del Dr. Vicente Rubio (IBV, Valencia).

Tabla 1. Lista de cebadores empleados en este trabajo para preparar las diferentes construcciones. Los
nucledtidos que aparecen en minusculas corresponden a secuencias compatibles con los vectores
utilizados. (Fw: sentido directo, Rv: sentido inverso).

Cebadores

Secuencia 5’- 3’

ScNop7 pNKI Fw

cagggacccggtATGAGAATCAAGAAGAAAAAC

ScNop7 pNKI Rv

cgaggagaageccggttaCTATTTCTTGGAATCTAGTTT

ScErb1 pNKI Fw

cagggacccggtATGATGGCTAAGAACAACAAA

ScErb1 pNKI Rv

cgaggagaagececggttaCTAGGTGGTCCATAAGCGAGC

ScYtm1 pOPINF Fw

aagttctgtttcagggcccgACAGAAGATAAATCGCAGGTTAAAATCAGG

ScYtm1 pOPINF Rv

atggtctagaaagctttaGTTTTTGAAAATGTTGTCTCCTTTATTTATTTGAATC

CtNop7 pNKI Fw

cagggacccggtATGGGCAAGGCCAAGAAG

CtNop7 pNKI Rv

cgaggagaageecggttaAGCCTTCTTCGCTGCCATTTCCTTC

CtNop7-350 pNKI/pGKI Rv

cgaggagaagcecggttaGCCGCCGGGCGCGACTGGCTC

CtErb1 pNKI/pMBPKI Fw

cagggacccggtATGGGGTCAAAAATAGTTGAAAAGAAGCG

CtErb1 pNKI/pMBPKI Rv

cgaggagaagcccggttaCATCCATAACCTCGCCGTCCC

CtErb1-435 pNKI Rv

cgaggagaageccggttaGGGTGAGGGGAGCTTCGGCAA

CtYtm1 pOPINF Fw

aagttctgtttcagggcccgATGGACGCCCCCATGGAGGACG

CtYtm1 pOPINF Rv

atggtctagaaagctttaTTTTTGCTCGGTAACAATATTTCTTC

ScDrs1 pGKI Fw

cagggacccggtATGGTGGTAGGAACTAAAAAA

ScDrs1 pGKI Rv

cgaggagaageecggttaCCTACGGCTTTTGAAGCCCTT

ScHas1 pNKI/pGKI Fw

cagggacccggtATGGCTACCCCGTCAAATAAAC

ScHas1 pNKI/pGKI Rv

cgaggagaageccggttaCTTATGAGTTTTACGTCTTTTGG

ScNoc2 pNKI Fw

cagggacccggtATGGGTAAAGTTTCTAAATCG

ScNoc2 pNKI Rv

cgaggagaagecggttaTTAAGCGTCTGACATTTC

CtDrs1 pNKI Fw

cagggacccggtATGGCGCCTAGCAAACGCAAG

CtDrs1 pNKI Rv

cgaggagaageecggttaCTTCCGGCCCTTCCCCTT
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Los genes codificantes de las proteinas de interés fueron amplificados por PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) usando los cebadores listados en la Tabla 1. Los oligonucledtidos
disefados incluyen secuencias especificas solapantes (en mindscula) con el plasmido y el
método de clonaje empleado. Los genes clonados en el vector pNKI se encuentran fusionados a
una cola 6xHis codificada, un sitio de corte para la PreScission Protease 3Cy los residuos glicina-
prolina-glicina (GPG) en su extremo amino-terminal bajo el control del promotor T7. El plasmido
pNKI y sus derivados pGKIl y pMBPKI contienen genes de resistencia a kanamicina para la

seleccidn de los transformantes positivos.

1.2. Amplificacidon de fragmentos por PCR y su purificacion

La PCR se realizé en un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf®) y se utilizaron
las ADN polimerasas de alta fidelidad KAPA HiFi HotStart (Kapa Biosystems, Roche) y tiHybrid
DNA polymerase (EUR,’) siguiendo las reacciones de PCR indicadas en la Tabla 2 y el protocolo

de amplificacién detallado en la Tabla 3 para cada polimerasa.

Tabla 2. Reacciones de PCR para la amplificacion del inserto de interés con ADN polimerasas de alta
fidelidad KAPA HiFi HotStart y tiHybrid. dNTPs: desoxirribonucledtidos trifosfatos, Tm: temperatura de
fusién (melting temperature).

Componente Reaccion polimerasa KAPA HiFi Volumen (reaccién 25 pl) Concentracion final
Tampdn KAPA HiFi 5x 5ul 1x
10 mM Mezcla dNTPs 0,75 pl 0,3 mM
10 uM Cebador sentido directo 0,75 pl 0,3 uM
10 uM Cebador sentido reverso 0,75 ul 0,3 uM
ADN molde 1-2 pl (50 ng aprox.) 50 ng
1 U/ul ADN polimerasa HiFi HotStart 0,5 ul 05U
H20 miliQ Hasta completar 25 pl -
Componente reaccion polimerasa tiHybrid Volumen (reaccién 50 pl) Concentracion final
Tampon Hybrid 10x (15 mM MgCly) S5ul 1x
5 mM Mezcla dNTPs 2 ul 0,2 mM
10 uM Cebador sentido directo 2,5 ul 0,5 uM
10 uM Cebador sentido reverso 2,5 ul 0,5 um
ADN molde 1-2 ul (50 ng aprox) 50 ng
2 U/ul tiHybrid ADN polimerasa 0,5 pl 1U
DMSO 4 ul 2-10%
H20 miliQ Hasta completar 50 pl -
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Tabla 3. Protocolo de amplificacion por PCR con la ADN polimerasa KAPA HiFi HotStart y tiHybrid.
(*)Depende de la temperatura de fusion (Tm) de los cebadores.

ADN Polimerasa KAPA HiFi HotStart

Etapa Temperatura Duracion Ciclos de amplificacion
Desnaturalizacidn inicial 95°C 3 min 1
Desnaturalizacion 98°C 20s
Hibridacién de cebadores 55-68°C* 15s 30-35
Extension 72°C 15-60 s/kb
Extension final 72°C 1 min/kb 1
ADN Polimerasa tiHybrid
Etapa Temperatura Duracion Ciclos de amplificacion
Desnaturalizacion inicial 98°C 30s 1
Desnaturalizacion 98°C 20s
Hibridacién de cebadores 55-68°C* 20s 30-35
Extension 72°C 30 s/kb
Extension final 72°C 5-7 min 1

El ADN molde para la amplificacion de insertos procedia de ADN gendmico (ADNg) de
Saccharomyces cerevisiae (Sc), ADN complementario (ADNc) del hongo filamentoso
Chaetomium thermophilum (Ct), ADN plasmidico o fragmento de PCR de alguna construccion o
inserto ya amplificado y purificado en el laboratorio. Los productos resultantes de la PCR se
resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) tefiido con 3 pl de RedSafe™
20.000x (iNtRON Biotechonology) en tampdn TAE (40 mM Tris (hidroximetil)-metilamina (Tris-
HCI) pH 8,3, 20 mM 4cido acético, 1 mM EDTA) a 100 V durante 30 min con una fuente
PowerPac™ Basic (Bio-Rad). Para la visualizacién de las bandas en el gel se usd un
transiluminador de radiacién ultravioleta Ultima 16si Plus (Isogen Life Science). Se utilizo DNA

Ladder 1Kb RTU (GeneDireX) como marcador de pesos moleculares.

Los productos obtenidos fueron purificados siguiendo el protocolo de purificaciéon de
ADN de reacciones enzimaticas del sistema NZYGelPure (Nzytech). Posteriormente, la pureza
(ratio 260/280) y la concentracion de ADN amplificado se cuantificaron con un equipo
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific™). Los fragmentos de ADN
resultantes fueron incorporados a los correspondientes plasmidos mediante un método de

clonaje especificado en la Tabla 4.
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1.3. Clonaje independiente de ligacion (LIC)

El sistema de clonacién independiente de ligacion (LIC) utiliza la actividad exonucleasa
3’> 5’ de la T4 ADN polimerasa y la presencia de desoxirribonucleétidos para producir una
extensién de 12-15 pares de bases (pb) de secuencia compatible entre el vector y el inserto

[216].

En el sistema LIC, el inserto es amplificado por PCR con oligonucleétidos que contienen
secuencias especificas solapantes (overhangs) en su extremo 5’ (Tabla 1). Los pldsmidos se
linealizaron por la enzima de restriccion Kpnl (New England Biolabs® (NEB)) y se purificaron
usando el sistema NZYGelPure (Nzytech). La digestion de los vectores se realizd mezclando
tampdn 1xKnpl (NEB), 2,5 U de enzima Kpnl (10.000 U/ml) (NEB), 2 pg de plasmido y se completd
hasta 40 pl con H,0 miliQ. Se incubaron durante 2-3 h a 37°Cy se comprobd la correcta digestion

del vector por visualizacién en un gel de agarosa al 1% (p/v).

En este sistema de clonacidén, tanto el vector como el inserto, fueron tratados
separadamente con la T4 ADN polimerasa (Thermo Scientific™) en una mezcla de reaccion de
un volumen final de 20 pl con los siguientes reactivos: 0,1-0,2 pmol de vector o inserto, tampdn
T4 ADN polimerasa, 50 mM 2’-desoxiadenosina 5’-trifosfato (dATP) (para el inserto) o 50 mM 2’-
desoxitimidina 5’-trifosfato (dTTP) (para el vector) y 1 U de T4 ADN polimerasa (5 U/ul). La
reaccion se incubd durante 15 min a temperatura ambiente (TA) y 10 min a 70°C para inactivar
la polimerasa. El vector y el inserto tratados se mezclaron en proporcién 2:1 en cantidades
molares, respectivamente, durante 5 min a TA. Se afiadié EDTA a una concentracién final de 2,5
mM y se incubaron 5 min adicionales antes de ser transformadas en células E.coli DH5a

guimicamente competentes.

1.4. Transformaciéon en células E.coli DH5a quimicamente competentes y
seleccion de transformantes

La mezcla de ligacion se transformdé por choque térmico en cepas E.coli DH5a
(Stratagene®). Se mezclaron 50 pl de bacterias quimicamente competentes con la reaccion de
ligacidn y se incubaron durante 20-30 min en hielo. Las células fueron sometidas a un choque
térmico durante 90 s a 42°C y en hielo 5 min. Se afiadieron 200 ul de medio LB (Luria-Broth
(Miller’s LB Broth)) estéril y se incubaron durante 1 h a 37°C. Transcurrido ese tiempo, fueron

repartidas en placas conteniendo LB agar (2% (p/v) agar) suplementadas con el correspondiente
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antibidtico dependiendo de la resistencia contenida en el plasmido (100 pg/ml de ampicilina, 33

pg/ml de kanamicina) e incubadas a 37°C durante 16-18 h.

El resultado del clonaje fue confirmado por PCR de colonia. Se suspendieron varias
colonias aisladas de cada transformacién aparecidas en las placas LB-agar tras la incubacién en
una mezcla de reaccion de PCR de 20 ul llevandose a cabo el siguiente protocolo de amplificacion
por la ADN polimerasa FIREPol® (Solis BioDyne): tampdn BD, 1,5-2,5 mM MgCl,, 200 uM de
mezcla de dNTPs, 0,1-0,3 uM de cebador en sentido directo e inverso y 2-5 U de ADN polimerasa
FIREPoI® (5 U/ul). La reaccion de PCR colonia es la siguiente: 5 min a 95°C seguido de 35 ciclos
de amplificacién (45 s a 95°C; 45 s a la Tm deseada y 1 min/kb a 72°C) y, finalmente, 10 min a
72°C.

Las colonias aisladas positivas de cada transformacién se inocularon en 10 ml de LB
conteniendo los antibidticos apropiados y crecieron a 37°C durante 16-18 h a 180 rpm en un
incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™). Los antibidticos se utilizaron a una
concentracion final de 100 pg/ml de ampicilina y 33 pg/ml de kanamicina y cloranfenicol. Las
células se recogieron por centrifugacion durante 20 min a 3.000 x g (Sorvall™ ST 16 Centrifuge,
rotor TX-400, Thermo Scientific™) y los plasmidos se extrajeron usando NZYMiniprep kit
(Nzytech) siguiendo las instrucciones del manual. La concentracion de ADN aislado fue
cuantificada por NanoDrop® y secuenciada por la compaiia Humanizing Genomics Macrogen

(Macrogen Spain, Madrid).

1.5. Construcciones de las proteinas de interés en E.coli

Las construcciones usadas en este estudio estdn resumidas en la Tabla 4 con el
correspondiente método de clonacién empleado. El gen codificante de la proteina CtDrs1 se
dised con codones optimizados para la expresidn en E.coli y se sintetizd quimicamente a través

de la empresa Integrated DNA Technologies (IDT™).
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Tabla 4. Construcciones de las proteinas de interés utilizadas en este trabajo. (*) Construcciones
realizadas por otros miembros del laboratorio. Los cebadores se muestran en la Tabla 1.

.. Método
Construccion Cebadores ADN molde Vector .
de clonaje
ScNop7 pNKI Fw .
ScNop7 pNKI* ADNg de Sc pET28-NKI/LIC 6His/3C LIC
ScNop7 pNKI Rv
ScErb1 pNKI Fw .
ScErb1 pNKI* ADNg de Sc pET28-NKI/LIC 6His/3C LIC
ScErb1 pNKI Rv
ScYtm1l ScYtm1 pOPINF Fw .
ScYtm1 pNKI pOPINF In-fusion
pOPINF* ScYtm1 pOPINF Rv
CtNop7 pNKI Fw .
CtNop7 pNKI* ADNg Ct pET28-NKI/LIC 6His/3C LIC
CtNop7 pNKI Rv
- CtNop7 pNKI Fw
CtNop71.350 P7P CtNop7 pNKI  pET28-NKI/LIC 6His/3C LiC
pNKI CtNop7-350 pNKI/pGKI Rv
CtNop71- CtNop7 pNKI Fw
P30 PrP CtNop7 pNKI  pET28-NKI/LIC 6His/3C LiC
pGKI CtNop7-350 pNKI/pGKI Rv
CtErb1 pNKI/pMBPKI Fw .
CtErbl pNKI* ADNc Ct pET28-NKI/LIC 6His/3C LIC
CtErb1 pNKI/pMBPKI Rv
CtErb1 pNKI/pMBPKI Fw .
CtErb11-435 pNKI CtErb1 pNKI pET28-NKI/LIC 6His/3C LIC
CtErb1-435 pNKI Rv
CtErb1 pNKI/pMBPKI Fw
CtErb1 pMBPKI CtErb1 pNKI pMBPKI LIC
CtErbl pNKI/pMBPKI Rv
CtYtm1 pOPINF Fw
CtYm1 pOPINF* CtYtm1 pNKI* pOPINF SLIC
CtYtm1 pOPINF Rv
ScDrs1 pGKI Fw
ScDrs1 pGKI ADNg de Sc pGKI LIC
ScDrs1 pGKI Rv
ScHas1 pNKI/pGKI Fw .
ScHas1 pNKiI ADNg de Sc pET28-NKI/LIC 6His/3C LIC
ScHas1 pNKI/pGKI Rv
ScHas1 pNKI/pGKI Fw
ScHas pGKI ScHas1 pNKI pGKI LIC
ScHas1 pNKI/pGKI Rv
ScNoc2 pNKI Fw )
ScNoc2 pNKI ADNg de Sc pET28-NKI/LIC 6His/3C LIC
ScNoc2 pNKI Rv
CtDrs1 pNKI Fw Inserto sintético .
CtDrs1 pNKiI pET28-NKI/LIC 6His/3C LIC

CtDrs1 pNKI Rv

(IDT™)

2. Expresion de proteinas recombinantes en E.coli

2.1. Transformacion en cepas de expresion

Para realizar la sobreexpresidén de las distintas proteinas, los vectores que contenian

dichas construcciones fueron transformados en bacterias E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL

(Stratagene®). La construccién de CtDrs1 pNKI fue transformada en una cepa E.coli BL21 (DE3)

(Stratagene®). Se afiadieron 50 ng de ADN plasmidico a 50 ul de células quimicamente
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competentes y se incubaron durante 30 min en hielo. Se siguié el mismo protocolo descrito en
el apartado 1.4. pero con un choque térmico a 42°C durante 45 s. Se sembraron en condiciones
estériles 100 pl de células transformadas en placas de LB-agar con el antibiético apropiado
dependiendo de la resistencia del pldsmido y se incubaron a 37°C durante toda la noche. En el
caso de las cepas E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL, las placas contenian cloranfenicol a una
concentracion final de 33 pg/ml. Para preservar las nuevas construcciones el cultivo crecido
durante 16 h a 37°C se mezcld con un 22% (v/v) de glicerol estéril de concentracién final y se

congelaron a -80°C.

2.2. Ensayos de expresion de proteinas a pequeiia escala en bacterias

La expresidn de las construcciones transformadas se realizd, en primer lugar, testando
su expresién a pequefia escala, y si la proteina era soluble y presentaba niveles altos de
expresion, se continuaba con la expresidn a gran escala. En este trabajo se usaron dos técnicas
de induccién de expresién diferentes. La primera de ellas utiliza el inductor IPTG (Isopropyl B-D-
1-thiogalactopyranoside), andlogo quimico de la galactosa, que induce la actividad de la T7 ARN
polimerasa. Esta polimerasa activa la expresién de las proteinas recombinantes que han sido
clonadas en los vectores del tipo pET [217]. En el segundo método, el sistema de expresion
conocido como autoinduccién permite la expresion de las proteinas recombinantes sin afiadir
inductor. Se usa una mezcla de diferentes fuentes de carbono (glucosa, glicerol y lactosa) en
diferentes fases de crecimiento. La glucosa se afiade en primer lugar para aumentar la velocidad
de crecimiento del cultivo al mismo tiempo que limita la expresidn de la proteina como resultado
de usar vias alternativas de utilizacion del carbono. A medida que la glucosa se agota, cambia el
metabolismo celular hacia el consumo de glicerol y lactosa como fuente de carbono que actua

como inductor de la expresién de proteinas controladas por el promotor T7 lac [217-219].

= Testar la expresién usando como inductor IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside)
a diferentes concentraciones. Una colonia aislada es inoculada en 10 ml de medio LB con el
antibidtico correspondiente segun la resistencia del plasmido y el tipo celular. El cultivo se
incubé durante 5-6 h a 37°C hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm (D.O.s00) de 0,6-0,8.
Una vez alcanzada la D.0O.g0 se afiadié 0,1 mM o 0,5 mM de IPTG para una incubacion de 16 h a
20°Cy 1 mM de IPTG para 5 h a37°C a 180 rpm en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker

(New Brunswick™).
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= Testar la expresion por autoinduccion. Una colonia transformada en cepas de expresion
es inoculada en un cultivo con 9,3 ml de medio de cultivo ZY (1% (p/v) triptona, 0,5% (p/v)
extracto de levadura); 1 mM de MgSQO,; 5052 1x; NPS 1x mas el antibidtico correspondiente a
37°C hasta alcanzar una D.O.gy de 0,8-1,2. Posteriormente, el cultivo se cambid a 20°C durante
16 h en agitacién a 180 rpm en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™).
La composicion de los reactivos utilizados en este protocolo es la siguiente: NPS 20x (0,5 M
(NH4)2S04, 1 M KH,PO4, 1 M NayHPOQ,); 5052 50x (25% (v/v) glicerol, 2,5% (p/v) glucosa, 10%

(p/v) a-lactosa).

Al dia siguiente, los cultivos de ambos ensayos se centrifugaron a 3.000 x g durante 20

min a 4°C. Las células recogidas se conservaron a -20°C hasta su purificacién a pequefia escala.

2.3. Sobreexpresion de proteinas recombinantes a gran escala en bacterias

Las proteinas que mostraron buena expresion y solubilidad a pequefia escala fueron
expresadas a mayor volumen para su posterior purificacion. Los sistemas de expresion

empleados a gran escala dependian de las mejores condiciones a pequeiia escala.

2.3.1. Sobreexpresion por IPTG

Se prepard un cultivo de 20-25 ml con medio LB y antibidtico y una colonia de una placa
de LB-agar o de un glicerinado de una cepa de expresidn incubandose a 37°C durante 16 h en
agitacion a 180 rpm en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™). Al dia
siguiente, se afiadieron 20 ml de cultivo saturado a 1 L (dilucién 1/50) de medio LB estéril con
antibiodtico. Se incubaron a 37°C hasta alcanzar una D.O.e0 0,6-0,8 con la misma agitacion.
Posteriormente, se afadié 0,1 mM o0 0,5 mM IPTG para una incubacién a 20°C durante 16 ho 1
mM para 5 h a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se recogieron las células por centrifugacién a
3.700 x g (Heraeus Multifuge™ X3 FR Centrifuge, rotor TX-1000, Thermo Scientific™) durante 25
min a 4°C. El precipitado celular se resuspendié en 30 ml de tampdn fosfato salino (PBS) y se

centrifugd 20 min a 3.000 x g. Las células se conservaron a -80°C hasta su futura purificacion.
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2.3.2. Sobreexpresién por autoinduccion

Se inoculé una colonia de una placa LB-agar o de un glicerinado de una cepa de expresidn
en 10 ml de cultivo con 9,3 ml medio ZY, 1 mM de MgSQ., 0,8% (p/v) glucosa, NPS 1x y el
antibioético correspondiente y se incubd 16 h a 37°C en agitacién a 180 rpm en un incubador
Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™). Al dia siguiente, se afiadié el cultivo saturado
a 930 ml de medio ZY fresco para comenzar la autoinduccién suplementado con 1 mM de
MgS0,4, 5052 1x, NPS 1x y los correspondientes antibidticos. Se crecieron en matraces
Erlenmeyer con 0,5 L de cultivo a 37°C y cuando alcanzaron la D.O.g00 de 0,8-1,2 se cambio a
20°C durante 16 h con la misma agitacién. Las células fueron recogidas como se describe en el

apartado 2.3.1. y se congelaron a -80°C hasta su uso.

3. Expresion de proteinas en células de insecto mediante baculovirus

En este trabajo se han utilizado las construcciones de ScYtml y CtYtm1l pOPINF
realizadas en nuestro laboratorio por el Dr. Marcin Wegrecki. Estas construcciones fueron
clonadas en vectores pOPINF (extremo amino terminal 6xHis escindible por la proteasa 3C) por
el sistema de clonaje In-fusion (Clontech). Para la expresion de las distintas proteinas se ha
seguido el protocolo de expresidn en células de insecto de Oxford Protein Production Facility

(OPPF, Reino Unido).

Se afiadieron 2 ml de células Sf9 (Spodoptera frugiperda) a 1 x 108 células/pocillo en una
placa de 6 pocillos durante 1 h a 27°C. Mientras tanto, se preparo la mezcla de transfeccidén que
contenia 200 pul de medio Sf9001l SFM (Gibco), 1 ug de bacmido lan Jones linealizado [220], 1-
1,5 pg de ScYtm1/CtYtm1 pOPINF y 4 pul del agente de transfeccién FUGENE®HD (Promega) por
pocillo, permaneciendo durante 30 min a TA. Toda la mezcla de transfeccion se afiadid a cada
pocillo con células Sf9 y las placas se incubaron a 27°C durante 5 dias. Se recogieron 500 pl de
sobrenadante de cada pocillo (baculovirus recombinantes generados) y se afiadieron a 30 ml de
células Sf9 a 1,5 x 10° células/ml en medio de cultivo Sf9001l SFM incubandose a 27°C durante 5
dias a 150 rpm produciéndose una segunda progenie viral con un titulo de virus mayor. Se
afladieron 10 ml de virus amplificado a 300 ml de células Sf9 a 1,5 x 10° células/ml y los cultivos
fueron incubados a 27°C durante 72 h con la misma agitacidn. Las células infectadas se
recogieron por centrifugacion a 1.000 x g durante 15 min y 4°C y se lavaron con PBS. El

precipitado celular se congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta su uso.
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Para la titulacidn o cuantificacién del virus producido en los sucesivos pases de infeccion
se utilizé la linea celular denominada Sf9 ET, (CRL-3357™, ATCC® (American Type Culture
Collection)), que expresa la proteina fluorescente GFP de manera proporcional cuando son
infectadas por virus. Se repartieron 100 pl de medio Sf900II SFM y 100 ul de células Sf9 ET a 0,8
x 10° células/ml en placas de 96 pocillos. El virus diluido 1/100 se repartié de forma seriada
diluyendo 1/5 entre cada pocillo. Se incubaron las placas a 27°C durante 4-5 dias y las células
fueron visualizadas en un microscopio invertido de fluorescencia Leica DM IL LED (Leica
Microsystems). El titulo de virus (virus/ml) se calculéd multiplicando la dilucién de todos los
pocillos hasta llegar al Ultimo donde se observé un sélo punto verde de fluorescencia por 100

(primera dilucién del virus) y dividido entre 0,1 ml (volumen de virus del primer pocillo).

4. Purificacion de proteinas y caracterizacion de proteinas

4.1. Pruebas de expresion de proteinas a pequeia escala

Las proteinas expresadas a pequena escala en células E.coli (apartado 2.2) se purificaron
utilizando diferentes resinas seguln el tipo de etiqueta fusionada a la proteina recombinante:
resina quelantes cargadas de niquel (6BCL-QHNi-100, ABT) para proteinas con cola de poli-
histidinas, resina de glutatién (Glutathione Sepharose 4B, GE Healthcare) para proteinas con
etiqueta de Glutatién-S-transferasa (GST) y resina de amilosa (NEB) para proteinas con proteina

de unidn a maltosa (MBP).

El sedimento celular fue resuspendido en 500 pl de tampdn de lisis (Tabla 5) y lisado
mecdanicamente con perlas de vidrio de 0,5 mm (BioSpec. Products) en 10 ciclos de 30 s
intermitentes a 7.500 rpm con Precellys® Evolution (bertin Technologies). Los tubos se
centrifugaron a 20.000 x g durante 20 min a 4°C. Al sobrenadante se afiadié 100 ul de resina
previamente lavada con H,0 miliQ y equilibrada con tampdn A (Tabla 5) en rotacion constante
durante 1 h a 4°C. La resina se precipitdé por centrifugacién durante 1 min a 6.000 x g
(Microcentrifuga Sorvall™ Legend Micro 21R, Thermo Scientific™) y se lavé 3 veces con 1 ml de
tampdn C (Tabla 5). Finalmente, se afiadieron 30 pl de tampdn de carga Laemmli SDS-PAGE 5x
(312 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% (p/v) dodedil sulfato de sodio (SDS), 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v)
B-mercaptoetanol (BME), 0,02 % (p/v) azul de bromofenol) y se calentaron durante 20 min a
95°C. Las alicuotas de todos los pasos de purificacidon fueron analizadas en un gel de acrilamida

en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 10%.
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4.2. Purificacion de proteinas a gran escala

4.2.1. Lisis celular y extraccién de proteinas

El sedimento celular de E.coli de 1 6 2 L de cultivo con las proteinas sobreexpresadas a
gran escala se resuspendié en un volumen de 50-70 ml de tampdn de lisis (Tabla 5)
suplementado con una pastilla de un céctel de inhibidor de proteasas (cOmplete™ EDTA-free
Protease Inhibitor Cockail, Roche). Posteriormente, se lisaron por sonicacién con pulsosde 1sy
descanso de 1 s durante 30 min a 24% de amplitud en un sonicador Vibra-Cell™ 75042 (Bioblock
Scientific). Para las proteinas expresadas en células de insecto el tiempo de sonicacion fue de 15
min. El lisado celular se centrifugd a 27.000 x g (Sorvall™ RC 6 Plus, rotor S534, Thermo
Scientific™) durante 35 min a 4°C. El sobrenadante resultante se pasé a través de filtros de 0,45
pum de didmetro de poro y fue cargado en la correspondiente columna de cromatografia por una
bomba peristaltica (Minipuls®3, Gilson). Se tomaron alicuotas del sedimento de la
centrifugaciéon y del sobrenadante para visualizar la buena sonicacidon de la muestra y su

solubilidad en un gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 10%.

4.2.2. Cromatografia de afinidad para proteinas con etiqueta de Histidinas

Las cromatografias de afinidad con metales inmovilizados (IMAC) se llevaron a cabo con
columnas de resinas quelantes cargadas de Niquel HisTrap HP (GE Healthcare) de 1 6 5 ml. Las
columnas fueron previamente lavadas con 10 volimenes de columna (VC) de H,O miliQ y
equilibradas con 10 VC de tampdn A (Tabla 5). El sobrenadante del clarificado celular se cargo a
través de una bomba peristaltica (Minipuls®3, Gilson) y se realizaron etapas de lavado y eluciéon
con el sistema FPLC AKTAPurifier (GE Healthcare). La columna se lavé con 5 VC de tampdn A
para retirar las proteinas no retenidas a la columna y la elucién se realizé con un gradiente de
imidazol (20-500 mM) de tampdn B (Tabla 5) durante al menos 15 VC. Se recogieron fracciones
de 1 6 5 ml dependiendo del tamafio de la columna que fueron visualizadas en un gel SDS-PAGE
al 10%. El programa utilizado por el sistema FPLC AKTAPurifier (GE Healthcare) para la

monitorizacion de todas las purificaciones fue Unicorn 4.0.
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4.2.3. Cromatografia de afinidad para proteinas con etiqueta de GST

El sobrenadante del lisado celular de las construcciones etiquetadas con GST se cargaron
en columnas de 5 ml GSTrap HP (GE Healthcare) lavadas previamente con 10 VC de H,0 miliQy
10 VC de tampdn C (Tabla 5) con la bomba peristaltica. Una vez cargada la columna con el
sobrenadante filtrado, la purificacién se realizé con el sistema FPLC AKTAPurifier (GE Healthcare)
comenzando con 4 VC de tampdn C (Tabla 5) y eluyendo la muestra con un gradiente de
glutation reducido con tampdn E (0-20 mM) a flujo constante de 0,2-0,4 ml/min. Las fracciones

de 5 ml fueron visualizadas en un gel SDS-PAGE al 10%.

4.2.4. Purificacién de proteinas con etiqueta de proteina de unién a maltosa (MBP)

El lisado celular filtrado se incubd con 1-3 ml de resina de amilosa (NEB), previamente
equilibrada con tampdn C (3 centrifugaciones de 1 min a 6.000 x g) (Tabla 5), durante 1 h en
rotacion constante a 4°C. Posteriormente se centrifugd 2 min a 6.000 x g y se lavd 3 veces con
5-10 ml del mismo tampdn. Se eluyd la proteina incubando la resina con 5-10 ml de tampédn F
(Tabla 5) en sucesivos pasos de centrifugacion recogiéndose el sobrenadante en cada uno de

ellos. Los lavados y las eluciones fueron visualizados en un gel SDS-PAGE al 10%.

4.2.5. Cromatografia de afinidad usando columnas de heparina

Como un paso adicional de purificacidn tras la HisTrap, se utilizé la cromatografia de
afinidad HiTrap Heparin (GE Healthcare) de 5 ml con las proteinas que copurifican con acidos
nucleicos (Tabla 6). Las columnas se lavaron con 10 VC de H,0 miliQ y se equilibraron con 10 VC
de tampdn C (Tabla 5). El tampdn donde se encuentra la muestra disuelta debe tener una baja
concentracién de sales. Las columnas se lavaron con 10 VC con tampdn C en el sistema FPLC
AKTAPurifier (GE Healthcare). La elucidén se realizé con tampén D (Tabla 5) mediante un
gradiente lineal con alta concentracion de cloruro sddico (0,15-1,5 M NaCl). La absorbancia a
260y 280 nm se monitorizé durante toda la purificacién para detectar las fracciones de proteina

libre de acidos nucleicos. Todas las eluciones fueron visualizadas en un gel SDS-PAGE al 10%.
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4.2.6. Cromatografia de intercambio idnico

Para la purificacién de algunas proteinas fue necesario una cromatografia de
intercambio idnico (Tabla 6). Esta técnica permite la separacion de las moléculas en base a su
carga. Conociendo el pH del tampdn donde esta la proteina de interés y su punto isoeléctrico
(p!l) podemos utilizar HiTrap Q HP (GE Healthcare) para intercambio anidnico o HiTrap SP HP (GE
Healthcare) para intercambio catidnico. Las columnas utilizadas de 5 ml fueron lavadas con 10
VC de H,O miliQ y equilibradas con 10 VC de tampdn C (Tabla 5). Tras la cromatografia de
afinidad HisTrap, se seleccionaron las eluciones donde se encontraba la proteina de interés y se
pasaron a través de la columna correspondiente (Q o S segun su carga) con la bomba peristaltica
Minipuls®3 (Gilson). Con el AKTAPurifier (GE Healthcare) se programaron 10 volimenes de
lavado con tampon A (Tabla 5) y posteriormente un gradiente lineal para la elucién con tampoén
G (Tabla 5), rico en sales (0,15-1 M NaCl). Finalmente, las eluciones aparecidas en el

cromatograma se cargan en un gel SDS-PAGE al 10%.

4.2.7. Digestion de la etiqueta

Para algunos ensayos biofisicos fue necesario eliminar la etiqueta de Histidinas o de GST
de algunas proteinas mediante la proteasa de precisidn (PreScission Protease, PP). La PP es una
proteina de fusion genéticamente modificada de la proteasa humana de rinovirus humano (HRV)
tipo 14 3C etiquetada con GST. Escinde especificamente entre los residuos glutamina (GIn) y

glicina (Gly) de la secuencia de reconocimiento LeuGluValLeuPheGIn/GlyPro.

Las digestiones se realizaron mezclando las proteinas con la PP a un ratio molar 1:50
(proteasa: proteina purificada). La digestion se realizd durante una didlisis en cassettes de
diferentes tamafios segun el volumen y tamafio de muestra (entre 0,5-15 ml de volumeny 3,5-
10 kDa) (Slide-A-Lyzer®Dialysis Cassette-Thermo Scientific™) a 4°C durante 16 h para eliminar el

imidazol o el glutation utilizando el tampdn C (Tabla 5) suplementado con 5 mM de BME.

Transcurrido el tiempo de digestidn, las construcciones que contenian una etiqueta de GST
se cargaron en una columna GSTrap que permitid capturar tanto la etiqueta como la PP mientras
que las proteinas con etiqueta de His se cargaron primero en una Histrap para separar la
etiqueta y, posteriormente, en una GSTrap para captar la PP. En ambos casos, las columnas
GSTrap y Histrap se lavaron con 5 VC con tampdn C (Tabla 5) para recoger la proteina digerida y

con 5 VC con tampdn B para HisTrap y tampdn E para GSTrap (Tabla 5) para la elucion de las
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etiquetas y la PP. Para seguir el éxito del proceso de digestién se cargaron las fracciones de

sobrenadante sin digerir, lavados y eluciones en un gel de SDS-PAGE al 10%.

4.2.8. Cromatografia de exclusién molecular

Las fracciones resultantes de las proteinas tras las cromatografias descritas anteriormente
se concentraron por centrifugacién a 3.000 x g y a 4°C en concentradores Amicon® Ultracel 10K,

30K o 50K de limite de peso molecular.

En la cromatografia de exclusién molecular (SEC) se utilizaron las columnas Superdex 200
HiLoad 16/60, Superdex 75 HiLoad 16/60 (Amershan Pharmacia Biotech) y Superdex 200
increase 10/300 (GE Healthcare). Ademas se utilizé la columna Superosa 6 increase 10/300 GL
(GE Healthcare) para la purificacion de heterocomplejos para microscopia electrénica de
transmisién por tincidon negativa (NS-TEM) y crio-microscopia electrénica (cryo-EM). Todas las
purificaciones se realizaron con el sistema FPLC AKTAPrime (GE Healthcare). Las columnas se
lavaron con 1 VC de H,0 miliQ y se equilibraron con 1 VC de tampdn C (Tabla 5) antes de la
inyeccion de la muestra. Ademas, las columnas de exclusiéon molecular fueron previamente
calibradas por estandares de proteinas con pesos moleculares conocidos para una apropiada
estimacion de los resultados (Molecular Weight Marker Kit, MW-GF-70, Sigma-Aldrich®). La
elucién de las proteinas fue monitorizada midiendo la absorbancia a 280 nm a través del
programa Unicorn 4.0 y las muestras de los picos de elucidon se cargaron en geles SDS-PAGE al
10%. Las alicuotas de proteinas puras fueron concentradas con concentradores Amicon®
Ultracel 10K, 30K o 50K, distribuidas en alicuotas entre 3-40 mg/ml dependiendo de la proteina

y congeladas en nitrégeno liquido antes de conservarlas a -80°C.

Tabla 5. Tampones utilizados en las purificaciones de las proteinas en este trabajo.

Nombre Tampén Componentes
3 L. 50 mM Hepes pH 7,5; 0,5 M NaCl; 10 % (v/v) glicerol; 0,1% (v/v) Tritén X-100;
Tampon de lisis
5 mM BME
Tampodn A 50 mM Hepes pH 7,5; 0,2 M NaCl; 5 % (v/v) glicerol; 20 mM imidazol; 2 mM BME
Tampén B 50 mM Hepes pH 7,5; 0,2 M NaCl; 5 % (v/v) glicerol; 500 mM imidazol; 2 mM BME
Tampén C 50 mM Hepes pH 7,5; 0,15 M NaCl; 2 mM BME
Tampdn D 50 mM Hepes pH 7,5; 1,5 M NaCl; 2 mM BME
Tampon E 50 mM Hepes pH 7,5; 0,15 M NaCl; 20 mM glutatién reducido; 2 mM BME
Tampon F 50 mM Hepes pH 7,5; 0,15 M NaCl; 20 mM maltosa; 2 mM BME
Tampodn G 50 mM Hepes pH 7,5; 1 M NacCl; 5 % (v/v) glicerol; 2 mM BME
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Para la construcciéon ScNoc2 pNKl se utilizé 50 mM MES pH 6,5 en todos los tampones y
la columna HiTrap SP HP (GE Healthcare). Para ScHas1 pNKI también se utilizé la cromatografia
de intercambio catidnico con la columna HiTrap SP HP (GE Healthcare). En el caso de CtDrs1,
todos los tampones contenian 0,5 M de NaCl. La siguiente tabla resume el sistema de expresiéon

y el método de purificacién utilizado para cada proteina en este estudio.

Tabla 6. Proteinas expresadas y purificadas a gran escala y el tipo de cromatografia usada en este
estudio. BL21: cepa E.coli BL21 (DE3); BL21 C+: cepa E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL; Sf9: células Sf9
(Spodoptera frugiperda); His: cromatografia de afinidad para proteinas con etiqueta de Histidinas; Hep:
cromatografia de afinidad usando columnas Hitrap Heparina; GST: cromatografia de afinidad para
proteinas con etiqueta GST; E.mol: cromatografia de exclusion molecular; l.16nic: intercambio idnico;
6xHis: etiqueta de 6 histidinas; aas: aminoacidos.

; Etiqueta/sitio Cepa Modelo de L
Proteina aas kDa ) L Purificacion
de corte Huésped expresion
. 0,5 mM IPTG/ .
ScNop7 pNKI 1-e05 69,87 6xHis (3C) BL21C+ His- E.Mol
20°C/16 h
. . ., His- Hep-
ScErb1 pNKI 1-807 91,70 6xHis (3C) BL21C+ Autoinduccién E Mol
.Mo
ScYtm1 pOPINF  1-460 51,36 6xHis (3C) Sf9 Baculovirus /72 h His- E.Mol
. 0,5 mM IPTG/ .
CtNop7 pNKI 1-679 77,06 6xHis (3C) BL21C+ His- E.Mol
20°C/16 h
CtN;,fl’lzll'”‘) 1350 33,60  6xHis (3C) BL21C+ Autoinduccién His-E-Mol
CtNop71-350 . L .
Kl 1-350 33,60 GST (3C) BL21C+ Autoinduccién His- E.Mol
p
. . ., His-Hep-
CtErb1 pNKI 1-801 90,70 6xHis (3C) BL21C+ Autoinduccién E. Mol
.Mo
CtErb1143s pNKI  1-435 50,37 6xHis (3C) BL21C+ Autoinduccién His- E.Mol
. . Resina
CtErbl pMBPKI 1-801 90,70 MBP (3C) BL21C+ Autoinduccién .
amilosa
CtYm1 pOPINF  1-495 52,94 6xHis (3C) Sf9 Baculovirus /72 h His-E.Mol
2% etanol
ScDrs1 pGKiI 1-752 84,84 GST (3C) BL21C+ IPTG 1 mM/5 h/ GST-E.Mol
37°C
. . » His-l.16nic-
ScHas1 pNKI 1-505 56,72 6xHis (3C) BL21C+ Autoinduccién £ |
.mo
ScHas1 pGKI 1-505 56,72 GST (3C) BL21C+ Autoinduccién GST-E.mol
: . ., I.16nic-His-
ScNoc2 pNKI 1-710 81,60 6xHis (3C) BL21C+ Autoinduccién ) |
.mo
_ 0,5 mM IPTG/ _
CtDrs1 pNKI 1-806 89,47 6xHis (3C) BL21 His-E.mol
20°C/16 h
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4.2.9. Cuantificacion de proteinas

La concentracidn final de proteina pura se determiné por el método Bradford [221]. Se
diluyeron 1-10 pl de proteina pura en 1 ml de solucién Bradford (Bio-Rad) en cubetas
transparentes y se midid la absorbancia a 595 nm en el espectrofotémetro (Ultrospec 2000,
Pharmacia Biotech) determinando la concentracidn de las muestras a partir de la recta patrén
elaborada con concentraciones conocidas de albimina sérica bovina (BSA) (Thermo
Scientific™). También se han cuantificado las proteinas usando NanoDrop® (Thermo
Scientific™) con el coeficiente de extincién molar tedrico calculado por el programa ProtParam

(Expasy) [222] a partir de la secuencia de aminodcidos de cada proteina.

4.2.10. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y en condiciones nativas (Native-PAGE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida es uno de los métodos mas utilizados para
el andlisis de la purificacion de las proteinas. Los geles estaban formados por dos partes
diferenciadas: la parte superior/concentradora al 5% de poliacrilamida y la parte
inferior/separadora. La parte inferior permite separar las proteinas en funciéon de tamafio y/o

carga y la parte superior concentra las muestras antes de que penetren en la parte inferior.

La mezcla del gel de separacidn fue preparada con volumenes especificos de un stock al
40% (v/v) de mezcla de acrilamida (Acrylamide- 4K Solution, Mix 37.5:1, PanReac AppliChem)
segun el porcentaje de acrilamida que nos interese. Para la parte separadora de un gel al 10%
de 0,75 mm de espesor se necesita un volumen total de 4,2 ml con la siguiente mezcla: 1,05 ml
de Tris-HCl pH 8,8, 42 ul de persulfato de amonio (APS) al 10% (p/v), 42 ul de SDS al 10% (p/v) y
5 ulN, N, N’, N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED). Para prevenir el contacto con el oxigeno
que inhibe la polimerizacién y alinear el frente, se afladieron unos microlitros de 2-propanol
sobre la parte separadora. La parte concentradora del gel al 5% de acrilamida fue una mezcla de
174 ul de acrilamida al 40% (v/v), 117 ul de Tris-HCI pH 6,8, 14 pl de SDS al 10% (v/v), 14 pl de
APS al 10% (v/v), 1,4 ul de TEMED y 1,02 ml de H,0 miliQ.

Los geles fueron de grosor entre 0,75y 1,0 mm y de 10 6 15 pocillos (Bio-Rad) segtn la
cantidad y el nimero de muestras. La electroforesis vertical se realizé en cubetas Mini-
PROTEAN®3 Cell (Bio-Rad) en una fuente PowerPac™ Basic (Bio-Rad) a un voltaje y tiempo

determinado para cada tipo de gel descrito en los siguientes apartados.
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= Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE): es un sistema
de electroforesis discontinuo donde las proteinas estan desnaturalizadas en presencia del
detergente anidénico SDS. Las proteinas migran en funcidn del tamafio, pero no de la carga.
Durante todos los pasos de purificacion, las alicuotas de proteinas fueron preparadas con
tampdn de carga Laemmli 5x y se calentaron a 95°C durante 10 min. Las muestras se resolvieron
en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 7,5, 8, 10 6 12% [223] segun el
peso molecular de la proteina. Las proteinas migraron durante 35 min a 180 V constante en
tampon MOPS-SDS (Alfa Aesar) o en tampdn de electroforesis SDS-Running (25 mM Tris-HClI,
190 mM Glicina y 0,1% (p/v) SDS). Se utilizaron 3 ul/gel de un marcador BlueStar Prestained
Protein Marker (NIPPON Genetics Europe) para estimar el peso molecular relativo de las

proteinas.

= Electroforesis de proteinas en geles nativos (Native-PAGE): esta técnica permite la
migracion de proteinas en condiciones nativas en geles de poliacrilamida segun su forma,
tamafio y carga. La electroforesis nativa se utilizd para visualizar cambios de movilidad
electroforética entre distintas proteinas y la formacién de complejos. Entre 15 y 25 pg de
proteina se mezclaron con tampon de carga nativa 5x (0,3 M Tris-HCI pH 8,5, 40% (v/v) glicerol,
0,05% (p/v) azul de bromofenol) y se resolvieron en geles al 8% de acrilamida (sin SDS) en el
mismo sistema que la electroforesis SDS-PAGE pero a 100 V constante durante 5 h a 4°C. El
tampdn de electroforesis nativo contenia 25 mM Tris-HCl y 192 mM glicina a pH 8,3. Antes de
cargar las muestras, el gel se expuso durante 40 min a 100 V en tampdn de electroforesis nativo

4°C.

Una vez terminada las electroforesis SDS-PAGE y Native-PAGE se tifieron los geles durante
20 min con la solucién de tincién de Coomassie Blue Brilliant G (Sigma-Aldrich) (2,5 g (p/v), 40%
(v/v) metanol, 10% (v/v) acido acético, 50% (v/v) H,0) y se destifieron durante otros 20 min con
la solucién 10% (v/v) metanol, 10% (v/v) acido acético y 80% (v/v) de H,O pudiéndose observar

bandas coloreadas donde se encontraban las distintas proteinas.

4.3. Caracterizacion por sistema de dispersion de luz multidngulo (MALS) y
dispersion de luz dindmica (DLS)

Se realizd cromatografia analitica para la caracterizacidon de proteinas por cromatografia
de exclusién molecular acoplado a un sistema de dispersion de luz multidngulo (MALS). Se

realizd con una columna PROTEIN KW-803 (8x300 mm, Shodex™) conectada a un sistema FPLC
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AKTA Pure (GE Healthcare). La columna conservada en H,O miliQ se equilibré con tampén C
(Tabla 5) a un flujo constante. Las especificaciones de esta columna son un pH maximo de 7,5y
de 0,3 M de NaCl. Para evitar el ruido, la cromatografia se realizé a flujo constante (0,45 ml/min)
filtrando y desgasificando el tampdn y la muestra antes de la inyeccidn. El detector Multi angle
light scattering (MALS, TREOS Il - Wyatt Technology), considerando la absorbancia UV a 280 nm
y las sefiales del indice de refraccién diferencial (dRI, Optilab® T-rEX - Wyatt Technology),
permite conocer el peso molecular absoluto de las poblaciones de proteinas separadas
previamente por SEC, incluyendo proteinas puras, oligdmeros nativos y heterocomplejos en

solucidn. Los programas empleados fueron Unicorn 7.1 para el FPLCy ASTRA 7.1.2 para el MALS.

Por ultimo, se caracterizé el grado de dispersién de la muestra mediante el sistema de
dispersion de luz dindmica en cubeta (Dynamic light scattering, DynaPro® NanoStar® - Wyatt

Technology).

5. Péptidos sintéticos

Usando las coordenadas de la estructura resuelta del complejo Erb1l/Ytml de
Chaetomium thermophilum [130], se realizé un disefio guiado por la estructura de una serie de
péptidos sintéticos. A partir de los resultados del apartado 1.2. de la parte Il de Resultados,
disefiamos una variedad de péptidos sintéticos (Tabla 27). Tres se sintetizaron con una molécula
de biotina en su extremo N-terminal para ensayos de interaccion péptido-proteina y dos fueron
disefiados con la secuencia homoéloga en humanos de Erb1 (Bopl) y una secuencia denominada
TAT en el extremo N-terminal para atravesar las membranas celulares [210,212]. Asimismo, uno
de ellos se sintetizd con la molécula fluoresceina isocianato (FITC), precursor activado de la
fluoresceina, en el extremo N-terminal [224]. Los péptidos fueron comercialmente obtenidos de
Synpeptide Co., Ltd Shangai, China. La pureza y composicién de cada péptido fueron

confirmadas por espectrometria de masas y HPLC por Synpeptide.

92



MATERIALES Y METODOS

6. Experimentos de unidn in vitro

6.1. Ensayos de precipitacion

Los ensayos de precipitacion permiten detectar interacciones fisicas proteina-proteina.
Se utiliza una proteina diana etiquetada inmovilizada a una determinada resina y se incuba con
una segunda proteina sin etiqueta o con una etiqueta diferente. Si ambas proteinas

interaccionan entre si coeluiran juntas en las fracciones finales de elucién.

En este estudio, se incubaron 100-200 ug de proteina etiquetada pura con 50-100 ul de
resina previamente lavada con H,O miliQ y equilibradas con tampén C (Tabla 5) durante 1 h a
4°C con rotacién constante. El tipo de resina utilizada depende del tipo de etiqueta fusionada a
la proteina diana. Para proteinas con etiqueta 6xHis se usa la resina de niquel High Density Nickel
(ABT), para proteinas con etiqueta GST la resina Sepharose Glutathione 4B Beads (GE
Healthcare) y para etiquetas de MBP la resina de amilosa (NEB). Tras la incubacion de la proteina
diana con la resina correspondiente, se lavd con 1 ml de tampédn C (Tabla 5) por centrifugacion
durante 1 min a 6.000 x g a 4°C para eliminar la fraccidon de proteina no unida. Posteriormente,
se afadié la segunda proteina sin etiqueta o con una etiqueta diferente a la primera en
cantidades equimolares y se dejo incubar durante 1 h a 4°C a rotacién constante. Se recogio el
sobrenadante que contenia la fraccidn no unida y se lavd la resina 3 veces con 1 ml de tampdn
C en pulsos de centrifugacion de 5 s a 6.000 x g. Finalmente, la resina con las proteinas unidas
se calenté 10 min a 95°C con 30 pl de tampdn de carga SDS-PAGE 5x. Las muestras recogidas
durante el ensayo (las fracciones de proteina no unida, lavados y resina) se cargaron en geles

SDS-PAGE al 10%.

6.2. Ensayos de Interferometria de bicapa (BLI)

La interferometria de bicapa (BLItz®, Pall Fortébio Corp.) es un sistema que permite la
identificacion de las interacciones entre proteinas y otras biomoléculas en gotas de unos 4 pl de
muestra. En BLI se inmoviliza la molécula ligando en la punta del biosensor de fibra éptica y,
posteriormente, se sumerge en la solucidn analitica que contiene la segunda molécula de union.
El sistema mide la luz que se refleja al incidir luz blanca en la capa interna del biosensor, capa de

referencia, y en la proteina inmovilizada. Si se produce la unidn, hay un desplazamiento en la
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longitud de onda reflejada en la punta del biosensor y, de este modo, calcula las constantes de

asociacion (ka), disociacidn (kqg) y constante de afinidad Kp.

[A]#[B] kg

A+B=AB Ko = [AB] = K

Las ecuaciones de la fase de asociacidn y disociacion implementadas en el sistema BLITz®

en una reaccion de interaccion 1:1 se detalla a continuacion:

y = Rmax kd (1 _ e—(ka*[Analito]+kd)X)

1+ k, * [Analito]

siendo y = y, e ka(x=%o)
1
Yo = Rmax i+ kq
k, * [Analito]

(1 _ e—(ka*[Analito]+kd)x0

Punta del
biosensor.

@ 12 Proteina

# 22 Proteina

Luz reflejada

«—Capa optica

U
Tampon

s 0
Andlisis de interaccion
‘ | . | N
Fase de asociacion Fase de disociacion

‘ Inmavilizacién

Linea base
inicial ‘
| | I 1] | \ | \
= Tiempo
Tampén 12 Proteina Tampén 22 Proteina sin etiquetar Tampén
etiquetada o con etiqueta diferente

Figura 16. Esquema del ensayo de Interferometria de bicapa (BLI). Figura adaptada de Miiller-Esparza et
al., 2020 [225].

Para los ensayos BLI se realizé el siguiente protocolo: los sensores se equilibraron con
250 pl de tampodn C (Tabla 5) durante 10 min. Se establecid la linea base incubando el sensor en
tampdn C. Posteriormente, 4 pl de la proteina diana se inmovilizd en sensores de Ni-NTA

(FortéBio) que contenian niquel para proteinas con etiqueta de histidinas, sensores anti-GST
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(FortéBio) para proteinas con etiqueta GST y sensores de estreptavidina (FortéBio) para péptidos
marcados con biotina durante 180 s. A continuacién, se equilibré durante 60 s en tampdn Cy se
incubé con 4 ul de la segunda proteina sin etiqueta o con una etiqueta diferente para evitar
uniones inespecificas al sensor a diferentes concentraciones (0,5 — 20 uM) durante 180 s, etapa
de asociacién vy, finalmente, se afiadié tampdn C durante 180 s para completar la etapa de
disociaciéon. Los ensayos con distintas proteinas diana se encuentran resumidos en la Tabla 7. El
programa para el calculo de las constantes de afinidad fue BLItz Pro1.2. El sistema de BLI estd

representado esquematicamente en la Figura 16.

La regeneracién de los biosensores de Ni-NTA se produjo sumergiendo la superficie del
biosensor en 10 mM glicina pH 1,9 durante 5 s, PBS 5's, 10 mM NiCl; durante 1 min, PBS durante
55y 15% (p/v) sacarosa en PBS durante 5 min. Los biosensores anti-GST fueron regenerados con
10 mM glicina pH 1,9 durante 5 s y PBS y los de estreptavidina con 0,5 mM NaOH pH 10 durante

10 min y PBS. Finalmente, todos los biosensores se secaron durante 5 min a TA.

Tabla 7. Ensayos de BLI realizados en este trabajo. (*) El ensayo se realizé6 con tampén C (Tabla 5)
suplementado con 0,05% (p/v) de BSA.

Proteina inmovilizada Concentracion

Tipo de biosensor . ) Proteina secundaria
al biosensor 12 Proteina (pug/ml)
CtNop7 50 pg/ml CtErbl
CtNop7 30 ug/ml CtErbliass
CtErbl 80 pg/ml CtYtml
Ni-NTA CtYtml 80 ug/ml CtErb1
ScNop7 30 pg/ml ScErbl
ScErb1l 30 pg/ml ScDrs1
ScPeBoW 50 ug/ml ScDrs1
ScNoc2 50 pg/ml ScErbl
ANti-GST ScDrs1 30 ug/ml ScErb1
ScDrs1 30 pg/ml ScPeBoW
ScHas1 50 ug/ml ScErb1
o Biot-P1* 50 pg/ml CtYtml
Estreptavidina -
Biot-P3* 50 ug/ml CtYtml
Biot-P6* 50 ug/ml CtErb1

6.2.1. Ensayos de interferencia por péptidos sintéticos

El potencial de interferencia de los péptidos se evalud segln su capacidad de interferir en

la cinética y afinidad del complejo entre CtErbl y CtYtm1 usando BLI con biosensores de Ni-NTA
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y tampdn C (Tabla 5) con 5% (v/v) de glicerol. Inicialmente se establecié |la constante de afinidad
de referencia entre CtErbl y CtYtm1 como se ha descrito en el apartado anterior. Una solucidn
a 80 pg/ml de CtErbl fue inmovilizada al biosensor para obtener las curvas de afinidad con
concentraciones crecientes de CtYtml. De acuerdo con esto, la evaluacién de los péptidos
derivados de CtErb1 (P1-P3, Tabla 27) se realizé usando 5 uM de CtYtm1 previamente incubada
durante 30 min con concentraciones equimolares de cada péptido determinandose nuevos
valores de Kpfrente a CtErb1 a 80 ug/ml inmovilizado en sensores Ni-NTA. De forma similar, para
estudiar la competencia en la unidén que ejercian los péptidos derivados de CtYtm1 (P4-P6), una
solucion a 80 pg/ml de CtYtm1 fue inmovilizada en biosensores Ni-NTA para obtener las curvas
de afinidad con concentraciones crecientes de CtErbl. La concentracion seleccionada de CtErbl
usado como analito fue de 20 uM. Cada péptido derivado de Ytm1 (P4-P6) fue evaluado
preincubando con concentraciones equimolares y 20 puM de CtErbl a contra CtYtml

inmovilizado a 80 pg/ml.

6.3. Entrecruzamiento de proteinas

El entrecruzamiento de proteinas estabiliza interacciones entre proteinas mediante la
formacién de enlaces covalentes usando diferentes reactivos para unir quimicamente dos o mas
moléculas. Existe un amplio conjunto de agentes quimicos para marcar o unir proteinas. En este

caso, hemos usado los reactivos descritos en la Tabla 8 (Thermo Scientific™).

El complejo CtPeBoW a 1 mg/ml se mezclé con diferentes concentraciones de
entrecruzadores (de 10 a 200 veces mas en molaridad) en tampdn 50 mM Hepes pH 7,5 y 150
mM NaCl en un volumen final de 10 ul. La mezcla se incub¢ a diferentes tiempos y temperatura,
desde 5 min a TA hasta 16 h a 4°C y/o TA para identificar la mejor condicién de
entrecruzamiento. Tras el tiempo de incubacion, la mezcla de reaccién con Sulfo-SMPB y AMAS
se par6 afiadiendo 20 mM de Tris-HCI pH 8 y para el BS® 40 mM Tris-HCl pH 7,5 y 15 min a TA.
Posteriormente, se afiadieron 2 pul de tampdn de carga Laemmli 5x y se calentaron las muestras
10 min a 95°C. Como control se utilizaron las proteinas en ausencia de entrecruzador. Los 10 pl
de reaccion final se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 7,5% de acrilamida durante 1-2 h a 100 V
en tampon MOPS-SDS. Las bandas de proteinas de interés fueron extraidas del gel y enviadas al
Servicio de Protedmica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacidn Experimental (SCSIE) de
la Universidad de Valencia (Burjassot, UV) para su analisis por cromatografia liquida en tdndem

con espectrometro de masas (LC-MS/MS, Liquid chromatography tdndem-mass spectrometry).
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Tabla 8. Caracteristicas de los entrecruzadores utilizados en este trabajo.

; _ Peso Longitud
Nombre entrecruzador Férmula quimica .
molecular espaciadora
0 0]
AMAS (N-a-maleimidoacet- ~ 0 Y .
(N-a-mal ﬂ/%&“w} 252,18 Da 44A
oxysuccinimide ester) J v
BSS NaJ'C\E{(O o o
o-§ N o o 2
S ~ > i 572,43 Da 11,4 A
(bis(sulfosuccinimidyl)suberate) ° 6 O)J\N\/\gojﬁff‘f:g
! .
Sulfo-SMPB (sulfosuccinimidil 4- Wl ¢ o /\\_E\\ 45838 D 116 A
oA ) ’ a ,
(N-maleimidophenil)butyrate) ¥ QN‘OA-«“‘“-/H\%J °

6.4. Ensayos de estabilidad térmica de proteinas en presencia de péptidos
sintéticos
Los ensayos de termofltor (differential scanning fluorimetry, DSF) [226] sirven para
conocer la estabilidad de las proteinas basdandose en la desnaturalizacidn térmica de las mismas.
El fluoréforo SYPRO®Orange Protein Stain Gel (Supelco, Merck-Sigma®) en disolucién acuosa no
tiene capacidad de emisidn, pero la adquiere cuando estd en un entorno hidrofdbico. La proteina
cuando se encuentra en su forma nativa no interacciona con el fluoréforo y no hay emisiény, a
medida que aumenta la temperatura, se desnaturaliza uniéndose el fluoréforo a las superficies

hidrofdbicas expuestas emitiendo fluorescencia.

Antes de comenzar el ensayo, el péptido P3 (Tabla 27) se resuspendié en el mismo
tampdn que la proteina diana CtYtm1 (50 mM Hepes pH 7,5, 150 mM NacCl) y el péptido P1 fue
solubilizado en tampdon 10 mM Tris-HCI pH 8,8. Se mezclaron 10 uM de CtYmtl con
concentraciones de péptidos sintéticos de 1 mM en reacciones de 60 ul de volumen final. Se
afiadié SYPRO®Orange a 5x de concentracién final en los 60 pl de reaccién y se dispensaron 20
ul/pocillo para hacer triplicados de cada concentracién en placas de 96 pocillos. Se usé como
referencia la determinacion de la temperatura de desnaturalizacion (Td) de la proteina aislada.
Posteriormente, se selld la placa con un plastico transparente, se centrifugd 1 min para bajar el
volumen de los pocillos y se introdujo en un sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Applied
Biosystems). El aparato midié la fluorescencia gradual generada por SYPRO®Orange cuando
aumentd 1°C/min la temperatura desde los 20 a los 85°C en 65 ciclos. El ensayo se realizd por
triplicado para cada concentracion y el promedio de los datos fue analizado usando el programa

GraphPad Prism 9.

97



MATERIALES Y METODOS

6.5. Termoforesis a microescala (MST)

La termoforesis a microescala (MST) permite la determinacion de los pardmetros de
afinidad entre una molécula y un ligando. Se basa en cuantificar un cambio de fluorescencia de
la muestra inducido por un cambio de temperatura. Se marca la proteina con un determinado
fluoréforo y se mezcla con el ligando no marcado sometiendo a la muestra a un gradiente de
temperatura dentro de un capilar de vidrio. El protocolo de termoforesis de Nanotemper
Technologies permite cuantificar el grado de marcaje de la proteina con el fluoréforo vy
determinar si existe interaccién con una concentracion fija de proteina marcada frente a la
concentraciéon maxima de ligando permitida. Finalmente, se preparan 16 capilares de vidrio con
la misma concentracién de proteina marcada con la molécula fluorescente y diluciones seriadas
de ligando. El movimiento de las moléculas en los capilares es producido por un microgradiente
de temperatura (2 a 6°C) inducido por un laser infrarrojo. Un laser con luz excita a la molécula
fluorescente unida a la proteina y la fluorescencia emitida es monitorizada en el tiempo. MST
permite cuantificar la fluorescencia emitida por el fluoréforo unido a la proteina determinando
las constantes de afinidad del complejo proteina-ligando. Las curvas resultantes representan la

fluorescencia normalizada de todas las trazas de MST frente a la concentracién de ligando [227].

La termoforesis se utilizd para determinar la afinidad entre CtYtm1 y el P1 (Tabla 27).
CtYtm1 fue marcada con el fluoréforo Red-NHS 2nd Generation (NanoTemper Technologies)
siguiendo el protocolo del fabricante. Posee un grupo éster que reacciona con aminas primarias
(residuos de lisina) para formar enlaces covalentes. Se mezclaron 100 pul a 10 uM de proteina
con 300 uM de fluoréforo durante 30 min a TA en oscuridad. Se usd 5 nM de proteina marcada
en tampdn 50 mM Hepes pH 7,5, 150 mM NaCl suplementado con 0,1% (v/v) de Plurénico F-127
y se mezcldé con 16 diluciones seriadas de P1 (1.230 uM a 0,0751 uM) en capilares de vidrio
Premium Coated Capillaries (K005, NanoTemper Technologies) en el mismo tampdn. De forma
similar, la unién entre CtYtm1 y P3 usando MST fue testada usando el mismo tampdn para
CtYtml y P3. Las mediciones se realizaron cada 10 min durante 50 min en el instrumento
Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies). El ajuste de las curvas y los calculos de la Kp
fueron analizados de tres experimentos independientes con el programa M.O. Affinity Analysis

software (NanoTemper Technologies).

98



MATERIALES Y METODOS

7. Caracterizacion estructural

7.1. Dispersion de Rayos X de angulo reducido (SAXS)

La dispersion de Rayos X de angulo reducido (SAXS) es una técnica analitica que mide las
intensidades de los rayos X dispersados por una muestra en funcion del angulo de dispersion.
Las mediciones de SAXS se realizan en angulos de dispersion muy pequefios, generalmente de
0,1 a 5°. La informacién obtenida de los experimentos de SAXS permite estimar el peso
molecular, oligomerizacién, flexibilidad, plegamiento y proporcionar una envoltura
tridimensional de las proteinas, entre otras aplicaciones [228,229]. La informacién
proporcionada por SAXS es de baja resolucién, entre 15-50 A. Un haz de rayos X es focalizado a
través de una serie de filtros atravesando una muestra en solucién. Cuando los rayos

interaccionan con la muestra el detector recoge el patrén de dispersién producido (Figura 17).

'Oi Proteina

5 .

= v en solucion
|

Cromatografia de
exclusion molecular

Valvula
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Rayos X incidentes / Rayos X transmitidos
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Detector 2D

Figura 17. Representacion esquematica de un experimento de SEC-SAXS.

El rango de dispersién del angulo es controlado por cambios en la distancia de la muestra
con el detector. La informacion antes del procesado es el patrén de dispersion generado por la
muestra, representando sus distancias atdmicas. Uno de los puntos clave para los experimentos
de SAXS es la preparacién de la muestra que debe ser altamente pura, monodispersa y diluida
en un tampdn sin detergente y baja concentracion de sales. SAXS cubre todos los atomos

presentes en la muestra, incluyendo los componentes del tampdn. Por tanto, si el tampdn
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presenta componentes que perturben el patrén de dispersion inicial, la sustraccion de dicho

ruido dificultaria obtener el patrén de dispersién de la muestra [230].

Las muestras CtPeBoW y ScPeBoW se enviaron a la linea B21 del sincrotrén Diamond
Light Source Ltd (Didcot, Oxfordshire, Reino Unido) a través de una ruta de acceso rapido para
su analisis estructural mediante SEC-SAXS [231]. Una vez admitida la solicitud, se enviaron 100
ul de las muestras a una concentracién de 3,7 y 5,5 mg/ml, respectivamente, en tampdén 50 mM
Hepes pH 7,5 y 150 mM NaCl. La muestra se inyectd en una columna Shodex™ KW-403 (10-700
kDa) a un flujo de 0,16 ml/min en un sistema HPLC Agilent 1200. Las eluciones fueron
atravesadas por un haz de rayos X (6-23 keV) cuando pasaban a través de un capilar fino y el

patrdn de dispersion producido fue detectado por un Eiger-detector 4M.

Los datos crudos proporcionados por el sincrotréon son un conjunto de imagenes en
secuencia de la dispersién de rayos X (frame by frame) conforme el flujo de muestra pasa por el
capilar. Los datos crudos fueron procesados por el sincrotrén utilizando la herramienta Dawn
(archivos de salida .dat) (Diamond Light Source). Una vez procesados, se continud el andlisis
usando la herramienta ScAtterlV (desarrollada por Robert Rambo, Diamond Light Source).
Cargando los archivos .dat en la pestafia SEC, el programa organizé por orden los fotogramas
procesados por Dawn trazando el perfil del cromatograma. ScAtterlV permitié seleccionar la
region de menor intensidad (tampdn) y la de mayor intensidad, regidon correspondiente al
analito (pico), para sustraer el perfil de dispersién del tampdn. Una vez seleccionada la region
del pico de interés, el programa compard cada fotograma de dispersién con todos los demas
fotogramas seleccionados en esa area mostrando un mapa de correlacion por colores. Los
puntos en color cian son los que muestran mayor similitud de perfiles de dispersion y los de
color magenta los mas discrepantes. Se selecciond un punto de color cian (de alta correlacién)
generandose una grafica de intensidad de sefial (1) en escala logaritmica frente a q (amplitud del
vector de dispersion). A continuacidn, se unieron los fotogramas correlacionados con la funcién
Merge. En la pestafia Analysis, en el apartado Guinier Peak Analysis, se eliminaron algunos
puntos para ajustarlos lo maximo posible a la recta de la grafica In [I(g)] frente a q? (Guinier Plot).
Se realizé para descartar los datos de baja resolucidn, posibles errores en la correlacion y para
tener mas fiabilidad del valor del radio de giro (Rg), es decir, el andlisis Guinier fue usado como
criterio preliminar para evaluar la calidad de los datos de SAXS siendo el primer punto de
modulaciéon de los datos. Ademas, con esta grafica podemos determinar si existe interferencia
interparticulas o agregacion de la muestra y el valor del radio de giro (Rg). El Rg describe el

volumen de distribucion de una muestra, es decir, se refiere a la distancia cuadratica media de
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todas las particulas desde el eje de rotacion del espacio reciproco de la particula. Finalmente, se

truncaron los datos a una g maxima de 0,15.

También se generd el gréfico Kratky ([g? x 1(q)] vs q) para averiguar el estado de
plegamiento de la proteina. Segun la forma de la curva se puede deducir si la proteina esta bien,
parcialmente plegada o desplegada. Posteriormente, se analizé la funcién de distribucién de
distancia por pares (P(r)) a un valor maximo de q de 0,3 A. La funcién de distribucién P(r) es una
transformada de Fourier del perfil de difraccidn. Esta funcidn estima la probabilidad de forma
de la particula y la Dmax (maxima dimensién lineal o distancia intramolecular maxima) ajustando
sus valores al perfil esperado segln la naturaleza estructural del analito. Para proteinas
globulares, se espera que la curva de la P(r) sea parecida a una campana de Gauss centrada. La
Dmax representa la distancia lineal mas larga de una proteina, en otros términos, el ancho
maximo de la particula y se obtiene cuando la curva de P(r) cae suavemente hasta el valor cero.
Si la P(r) llega abruptamente al valor cero indicaria que la Dmax elegida es demasiado pequefia y
debe aumentarse. Se acortaron los datos experimentales a una Dmax diferente para el complejo
ScPeBow y CtPeBoW. También se generaron las curvas Porod-Debye [232] para el estudio de la
flexibilidad de cada complejo, en las cuales una curva ascendente que alcanza una meseta en
fase final indica proteinas con flexibilidad baja; en cambio, para moléculas con alta flexibilidad

la curva continua ascendiendo.

Ademas del programa ScAtterlV, el procesamiento de los datos se continué con el
paquete de programas ATSAS [233] (EMBL, Biological Small Angle Scattering, BioSAXS,

Hamburg):

= Primusqt. Fue el primer programa usado para determinar la calidad de los datos
experimentales. Se cargaron los archivos de salida del programa ScAtter generando también los

graficos de Guinier, Kratky, estimacidn del radio de giro y del peso molecular.

= Damminf (Fast Dummy Atom Model Minimization). Los archivos de salida del programa
Primusqgt (gnom) con una determinada Dmax Seleccionada se cargaron en el programa online
Damminf. Es un programa de modelado molecular que generé 20 envolturas de cada complejo.
Ademas, cred los archivos de salida tipo texto damsel y damsup donde se clasificaron los
modelos obtenidos segln la menor discrepancia espacial normalizada (NSD). Los modelos
tridimensionales ab initio originados se promediaron con el programa Damaver. Damaver alined
las estructuras y generd un modelo promedio. Finalmente, se filtraron las envolturas obtenidas

con Damfilt. La herramienta Supcomb permitid la superposicion del modelo filtrado por Damfilt
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con una estructura modelo. La visualizacién de las envolturas generadas se realizd a través de

PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schrédinger, LLC.).

El ajuste de la curva experimental de SAXS y la curva tedrica para comparar modelos
atémicos y envolturas de SAXS se realizd a través del servidor web FoXS [234,235] obteniendo

valores de x2.

El peso molecular experimental de cada complejo se obtuvo mediante el programa

primusqt del paquete ATSAS [233] y el servidor SAXSMoW (SAXS Molecular Weight) [236].

La herramienta informatica DENSSWeb (Density from Solution Scattering, Center for
Computational Research, University of Buffalo) se utilizé para calcular el mapa de densidad

electrénica promedio ab initio de cada complejo de los datos procesados de SEC-SAXS [237].

7.2. Microscopia electrénica de transmisién por tincidon negativa (NS-TEM)

La obtencidn de un modelo tridimensional del complejo PeBoW se realizé mediante
microscopia electrénica de transmisidn por tincién negativa. Se prepararon gradillas de tincidn
negativa de las muestras CtPeBoW, CtPeBoW [MBP-CtErb1] y ScPeBoW. Las eluciones de cada
complejo correspondientes al pico del cromatograma de exclusion molecular (columna
Superosa 6 increase 10/300 GL, GE Healthcare) fueron diluidas a 0,05 y 0,025 mg/ml en tampdn
C (Tabla 5) y se usaron para preparar rejillas de tincion negativa de tipo 400 Square Mesh Copper
3,05 mm (G2400C, Agar Scientific). La tincidon de las gradillas fue realizada por el Servicio de
Microscopia electrdnica del Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV, Valencia). El depésito de
carbono de 7 nm de espesor/gradilla se realizé con el recubridor de alto vacio Leica EM ACE600
(Leica Microsystems). El carbono depositado sobre ellas se sometié a un tratamiento de
ionizacion conocido como glow discharge que consigue eliminar impurezas y generar una
superficie hidrofilica para depositar la muestra. Se realizé utilizando la misma maquina Leica EM
ACE600 (Leica Microsystems) a 10 mA durante 30 s y 3,0E-1 mbar de presion. Tras el
tratamiento, se procedio a la preparacién de distintas muestras con el siguiente protocolo de
tincidon. Se depositaron 4 ul de proteina en cada gradilla incubandose 30 s. Usando papel
Whatman® No.1 (blotting) se retird el exceso de muestra y las gradillas fueron tefiidas con 3
gotas sucesivas de acetato de uranilo al 0,5% (p/v) dejando la ultima gota durante 30 s. Por
ultimo, se procedid a la retirada completa de liquido dejando seca la gradilla y lista para su

visualizacidon al microscopio. Las gradillas preparadas se visualizaron a 100 V usando un
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microscopio TEM Hitachi HT7800 120 Kv en el Servicio de Microscopia de la Universidad de
Valencia (UV) con una camara digital 20 Mpx CMOS EMSIS XAROSA a 70K u 80K de magnificacién.
El tamafio de pixel calibrado fue de 1,863 A/pixel. Se recogieron entre 40-50 micrografias de

cada muestra.

7.2.1. Procesado de las muestras de NS-TEM

Las distintas micrografias fueron procesadas mediante el paquete de programas Scipion
3 desarrollado por el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB, Madrid). Junto con el Servicio de
Microscopia Electrdnica del IBV, se procesaron las micrografias recogidas con la aplicacidon
Xmipp3. Con la herramienta manual-picking Xmipp3 se seleccionaron entre 15 y 20 particulas
de un area de una micrografia, con auto-picking Xmipp3 se seleccionaron automaticamente
todas las particulas del mismo tipo y se exportaron sus coordenadas con el programa Extract
Xmipp3. CI2D align Xmipp3prot alined todas las particulas seleccionadas. Posteriormente, se
clasificaron las imagenes mediante un algoritmo de agrupacién en un determinado nimero de
clases con el programa cl2d Xmipp3 y Cryosparc. En todos los casos, se realizdé el modelo inicial
con Cryosparc. Para el refinado de estos modelos se usé el programa 3D non-uniform-
refinement de Cryosparc. Finalmente, se realizé una clasificacion 3D con Relion. La visualizacion

del mapa 3D final se realiz6 con UCSF Chimera [238].

7.3. Crio-microscopia electrénica

Los complejos CtPeBoW y CtPeBoW [MBP-CtErb1] purificados por exclusion molecular
(columna Superosa 6 increase 10/300 GL, GE Healthcare) fueron diluidos entre 0,5y 1 mg/ml en
tampon C (Tabla 5) para preparacién de crio-gradillas de Quantifoil R 1.2/1.3 grid Cu 300
(Electron Microscopy Sciences) utilizando el sistema Automatic Plungee Freeze EM GP2 (Leica
Microsystems) a distintos tiempos de blotting (3,5 a 5 s). El glow discharge de las gradillas se
realizo siguiendo el mismo protocolo detallado en el apartado anterior con el recubridor de alto
vacio Leica EM ACE600 (Leica Microsystems). Posteriormente, las gradillas fueron congeladas en
etano liquido y almacenadas en crio-cajas en nitrégeno liquido. Se realizé un cribado de cada
una de las gradillas de cada condicidn por el Servicio de Microscopia Crioelectrénica del CNB
(Madrid) con el microscopio 200 kV FEI TALOS Artica, equipado con un cargador automatico y

un detector de electrones directo Falcon IlI.
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7.4. Ensayos 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 o MRC3, segun el nimero de gotas por placa.
Se disponian 2 gotas de proteina purificada en las placas MRC2 y 3 en MRC3 a distinta
concentracién con solucidon madre junto con un pocillo reservorio de tampdn de cristalizacion.
La concentracion de agente precipitante en el reservorio es mayor que la de la gota permitiendo
que se realice un equilibrio a través de la difusidon de vapor hasta que ambas concentraciones se
igualen por la evaporacidn de agua o de otros precipitantes mas volatiles, como el isopropanol.
Las placas de cristalizacion eran cribados comerciales con distintos tampones a distintos pH y
precipitantes denominados JBScreen Classic HTS | y HTS Il (Jena Bioscience) y Wizard | y |l
(Emerald BioSystems). Se dispensaron 0,3 pl de proteina purificada junto con 0,3 pl de solucién
madre por un equipo de nanodispersién (HoneyBee X8, Genomic Solutions) por el servicio de
Cristalogénesis del IBV. Las placas se incubaron a 21°C durante un tiempo variable (de semanas
a 6 meses) para la aparicion de cristales. Los cristales se congelaron en nitrégeno liquido
captandolos con lazos de nylon de didmetros variables entre 0,025 y 0,1 mm (Hampton

Research) segln su tamafio y pasandolos por solucién con condiciones crioprotectoras.

Se dispusieron placas para cristalizacion con las proteinas ScNop7/ScErb1 apareciendo
cristales a 28,5 mg/ml en tampdn C (Tabla 5) con 5% (v/v) de glicerol junto con la solucién madre
100 mM Tris-HCI pH 8,5 y 2% (v/v) etanol. También aparecieron cristales en placas con el
heterotrimero CtPeBoW a 34 mg/ml en la condicion 20% (v/v) PEG 8.000, 100 mM Tris-HCI pH
8,5, 200 mM cloruro de magnesio. Fueron congelados con 30% (v/v) PEG 8.000. Asimismo,
aparecieron cristales en placas con la proteina CtDrs1 a 8,24 mg/ml en tampdn C (Tabla 5) con
0,5 M de NaCl junto con la solucién reservorio 12% (v/v) PEG 4.000, 100 mM Hepes pH 7,5y 100

mM acetato de sodio.

7.4.1. Recogida y procesado de datos cristalograficos

Los cristales fueron difractados en sesiones remotas o presenciales en la linea BL13-
XALOC del sincrotrén ALBA (Cerdanyola del Vallés, Espaiia) y las lineas 14 e 124 de Diamond Light
Source Ltd. (Didcot, Oxfordshire, Reino Unido). En una recoleccion de datos cristalograficos, el
cristal es difractado por una fuente de rayos X en muchos rayos discretos cada uno de los cuales
produce una reflexion (spot) en una pantalla. Las posiciones y las intensidades de esas

reflexiones contienen la informacion necesaria para determinar la estructura molecular. Los

104



MATERIALES Y METODOS

datos de difraccidn fueron procesados usando IMosflm v 7.2.1. [239] del paquete CCP4 [240] o
partiendo de los datos procesados por el sincrotron a través del programa XDS [241]. IMosflm
realiza el indexado de los spots del patrén de difraccion de forma automatica y la integracion de
las imagenes y genera un archivo de salida en formato mtz que incluye indices de reflexién, las
intensidades de cada reflexion y desviaciones estdndar. Una vez indexado, se conoce la
orientacién del cristal, las dimensiones de la celda unidad y la geometria de la red cristalogréfica
en base a las dimensiones de la celda unidad [242]. La celda unidad es el elemento de volumen
mas pequefo y simple que es completamente representativo del cristal entero. Si conocemos el
contenido exacto de la celda unitaria, podemos imaginar el cristal entero como una matriz de
muchas celdas unitarias apiladas uno encima del otro. El programa Matthews_coef [243] de
CCP4 permitid estimar el niumero de moléculas en la unidad asimétrica a partir de las
dimensiones de la celda unidad y del peso molecular o el nimero de residuos de una molécula
[244]. Para una reduccién y escalado de los datos de difraccion y asignacion del grupo espacial
se utilizo el programa Aimless de CCP4. Este programa corre simultdneamente los subprogramas
Pointless, Scala y C-truncate. El proceso de escalado compara las reflexiones del mismo indice
que fueron medidas desde mds de un cristal o en mas de una posicién y reescalar las
intensidades. Asi, a reflexiones idénticas se les da idénticas intensidades. Tras el escalado vy la
agrupacion, C-truncate se encarga de determinar la amplitud (F) de las reflexiones a partir de las
intensidades (l). A lo largo de todo el procesado existe una serie de indicadores que reflejan la
calidad de los datos. Mean |/o, representa la intensidad de sefial sobre el ruido, su valor debe
ser superior a 1,5. El indicador de precision Rmerge es el error en la asighacién de la intensidad
de los spots. Rmeas=Rrim es el error anterior, pero teniendo en cuenta el nimero de
observaciones realizadas. Rpim es el error en la asociacion de la intensidad de los datos ya
agrupados, valor inferior a 0,4. El coeficiente de correlacion CCy», divide los datos
experimentales aleatoriamente en dos mitades y mide la correlacion entre las intensidades de
las reflexiones entre ambos grupos. Su valor oscila entre 1 como buena correlacién y 0 como

maxima discrepancia [245-247].

Para conseguir una representacion de la densidad electrénica de la celda unidad, se
deben calcular los factores de estructura que describen los rayos X difractados que producen las
reflexiones medidas. Una completa descripcion de un rango difractado, como cualquier
descripcién de una onda, debe incluir tres pardmetros: amplitud, frecuencia y fase. La frecuencia
lo da la fuente de rayos X, la amplitud es proporcional a la intensidad de cada reflexion, pero la
fase es desconocida. Las fases cristalogréficas fueron obtenidas por reemplazo molecular

usando Phaser-MR o Balbes de CCP4 [248,249].
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7.5. Procesamiento para analisis y representacion de estructuras y secuencias

= E| servidor IUPred2 [250] se utilizd para identificar regiones desordenadas en las

secuencias de proteinas.

= El programa Prosite (Expasy) [251] para el estudio de los dominios vy sitios funcionales

de las proteinas.

= ProtParam (Expasy) [222] se utilizé para averiguar el peso molecular, punto isoeléctrico

y coeficiente de extincién molar tedrico de cada secuencia aminoacidica.

= Los alineamientos multisecuencia se realizaron con el servidor ClustalW [252] con una

penalizacion de creacidn de huecos de 10,0 y de extensién de 0,1 a través de la matriz BLOSUM.

= La asignacion de estructura secundaria se realizé con el programa DSSP (diccionario de

estructura secundaria de proteina) (CMBI versién 3.1.4) [253].

= Los calculos de superficie se realizaron utilizando las interfaces de proteinas, las
superficies y los ensamblajes con el servidor PISA del Instituto de Bioinformatica Europeo [254]
usando un modelo del Banco de datos de proteinas (Protein Data Bank, PDB) y escaner de
alaninas in silico de la superficie de interaccidon usando DrugScorePPI Web Interface [255].

= El escaneo de alaninas realizado por DrugScore™

[255] permite predecir cambios en la
energia libre de Gibbs (AG) al sustituir in silico los residuos que se encuentran en la interfaz
proteina-proteina por alaninas. Este escaner produce un mapa de interacciones criticas para la
unién de proteinas. Los residuos que presentan un valor mas alto de energia libre al mutarlos
por alanina indicarian una mayor contribucidn a la formacién del complejo proteina-proteina. El
programa también calcula los valores de profundidad en relacién a la superficie de un residuo
en la proteina diana. Cuanto mayor sea su valor, mayor grado de profundidad tendria ese

residuo en la proteina diana. El programa computa la variacion de la energia libre de Gibbs del

complejo “mutado” de la siguiente forma: AAG DrugScore®™ = AG** ompiejo— AGY complejo-

= El programa Contact del paquete CCP4 [240] se utilizd para identificar los residuos
involucrados en la interaccion del heterodimero Erb1/Ytm1 usando como archivo de entrada un

fichero de coordenadas PDB.

106



MATERIALES Y METODOS

= Los graficos moleculares fueron visualizados con COOT [256], UCSF Chimera [238] y

PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schrédinger, LLC.).

8. Ensayos realizados en Saccharomyces cerevisiae

8.1. Plasmidos, oligonucleétidos y cepas de Saccharomyces cerevisiae

Las cepas de levaduras de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo se
muestran en la Tabla 9. Las construcciones de Nop7-TAP y Ytm1-TAP se obtuvieron de la libreria
Horizon (PerKinElmer company) cedidas por el Dr. Markus Proft (IBV, Valencia). El plasmido para
la construccion de Ipi3-HA fue generosamente donado por el grupo de la Dra. Susana Rodriguez

(IBV, Valencia).

Tabla 9. Cepas de levaduras utilizadas en este estudio.

Cepa Genotipo Referencia
BY4741 (WT) MAT a, leu2-A0, his3- A0, met15- AO, ura3- A0 Brachmann et al., 1998 [257]
MAT a, leu2-A0, his3- A0, met15- AO, ura3- AO, . .
Nop7-TAP Horizon (PerKinElmer company)
Nop7-TAP::HIS3
MAT a, leu2-A0, his3- A0, met15- AO, ura3- AO, . .
Ytm1-TAP Horizon (PerKinElmer company)
Ytm1-TAP::HIS3
MAT a, leu2-A0, his3- AO, met15- AO, ura3- AO,

IPI3-HA3::URA3

Ipi3-HA Este estudio

Tabla 10. Descripcion de los plasmidos empleados para etiquetar genes en levaduras.

Plasmido Descripcion Referencia
Integracion un ADN cassette con el marcador URA3 Longtine et al., 1998 [258]

pFA6a-URA3 .
y la etiqueta HA

Los cebadores disefiados para la integracién de la secuencia de Ipi3 en el plasmido se

aparece en la siguiente tabla:
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Tabla 11. Oligonucleétidos diseiiados para la transformacion de proteinas en levaduras. Las secuencias
en minuscula corresponden a secuencias de solapamientos con el vector (Fw: sentido directo; Rv: sentido

inverso).
Nombre cebador Secuencia 5’ - 3’
. ACATGCACGAAAAGCTGTACGAGGAACACCAACAGATGCTTGACAAGCAA
Ipi3 Fw tceggttctgetgctag
. TATTTTAATAACATTCCTATTTTATTGTACAAAATGCGCGACTATTCCGT
Ipi3 Rv cctcgaggccagaagac

8.2. Transformacion para integracion de producto de PCR en Saccharomyces
cerevisiae

El etiquetado de un determinado epitopo (HA) se realizé mediante la integracidon con
previa amplificacién por PCR de un cassette de ADN [259]. Este método utiliza cebadores
disefiados con dos regiones distintas. Una de ellas permite la recombinacion homédloga de la
secuencia diana cromosomal y la otra permite la amplificacién por PCR de una regién contenida
en un plasmido con un marcador de seleccion y una etiqueta. Los marcadores de seleccién que
se usaron en este trabajo fueron genes que completan la auxotrofia presente en las cepas

(URA3).

La reaccién de PCR se realizo utilizando 10-50 ng de plasmido en una reaccion de 50 pl
de volumen total siguiendo el protocolo de la polimerasa KAPA HiFi HotStart (Kapa Biosystems,

Roche) (apartado 1.2). El producto de PCR se purificd con el sistema NZYGelPure (Nzytech).

El cassette amplificado por PCR se transformé en levaduras mediante el siguiente
protocolo. En primer lugar, las células de levadura se inocularon en 30 ml de medio rico Yeast-
Peptone-Dextrose (YPD) (1% (p/v) extracto de levadura, 2% (p/v) peptona y 2% (p/v) glucosa)
hasta alcanzar una D.O.s00 de 0,5-0,8 a 180 rpm en un incubador a 30°C (Innova® 43 Incubator
Shaker, New Brunswick™). Posteriormente, se centrifugaron 3 min a 3.000 x g a 4°C y se lavaron
suavemente con 10 ml de H,O fria estéril y se volvieron a centrifugar. Las células se
resuspendieron en 1 ml de H,O fria estéril. A continuacién, se repartieron 120 pl de
células/transformacion en tubos de 1,5 ml, se centrifugaron a la misma velocidad y se descarté
el sobrenadante. Al precipitado celular se afiadieron 350 pl de la siguiente mezcla: 34.28 % (v/v)
PEG 3.350, 102 mM de Acetato de litio, tampdn TE (10 mM EDTA pH 8, 100 mM Tris-HCI pH 8),
100 pg de ADN de esperma de salmon (previamente hervido en TE durante 5 min a 95°C y
enfriado en hielo) y 1-2 pg de producto de PCR. Tras una incubacidon de 30 min a 30°C se calento
20 min a 42°C en agitacion y, posteriormente, se mantuvo en hielo durante 2 min. Se centrifugo

2 min a 900 x gy se resuspendié en 5 ml de medio YPD. Se dejé recuperando minimo 2 h a 30°C,
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se centrifugaron y se resuspendieron en 50 pl de H,0 estéril extendiéndose posteriormente en
placas de seleccion de YPD-agar (2% (p/v) agar). Las placas de seleccidn utilizadas fueron placas
SC-agar (0,17% (p/v) de Yeast Nitrogen Base sin aminoacidos ni sulfato de amonio, 0,5% (p/v)
sulfato de amonio, 2% (p/v) glucosa, 0,2% (p/v) mezcla de aminoacidos y 2% (p/v) agar para las
auxotrofias o marcadores (URA). Segun la auxotrofia se realizé una mezcla para 500 ml de 10
mg de adenosina (ADE); 50 mg de leucina (LEU); 10 mg de histidinas (HIS); 10 mg triptdfano
(TRP); 10 mg metionina (MET) y 15 mg lisina (LYS). Las colonias aparecidas se sometieron a
analisis por PCR y secuenciacién para confirmar el éxito de la transformacidn. Para preservar las
distintas construcciones se mezcld el cultivo crecido durante 16 h a 30°C con un 22% (v/v) de

glicerol estéril de concentracion final y se congelaron a -80°C.

8.3. Extraccion de ADN gendmico de levaduras y comprobacion por PCR

Las colonias que aparecieron a las 48-72 h después de la transformacion, se mezclaron
en 100 pl de cellex al 5% (p/v) con perlas de vidrio de 0,5 mm de diametro (BioSpec. Products).
Se alternaron 4 min de agitacion en vortex a 4°C con 4 min a 95°C para romper las células y se
centrifugaron 1 min a 21.000 x g. El sobrenadante se pasé a nuevo tubo y se midié la
concentraciéon de ADN gendmico con NanoDrop® (Thermo Scientific™). Posteriormente, se
realizd una PCR de comprobacién a partir de 100 ng de ADN extraido de cada construccion y
cebadores internos disefiados de cada proteina de interés con la polimerasa KAPA HiFi HotStart
(Kapa Biosystems, Roche) (apartado 1.2). El fragmento amplificado se mandé a secuenciar a la

compafiia Humanizing Genomics Macrogen (Macrogen Spain, Madrid).

8.4. Extraccidn de proteinas de levaduras

Para la extraccion total de proteina de cepas de levadura se usoé el protocolo modificado
de NaOH [260]. Se resuspendié una colonia positiva en 150 pl de NaOH/BME (1,85 M NaOH y
7,5% (v/v) de BME) y tras 10 min en hielo para romper la célula y precipitar las proteinas, se
centrifugd durante 1 min a 21.000 x g y se retird el sobrenadante. El precipitado se resuspendid
en 50 ul de tampdn de carga SDS-PAGE 2x, se calentd durante 3 min a 95°Cy se centrifugd 3 min
a 21.000 x g. Se cargaron 8 ul en un gel SDS-PAGE al 10% y se realizé un Western Blot (WB)
(apartado 10). Los anticuerpos utilizados para la identificacion de proteinas con la etiqueta

correspondiente se detallan en las Tablas 13 y 14.
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8.5. Purificacion por afinidad en tandem (TAP)

La técnica de purificacidon por afinidad en tandem (TAP) permite la purificacion de
complejos proteicos en levaduras bajo condiciones nativas. El método TAP requiere la fusion de
una etiqueta TAP a una proteina de interés en el extremo carboxi 0 amino terminal. La etiqueta
TAP contiene una proteina A (PA) que interacciona fuertemente con IgG y un péptido de unién
a calmodulina (CBP) separados por un sitio de corte de la proteasa del virus de tabaco (TEV)
(Figura 18). El protocolo realizado en este estudio sigue el procedimiento descrito en Puig et al.,

2001 con algunas modificaciones.

Etiqueta | Extracto celular

g
Sitio de corte 'O ~

@)
e , * < @ ©
Péptido de  Proteina A o
unién l ®

Proteinas
contaminantes

Primera columna

Resina IgG de afinidad

Proteinas
asociadas

Eluciéon por
corte con TEV

Resina de

- calmodulina

Elucién nativa l

Segunda columna
de afinidad

(EGTA)

e

Proteinas asociadas
identificadas por
LC-MS/MS

Figura 18. Esquema de la purificacion por afinidad en tandem (TAP). Figura adaptada de Huber, 2003
[262].

Las cepas que expresaban proteinas fusionadas con TAP crecieron a una D.O.g002-2,5 en
medio YPD, absorbancia correspondiente a unos 12-15 g de precipitado celular. El crecimiento
de 1 L de cada construccién se realizd en el incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New

Brunswick™) en matraces con aireadores de 2 L de capacidad a 30°C y 180 rpm. Se utilizaron 6
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L de cultivo de cada cepa para cada purificacién TAP. Posteriormente, las células fueron
colectadas por centrifugaciones de 5 min a 3.700 x g a 4°C, lavadas con H,0 y finalmente
resuspendidas en 40 ml de tampdn de lavado (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 1,5 mM
MgCl,, 0,15% (v/v) Nonidet P-40, 1 mM PMSF). Los precipitados se congelaron en nitrogeno

liquido y se guardaron a -80°C hasta su uso.

Las células se suspendieron en 25 ml tampdn de lavado suplementado con 1 mM DTT,
media pastilla de un céctel de inhibidor de proteasas (cOmplete™ Protease Inhibitor Cockail,
Roche) y 25 ml de perlas de vidrio de 0,5 mm de didmetro (BioSpec. Products). Las células fueron
lisadas en un agitador mecanico (Fritsch-Pulversitte) a 4°C en 3 ciclos de 4 min a 490 rpm con 1
min de reposo. El lisado fue centrifugado en varias fases. La primera de ellas a 23.400 x g durante
1 h a 4°C seguida de una ultracentrifugacién a 180.000 x g (Beckman Optima™ LE-80K
Ultracentrifuge, rotor 70Ti, Beckman Coulter) durante 40 min a la misma temperatura. El
sobrenadante se incubd con 500 pl de resina de 1gG (IgG-Sepharose 6 Fast Flow, GE Healthcare),
previamente lavada y equilibrada con tampdn de lavado, durante 1 h a 4°C a rotacién constante.
Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 940 x g durante 10 min y la resina se lavd con 10 ml
de tampodn de lavado y 0,5 mM DTT a través de una columna con un filtro de 35 um de tamafio
de poro (MoBiTec Molecular Biotechnology). Se incubd con 32 pug de la proteasa TEV en rotacion
constante durante 16 h. Esta digestién en el sitio de corte de la proteasa TEV libera al péptido
de unién a calmodulina como etiqueta de la proteina de interés generando el denominado
eluido TEV. Finalmente, el eluido TEV se purificd usando 250 pl de resina de calmodulina
(Stratagene®) en presencia de 4 mM CaCl,incubandolo durante 1 h en rotacién constante. Tras
laincubacién, la resina fue lavada con 10 ml de tampdn de lavado suplementado con 2 mM CaCl,
y 1 mM de DTT. La elucidn final se produjo incubando la resina con 350 pl de tampdn de elucién
(10 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM NaCl y 5 mM EGTA) durante 10 min a 37°C y 700 rpm
(Thermomixer® comfort, Eppendorf®). Este paso se repitié 3 veces. El eluido se sometid a una
precipitacidn con acido tricloroacético (TCA) a una concentracion final del 15-18% (v/v) durante
16 h a 4°C. El extracto de proteinas precipitado con TCA se resuspendié en 50 pul de tampdn de
carga para proteinas 5x y se calentd durante 5 min a 95 °C antes de ser separado por
electroforesis en geles SDS-PAGE al 10% y analizado por incubacién con anticuerpos por WB
(apartado 10) para el correcto seguimiento de la técnica TAP. El analisis del contenido proteico
del precipitado final fue resuelto por electroforesis en geles de gradiente del 4-15% de
acrilamida en condiciones desnaturalizantes (Mini-Protean TGX Precast Gels, Bio-Rad) y, en
algunos casos, las muestras se sometieron a analisis por LC-MS/MS. Las purificaciones TAP se

realizaron por duplicado. Los andlisis por LC-MS/MS se realizaron por el servicio de protedmica

111



MATERIALES Y METODOS

del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universidad de
Valencia (UV) siguiendo los estandares de ProteoRed Espaifa (www.proteored.org) y el SCISIE

de la UV (www.scsie.uv.es).

Los geles SDS-PAGE en gradiente se fijaron con una mezcla de 7% (v/v) acido acético y
40% (v/v) etanol durante 30 min en agitacién. La tincién de las proteinas se llevé a cabo con
Coomassie coloidal por el Servicio de Proteémica de la UV sumergiendo el gel en una solucion
comercial durante 16 h. El gel fue destefiido con sucesivos lavados de una solucién con 30% (v/v)

de metanol y 5% (v/v) acido acético.

Por otra parte, para la visualizacién del subcomplejo Nop7 aislado, se crecieron 3 L de
cepas con Ytm1-TAP hasta una D.O.s000,8. Se recogieron los cultivos y se resuspendieron en
tampodn de lisis como se ha descrito en el apartado anterior. Posteriormente, se sometieron a
sucesivas centrifugaciones hasta una ultracentrifugacién a 180.000 x g durante 45 min. Se
tomaron muestras de 8 pl del sobrenadante, se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 7,5% vy se
visualizaron las diferentes proteinas mediante un WB (apartado 10) incubando con anticuerpos

policlonales frente a Nop7 y Erb1 y anticuerpo anti-TAP para Ytm1-TAP (Tabla 13).

9. Experimentacion en células de mamifero

9.1 Cultivos de células de mamifero

La linea celular empleada en este trabajo fue HCT-116 (carcinoma de colon humano),
cedida por el laboratorio del Dr. Manuel Serrano (IRB, Madrid). Las células fueron cultivadas en
medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal
bovino inactivado (FBS), 1% (v/v) de L-glutamina, 100 pg/ml de penicilina y 100 pug/ml de
estreptomicina (Lonza) en una atmdsfera humidificada a 37°C con una saturacién de CO, del 5%

(v/v).

9.2. Ensayo de viabilidad celular

El uso extendido de las sales de tetrazolium para medir la supervivencia celular depende

de la actividad enzimatica de las deshidrogenasas mitocondriales. Las enzimas oxidorreductadas
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dependientes de NAD(P)H reducen las sales de tetrazolium a formazdn [263]. El agente de
proliferacién celular WST-1 (Roche) es una solucién ligeramente roja que contiene WST-1 (2-(4-
iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt) y un
reactivo de acoplamiento de electrones en tampdn PBS. La formacién de formazan (color rojo
oscuro) por la reduccién de WST-1 se cuantifica mediante espectrofotometria. La medida de

absorbancia correlaciona con el nimero de células viables.

Las células HCT-116 fueron cultivadas en placas de 96 pocillos a una densidad celular de
2.500 células/pocillo en un volumen final de 100 ul/pocillo. Tras el tratamiento con los
diferentes péptidos de interferencia (Tabla 27) a diferentes concentraciones: 50, 100, 150 y 200
UM del P10hs; 100, 200, 300, 400 y 600 uM del P11hsy 100 y 600 uM del péptido control PTAT,
se cuantifico la viabilidad celular a 24, 48 y 72 h de tratamiento. Para ello, se afiadieron 10 ul de
WST-1 a cada pocillo (dilucién final 1:10) por triplicado. Las células se incubaron en presencia de
WST-1 durante 3 h en un incubador Forma Series || Water Jacketed CO; incubator (Thermo
Electron Corporation) con atmdsfera humidificada a 37°Cy 5% (v/v) de CO,. Tras la incubacidn,
se agité la placa durante 1 min y se midié la absorbancia a 450 nm en el espectrofotémetro

VICTOR? 1420 Multilabel Counter (Wallac).

9.3. Estudios de apoptosis celular

9.3.1. Ensayos de activacion de caspasas

El ensayo Caspase-Glo® 3/7 (Promega) es un ensayo luminiscente que mide las
actividades de las caspasas 3 y 7. La adicién del sustrato proluciferina DEVD de las caspasas 3/7
provoca su activacion produciéndose la liberacion de un sustrato para la luciferasa
(aminoluciferina) y en presencia de luciferasa y ATP, se desencadena la reaccién luciferasa

emitiéndose luz.

Las células HCT-116 fueron cultivadas en una placa de 96 pocillos a una densidad de
2.000 células/pocillo y tratadas con diferentes concentraciones de cada péptido por triplicado.
A 100 pl de células cultivadas se aifadieron 50, 100, 150 y 200 uM de P10hs; 100, 200, 300, 400
y 600 uM de P11hs y 100 y 600 uM del péptido PTAT (Tabla 27). Después de cada tratamiento
se afiadid el agente Caspase-Glo 3/7 en proporcion 1:1 y tras 2 h a TA y en oscuridad, se midié
la sefial de luminiscencia en VICTOR? 1420 Multilabel Counter (Wallac) siendo la sefial de

luminiscencia proporcional a la actividad caspasa presente en cada muestra.
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9.3.2. Ensayos por citometria de flujo

La citometria de flujo se utilizé para determinar el porcentaje de apoptosis temprana,
apoptosis tardia, necrosis y células vivas tras el tratamiento con los péptidos de interferencia en

las células HCT-116.

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos a una densidad de 75.000 células/pocillo
y a las 24 h se trataron con 50, 100 y 150 uM de P10hs; 200 y 400 uM de P11hs; 150 y 400 uM
de PTAT (Tabla 27). Como control positivo de apoptosis se traté un pocillo a la misma densidad

celular con 1 uM de camptotecina (CPT), inhibidor de la topoisomerasa | [264].

Las células se tripsinaron (Lonza) tras 24 h de tratamiento y se centrifugaron a 300 x g
durante 10 min. El sedimento celular se resuspendié en 100 pl de tampdn de unién a una
concentracion de 1 x 108 células/ml. Posteriormente, se afiadieron 5 pl de Anexina-FITCVy 5 pl
de yoduro de propidio (Pl) en cada tubo (FITC Annexin V Apoptosis Detection kit |, BD
Biosciences) [265], se vorted y se incubaron durante 15 min a TA en oscuridad anadiéndose
posteriormente 400 ul de tampdn de unién a cada tubo. Se procedio a la seleccién de las células
no agregadas con los parametros de dispersion frontal de area (FSC-A, forward scatter area)
frente a dispersidn frontal de altura (FCS-H, forward scatter height). La fluorescencia de 20.000
eventos se monitorizé en un citémetro de flujo LSR Fortessa X-20 (BD Biosciences) en el servicio
de citometria de flujo del Instituto de Investigacion Sanitaria INCLIVA (Valencia). Se usaron los
laseres Blue (488nm) y Yellow-Green (561 nm) para medir Anexina-FITC V (Aex =488 nm, Aem
=530/515 nm) y Pl (Aex =561 nm, Aem =586/515 nm).

9.4. Caracterizacion del estado celular

La caracterizacion del estado celular se puede realizar a través del estudio de la
alteracion de diversos pardmetros celulares inducidos por el tratamiento con péptidos de
interferencia. Se realizd utilizando diferentes sondas fluorescentes y midiendo la emisién o
disminucién de fluorescencia por citometria de flujo. Los pardmetros celulares estudiados han
sido: potencial de membrana plasmatica, potencial de membrana mitocondrial, niveles de calcio
intracelular y estrés oxidativo. Para evaluar la validez de los procedimientos de analisis por

citometria se utilizaron inductores para cada uno de los parametros celulares en estudio.

Las células fueron cultivadas en placas de 6 pocillos a 75.000 células/pocillo 24 h a 37°C,

5% (v/v) CO, antes de tratarlas con 100 uM de P10hs y 100 uM de PTAT (Tabla 27).
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Posteriormente, se tripsinizaron, se lavaron con PBS frio y se centrifugaron dos veces a 400 x g
durante 10 min. Cada muestra fue resuspendida en 400 ul de medio DMEM. Como controles
positivos se utilizaron inductores especificos para cada pardmetro a estudiar. Para la
caracterizacién de cada pardmetro, se partié del mismo nimero de células tratadas con péptidos
de interferencia. Cada ensayo se ha realizado por cuadriplicado, excepto la muestra tratada con
ionomicina. La fluorescencia de 10.000 eventos se monitorizd por citometria de flujo LSR
Fortessa™ X-20 (BD Biosciences) en el servicio de citometria de flujo del Instituto de
Investigacion Sanitaria INCLIVA (Valencia). Se procedio a la seleccidn de las células no agregadas

con los parametros de FSC-A frente a FSC-H.

= El potencial de membrana plasmatico se ha medido utilizando el reactivo anidnico
DIBAC4(3) (Bis-(1,3-dibutylbarbituric Acid) Trimethine Oxonol) (Aex =488 nm, Aem =516 nm)
(Invitrogen™). DIBAC entra en las células despolarizadas uniéndose a proteinas intracelulares
emitiendo fluorescencia. Por el contrario, la hiperpolarizacidon impide la entrada del fluoréforo
en la célula disminuyendo la sefial. Se afiadié el agente DIBAC a 0,75 uM de concentracién final
y se incubaron las células 30 min a 37 °C en un bafio himedo. Como control positivo se utilizé el
tratamiento con gramidicina A (Sigma-Aldrich®) a 0,216 uM de concentracién final afiadida 5
min antes de medir por citometria de flujo. La gramidicina A es un ionéforo capaz de insertarse
en la bicapa lipidica de la membrana plasmdtica permitiendo el paso libre de cationes

monovalentes eliminando el gradiente iénico y despolarizando las membranas [266].

= El potencial de membrana mitocondrial es un pardmetro util para el estudio del estado
de las mitocondrias cuando las células entran en apoptosis. En este trabajo se ha utilizado el
reactivo MitoProbe™ TMRM (tetramethylrhodamine methyl ester, Thermo Scientific™) (Aex
=561 nm, Aem =625 nm). El TMRM es un fluorocromo catidnico vy lipofilico que, en células vivas,
es secuestrado emitiendo sefial de fluorescencia roja-naranja, pero si se induce la apoptosis
celular, la membrana mitocondrial se despolariza y la sefial del TMRM disminuye. TMRM se
afiadié a una concentracion final de 0,375 uM incubandose 30 min en un bafo himero a 37°C.
La despolarizacién de la membrana mitocondrial provocada por el agente FCCP (2-[2-[4-
(trifluoromethoxy)phenyl]lhydrazinylidene]-propanedinitrile) a 9,4 uM de concentracion final
fue usado como control positivo. EI FCCP (Sigma-Aldrich®) es un potente desacoplador de la
fosforilacién oxidativa mitocondrial, que disminuye la sintesis de ATP transportando protones a

través de las membranas [267].
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= Los niveles de calcio intracelular se han medido utilizando el fluorocromo Fluo-4 AM
(Thermo Scientific™) (Aex =561 hm, Aem =525 nm). Las células se incubaron durante 30 min a 37°C
con Fluo-4 AM a una concentracion final de 6,25 nM. Para la monitorizacion de los niveles de
calcio se trataron con el ionéforo de calcio lonomicina a 2 uM utilizado como control positivo

[268].

= El aumento en la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), entre ellas, el
perdxido de hidrégeno (H,0;), es indicativo de induccién de apoptosis celular. Para su estudio,
se utilizé la sonda fluorescente diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA) (Thermo
Scientific™). Este reactivo penetra en las células para detectar la generacidn de ROS generando
fluorescencia al ser oxidado y pasar a 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) (Aex =488 nm, Aem =525 nm).
El fluorocromo se afiadid a una concentracion final de 10,5 nM y se incubaron durante 30 min a
37°C. Como control positivo se utilizd t-BHP (tert-butylhidroperoxide), inductor de estrés

oxidativo celular [269] a 1 mM de concentracion final.

9.5. Estudios de la integridad del ADN celular

Las células fueron sembradas en placas de 60 mm a una densidad de 175.000
células/placa 24 h antes del tratamiento. Las concentraciones de péptidos utilizadas fueron: 50,
100 y 150 pM de P10hs; 200 y 400 uM de P11hsy 150 y 400 uM de PTAT (Tabla 27). Se usaron
como control de dafio al ADN 1 puM de CPT y 1 uM de doxorrubicina (DOX0O). DOXO es un
conocido agente anticancerigeno que se intercala entre las cadenas de ADN usado en el
tratamiento de una gran variedad de canceres [270]. A las 24, 48 y 72 h de tratamiento, las
células se lavaron con PBS frio y se levantaron con ayuda de un raspador de células. Se
centrifugaron a 2.000 x g durante 2 min a 4°Cy se resuspendié el sedimento celular en 60 ul de
tampdn RIPA (tampdn de radioinmunoprecipitacion) (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1
mM EGTA y 0,5% (v/v) de Nonidet P-40 conteniendo inhibidores de proteasas (cOmplete™
EDTA-free Protease Inhibitor Cockail, Roche) y fosfatasas (PhosSTOP™ Phosphatase Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche). Se agitaron las muestras con un vértex vigorosamente y se incubaron
durante 20 min en hielo para posteriormente centrifugarlas a 21.000 x g durante 10 min a 4°C.
Finalmente, se determind la concentracion de proteinas con el método de Bradford (Bio-Rad)
[221] usando una recta de calibrado con concentraciones conocidas de BSA (Thermo
Scientific™). La reaccidn colorimétrica producida en placas de 96 pocillos fue cuantificada a 595

nm en el especfotémetro VICTOR? 1420 Multilabel Counter (Wallac). Se cargaron 18 g de
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proteina de cada muestra en un gel SDS-PAGE al 12% y se realiz6 un WB (apartado 10)
incubdndolo con el anticuerpo frente a la histona y-H2A.X fosforilada (Tablas 13 y 14). La
cuantificacion de las bandas de proteina fue llevada a cabo con Multigauge de FujiFilm version

2.1

9.6. Ensayos de fluorescencia

Los ensayos de fluorescencia se realizaron con células HCT-116 que se sembraron a una
densidad de 20.000 células/pocillo sobre cubreobjetos tratados previamente con laminina a 0,5
pug/ml en PBS durante al menos 1 h. Las células se incubaron con diferentes péptidos con el
objetivo de identificar la localizacion del péptido y el efecto que puede tener en nucleolina. Se
trataron con 100 uM de los péptidos P10hs y PTAT o con 10 uM de FITC-P10hs (Tabla 27) durante
24 h. Tras la incubacidn, se fijaron con una solucién al 4% (p/v) de paraformaldehido (PFA) en

PBS durante 15 min y se lavaron dos veces con PBS.

Para la localizacion de nucleolina, las células fijadas se permeabilizaron con
metanol/acetona (1:1) durante 10 min y se bloquearon con 4% de FBS en PBS durante 2 h a TA.
Posteriormente, los cubreobjetos fueron incubados con el anticuerpo primario diluido en
tampon de bloqueo. Tras 1 h de incubacién, se lavaron 3 veces con PBS y se trataron con el
correspondiente anticuerpo secundario durante 1 h a TA. Se volvieron a lavar con PBS, se tifieron
con DAPI 1x y se montaron en portaobjetos usando Vectashield (Vector Laboratories). Las
imagenes de las células marcadas fueron visualizadas en un sistema Leica TCS Sp5 multispectral
confocal system (Leica MicroSystem) con 20x 0.7 HCX PL APO CS en el laboratorio del Dr.
Francisco lborra (Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF)- IBV, CSIC). Las imagenes fueron

analizadas con el programa Imagel (NIH).

Tabla 12. Anticuerpos utilizados en la inmunofluorescencia.

Anticuerpo primario Dilucion Especie Compaiiia
Anti-C23/Nucleolin (sc-8031) 1:100 Raton Santa Cruz Biotechnology

Anticuerpo Secundario Dilucion Especie Compaiiia

Alexa Fluor 546 (#A-10036) 1:400 Anti-raton Invitrogen

Para el analisis con el péptido marcado FITC-P10hs (Tabla 27), las células fijadas se

incubaron en DAPI durante 15 min, se lavaron dos veces con PBS y se montaron utilizando el
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medio para cubreobjetos Aqua-Poly/Mount coverslip médium (Polysciences, Inc. Eppelheim).
Las imagenes se adquirieron con un microscopio confocal Leica SP8 (Leica MicroSystem) a x63

aumentos y se procesaron con el programa Imagel (NIH).

10. Identificacion de proteinas por Western Blot

10.1. Anticuerpos utilizados

En este trabajo se han usado una variedad de anticuerpos primarios y secundarios para
la deteccidn de proteinas por WB usando quimioluminiscencia (ECL) o sefiales de fluorescencia

(IRDye) en diferentes ensayos.

Tabla 13. Anticuerpos primarios utilizados en Western Blot durante este estudio. (*) Anticuerpos
policlonales creados en el servicio del Centro de Produccidn y Experimentacién Animal (Sevilla) y cedidos
por el grupo del Dr. Jesus de la Cruz (IBIS, Sevilla). (**) Anticuerpos cedidos por el grupo de la Dra. Susana
Rodriguez Navarro (IBV, Valencia).

Anticuerpo primario Dilucion  Especie Compaiiia
. Centro de Produccion y Experimentacion
a-Nop7 * 1:5.000 Conejo . .
Animal (Sevilla)
. Centro de Produccion y Experimentacion
a-Erbl * 1:5.000 Conejo ] ]
Animal (Sevilla)
o -TAP 1:5.000  Conejo Thermo Scientific™ (Pierce)
o -HA ** 1:10.000 Raton Roche
a-Phospho-Histone H2A.X 1:5.000 Conejo Cell Signaling Technology
a-actina 1:1.000 Conejo Sigma-Aldrich®

Tabla 14. Anticuerpos secundarios utilizados en Western Blot durante este estudio.

Anticuerpos secundarios Dilucion Compaiiia

Anti-Rabbit IRDye 800CW 1:10.000 LI-COR Biosciences

Anti-Mouse IRDye 680LT 1:10.000 LI-COR Biosciences
Anti-Rabbit-IgG-NA934 1:1.000 Cytiva
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10.2. Transferencia a membrana, bloqueo, incubacién con los anticuerpos y
revelado

Tras la resolucidn de las proteinas en un SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Amershan Protan 0,5 um, GE Healthcare) mediante el sistema de transferencia
Mini Trans-Blot (Bio-Rad) usando el tampdn de transferencia (25 mM Tris-HCl, 192 mM Glicina
y 20% (v/v) metanol) a 100 V constante durante 2 h a 4°C. Al finalizar la transferencia, se
comprobéd la  correcta  migracion 'y carga de las muestras con la

tincidn reversible rojo-Ponceau-S 0,2% (p/v) (Serva).

Las membranas fueron bloqueadas con leche desnatada en polvo al 5% (p/v) 0 5% (p/v)
de BSA en PBS o TBS con 0,1% (v/v) de Tween-20 (PBST o TBST, respectivamente) durante 1 h a
TA en agitacién para impedir uniones inespecificas y, posteriormente, se incubaron con el
anticuerpo primario correspondiente durante 16 h a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron 3 veces con
PBST o TBST durante 10 min y se incubaron con el anticuerpo secundario diluido en solucién de
blogueo durante 1 h a TA en oscuridad y agitacion. Después, con sucesivos lavados de 10 min se
elimind el exceso de anticuerpo secundario. Las bandas fueron visualizadas usando el paquete
de deteccién Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific™) y la sefial de
quimioluminiscencia fue detectada en el equipo ImagenQuant™ LAS 4000 Mini (GE Healthcare)
si el anticuerpo estaba conjugado con HRP. Para anticuerpos fluorescentes la visualizacion
directa de la membrana de nitrocelulosa se realizé con el sistema Odyssey Imaging System (LI-

COR Biosciences).

Para poder reutilizar la misma membrana se realizé un tratamiento con la solucién 2%
(p/v) SDS, 62,5 mM Tris-HCl y 0,7% (v/v) BME durante 20 min a 56°C. Transcurrido el tiempo de
incubacién, se lavé la membrana con PBST o TBST, dependiendo del anticuerpo utilizado, hasta
eliminar totalmente la solucidn anterior, se bloqued con solucién de bloqueo y se incubd con el

siguiente anticuerpo.
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PARTE |

Caracterizacion biofisica y estructural de
Nop7/Erb1l/Ytm1, factores de ensamblaje de la

biogénesis ribosomal
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El subcomplejo Nop7 en levaduras, o complejo PeBoW en mamiferos, es esencial para
la formacion de la subunidad ribosomal 60S [94,168]. En el complejo PeBoW, Erbl es
considerado el nucleo del heterotrimero interaccionando a través de su dominio B-propeller con
Ytm1y a través de su extremo N-terminal con Nop7 cuando esta formando parte de la particula
prerribosomal [22]. No obstante, existen evidencias que demuestran que el complejo también
se encuentra como heterotrimero en solucidn [168]. La estructura cristalina resuelta por nuestro
grupo de Erbl e Ytm1 de Chaetomium thermophilum nos permitié redefinir las interacciones
macromoleculares que mantienen al complejo unido, que diferia de lo que se pensaba
anteriormente para la organizacién del complejo [94,130]. En este capitulo se presenta la
caracterizacidén biofisica y estructural de los componentes del complejo PeBoW (haciendo
referencia al subcomplejo Nop7 y complejo PeBoW, indistintamente), y para ello, usaremos
diferentes aproximaciones como SEC-SAXS, SEC-MALS, microscopia de tincidon negativa vy
ensayos de entrecruzamiento seguido de andlisis por cromatografia liquida en tdndem con

espectrometro de masas (LC-MS/MS).

1. Reconstitucion del complejo PeBoW de Chaetomium thermophilum y
Saccharomyces cerevisiae

1.1.Expresion y purificacion de las proteinas Erbl, Ytml y Nop7 de
Chaetomium thermophilum y Saccharomyces cerevisiae

Para la formacion del complejo PeBoW vy el estudio de las interacciones entre sus
componentes, se expresaron y purificaron las proteinas Nop7, Erbl e Ytm1 de los organismos
Chaetomium thermophilum y Saccharomyces cerevisiae. A lo largo de este trabajo, las proteinas
se nombraran con el prefijo Sc si pertenecen a Saccharomyces cerevisiae o Ct si son de

Chaetomium thermophilum.
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Figura 19. Purificaciones de las proteinas Erbl, Nop7 e Ytml de Chaetomium thermophilum y
Saccharomyces cerevisiae. (A y B) Calibracion de la columna Superdex 200 HiLoad 16/60 (GE Healthcare)
mediante la inyeccién de proteinas de pesos moleculares conocidos (A) y la recta de calibrado con las

proteinas de interés en diferentes colores (B). Los perfiles de la cromatografia de exclusion molecular se
muestran en el panel superior y el gel SDS-PAGE al 10% de las fracciones de la elucidn en el panel inferior.
(C-H) Perfil cromatografico de las proteinas ScNop7 (C), CtNop7 (D), ScYtm1 (E), CtYtm1 (F), ScErb1 (G) y
CtErb1 (H). M: marcador de pesos moleculares; ME: masa molecular estimada.
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Las proteinas Erbl y Nop7 de Sc y Ct fueron satisfactoriamente sobreexpresadas en
cepas de E.coli (DE3) BL21 CodonPlus mientras que CtYtm1 y ScYtm1 se produjeron en células
de insecto. Las proteinas 6xHis-Ytm1, 6xHis-Nop7 y 6xHis-Erbl se purificaron usando una
cromatografia de afinidad con columnas quelantes cargadas de Niquel Histrap HP (GE
Healthcare). Para la purificacidn de Erb1 se incluyd un paso adicional de purificacién a través de
una columna de Heparina. Finalmente, se pasaron a través de una cromatografia de exclusién
molecular (SEC) con el objetivo de eliminar el imidazol y otras proteinas contaminantes, asi como
para analizar su estado de oligomerizacidn. En la Figura 19 se muestran los perfiles de elucidn
medidos a 280 nm. La calibracién de dicha columna se muestra en las Figuras 19A y 19B con el
nombre de las proteinas de pesos moleculares conocidos. ScNop7, CtNop7, ScYtm1 y CtYtm1
eluyeron en SEC como un solo pico cuyo volumen concuerda con la masa molecular
correspondiente a cada mondmero (Figuras 19C, 19D, 19E, 19F, respectivamente). En cambio,
en los perfiles de ScErb1 y CtErbl, ademas del pico correspondiente a la masa molecular del
mondmero, se observan otros picos de volumen de elucién inferior que indican la formacién de
oligdmeros de orden superior (Figuras 19G y 19H, arriba). El andlisis por SDS-PAGE confirma la

presencia de Erb1 en todas las fracciones (Figuras 19G y 19H, abajo).

1.2. Caracterizacion de la interaccion de Nop7/Erbl de Chaetomium
thermophilum y Saccharomyces cerevisiae requeridas para la formacion
del complejo PeBoW

La estructura cristalografica de CtErb1/CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) nos permitié definir la
superficie de interaccion entre estas proteinas del complejo PeBoW [130]. No obstante, la
interaccidn entre Nop7/Erb1 no habia sido descrita con anterioridad. Con el fin de dilucidar la
estructura que presenta el complejo ternario en la célula, en primer lugar, decidimos
caracterizar la interaccion entre sus componentes Nop7/Erbl para poder reconstituir,
posteriormente, el complejo ternario in vitro. En este apartado determinamos la afinidad entre
estas dos proteinas mediante diferentes técnicas biofisicas como interferometria de bicapa

(BLI), ensayos de precipitacion y geles de poliacrilamida en condiciones nativas.

Inicialmente, se realizaron ensayos de precipitacion con las proteinas de C.
thermophilum Erbl y Nop7. Para ello, CtNop7, con etiqueta de His, se utilizd6 como cebo
guedando retenida a resina de niquel. A continuacién, se incubd con la segunda proteina sin
etiqueta en cantidades equimolares. Tras varios lavados, ambas proteinas unidas a la resina

fueron visualizadas en un gel SDS-PAGE al 10% (Figura 20A). Asimismo, se realizd una
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electroforesis en condiciones nativas apareciendo una banda correspondiente al heterodimero
(Figura 20B, flecha), confirmando de nuevo la asociacién estable entre estas proteinas in vitro.
Ademas, se detectd, en menor proporcidn, la formacidn de grandes complejos (Figura 20B,

asterisco).
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Figura 20. Caracterizacion de la interaccion entre Erbl y Nop7. (A) Ensayo de precipitacién de las
proteinas CtNop7 y CtErb1. (B) Electroforesis en condiciones nativas de CtNop7, CtErb1 y CtNop7/CtErb1.
Se detectd una banda correspondiente al heterodimero (flecha) y la formacion de grandes complejos en
menor proporcion (*). M: marcador de pesos moleculares; R: resina; L: 3* lavado; E: elucion.

En combinacién con estos ensayos, se determiné la constante de afinidad (Kp) entre las
proteinas Erbl y Nop7 de Ct (Figura 21A) y Sc (Figura 21B) a través de ensayos de BLI.
Curiosamente, las proteinas procedentes de S. cerevisiae interaccionan con una constante de
disociacion 20 veces inferior que las procedentes de C. thermophilum (Tabla 15). También se
determind la constante de afinidad entre Erb1 e Ytm1 siendo del mismo orden que la observada
entre Nop7 y Erbl (Figura 21C, Tabla 15). Usando esta misma técnica, descartamos la

interaccion entre Nop7 e Ytm1 (Figura 21D).

Posteriormente, para completar el estudio de la asociacion entre Nop7 y Erb1 de ambos
organismos, se estudié su estable asociacién mediante cromatografia de exclusion molecular.
En SEC, coeluyeron tanto el heterodimero de levaduras (Figura 21F) como de hongo (Figura 21G)
indicando que estan formando un complejo estable que tolera la dilucidn a la que es sometido
en esta cromatografia. Cabe destacar que el heterodimero de levaduras eluye a un volumen
correspondiente a 280 kDa (Figura 21F), un peso molecular diferente a la suma de sus pesos
moleculares individuales (164 kDa). No obstante, en el cromatograma obtenido del complejo de
Ct, se observa un pico que eluye practicamente en el volumen de vacio de la columna,

correspondiente a tamafios mayores de 500 kDa, y otros dos picos con volumenes aparentes
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correspondientes a 311 y 138 kDa (Figura 21G). Estos datos concuerdan con la visualizacién de

grandes complejos en el gel en condiciones nativas, pudiendo ser debido a la capacidad de Erbl

para formar oligdmeros y agregados.

A

PM (kDa)

1.5

: — 5uM 15 : — 8um
1 —— 2uM H —— 5uM
! ! 3,5 UM
2uM
1.0 1.0 !
!
£ = H
£ i H :
;E 0.5 'r ‘E 0.5 E
5 ; 5 i
' :
| |
0.0 ; : ; 0.0 T T . T T
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
5 i
1 H
05 ] ¥ H
c Tiempo (s) D 05 Tiempo (s)
—— 20uM 10 .
2,04 15uMm : — 5um
—— 10uM 0.8 : Toum
187 Iy : W
16 2 M 0.6 '
1.4 0.4 i
1.2+ H
E 10 E™ :
£ < 200 250 300 350 400
= 081 g 00 0 o T T
S .3 2 i
£ 06 5 02 :
044 0.4 )
024 ' ’ :
]
0.04— T T T T T 0.6 E
024 200 250 300 350 400 08 :
0.4 y H
] 10 H
Tiempo (s) Tiempo (s)
Ovalbumina
10 Conalbimina ME 280 kDa
|| || Ribonucleasa A 1,0 ! 1,0
| —_ —_
5 Aldolasa | Aprot 2 5
2 sl || Aprotinina = -
€ 05 [ E B £
= =
3 =
o (=}
£ < ME 311 kDa
o8 05+ a 05+ !
——— = =
25 =] (=]
@ a
Valumen (mi) -:i .2
) ME 138 kDa
| Ferritina |
1 *, CtErbi/CtNop7
1 ®»._5cErb1/ScNop7
Aldolasds,_cterb1/CrNop? 0,0— 0,0
100-| .
Conalblmina®.. g8 10 12 14 16 8 10 12 14 16
Ovalbumina™.
valbamina™. Volumen (ml) Volumen (ml)
he
104 Ribonucleasa A (kDa) M (kDa) M + 1 | I 2 } |
k| Aprotinina.s 170 170
T T [ 125 CtErbl
10 12 14 16 18 20 1;3 ! By ey e §(§'b17 93 S CtNop7
— cNop’ -

Volumen {mi)

68

53
£

32
23

Figura 21. Caracterizacion de la interaccién entre Erb1/Nop7 y Erb1/Ytm1. (A-D) Determinacion de la
constante de afinidad de las proteinas CtNop7/CtErb1 (A), ScNop7/ScErb1 (B), CtErb1/CtYtm1 (C) y
ScNop7/ScYtm1 (D) mediante BLI a diferentes concentraciones. (E) Calibracién de la columna Superdex
200 increase 10/300 (GE Healthcare) mediante la inyeccion de proteinas de pesos moleculares conocidos
(arriba) y la recta de calibrado con las proteinas de interés en diferentes colores (abajo). (F) Perfil de
elucién de cromatografia de exclusion molecular de ScErb1/ScNop7 en el que se observa un pico

mayoritario correspondiente a la formacion de grandes complejos. (G) Perfil de elucidon de cromatografia

de exclusion molecular de CtErb1/CttNop7 observandose la presencia de agregados supramoleculares y

127



RESULTADOS — PARTE |

laformacion de grandes complejos. M: marcador de pesos moleculares; E: eluciones; I: muestra inyectada;
ME: masa molecular estimada.

Tabla 15. Valores de la constante de afinidad, asociacidn, disociacion y errores estadisticos calculados
por BLI de CtNop7/CtErb1; ScNop7/ScErbl y CtErb1/CtYtm1.

Proteina-

) Ko (M) ka (1/Ms) ka Error kd (1/s) kd Error X2 R?
Proteina
CtNop7/
CtErbl 4,277 x 108 2,566 x 10* 4,464 x 102 1,097 x 103 1,097 x103 0,3339 0,3339
r
ScNop7/
9,829 x 107 2,658 x 10* 9,022 x 10? 9,022 x 10? 9,022 x 102 3,257 3,257
ScErbl
CtErb1/
CHYtml 1,351 x 108 5,033 x 103 1,39 x 102 6,798 x 10> 7,386 x 10 4,452 0,9856
m

Como han sugerido estudios previos, la asociacion del heterodimero Nop7/Erb1 ocurre
mediante la interaccidn de un segmento del extremo amino-terminal de Erb1 con Nop7 en el
contexto prerribosomal [22]. Ademas, los estudios realizados por el Dr. Marcin Wegrecki de
nuestro laboratorio sugerian que la interaccién entre ambas proteinas in vitro acontecia entre
los residuos 1-435 de Erbl y el extremo 1-350 de Nop7. Este segmento de Nop7 incluye el
extremo N-terminal, denominado pescadillo, y el primer coiled-coil de Nop7 de lo que se deduce
que el dominio BRCT (355-449) no es esencial para la interaccidon. Basandonos en estos datos,
decidimos determinar la afinidad entre el extremo amino-terminal de Erb1 (residuos 1-435) con

el segmento 1-350 de Nop?7.

Inicialmente, realizamos un ensayo de precipitacion del extremo 1-435 de CtErbl
(CtErbli.43s) con CtNop7, siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente,
apareciendo ambas proteinas en el paso final de elucién (Figura 22A). Posteriormente, se
determind la constante de afinidad mediante BLI entre ambas construcciones. Nuestros
resultados sugieren que el dominio amino-terminal de CtErb1 es suficiente para interaccionar
con Nop7 ya que muestra una Kp del mismo orden de magnitud que la Kp de las proteinas

completas (Figura 22B, Tablas 15y 16).

De forma similar, se realizaron ensayos de precipitacion con el extremo amino-terminal
de Nop7 (CtNop71-350) con CtErb1. En este caso, CtNop71-3s0, con etiqueta GST (GST-CtNop71-350),
quedo retenida por afinidad en resina de glutation y se incubo con CtErb1, con etiqueta de His,
en cantidades equimolares. Ambas proteinas coeluian al observarse dos bandas
correspondientes a cada una de ellas en el gel SDS-PAGE (Figura 22C). Posteriormente,

decidimos realizar otro ensayo de precipitacion siguiendo el mismo procedimiento para
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demostrar si también interaccionaban ambos extremos N-terminales (Figura 22D). En dicho
experimento, ambas proteinas coeluian indicando que el segmento 1-350 de Nop7 es necesario

para la interaccidn con el N-terminal de Erb1, tal y como sugiere la literatura [22].
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Figura 22. El extremo amino-terminal de Erbl interacciona con Nop7 in vitro. (A) Experimento de
precipitacion usando CtNop7 retenida por afinidad, coeluyendo con CtErb1i.43s. (B) Ensayo BLI de CtErb11-
435y CtNop7 a diferentes concentraciones. (C) Ensayo de precipitacion de CtErb1 y CtNop71-3s0. (D) Ensayo
de precipitacién de CtErbliass y CtNop713s0. Los experimentos de precipitacion (C) y (D) mostraron que
GST-CtNop71-350, retenida por afinidad en resina de glutation, coeluyd con CtErbl y CtErblisss con
etiqueta de His. (E) Electroforesis en condiciones nativas de CtNop7i-3s0, CtErbli43s (flechas verdes),
CtErb1 (flecha morada), CtNop7 (flechas negras) y los heterodimeros CtNop7/CtErb1li.435 (flecha roja) y
CtNop71-350/CtErb1 (flechas amarillas). M: marcador de pesos moleculares; R: resina; L: 3* lavado; E:

elucién.

Tabla 16. Valores de la constante de afinidad, asociacidn, disociacién y errores estadisticos calculados
por BLI de CtErb1i.435/CtNop7.

Proteina-
i Ko (M) ka (1/Ms) ka Error kd (1/s) kd Error X R?
Proteina
CtErb11-435
8,19 x10® 8,19 x10® 7,002 x 10? 1,072 x 103 1,072 x 103 1,172 0,9812
/CtNop7
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Para confirmar la interaccion entre los extremos N-terminales con sus proteinas diana
completas se realizé un gel de poliacrilamida en condiciones nativas. Para ello, se analizé cada
una de las proteinas por separado para observar su comportamiento en condiciones nativas y,
por otra parte, se incubaron durante 10 min las proteinas CtNop7/CtErbliss y CtNop7:-
350/ CtErb1 en proporciones equimolares resolviéndose posteriormente en el gel. En la Figura
22E se muestra el gel en condiciones nativas con todas las combinaciones de proteinas descritas
anteriormente. Curiosamente, el fragmento CtNop71.350 no penetra en el gel, mientras que si lo
hacen CtErb1.435, CtErbl y CtNop7. Respecto al heterocomplejo CtNop7/CtErbl;.435, se observa
una banda (flecha roja) que no corresponde en tamario con las bandas aparecidas de cada una
de las proteinas por separado (flechas verdes y negras) indicando la formacion del
heterocomplejo. Asimismo, se observa una banda mas nitida (flecha naranja arriba) en el pocillo
de CtNop71-350/CtErbl que no presenta el mismo tamafio que CtErb1, sugiriendo que podrian
interaccionar, excepto por una minima cantidad de CtErb1 que puede ser debido a un exceso en

la mezcla de incubacién (flecha naranja abajo).

1.3. Reconstitucion in vitro del heterotrimero Nop7/Erbl/Ytml de
Chaetomium thermophilum y Saccharomyces cerevisiae

La reconstitucién del heterotrimero in vitro se realiza mezclando en proporcion
equimolar las proteinas Nop7, Erbl e Ytml purificadas previamente por separado.
Posteriormente, la mezcla se pasa a través de una columna de Heparina para eliminar los acidos
nucleicos de la preparacién y se purifican a través de SEC. Se inyectd el complejo tanto de Ct
como de Sc en una columna Superdex 200 16/60 mostrando el siguiente perfil a 280 nm (Figura
23). En ambos casos, las proteinas coeluyeron confirmando la formacion de heterotrimero ya
que eluyen a volumenes menores que en los cromatogramas de Nop7, Erbl e Ytm1 por
separado. El perfil cromatografico del complejo de Sc presenta un pico homogéneo (Figura 23B)
mientras que el complejo de Ct muestra varios picos debido posiblemente a la formacién de
agregados o de grandes oligdmeros (Figura 23D). Sin embargo, la formacidn de estos oligdmeros
es reversible ya que en la reinyeccidon vuelve a eluir como complejo ternario (datos no
mostrados). Ademas, en el gel se observa un producto de degradacién de CtErb1 analizado por

LC-MS/MS (flecha).
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Figura 23. Purificacion de los complejos ScPeBoW y CtPeBoW. (A) Perfil de elucidn de cromatografia de
heparina de ScPeBoW. ScPeBoW eluye a partir de 570 mM de NaCl. (B) Perfiles de eluciéon de SEC de
ScYtm1 (azul), ScNop7 (verde) y ScErb1 (rojo) superpuestos con el perfil de elucidén del heterotrimero
ScPeBoW (linea negra punteada). (C) Perfil de elucion de cromatografia de heparina de CtPeBoW.
CtPeBoW eluye con 450 mM de NaCl. (D) Perfiles de elucién de SEC de CtYtm1 (azul), CtNop7 (verde) y
CtErb1 (rojo) superpuestos con el perfil de elucidn del heterotrimero CtPeBoW (linea negra punteada). En
el gel se observa un producto de degradacion de CtErb1 (flecha). Las SEC se realizaron en una columna
Superdex 200 HiLoad 16/60 (GE Healthcare). Linea verde: % de NaCl (1,5 M) usado como eluyente en la
cromatografia de heparina. M: marcador de pesos moleculares; I: muestra inyectada.
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Asimismo, para determinar con precision el peso molecular del complejo, se inyectd el
heterotrimero de levaduras en SEC-MALS obteniéndose un unico pico de 215 + 1,415% kDa
(Figura 24A), correspondiente a la suma del peso molecular de Erb1, Nop7 e Ytm1. Asimismo,
comprobamos la estabilidad del complejo en solucién a través de electroforesis en condiciones
nativas apareciendo una Unica banda con un tamafio superior a cada una de las proteinas por
separado (Figura 24B, flecha). También aparece una banda mas tenue en la parte inferior debido

posiblemente a un exceso de Erb1 en la mezcla de incubacién.
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Figura 24. Las proteinas del complejo PeBoW se asocian de forma estable. (A) Analisis de SEC-MALS del
complejo ScPeBoW usando una columna PROTEIN KW-803 (8x300 mm, Shodex™). (B) Electroforesis en
condiciones nativas de las proteinas ScNop7, ScYtm1, ScErb1 por separado y formando el complejo
ScPeBoW (flecha). (C) WB de sobrenadantes de extractos de levaduras sometidos a ultracentrifugacion
(180.000 x g) para visualizar, usando anticuerpos especificos, cada de una de las proteinas que forman el
complejo. (D) Cristales de CtPeBoW (arriba) y cristales de ScErb1/ScNop7 (abajo) usados en la difraccion.

Segun la literatura, el complejo PeBoW se forma antes de la interaccidn con el ribosoma

[93]. Para comprobar que el subcomplejo Nop7 se encuentra como heterotrimero fuera del
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contexto prerribosomal, se lisaron 3 L de cultivo de levaduras que expresaban Ytm1 etiquetada
con TAP, para su posterior identificacion, y se sometieron a una ultracentrifugacién a 180.000 x
g para sedimentar los grandes complejos ribosomales (ribonucleoproteinas). Posteriormente,
usando anticuerpos policlonales especificos para Nop7 y Erb1 y anticuerpos anti-TAP para Ytm1-
TAP se identificaron las tres proteinas en el sobrenadante del extracto celular (Figura 24C)
confirmando que el complejo PeBoW existe como complejo ternario en la célula independiente

del prerribosoma.

2. Resolucion estructural del complejo Nop7/Erbl/Ytml de Chaetomium
thermophilum y Saccharomyces cerevisiae

Una vez establecidos los protocolos de purificacion del complejo ternario, asi como la
caracterizacion biofisica de la interaccién entre sus componentes, se procedié a su resolucién
estructural mediante diferentes técnicas como SEC-SAXS (Dispersiéon de Rayos X de angulo
reducido), microscopia electrénica de transmisidn usando tincién negativa (NS-TEM) y

entrecruzamiento y analisis por LC-MS/MS.

Como primera aproximacion, se intentd la cristalizacién del heterotrimero para conocer
la estructura tridimensional usando diferentes cribados comerciales de precipitantes. Se
obtuvieron cristales de CtPeBoW con forma de varilla que se difractaron en el sincrotron ALBA
(Barcelona) a una resolucién de 3,5 Ay grupo espacial P 6522 (Figura 24D, arriba). Tras el analisis
de las dimensiones de la celda unidad (a=171,36 A; b=171,36 A; c=150,68 A; a=90°; B=90°;
y=120°), éstas sugirieron que no se encontraria el heterotrimero completo en la unidad
asimétrica. Efectivamente, el resultado del reemplazo molecular mostré que en el cristal sélo se
encontraba CtYtml y el dominio B-propeller de CtErbl, cuya estructura habia sido resuelta

previamente en nuestro laboratorio (PDB ID: 5CXB) [130].

Igualmente, también se cristalizd el heterodimero Erb1/Nop7 de levaduras mediante
cribados comerciales. Se obtuvieron cristales que fueron difractados en el sincrotron ALBA
(Barcelona) a una resolucién de 1,64 A y grupo espacial P 2:2:2; (Figura 24D, abajo). Sin
embargo, las dimensiones de la celda unidad (a=51,84 A; b=59,25 A; c=162,22 A; a=90°; =90°;
y=90°) no eran compatibles con el heterodimero completo. De hecho, el reemplazo molecular
indicd que en el cristal sélo se encontraba el dominio B-propeller de ScErbl, previamente
publicado por nuestro grupo (PDB ID: 4U7A) [131]. La cristalizacién de dicho dominio podria
deberse a que Erbl, en posicidn previa al B-propeller, presenta un motivo PEST, que se

caracteriza por una elevada flexibilidad y susceptibilidad a proteasas en E.coli [132].
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Tras los intentos de cristalizacién del complejo, se decidié abordar la resoluciéon
estructural del complejo mediante la combinacidn de SEC-SAXS y microscopia electrénica. Estas
técnicas permitirian determinar si la conformacion del complejo en solucion difiere de la
configuracién observada cuando forma parte de la particula prerribosomal (PDB ID: 6ELZ),
ademas de esclarecer la posible conformaciéon que adoptarian dichas proteinas en el espacio

celular.

2.1. Envoltura del complejo PeBoW por SEC-SAXS

La técnica SEC-SAXS permite la generacidon de envolturas tridimensionales para el
estudio estructural de proteinas y/o ARN. A diferencia de la microscopia electrdnica, esta técnica
proporciona informacién del peso molecular, dimensiones, oligomerizacién, plegamiento y
flexibilidad de la proteina [228,229]. Sin embargo, dado que es una técnica de baja resolucioén,
es necesario complementar la informacidon con NS-TEM. Por ello, las envolturas generadas
mediante el procesamiento de los datos de SEC-SAXS, nos permitirian validar los modelos
tridimensionales que se obtendran por microscopia de tincidn negativa, descritas en el siguiente

apartado.

Para llevar a cabo la técnica SEC-SAXS, se purificaron los complejos PeBoW de Scy Cty
se enviaron a la linea B21 del sincrotrén Diamond Light Source Ltd (Didcot, Oxfordshire, Reino
Unido) [231]. Los perfiles de intensidad de sefial de SEC-SAXS de ScPeBoW y CtPeBoW se
muestran en la Figuras 25A y 25B analizados mediante el programa ScAtterlV (desarrollado por
Robert Rambo, Diamond Light Source). El diagrama de intensidad de ScPeBoW presenta un pico
de intensidad correspondiente a un tamano de particula homogéneo al contrario que CtPeBoW
que presenta un comportamiento heterogéneo con dos poblaciones diferentes, lo que podria
indicar agregacion de particulas. De acuerdo con el diagrama de correlacién obtenido tras la
eleccién de la zona de mayor intensidad, se seleccionaron el frame 288 para ScPeBoW y el frame
290 para CtPeBoW por su buena correlacion con los demas puntos del area de mayor intensidad
(Figuras 25Cy 25D). Sin embargo, el radio de giro (Rg) del complejo CtPeBoW no era estable, no
aparecen puntos rojos, debido a la dispersién de los datos del area seleccionada del diagrama

(Figura 25D).
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Figura 25. Perfil de intensidad de seiial de ScPeBoW y CtPeBoW mediante SEC-SAXS. (A y B) Diagrama
de intensidad frente a frame de ScPeBoW (A) y CtPeBoW (B). Los puntos de menor intensidad

correspondientes a la dispersion del tampdn se utilizan como referencia (linea naranja). (Cy D) Gréfico de

correlacion ampliado del perfil de intensidad entre frames de ScPeBoW (C) y CtPeBoW (D). Los puntos

rojos representan el Rg en cada frame sobre los puntos del pico de intensidad. El panel inferior muestra

el mapa de calor de acuerdo al analisis de autocorrelacion de Durbin-Watson. Los puntos en color cian

son los que muestran mayor similitud de perfiles de dispersidon y los de color magenta los mas

discrepantes. (E) Representacion del perfil de dispersion del frame 288 de ScPeBoW. (F) Representacion

del perfil de dispersién del frame 290 de CtPeBoW. Las muestras se inyectaron en una columna KW-403

(Shodex™) a 5,5 y 3,7 mg/ml (ScPeBoW y CtPeBoW, respectivamente). q: amplitud del vector de

dispersion; I: intensidad de dispersion.
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Figura 26. Representacion del analisis de los datos de dispersion de SEC-SAXS de los complejos ScPeBoW
y CtPeBoW. (A) Gréfico de la intensidad de dispersion (log 1) frente al vector de dispersion (qg). (B y C)
Regién de Guinier de ScPeBoW (B) y CtPeBoW (C). (D) Representacion Porod-Debye. (E) Grafico Kratky
normalizado. (F) Funcion de distribucidn de distancia por pares.

El procesamiento de los datos de dispersién del area seleccionada anteriormente se
realiza en diferentes etapas (Figura 26). En la Figura 26A se representa la intensidad de sefal
frente al vector de dispersion (q) de ambos complejos. La caida de la pendiente de la curva da

informacidn sobre el tamafio de la particula. En el caso de CtPeBoW, la parte lineal de la grafica
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cae a valores menores de g que ScPeBoW, sugiriendo un tamafio de particula ligeramente
superior. Ademas, se observa linealidad en los graficos Guinier de ambos complejos, indicio de
buena calidad de los datos experimentales y homogeneidad de muestra (Figuras 26B y 26C).
Ambos complejos tienen una representacién Porod-Debye similar alcanzando un perfil de
meseta lo que sugiere la presencia de una particula compacta y de baja flexibilidad (Figura 26D).
En el grafico Kratky la organizacidn de los puntos indica que los complejos ScPeBoW y CtPeBoW
se encuentran bien plegados ya que la curva presenta un pico maximo con una caida
pronunciada, caracteristico de proteinas que adoptan un correcto y estable plegamiento [232]
(Figura 26E). La funcién de distribucién por pares (P(r)) sefala una mayor incidencia de
distancias alrededor de 50-55 A para los dos complejos siendo la distancia maxima
intramolecular (Dmax) de ScPeBoW 186 A y CtPeBoW de 193 A. Ademas, el perfil de la P(r),
parecido a una campana de Gauss centrada, indica una forma globular para las dos particulas

(Figura 26F).

El programa ScAtterlV calcula el Rg del complejo ScPeBoW y CtPeBoW indicando que el
complejo de C. thermophilum es mayor que el de levadura (Tabla 17). Esto puede ser debido a
una posible agregacidon de las particulas, como se ha visto en el perfil de intensidad (Figura 26D),
donde tampoco se indica una zona estable del Rg en la zona seleccionada del perfil. Adema3s, los
calculos del peso molecular a partir de los datos experimentales de SAXS son similares al peso
molecular tedrico del ScPeBoW. Sin embargo, la estimacion para CtPeBoW difiere respecto al
peso molecular tedrico. Hay que tener en cuenta que el cdlculo para el peso molecular que
realiza el paquete ATSAS considera la capa de solvatacién de la particula. Asimismo, en el caso
de SAXSMoW [236], el programa calcula el peso molecular sin previa seleccion de datos.
Entonces, en la muestra de CtPeBoW, debido a la presencia de agregados o formacién de
oligdmeros, existiria una mayor capa de solvataciéon explicando la diferencia en los pesos

moleculares.

Tabla 17. Radio de giro (Rg), distancia maxima intramolecular (Dmax) y pesos moleculares (PM) de
ScPeBoW y CtPeBoW tedrico y experimental calculados mediante el paquete ATSAS y el servidor
SAXSMoW. Los valores de los pesos moleculares experimentales estdn normalizados respecto al peso
molecular tedrico, mostrados entre paréntesis.

PM tedrico PM experimental SAXS SAXSMoW

Complejo Rg (A Drmax (A

. g(A) mo(B) L is) (kDa) (kDa) (kDa)
ScPeBoW 46,64 £0,05 186 219,042 266,389 (1,21) 276,000 (1,26)
CtPeBoW 63,360,324 193 226,819 389,609 (1,71) 413,000 (1,82)
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Antes de originar las envolturas moleculares de cada complejo, se origind un mapa de
densidad electrénica ab initio a partir de los datos procesados de SEC-SAXS mediante la
herramienta DENSSWeb (Density from Solution Scattering, Center for Computational Research,
University of Buffalo) para tener una idea aproximada de las envolturas que pretendiamos
originar (Figura 27). La densidad de ambos complejos es bastante similar mostrando una
discontinuidad de una parte de CtPeBoW, posiblemente el extremo amino-terminal de Erb1,

debido a su alta flexibilidad (Figura 27B).

Figura 27. Mapa de densidad electronica ab initio originado a partir de los datos procesados de SEC-
SAXS mediante la herramienta DENSSWeb. (Density from Solution Scattering, Center for Computational
Research, University of Buffalo). (A y B) Mapa de densidad electrénica de ScPeBoW (A) y CtPeBoW (B).

Posteriormente, se clasificaron las 20 envolturas generadas con cada Dmax de cada
complejo segun la discrepancia espacial normalizada (NSD). Posteriormente, los modelos
tridimensionales originados se alinearon y se superpusieron obteniendo un modelo promedio
final. De esta forma, se consiguié una envoltura para los complejos ScPeBoW y CtPeBoW (Figuras
28Ay 28B). La calidad de los datos procesados se refleja en el valor de x?, mostrando una mayor
fiabilidad a menor valor de este pardmetro estadistico. Para la muestra de ScPeBoW, la x? es de
25,69, indicativo de buena correlacion con los datos experimentales. Sin embargo, para
CtPeBoW, se obtuvo una x?con valor de 1,81, que indica un buen ajuste pero existe mayor

dispersion de los datos.
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Figura 28. Envolturas obtenidas por SEC-SAXS de ScPeBoW y CtPeBoW. (A y B) Se muestran tres
perspectivas de las envolturas de ScPeBoW (A) y CtPeBoW (B). Cada grafica muestra la superposicién de
la curva de los datos crudos de SAXS (negro) con el perfil tedrico calculado tras el procesamiento de los

datos crudos (rojo).
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Por otra parte, para comprobar que el complejo PeBoW sufre un reajuste
conformacional cuando se encuentra formando parte del prerribosoma, se superpusieron las
estructuras de Erb1/Nop7/Ytm1 sustraidas del PDB 6ELZ [22] en el interior de la envoltura de
SAXS de ScPeBoW calculdndose un valor de x* de 562,82 (Figura 29, Tabla 18). De este modo,
nuestros resultados indican que la estructura del complejo en solucién difiere de cuando esta

en el prerribosoma.

ErblB'DropeHe/ [({i“« vk‘r'“"\, \ Erb1 )

X’=562,82

1(a.u.)

0,00 0,05 0,10
q(AY)

Figura 29. Superposicion del complejo PeBoW prerribosomal en la envoltura SAXS de ScPeBoW. Se
muestran tres perspectivas de la superposicion en la envoltura de ScPeBoW (PDB ID:6ELZ). Cada gréfica
muestra la superposicion de la curva de los datos crudos de SAXS (negro) con el perfil teérico calculado
para el modelo (rojo).

2.2. Microscopia electronica de transmision por tincidn negativa (NS-TEM)

Para complementar los datos experimentales de SAXS, abordamos el estudio de la
estructura del complejo PeBoW mediante la generacién de modelos tridimensionales por NS-
TEM. Para obtener los complejos ScPeBoW y CtPeBoW se purificaron por SEC usando una

columna Superosa 6 increase 10/300 GL (GE Healthcare) (Figuras 30A y 30B). Mientras que
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ScPeBoW eluye como un pico simétrico (Figura 30A), el perfil de CtPeBoW muestra mas
heterogeneidad diferencidandose varios picos indicando posible oligomerizacién. Para obtener
una mejor muestra para microscopia por tincién negativa se reinyectd el pico seleccionado
mostrando un perfil homogéneo (Figura 30B, derecha). Se prepararon gradillas de ambas
muestras usando una dilucién de la fraccidon correspondiente a cada pico simétrico del
cromatograma y se visualizaron mediante tincidon negativa con acetato de uranilo. El flujo de
trabajo realizado para cada complejo y los volimenes obtenidos se encuentran detallados en
las Figuras 31y 32. Brevemente, en las micrografias obtenidas de los complejos de ScPeBoW y
CtPeBoW conseguimos obtener muestras de aspecto homogéneo (Figuras 31 y 32, izquierda
arriba). Se obtuvieron 32 y 53 micrografias de ScPeBoW y CtPeBoW, respectivamente, y se
seleccionaron mas de 25.000 particulas de cada complejo. Posteriormente, las particulas fueron
ordenadas vy clasificadas inicialmente en 50 clases 2D (Figuras 31 y 32, derecha arriba),
origindndose un modelo inicial y una clasificacidn en 3D. A partir de las 50 clases iniciales, se

obtuvieron 3 clases de volumenes diferentes de cada complejo.
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Figura 30. Purificacion de muestras de ScPeBoW y CtPeBoW. (A y B) Perfil de cromatografia de exclusion
molecular del complejo ScPeBoW (A) y CtPeBoW (B) a través de una columna Superosa 6 increase 10/300
GL (GE Healthcare). El pico seleccionado con asterisco se reinyectd en la misma columna obteniéndose
un pico homogéneo. Las fracciones de elucién enmarcadas en un rectangulo negro se seleccionaron para
la preparacion de gradillas de tincion negativa.
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Los volumenes tridimensionales obtenidos del complejo de ScPeBoW presentan ciertas
diferencias (Figura 31). Las particulas clasificadas en la clase 1 (3.409 particulas) y la clase 3
(7.862 particulas), a pesar de presentar protuberancias localizadas en posiciones diferentes,
parece que mantienen una envoltura similar (Figura 31). Sin embargo, el volumen final de la
clase 2 no se obtuvo de forma satisfactoria ya que estaba originado por un ndmero insuficiente
de particulas (60 particulas). Respecto a CtPeBoW, en los volumenes de las 3 clases (2.676;
10.512 y 908 particulas, respectivamente), se aprecian protuberancias cuya distancia y
orientacidn relativa varian de una clase a otra (Figura 32). Ademas, para los complejos ScPeBoW
y CtPeBoW se realizd un paso adicional de clasificacion de los volimenes obtenidos originandose
un volumen tridimensional promedio de cada complejo, resultado de la unificacién de todas las

clases (Figuras 31y 32).

Para superponer el complejo PeBoW en los volumenes obtenidos, decidimos posicionar
primero el heterodimero CtErblp.properier/CtYtm1 (PDB ID:5CXB), dado que la interaccidn entre
dos B-propellers presenta baja variabilidad conformacional. La superposicién se realizdé usando
las estructuras cristalinas de CtErbl1p.properier/CtYtm1 (PDB ID:5CXB) usando el programa Chimera
[238] (Figura 33). Ademas, estos resultados indicarian que la estructura del complejo en solucion
es diferente a la conformacidén en el prerribosoma ya que los volimenes 3D presentan formas

globulares y compactas, consistente con los resultados obtenidos de SEC-SAXS.

En todos las superposiciones, existen regiones vacias que podrian corresponder a Nop7
y el extremo N-terminal de Erbl. Para completar el complejo, en todos los volimenes se
superpuso la estructura por cryo-EM de Nop7 obtenida del PDB 6ELZ posicionandola al inicio del
extremo del B-propeller de CtErbl. Dicho extremo también orientado hacia Nop7 ya que, segun
la literatura y nuestros experimentos, la interaccion con Nop7 comienza justo antes del B-
propeller [22] (Figura 34) (Figuras 68, 69, 70, ANEXO I). Sin embargo, al colocar Nop7 en los
modelos tridimensionales, existen ciertas regiones de Nop7 que sobresalen. Esto podria indicar
qgue Nop7 se encontraria con una conformacién mas plegada en el complejo PeBoW en solucion
que en el prerribosoma. La region vacia observada en todas las superposiciones de ScPeBoW vy

CtPeBoW podria corresponder al N-terminal de Erb1 (Figura 34) (Figuras 68, 69, 70, ANEXO I).
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Figura 31. Flujo de trabajo para la generacién de modelos tridimensionales por NS-TEM de ScPeBoW. En la figura se muestran los tres mapas de densidad originados tras el
procesamiento de las micrografias de ScPeBoW. mics: micrografias; ptcls: particulas.
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Figura 32. Flujo de trabajo para la generacion de modelos tridimensionales por NS-TEM de CtPeBoW. En la figura se muestran los tres mapas de densidad originados tras el

procesamiento de las micrografias de CtPeBoW. mics: micrografias; ptcls: particulas.
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Clase promedio

ScPeBoW

CtPeBoW

Figura 33. Superposicion de la estructura cristalina de CtEbr1g propetrer /CtYtm1 en los voliimenes obtenidos de ScPeBoW y CtPeBoW obtenidos por microscopia de tincion
negativa. Vistas de los mapas tridimensionales de las clases del complejo ScPeBoW (fila arriba) y del CtPeBoW (fila abajo). CtEbrlp-propetier /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB).
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Para validar los modelos atémicos obtenidos por tincidon negativa de las tres proteinas
formando el complejo, se superpusieron en las envolturas obtenidas por SAXS. De esta forma se
obtienen valores de x? para cada superposicion (Tabla 18). De forma general, los modelos de
tincidn negativa de CtPeBoW coordinan mejor en la envoltura de SAXS que los de ScPeBoW con

una X2 menor.

Los modelos atdmicos por tincidn negativa seleccionados por presentar un mejor ajuste
en la superposicion en las envolturas de SAXS fueron la clase promedio de ScPeBoW (Figura 34A,

Tabla 18, asterisco) y el modelo de la clase 1 de CtPeBoW (Figura 34B, Tabla 18, asterisco).

Tabla 18. Andlisis de la superposicion de las envolturas originadas tras el procesado de SAXS de
ScPeBoW y CtPeBoW con los distintos modelos atémicos originados por tincidn negativa. (*) Clases de
volimenes tridimensionales seleccionadas por presentar una menor x2.

Envuelta SAXS Modelo PDB/tincién negativa X2
ScPeBoW PDB ID: 6ELZ 562,82
ScPeBoW Clase 1 ScPeBoW 411,39
ScPeBoW Clase 3 ScPeBoW 270,85
ScPeBoW Clase promedio ScPeBoW 184,12*
CtPeBoW Clase 1 CtPeBoW 20,73*
CtPeBoW Clase 2 CtPeBoW 21,70
CtPeBoW Clase 3 CtPeBoW 21,03
CtPeBoW Clase promedio CtPeBoW 23,20

En las superposiciones en las envolturas por SAXS de dichos modelos, Nop7 estd
orientada hacia el saliente de la envoltura y Erb1/Ytm1 en el extremo opuesto. Sin embargo, la
posicion de dichas proteinas difiere en la superposicion del modelo de la clase 1 de CtPeBoW y
la clase promedio de ScPeBoW. En el primer caso, la orientacion del heterodimero Erb1/Ytm1y
de Nop7 parecen encajar con un abultamiento de la envoltura cuando se observa desde la parte
superior (Figura 35A). En el modelo de la clase 1 de CtPeBoW, Erb1/Ytm1 se encuentran rotados
180° en comparacion con la estructura de ScPeBoW, pero manteniendo Nop7 orientada hacia

el saliente de la envuelta (Figura 35B).
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Erbl

B-propeller

-90°

Figura 34. Superposicion de la estructura cristalina de Nop7, Erb1 e Ytm1 en la envoltura promedio de
ScPeBoW vy la envoltura de la clase 1 de CtPeBoW. (A) Vistas de los mapas tridimensionales de la clase
promedio de ScPeBoW. (B) Vistas de los mapas tridimensionales de la clase 1 de CtPeBoW. CtEbrlg propelier
/CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y ScNop7 (PDB ID: 6ELZ).
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Figura 35. Superposiciéon del modelo atémico de la clase promedio de ScPeBoW y la clase 1 de CtPeBoW
en las envolturas de SAXS de ScPeBoW y CtPeBoW. (A y B) Se muestran tres perspectivas de la
superposicién de la envoltura de ScPeBoW con el modelo originado tras la unién de las clases de ScPeBoW.
(A) y el modelo de la clase 1 de CtPeBoW superpuesto en la envoltura de CtPeBoW de SAXS (B). Cada
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grafica muestra la superposicién de la curva de los datos crudos de SAXS (negro) con el perfil tedrico
calculado para el modelo (rojo). CtEbrlg-propetier /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y ScNop7 (PDB ID: 6ELZ).

Una forma de poder localizar el extremo N-terminal de Erb1 es mediante la inserciéon de
alguna molécula como la proteina de unién a maltosa (MBP) o algin anticuerpo. Decidimos
clonar CtErb1 con MBP en el extremo amino terminal y realizar ensayos de precipitacién para
comprobar si permanecia la interaccién con CtNop7 y CtYtm1. MBP-CtErb1 fue anclado a resina
de amilosa (NEB) y se incubd con concentraciones equimolares de CtNop7 y CtYtm1. Para
confirmar la presencia del heterotrimero en la fraccién de elucidén, las muestras se
desnaturalizaron a 95°C y se analizaron en un gel SDS-PAGE observandose tres bandas
correspondientes a CtNop7, CtYtml y MBP-CtErbl (Figura 36A). Posteriormente, se
reconstituyé el heterotrimero in vitro (denominado CtPeBoW-MBP) en proporcidon molar 1:1:1
y se purificd de forma satisfactoria a través de una columna de heparina y, posteriormente, una
cromatografia de exclusion molecular apareciendo un pico simétrico en la reinyeccién de la

muestra (Figura 36B).

Se realizd tincién negativa del complejo CtPeBoW-MBP para tener un modelo 3D del
heterotrimero con MBP y poder localizar asi el extremo N-terminal de Erb1. El flujo de trabajo
seguido para el procesamiento de las micrografias se muestra en la Figura 37. Se originaron 6
envolturas usando dos estrategias diferentes: una clasificacién sin previo alineamiento de
particulas y otro con las particulas alineadas. En el primer caso, se obtuvieron tres mapas con
volumenes muy diferentes a los resultados anteriores. Sin embargo, en la clasificacién alineada
de las particulas de CtPeBoW-MBP, se obtuvieron 3 volimenes formados aproximadamente con
un numero similar de particulas (6.138, 3.835 y 5.582, respectivamente). También se observa
que existe una protuberancia destacable en la parte superior que no se percibe en las demas
envolturas. La presencia de dicho abultamiento posiblemente sea producido por la presencia de

MBP.
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Figura 36. Reconstruccion del complejo CtPeBoW-MBP. (A) Ensayos de precipitacion de MBP-CtErb1,
CtNop7 y CtYtm1. MBP-CtErb1, retenido en resina de amilosa, coeluyd con 6xHis-CtNop7 y 6xHis-CtYtm1.
(B) Perfil de cromatograma de exclusiéon molecular de CtPeBoW-MBP (arriba). Gel SDS-PAGE al 10% con
las eluciones de la cromatografia (abajo). La fraccion de elucién enmarcada con un rectangulo negro se
selecciond para la preparacién de gradillas de tincién negativa. M: marcador de peso molecular; N: no
retenido; R: resina; |: muestra inyectada; L: 3°" lavado; E: elucidn.

Tras la obtencion de los volimenes 3D del complejo CtPeBoW-MBP, se superpusieron
los modelos tridimensionales y los modelos atémicos de clase 1 de CtPeBoW vy la clase promedio
de ScPeBoW, que dieron los mejores ajustes en la envoltura de SAXS, obteniendo un volumen
en la parte superior donde se situaria la MBP (Figura 38). Asimismo, se superpuso la estructura
depositada de MBP con PDB ID: IN3W en la protuberancia de cada volumen (Figura 39, color
verde). De esta manera, tendriamos una vista general del modelo atémico del complejo
completo en el volumen 3D. Cabe destacar que la superposicién del modelo atdmico completo
del complejo de la clase promedio de ScPeBoW (Figura 38) y clase 1 de CtPeBoW (Figura 72,
ANEXO 1) encajan perfectamente en el volumen de la clase 2 de CtPeBoW-MBP y, en menor

grado, en las otras clases (Figuras 71y 73, ANEXO I).
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Figura 37. Flujo de trabajo para la generacion de modelos tridimensionales por NS-TEM de CtPeBoW-MBP. En la figura se muestran los tres mapas de densidad originados
mediante una clasificacidn de las particulas sin alinear (3 clases, izquierda) y tres mapas mediante el procesamiento con particulas alineadas (3 clases, derecha). mics:
micrografias; ptcls: particulas.
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Figura 38. Superposicion de los modelos tridimensionales y los modelos atémicos de la clase promedio
de ScPeBoW (A) y la clase 1 de CtPeBoW (B) en el volumen tridimensional de la clase 2 de CtPeBoW-
MBP. (A y B) El volumen 3D de la clase 2 de CtPeBoW-MBP se muestra en color naranja claro, la clase
promedio de ScPeBoW en amarillo (A) y la clase 1 de CtPeBoW en celeste (B). Ambos volimenes
concuerdan con la densidad del modelo atdomico del complejo CtPeBoW-MBP. Se observa una
protuberancia en la parte superior donde se situaria la MBP. CtEbrlg-properier/ CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y
ScNop7 (PDB ID: 6ELZ).

En nuestro modelo, los dominios B-propellers de CtErbl y CtYtm1l se encuentran
enfrentados a Nop7 sefialando el inicio del B-propeller de Erb1 hacia ésta uUltima. Ademas, esta
conformacion también sugiere que el extremo amino-terminal de Erb1 se sitia en torno a Nop7
terminando en la posicién de la MBP (Figura 39). En resumen, es posible que el complejo
adquiera una conformacion manteniendo ambos B-propellers unidos, siendo Erb1 el nucleo del
complejo, y que el extremo N-terminal de Erbl esté plegado en torno a Nop7 y termine en un
lateral del dominio B-propeller de Erb1l. Esta configuracion del complejo parece mantenerse en
todos los volumenes tridimensionales obtenidos por tincidon negativa o por SAXS (Figuras 68, 69

y 70, ANEXO ).

Por otra parte, los modelos obtenidos por tincidn negativa sugieren una cierta
flexibilidad en algunas regiones del complejo como el dominio UBL de Ytm1 [130] que,

dependiendo del modelo, se encuentra dentro o fuera del mapa de densidad (Figura 39, circulo
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negro). lgualmente, Nop7 presenta ciertas regiones que sobresalen del mapa, indicando que

puede existir un cambio conformacional respecto a como se encuentra en el prerribosoma.

En conclusién, los resultados de tincion negativa sugieren que la conformacién del
complejo PeBoW en solucion difiere de la configuraciéon observada cuando forma parte de la

particula prerribosomal.

Erbl

B-;}r/opeller -45°

Figura 39. Superposicion del modelo tridimensional de la clase promedio de ScPeBoW en el volumen
3D de la clase 2 de CtPeBoW-MBP. El circulo rojo representa el extremo del B-propeller de CtErbl
orientado hacia Nop7. El circulo negro representa la densidad vacia del volumen 3D que podria ser
ocupada por el dominio UBL de CtYtm1. CtEbrlg propetier /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y ScNop7 (PDB ID: 6ELZ).

153



RESULTADOS — PARTE |

2.3.Estudio de las interacciones del complejo PeBoW mediante
entrecruzamiento y andlisis por cromatografia liquida en tdndem con
espectrémetro de masas (LC-MS/MS)

Una aproximacidn para confirmar las interacciones entre las proteinas del complejo
PeBoW fuera del contexto prerribosomal es mediante experimentos de entrecruzamiento y
analisis por LC-MS/MS. Los experimentos de entrecruzamiento estabilizan interacciones entre
proteinas mediante la formacién de enlaces covalentes usando diferentes reactivos quimicos
como sulfo-SMPB, AMAS y BS® y, posteriormente, analizar los péptidos entrecruzados por LC-

MS/MS.

Por tanto, la caracterizacién de la superficie de interaccion del complejo PeBoW
mediante entrecruzamiento nos permite dilucidar si el modo de interaccién entre estas
proteinas defiere al observado en el contexto prerribosomal asi como la validacién de las

envolturas modelo propuestas mediante tincidon negativa.

Para estudiar mejor las interacciones entre estas proteinas realizamos ensayos de
entrecruzamiento con los reactivos sulfo-SMPB, BS® y AMAS y el complejo CtPeBoW. Se
probaron diferentes condiciones con cada reactivo a diferentes tiempos de incubacion y

temperatura. Las mejores condiciones de entrecruzamiento estan resumidas en la Tabla 19.

Tabla 19. Mejores condiciones de entrecruzamiento de CtPeBoW con los entrecruzadores sulfo-SMPB,
BS® y AMAS. TA: temperatura ambiente.

Proteinas Entrecruzador Mejor condicion de reaccion
Sulfo-SMPB 16 h TA
CtPeBoW
BS3 1hTA
AMAS 5min TA

El entrecruzamiento del complejo ternario se realiza mezclando en proporcion
equimolar las proteinas Nop7, Erbl e Ytm1, previamente purificadas, con concentraciones
crecientes de los reactivos sulfo-SMPB, AMAS y BS? diluidos en el mismo tampdn optimizando
los tiempos de incubacidn (Tabla 19). Las reacciones en las diferentes condiciones se resolvieron
en un gel SDS-PAGE y las bandas aparecidas con un tamafio superior al heterotrimero (225 kDa)
se enviaron al Servicio de Proteémica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion
Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valencia (Burjassot, UV) para su analisis por LC-MS/MS

(Figura 40). Se enviaron bandas de diferente tamafio para tener el mayor niumero posible de
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entrecruzamientos. Los péptidos entrecruzados identificados mediante LC-MS/MS se

encuentran resumidos en la Tabla 20.

Sulfo-SMPB BS3 AMAS
(kba) M - 44 88 176 352 uM (kba) M - 44 110 220 440 uM (kba) M - 44 110 220 440 880 uM
‘ ol | : B = e
*’;;ﬁ.ﬁ =g 8 L 1 &
: : =1 [ 3 -
i:: 170 = 170
-— - 125 -
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Figura 40. Ensayo quimico de entrecruzamiento de los heterotrimeros CtNop7/CtErb1/CtYtm1l en
presencia de concentraciones crecientes de agente entrecruzante sulfo-SMPB (A), BS® (B) y AMAS (C).
Las bandas del gel SDS-PAGE marcadas en rojo se enviaron a analizar por LC-MS/MS.

Los resultados tras el andlisis de los péptidos entrecruzados sugirieren que los péptidos
427-CmDLYLAPR-435 y 412-KVPAWGNFVK-421 de CtErb1, localizados justo antes del B-propeller
(residuos  435-807), interaccionan con los péptidos 136-TGKPR-140, 447-
AAVSEDGDGEDNQTSQKLAPNGR-469, 214-GIYYQANIQGEDILWLVPYKFNQR-237 vy  45-
KLQLSLPDFR-54 de CtNop7 (Tabla 20). Asimismo, se han identificado 4 péptidos entrecruzados
entre CtErb1y CtYtm1 producido entre sus dominios B-propellers. Sorprendentemente, también
se ha identificado un péptido entrecruzado entre CtNop7 y CtYtm1. Posteriormente, localizaron
todos los péptidos entrecruzados en los modelos de la clase promedio de ScPeBoW vy la clase 1

CtPeBoW, siendo mejor explicados por éste ultimo (Figura 41).

Como se observa en la Figura 41, los péptidos entrecruzados entre los dominios B-
propellers de CtErb1 y CtYtm1 se representan en color verde y naranja. Ademas, el péptido 435-
SVRPATKEEGSLGGVSEPVYVIER-458 de CtYtm1 también aparece entrecruzado con un lazo de
Nop7 (flecha verde punteada). Este resultado sugiere que, aunque puede que Ytm1y Nop7 no
estén interaccionando en solucidn, el complejo sufra un cambio conformacional posicionandose
dichas proteinas cerca en el complejo de forma nativa. Por otra parte, el péptido de CtErbl
localizado en el extremo N-terminal, previo al B-propeller, (427-CmDLYLAPR-435, solo se han
coloreado los residuos 433-435), se ha entrecruzado con dos hélices de Nop7 (color amarillo).

Sin embargo, no se ha identificado ningln péptido entrecruzado del extremo 1-412 de CtErb1.
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Tabla 20. Péptidos identificados por LC-MS/MS del entrecruzamiento de CtPeBoW con BS3, AMAS y
sulfo-SMPB. Aas: aminoacidos, P1: péptido entrecruzado 1; P2: péptido entrecruzado 2.

Proteina 1 P1 Aas Proteina 2 P2 Aas
CtErbl [KVPAWGNFVK] 412-421 CtNop7 [AAVSEDGDGEDNQTSQKLAPNGR] 447-469
CtErb1 [KVPAWGNFVK] 412-421 CtNop7 [GIYYQANIQGEDILWLVPYKFNQR] 214-237
CtErb1 [LPSPDELKPFPTVQQ 452-470 CtYtm1l [SVRPATKEEGSLGGVSEPVYVIER] 435-458

TIFR]
CtErbl [GHKVVNK] 787-793 CtYtm1 [KRPVAGDGBK] 468-477
CtNop7 [KSFLSIK] 207-213 CtYtm1l [SVRPATKEEGSLGGVSEPVYVIER] 435-458

Figura 41. Representacion de los péptidos entrecruzados en el modelo originado por tinciéon negativa
de laclase 1 de CtPeBoW. (A) Estructura terciaria del modelo de tincion negativa de la clase 1 de CtPeBoW
con los péptidos entrecruzados seleccionados por colores. CtErb1 aparece en color negro, ScNop7 en gris
y CtYtm1 en bronce. (B) Representacion de los péptidos entrecruzados resultantes del analisis por LC-
MS/MS. Los péptidos entrecruzados entre si se muestran en los mismos colores.
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Curiosamente, los péptidos de Nop7, coloreados en rojo, entrecruzan con el segmento
412- KVPAWGNFVK-421 de CtErbl, que no puede ser trazado en la estructura. Nuestros
resultados sugieren que el extremo previo al B-propeller, (427-435), interaccionaria primero con
los péptidos de Nop7 coloreados en amarillo y, posteriormente, con los coloreados en rojo
(Figura 41). Considerando estos resultados y las superposiciones de los modelos de tincidn

negativa, suponemos que Nop7 adoptaria una conformacién mas plegada cuando forma parte

del complejo ternario.

ScErbl

Figura 42. Representacion de los péptidos entrecruzados del heterotrimero ScErb1/ ScNop7/ ScYtm1 en
la estructura con PDB ID: 6ELZ. (A) Estructura terciaria de las proteinas Erbl, Nop7 e Ytml en el
prerribosoma (PDB ID: 6ELZ). ScErb1 aparece en color negro, ScNop7 en gris y ScYtm1 en bronce. (B)
Representacién de los péptidos entrecruzados resultantes del andlisis por LC-MS/MS. Los péptidos
entrecruzados entre si se muestran en los mismos colores.

Por otra parte, decidimos comprobar la localizacidon de esos péptidos en la estructura

publicada del complejo PeBoW de levaduras en el prerribosoma para reafirmar nuestra
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hipétesis. Para ello, mediante alineamiento de secuencia obtuvimos los péptidos entrecruzados
de S.cerevisiae y que se muestran en la Figura 42. En esta estructura, los péptidos entrecruzados
de Erbl con Nop7, en amarillo y en rojo, estdn muy préximos, al igual que lo hacian en la
estructura del modelo de tincién negativa (Figura 41). Sin embargo, la diferencia mas destacable
entre ambas estructuras es la localizacion de los péptidos entrecruzados entre Ytm1 y Nop7
(flecha verde punteada) que se encuentran alejados. De nuevo, estos resultados sugieren que
las proteinas del complejo, en especial Nop7, sufriria un reajuste conformacional junto con el
extremo amino-terminal de Erbl encontrdndose mas préxima al heterodimero Erb1/Ytml

cuando estd en solucién.

3. Identificacion de proteinas que interaccionan con las proteinas del
complejo PeBoW

Durante la maduracién de la subunidad 60S, las proteinas Nop7, Erb1 e Ytm1, adems3s,
establecen contactos con otros factores de ensamblaje ribosomales que actian en estadios
diferentes de la maduracidn ribosomal [25]. Las proteinas que interaccionan, recogidas en la
base de datos Uniprot (Figura 43), han sido identificadas mediante experimentos de doble
hibrido, coinmunoprecipitacion o purificacién por afinidad en tdndem (TAP). Entre las proteinas
que interaccionan con Erbl se encuentran los factores Drsl y Noc2 que no aparecen en las
estructuras ribosomales publicadas desconociéndose su estructura y el papel que desempefian

en la biogénesis ribosomal.

Erbl | Noc2 | Ytm1 | Hasl | Drs1l | Nop7 | Nogl

Erbl
Noc2

Ytm1 T

Hasl
Drsl

Nop7
Nogl

Figura 43. Proteinas que interaccionan con Erb1 descritas en la base de datos Uniprot. Se representan

las interacciones usando una escala de colores en la que el color azul oscuro indica que existen de 8-12
experimentos que prueban esta interaccidn, azul medio entre 2-5 experimentos, y en blanco no existen
experimentos de interaccion. Tabla adaptada de la base de datos Uniprot.
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Para determinar la interaccion entre estas proteinas y los componentes del complejo

PeBoW se realizaron ensayos de precipitacidn, electroforesis en condiciones nativas y BLI.

En primer lugar, se expresaron y purificaron las proteinas Has1, Drs1y Noc2 de levadura
y Drsl de C. thermophilum y se realizaron los ensayos nombrados anteriormente con las

proteinas Erb1, Nop7 e Ytm1 aisladas y en complejo (Figura 44).

Respecto a la helicasa de ARN dependiente de ATP Has1, se ha descrito que interacciona
con Erb1l a través de su extremo N-terminal en los primeros estadios de biogénesis ribosomal
[22]. Para confirmar dicha interaccidén con el complejo, se realizaron ensayos de precipitacidon
de GST-ScHasl, retenida en resina de glutatidn, incubandose con concentraciones equimolares
de ScErb1 y ScPeBoW (Figura 44A). Sin embargo, los resultados sugieren que Has1 interacciona
con Erbl de forma débil o transitoria ya que en la etapa final de elucién aparece una tenue
banda de Erb1. Posteriormente, para apoyar dicha interaccién, se realizé una electroforesis en
condiciones nativas incubando el complejo PeBoW con concentraciones crecientes de Hasl
(Figura 44B). La proteina Has1, con un pl tedrico de 9,38, no es capaz de penetrar en el gel en
condiciones nativas a diferencia del complejo PeBoW aislado. Sin embargo, en presencia de
Hasl, disminuye la movilidad del complejo impidiendo su entrada en el gel cuando la
concentracién de Hasl aumenta progresivamente. Estos resultados apoyan la existencia de una
interaccion entre Hasl y Erbl. No obstante, no se ha podido establecer una constante de
afinidad entre estas proteinas mediante BLI (datos no mostrados). Este hecho puede sugerir que

Has1 requiera la presencia de ATP o ARN para establecer su unién con Erb1.

Respecto a la helicasa Drsl, tras su clonacién y posterior expresidn y purificacion, se
realizaron ensayos de precipitacion con el complejo PeBoW y con Nop7 e Ytm1 aisladas (Figura
44C). Los ensayos se realizaron con la construccidn GST-ScDrs1 y se siguid el procedimiento
descrito en el parrafo anterior. Nuestros resultados sugieren que Drsl no interacciona ni con
Nop7 ni Ytm1 al no coeluir en la etapa final en los ensayos de precipitacién. Este resultado es
contrario a lo que sugiere la literatura donde se ha descrito que su ortélogo en mamiferos
(Ddx27) puede interaccionar con Pes1 (Nop7 en mamiferos) [141]. Sin embargo, la aparicién de
Nop7 e Ytm1 en el paso final de elucién, se deberia a la interaccion de Drs1 a través de Erbl

cuando se incuba con el complejo completo (Figura 44C).
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Figura 44. Identificacion de proteinas que interaccionan con el complejo PeBoW. (A) Ensayo de
precipitacion de ScErb1, ScNop7 y ScYtm1 con ScHasl. En el gel SDS-PAGE se muestra que GST-ScHas1
copurifica con 6xHis-ScErb1, pero no con 6xHis-ScNop7 ni 6xHis-ScYtm1. (B) Electroforesis en condiciones
nativas (arriba) y SDS-PAGE (abajo) de ScHas1 y el complejo ScPeBoW. 15 pg de complejo incubado con
concentraciones crecientes de ScHas1. 1-4: ScHas1; 5: ScPeBoW; 6-9: ScPeBoW + ScHas1 (ratio molar 1:1;
1:2; 1:3 y 1:4, respectivamente). (C) Ensayos de precipitacion de ScErb1, ScNop7 y ScYtm1 con ScDrs1. El
ensayo muestra que GST-ScDrs1 copurifica con 6xHis-ScErb1. (D) Cristal de CtDrs1 usado en la difraccion.
M: Marcador de pesos moleculares; N: no retenido; L1: 12 lavado; L3: 3*" lavado; R: resina; E: elucién; (*)
Proteina con etiqueta GST que interacciona especificamente con resina de glutation.

Por otra parte, se conoce que Ddx27 es indispensable para la maduracion del extremo
3’ del pre-ARNr 27S [141]. En colaboracién con el Dr. John Woolford (Carnegie Mellon University,
Pittsburgh) quisimos estudiar la estructura y bioquimica de este factor de ensamblaje con el fin
de comprender mejor su papel en las etapas iniciales del proceso de maduracion ribosomal ya
que se desconoce de forma detallada su funcién y conformacion. Por todo ello, decidimos
intentar cristalizarla. Los primeros cristales de Drsl1 de C. thermophilum se obtuvieron en la
condicién 12% PEG 4.000, 100 mM Hepes pH 7,5 y 100 mM de acetato de sodio (Figura 44D).
Los cristales fueron difractados en el sincrotron ALBA (Barcelona) recogiendo datos a una
resolucién de 1,58 Ay con grupo espacial 12. Sin embargo, debido a la falta de modelo estructural
no se pudo realizar el reemplazo molecular de forma satisfactoria. De modo que planeamos en
el futuro purificar la proteina derivatizada con selenio-metionina y cristalizarla con las

condiciones optimizadas de modo que obtengamos las fases para su resolucién estructural.
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Respecto a la proteina Noc2, no se ha conseguido observar interaccion entre Noc2 con
Erbl ni Noc2 con Nop7 por BLI (datos no mostrados). Por otra parte, se continda en la mejora

de la expresion de Nogl de levadura.

3.1. Identificacion de posibles interacciones de las proteinas Nop7 e Ytml
mediante purificacion por afinidad en tandem (TAP)

Para confirmar las interacciones descritas en el apartado anterior y determinar otras
nuevas que pudieran estar ocurriendo de forma independiente a la biogénesis ribosomal,

decidimos realizar ensayos de purificacidn por afinidad en tandem (TAP) de Ytm1 y Nop7.

En este sentido, para entender mejor las interacciones de las proteinas Nop7 e Ytm1l
usamos la técnica TAP TAG para purificar los complejos/proteinas que interaccionan con
nuestras proteina de interés sometiendo a las muestras a una ultracentrifugacién a 180.000 x g
para precipitar los grandes complejos ribosomales (60S y 40S) y analizar los posibles
interacciones mediante LC-MS/MS. Ademds, mediante este analisis peptidico se podrian inferir
otras funciones que pudieran ejercer estas proteinas. Para ello, hemos trabajado con tres cepas
de S. cerevisiae transformadas con Nop7-TAP, Ytm1-TAP y una cepa no-tag o cepa silvestre con

las proteinas Nop7 e Ytm1 sin etiquetar.

3.1.1. Interacciones de Ytm1 identificados por TAP TAG

Como hemos comentado previamente, Ytm1 es una proteina de localizaciéon nucleolar
que forma el complejo estable PeBoW. La funcidn mejor caracterizada de Ytml es su
participacién en la biogénesis de la subunidad mayor ribosomal a través de la unién de su
dominio B-propeller con Erb1. Sin embargo, también se han descrito otras funciones celulares
que podria tener Ytm1 independientes del contexto prerribosomal. De hecho, Ytm1 fue descrita
por primera vez como una proteina de unidn a microtubulos [159]. Segun la informacion
encontrada en la base de datos BioGRID (https://thebiogrid.org/), Ytm1 presenta 82
interacciones fisicas y 150 interacciones genéticas, la mayoria de ellas relacionadas con

biogénesis ribosomal.

Los cultivos de levaduras con Ytm1-TAP, se purificaron mediante TAP TAG y se confirmé
la presencia de Ytml por WB (Figura 45). Las proteinas que co-purificaron con Ytm1l se

identificaron por anélisis L5-MS/MS y se recogen en las Tablas 21y 22.
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Figura 45. Purificacion de cepas Ytm1-TAP y silvestre. La presencia de Ytm1 fue confirmada mediante
WB con anticuerpos anti-TAP durante los tres pasos de purificacion: lisado (antes de la purificacién),
eluido TEV (después de la primera purificacion) y eluido calmodulina (segundo paso de purificacion). no-
tag: cepa silvestre.

Tabla 21. Anadlisis de las posibles interacciones relacionadas con biogénesis ribosomal de la purificacion
de Ytm1-TAP por LC-MS/MS. La tabla contiene el nombre de las proteinas, estadio de participacion de la
biogénesis LSU, funcién y el numero de cobertura (95%) de cada péptido que refleja el porcentaje de
aminodcidos coincidentes de los péptidos identificados con una confianza mayor o igual a 95% dividido
entre el nimero total de aminodcidos en la muestra.

Proteina — Estadio de biogénesis LSU % Cobertura (95) Funcién
Ytm1 - F. nucleolares intermedios 51,96 Estructural
Hasl - F. nucleolares intermedios 55,84 Dead-box helicasa

Nsa2 - F. nucleolares tardios y nucleares 46,7 Estructural
Nugl - F. nucleolares tardios y nucleares 43,65 GTPasa
Locl - F. nucleolares tempranos 41,67 Estructural
Nogl —F. nucleolares tardios y nucleares 41,26 GTPasa
Erbl - F. nucleolares intermedios 40,19 Estructural
Cicl - F. nucleolares intermedios 39,89 Estructural
Drs1 - F. nucleolares tempranos 38,02 Dead-box helicasa
Nop2 - F. nucleolares intermedios 37,86 Metilasa ARNr
Mrt4 - F. nucleolares tardios y nucleares 37,29 Estructural
Brx1 - F. nucleolares intermedios 35,74 Estructural
Nip7 - F. nucleolares intermedios 35,35 Estructural
Nsal - F. nucleolares intermedios 32,17 Estructural
Spb4 - F. nucleolares intermedios 31,8 Dead-box helicasa

Mak16 - F. nucleolares intermedios 29,7 Estructural
Spb1 - F. nucleolares intermedios 29,01 Metilasa ARNr

Nop16 - F. nucleolares intermedios 26,41 Estructural
Nop7 - F. nucleolares intermedios 25,79 Estructural
Dbp10 - F. nucleolares tempranos 25,63 Dead-box helicasa

A pesar de la ultracentrifugacion, es frecuente la aparicién de algunas proteinas
ribosomales debido a su capacidad de interaccidén inespecifica con la resina (datos no

mostrados). Las proteinas relacionadas con ribosomas que aparecen con una frecuencia mayor
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en el TAP TAG de Ytm1, realizado por duplicado, se muestran en la Tabla 21. Ademas, todas ellas
aparecen también en el andlisis de BioGRID excepto Mak16 y Spbl. Sin embargo, se han
identificado otras proteinas que participan en otros estadios de la biogénesis ribosomal
diferentes de los estadios intermedios donde participa Ytm1. Los resultados confirman que Ytm1
co-purifica con factores de ensamblaje tempranos, intermedios, tardios e incluso nucleares con
funciones diversas: funcién estructural, helicasas, metilasas de ARNr y GTPasas (Tabla 21).
Ademas, como se esperaba, los componentes del complejo PeBoW, Erb1 y Nop7, aparecian en

alta proporcion en el analisis peptidico.

También se identificaron otras proteinas no relacionadas con biogénesis ribosomal que
podrian asociar a Ytm1 con otras funciones celulares (Figura 46, Tabla 22). De hecho, en el
anadlisis de la mezcla de péptidos de la purificacién aparecen proteinas relacionadas con la
regulacién transcripcional y transporte del ARNm y ARNr. Por ejemplo el factor de iniciacién 14,
Ded1, Hmo1, Garl y snoRNP Nop1 (fibrilarina en vertebrados). También se ha identificado un
componente del complejo TREX (Yralp)y la proteina de unidn a poliadenilato (Pab1p). Ademas,
se han determinado varios componentes del complejo SAGA, involucrado en la regulacién
transcripcional dependiente de la ARN pol Il, como Taf5, Taf6 y Taf9. De hecho, la interaccién de

Ytm1 con Taf6 también se recoge en la base de datos de BioGRID.

Ademas, nuestros resultados muestran que Ytm1 co-purifica con componentes del
complejo de remodelacién de la estructura de la cromatina (RSC) como Sfhlp, Sthlp y Rsc8p,
estando ésta Ultima también descrita en la base de datos de BioGRID. Estas proteinas estan
involucradas en la regulacion de la transcripcion y posicidon del nucleosoma y son importantes
para la correcta funcién del cinetocoro en la segregaciéon cromosdémica y la organizacién del
citoesqueleto. Asimismo, se han identificado péptidos de las proteinas SIm1 que participa en la
organizacion del citoesqueleto y regulacion del ciclo celular y péptidos de la cadena B de tubulina
que es el mayor componente de los microtubulos. Estos resultados indican que Ytm1 podria
participar en la remodelacién de la cromatina, organizacion del citoesqueleto y proliferacion
celular, coincidiendo con la primera funcién descrita de Ytm1l como proteina de unidn a

microtubulos [159].

También han aparecido otras proteinas con funciones diversas: proteinas de choque
térmico (Ssalp), chaperonas (FKBP), histonas (H3, H4), metabolismo celular (Ochlp, ADH1),
acidificacion de vacuolas (ATPsa vacuolar tipo V), biosintesis de nucledtidos (Ura2) y ciclo de

Krebs (IDH2).
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Tabla 22. Analisis de las posibles interacciones no relacionadas con biogénesis ribosomal de la

purificacién de Ytm1-TAP por LC-MS/MS. La tabla contiene el nombre de las proteinas, funcion vy el

numero de cobertura (95%) de cada péptido que refleja el porcentaje de aminoacidos coincidentes de los

péptidos identificados con una confianza mayor o igual a 95% dividido entre el nimero total de

aminoacidos en la muestra.

Proteina % Cobertura (95) Proteina % Cobertura (95)
elF4A 6,58 Ura2 1,53
Dedl1 4,30 H3 5,14
Hmol 4,88 H4 33,09
Taf5 1,5 V-ATPasa 2,9
Garl 6,34 IDH2 2,98
Taf6 1,94 ADH1 12,07
Taf9 6,37 Ochlp 22,9
Nop1l 18,35 FKBP 27,55
Yralp 22,57 Rsc8p 1,98
Pabp 3,64 Ssalp 16,36
SLM1 4,66 STH1/NPS1 0,81
Sthip 3,05 Cadena B tubulina 9,41

Hms2p 3,35

QOROERO00NRAD

41.54% PRs

10.75% FN. tempranos
15.04% FN. intermedios
5.73% FN. tardios

5.73% Relacionadas con ribosomas
7.16% Regulacion transcripcional
4.11% Organizacion citoesqueleto

0.72% Chaperona

2.79% Metabolismo celular
1.42% Histona

0.72% Choque térmico
0.72% Vacuolas

3.58% Resto

Figura 46. Representacion en circulo de las funciones de las proteinas identificadas en el TAP TAG de

Ytm1. PRs: proteinas ribosomales; FN: factores nucleolares.

3.1.2. Interacciones de Nop7 identificados por TAP TAG

Nop7 se caracterizd por primera vez como una proteina esencial para la embriogénesis.

Para poder clarificar otras funciones que tendria Nop7 fuera del contexto prerribosomal, se

realizd una purificacién TAP TAG. La presencia de Nop7, identificada por WB en los tres pasos

de la purificacidn, confirma el éxito de la técnica TAP TAG (Figura 47).
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Figura 47. Purificacion de cepas Nop7-TAP y silvestre. La presencia de Nop7 fue confirmada por WB
frente anticuerpos anti-TAP durante los tres pasos de purificacidon: lisado (antes de la purificacién), eluido
TEV (después de la primera purificacién) y eluido calmodulina (segundo paso de purificacidn). no tag: cepa

silvestre.

Tabla 23. Anadlisis de las posibles interacciones relacionadas con biogénesis ribosomal de la purificacion
de Nop7-TAP por LC-MS/MS. La tabla contiene el nombre de las proteinas, estadio de participacion de la
biogénesis LSU, funcién y el nimero de cobertura (95%) de cada péptido que refleja el porcentaje de

aminodcidos coincidentes de los péptidos identificados con una confianza mayor o igual a 95% dividido

entre el nUmero total de aminoacidos en la muestra.

Proteina — Estadio de biogénesis LSU % Cobertura (95) Funcién
Ytm1 - F. nucleolares intermedios 80 Estructural
Nsal - F. nucleolares intermedios 72,14 Estructural
Cicl - F. nucleolares intermedios 72,07 Estructural

Bud20 - F. nucleolares tardios y nucleares 71,7 Estructural
Brx1 - F. nucleolares intermedios 68,04 Estructural
Nugl - F. nucleolares tardios y nucleares 63,85 GTPasa
Nog2 - F. nucleolares tardios y nucleares 62,96 GTPasa
Nip7 - F. nucleolares intermedios 62,43 Estructural
Has1 - F. nucleolares intermedios 60,40 Dead-box helicasa
Mrt4 - F. nucleolares tardios y nucleares 58,90 Estructural
Nop7 - F. nucleolares intermedios 58,35 Estructural
Nsa2 - F. nucleolares tardios y nucleares 54,41 Estructural
Nogl - F. nucleolares tardios y nucleares 53,48 GTPasa
Erbl - F. nucleolares intermedios 52,91 Estructural
Nop2 - F. nucleolares intermedios 52,1 Metilasa ARNr
Arx1 - F. nucleolares tardios y nucleares 50,25 Estructural
Ipi3 - F. nucleolares tardios y nucleares 43,95 Estructural
Rsa4 - F. nucleolares tardios y nucleares 42,91 Estructural
Noc3 - F. nucleolares intermedios 42,37 Estructural
Nop15 - F. nucleolares intermedios 40,45 Estructural
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Figura 48. Identificacion de las bandas de proteinas del eluido de calmodulina de la purificacion de
Nop7-TAP. Los eluidos de calmodulina de las purificaciones TAP (cepas Nop7-TAP y no-tag) se resolvieron
en un gel de poliacrilamida en gradiente (4-15%) tefiido con coomassie coloidal.

Una parte de la elucién final, se precipité con TCA y se analizaron las proteinas
identificadas por LC-MS/MS (Tablas 23 y 24). Ademas, se sometié al resto del eluido a una
electroforesis en un gel de acrilamida en gradiente (4-15%). En el gel se observa el patrén de
bandas correspondiente a la muestra Nop7-TAP comparada con la cepa silvestre (Figura 48),
identificindose proteinas que concuerdan con el primer andlisis por LC-MS/MS (Tabla 23). A
pesar de que Nop7 es un factor de ensamblaje temprano, se han identificado factores
intermedios y tardios de la biogénesis ribosomal. Ademas, al igual que en el TAP TAG de Ytm1,

los péptidos de las proteinas del complejo PeBoW han sido identificados en alta proporcion.

Los resultados por espectrometria de masas también confirman que Nop7 co-purifica
con otras proteinas no relacionadas con la biogénesis ribosomal, aparecidas en menor
abundancia en el andlisis por LC-MS/MS (Tabla 24). Se han identificado proteinas relacionadas
con regulacion meidtica, plegamiento de proteinas y crecimiento como ciclofilina A, Wtm1p,
BMH2p, caseina quinasa Il. Esto podria explicar la relacién de Nop7 con la funcién ya descrita de

su participacién en el desarrollo embriogénico [143].
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Ademas, se han identificado proteinas relacionadas con regulacidn transcripcional:
chaperonas (La), FKBP3 y FKBP4, Rcm1 y Bmt5. Al igual que Ytm1, también co-purifica con
snoRNP Nopl.

Asimismo, han aparecido otras en menor abundancia relacionadas con acidificacién de
vacuolas (ATPasa vacuolar tipo V), estrés oxidativo (tioredoxina reductasa 1) y ciclo del acido

citrico (isocitrato deshidrogenasa).

Otras proteinas identificadas participan en biosintesis de componentes celulares y
metabolismo celular como IMD3, AICA, acetil-CoA acetiltransferasa, adenosina quinasa,
glutamato deshidrogenasa 1 especifica de NADP, Cbf5p, DAHP sintasa y Batlp. Esta ultima
también esta implicada en la regulacion de la transicién de la fase G1 a S del ciclo celular,
relacionando a Nop7 con proliferacién celular, funcién que también ha sido descrita

anteriormente [149].

Tabla 24. Analisis de las posibles interacciones no relacionadas con biogénesis ribosomal de la
purificacién de Nop7-TAP por LC-MS/MS. La tabla contiene el nombre de las proteinas, funcion y el
numero de cobertura (95%) de cada péptido que refleja el porcentaje de aminodcidos coincidentes de los
péptidos identificados con una confianza mayor o igual a 95% dividido entre el niumero total de
aminodcidos en la muestra.

Proteina % Cobertura (95) Proteina % Cobertura (95)
AICAR 17,57 BMH2 12,09
IMD3 22,37 Subunidad Beta caseina 3,60

quinasa Il
Adenosin quinasa 8,53 Proteina La 28
Cbf5p 7,039 Nopl 26,61
Batlp 6,11 V-ATPasa 22,81
DAHP sintasa 7,57 FKBP4 22,45
Glutamato 8,15 FKBP3 18,49

deshidrogenasa 1
especifica de NADP

Acetil-CoA 16,25 Tioredoxina reductasa 1 16,61
acetiltransferasa

Ciclofilina A 35,19 Rcmil 13,27

Wtmilp 18,31 Bmt5 12,20

En la Figura 49 se han agrupado las funciones celulares de todas las proteinas identificadas
por LC-MS/MS. Aproximadamente un 8% estan relacionadas con biosintesis de componentes
celulares, un 6% con regulacidn transcripcional y un 5% con regulacién meidtica, organizacion

del citoesqueleto y proliferacién celular.
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6.19% Regulacion transcripcional
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1.03% Respuesta a estrés oxidativo
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Figura 49. Representacion en circulo de las funciones de las proteinas identificadas en el TAP TAG de
Nop7. PRs: proteinas ribosomales; FN: factores nucleolares.

En la purificacién de Nop7-TAP aparecieron enriquecidas las proteinas del subcomplejo
Rix1 (Rix1, Ipil e Ipi3) y la AAA*-ATPasa Real (Tabla 25). Estas proteinas de ensamblaje ribosomal
no han sido relacionadas con el complejo PeBoW anteriormente ya que actuan en la fase tardia
del desarrollo de la subunidad 60S. A pesar de la abundancia de estas proteinas en el TAP de
Nop7 (Tabla 25), en las bases de datos consultadas aparecen pocos experimentos que describan

la interaccién de Nop7 con Ipil e Ipi3.

Tabla 25. % Cobertura (95) de la aparicion de los componentes del subcomplejo Rix1 (Rix, Ipi3, Ipil) y la
AAA+-ATPasa Real en el TAP TAG de Nop7.

Proteina % Cobertura (95)
Rix1 27,92
Real 10,81
Ipi3 43,96
Ipil 31,74

Para confirmar la interaccién de Nop7 con algunos componentes del subcomplejo Rix1,
se decidioé transformar la cepa de levadura que expresaba Nop7-TAP con una construccién de la
secuencia 3HA- Ipi3, dado que Ipi3 es la mas abundante en nuestros analisis por LC-MS/MS. Tras
purificar Nop7-TAP, se incubd con anticuerpos anti-HA para la proteina Ipi3 y con anticuerpos
anti-TAP para Nop7-TAP (Figura 50). La cepa silvestre de S. cerevisiae se usé como control
negativo. La aparicion de la doble banda en el eluido de la purificacién TAP muestra la co-

purificacién de Nop7-TAP con Ipi3-HA, sugiriendo que existe una interaccién entre ambas
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proteinas en la célula. Dicha interaccién no ha sido descrita anteriormente y seria necesario

corroborarlo con otros ensayos complementarios.

no-tag Nop7-TAP

| Eluido |l Eluido |

Lisado TEV calm Lisado TEV calm

a-TAP
a-HA

Figura 50. Co-purificacion de Nop7-TAP e Ipi3-HA. La presencia de Ipi3 fue confirmada por WB con
anticuerpos anti-HA (color rojo) y la presencia de Nop7 con anticuerpos anti-TAP (color verde) durante los
tres pasos de purificacion: lisado (antes de la purificacidn), eluido TEV (después de la primera purificacion)

y eluido calmodulina (segundo paso de purificacion).
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IV. RESULTADOS

PARTE Il

Péptidos sintéticos dirigidos a la interaccion
entre Erb1 e Ytm1 y caracterizacion del
efecto de péptidos penetrantes incubados

con células humanas de carcinoma de colon
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1. Andlisis de la superficie de interaccion del complejo Erb1/Ytm1

1.1 Escaneo de alaninas in silico

La estructura cristalografica de Erb1/Ytm1 de Chaetomium thermophilum resuelta por
nuestro grupo [130] muestra que la cara superior del dominio B-propeller de CtYtm1 establece
un gran numero de contactos con la cara lateral del B-propeller del C-terminal de CtErb1 con un
predominante papel del motivo estructural nimero 7 (Figura 14). La parte central del B-
propeller de CtYtm1 proporciona una gran superficie de acoplamiento para la cara inferior de
los motivos nimero 1, 2 y 7 de CtErbl que es adicionalmente mantenida por dos extensiones
laterales de CtYtm1 (Figura 14). El dominio tipo ubiquitina del extremo N-terminal de CtYtm1 no
participa en la interaccién. El heterodimero CtErb1/CtYtm1 esta principalmente mantenido por
fuerzas electrostaticas con la participaciéon de algunas interacciones hidrofdbicas (Figura 51).
Realizamos un andlisis con el servidor PISA (Instituto de Bioinformatica Europeo; Krissinel and
Henrick, 2007) que mostro la existencia de 18 puentes de hidrégeno y 11 puentes salinos en la
interfaz entre ambas proteinas.

Por otro lado, se llevd a cabo un escaneo de alaninas in silico (apartado 6.6 en mat. y
met.) de los residuos localizados en la superficie de interaccién de ambas proteinas para asi
detectar residuos clave (hotspots) en la formacién del heterodimero mediante el servidor
DrugScore™ [255]. Los valores de AG y de profundidad de los residuos involucrados en la

interaccion de CtErb1 y CtYtm1 tras el cambio por alaninas in silico se muestran en la Tabla 26.

Los residuos de CtErb1 con una AG>0,5 kcal/mol en el analisis de escaneo de alaninas in
silico (Tabla 26, asterisco), se encuentran en las areas de interaccién de CtErbl/CtYtm1. Los
residuos E481, L483 y R486 de CtErbl se encuentran en el lazo situado entre las hebras 1c-2d,
segunda area de interaccién. Los residuos 1448 y R450 en la lamina 1d del motivo 7, primera
area, y los residuos R784 y E785 también formando parte del motivo estructural 7 (Figuras 52A

y 53, Tabla 26).

Por otra parte, la mayoria de los residuos de CtYtm1 que contribuyen a la interaccion
con CtErb1 se encuentran dentro de lazos (Figura 52B). Los residuos de CtYtm1 con una AG>1,0
kcal/mol segln el escéner de alaninas son D112 y W113 situados en el lazo entre 1d-1a, Y151
entre las hebras 1d-1c, R198 entre 2b-2c, V272 entre las hebras 3c-4d, N389 y K390 entre 6d-6a
y D459 entre 7d-7a (Figuras 52B y 54, Tabla 26, doble asterisco). Ademas, los residuos de CtYtm1
que interaccionan con CtErbl se encuentran localizados principalmente a un lado del tanel

central del B-propeller (Figura 52C).
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Tabla 26. Valores de variacion de energia libre de Gibbs (AAG) y profundidad de cada residuo de CtErb1
y CtYtm1 de la superficie de interaccién del complejo CtErb1/CtYtm1 calculados mediante un escaner
de alaninas in silico con el programa DrugScorePPl (AAGcal= AG*™compiejo = AGW complejo). (*) Residuos
seleccionados de CtErbl con una AAG>0,5 kcal/mol. (**) Residuos seleccionados de CtYtm1 con una
AAG>1,0 kcal/mol.

Residuo Residuo
—— AAG, (kcal/mol) Profundidad e AAG, (kcal/mol) Profundidad
D436 0,11 3,78 D112%** 1,69 8,78
K439 0,08 2,5 W113** 1,19 5,54
T443 0,18 4,82 Y151%* 2,11 7,23
V444 0,47 6,43 D152 0,26 8,78
Q445 0,12 3,08 S179 0,2 5,62
Q446 0,48 10,55 K181 0,46 6,59
T447 0,42 8,52 M196 0,37 3,61
1448* 1,02 5,45 D197 0,29 10,06
R450* 0,53 3,03 R198** 1,07 6,1
T464 0,14 4,89 H224 0,22 7,59
V466 0,42 4,27 T225 0,13 3,63
E481* 0,55 5,18 S227 0,16 4,62
L482 0,08 2,72 D229 0,4 7,49
L483* 0,65 1,89 S265 0,13 4,62
T484 0,36 6,08 L266 0,21 3,67
R486* 2,39 5,26 L267 0,08 2,72
Q487 0,14 4,96 H271 0,05 0,99
V488 0,4 6,43 V272%* 1,23 2,16
H528 0,09 3,85 T297 0,17 3,7
S530 0,09 3,21 Q318 0,27 1,99
V531 0,2 5,38 D319 0,35 12,56
T532 0,43 7,4 H320 0,42 9,52
Q537 0,08 3,93 H340 0,08 2,86
H782 0,19 5,78 L343 0,23 3,67
R784* 0,54 3,77 S363 0,22 4,72
E785* 0,63 6,38 R365 0,59 5,31
W787 0,49 3,47 N389** 1,63 12,99
R798 0,25 8,42 K390** 1,34 6,36
L799 0,26 5,98 H409 0,28 6,71
M801 0 2,72 K426 0,07 2,5
E427 0,09 3,22
V456 0,65 2,23
DA459** 1,94 5,07
K462 0,74 5,82
F464 0,3 5,87
E478 0,31 8,46
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B -90° 90°

Tanel

Figura 51. Superficie de interaccion CtErb1/CtYtm1. (A) Representacidn en superficie del heterodimero
CtErb1 (celeste) y CtYtm1 (rosa palido) (PDB ID: 5CXB). (B) Representacion de los residuos que forman
parte de la interfaz de dimerizacion de CtErb1y CtYtm1. En gris se han coloreado los residuos hidrofdbicos
y en azul y rojo los residuos con carga neta positiva y negativa, respectivamente. Los residuos de CtYtm1
que interaccionan con CtErb1 se encuentran alrededor del tunel central del B-propeller y los residuos de
CtErb1 que interaccionan con CtYtm1 se encuentran situados en la cara lateral del B-propeller.
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Figura 52. Residuos seleccionados del escaner de alaninas in silico localizados en la superficie de
interaccion de CtErb1/CtYtml. (A) Residuos seleccionados de CtErbl con una AG>0,5 kcal/mol (color
verde). (B) Residuos seleccionados de CtYtm1 con una AG>1,0 kcal/mol (color amarillo). Las cadenas
laterales de los residuos que establecen interacciones electrostaticas se muestran en cada figura. Los
atomos de los residuos involucrados en la interaccidn estan coloreados por dtomo, oxigenos en rojo y
nitrégenos en azul. (C) Localizacidn de los residuos de CtYtm1 seleccionados del escaner de alaninas
agrupados principalmente a un lado del tunel central del B-propeller. PDB ID: 5CXB.
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s e =14 - —

sp|GOSCK6 |ERB1 CHATD PRVRKNRLN1DPNSLLPKLPSPDELKPFPTVOT I FRGHEGRVRSVAIDPTGVALATGGD 473
splQ04660 |ERB1 YEAST PRVRKNKLNIDPNSLIPELPSPKDLRPFPIRCSTIYAGHKGKVRTLSIDPSGLWLATGSD 457
splQ14137|BOP1_HUMAN PRORKMRVNVDPEDL I PKLPRPRDLQPFPTCQALVYRGHSDLVRCLSVSPGGOWLVSGSD 433
1c l’l d b
sp|GOSCK6 | ERB1_CHATD DGTVRVWELLTGRQVWSVKLNGDE----~- AVNTVRWRPTKDTFILAAAAGEDIFLMIPTH 528
sp|Q04660 |ERB1_YEAST DGTVRVWEILTGREVYRTTLIDDEENPDYHIECIEWNPDANNGILAVAVGENTHLIVPPI 517
splQ14137|BOP1_ HUMAN DGSLRLWEVATARCVRTVPVGG-—-——-—~- VVKSVAWNPSPAVCLVAAAVEDSVLLLNPAL 486
sp|GOSCK6 |ERB1 CHATD S SVTPALDQASRDIIL,NAGFGHATNGKQOANLPPGKEPPGKWAR 571
splQ04660 |ERB1_YEAST FGYDIENNGKTKIEDGFGYDTFGTVKKSNLEVNENGDGDEDGENESAKNAVKKQVAQWNK 577
splQ14137|BOP1 HUMAN Gmmmmmmmmmmmmmmmmm o DRLVAGSTDQLLSAFVPPEEPP--—===—== LOPARWLE 517
sp|GOSCK6 | ERB1 CHATD PGTRLEDEGVLLRITVRSTIKAISWHRRGDHFATVSPSGQRSSVATHTLSKHLTQIPFRK 631
sp1Q04660 |ERB1_YEAST PSQKQLEKDICITISCKKTVKKLSWHRKGDYFVTVQPDSGNTSVLIHQVSKHLTQSPFKK 637

splQ14137|BOP1_ HUMAN ASEEERQVGLRLRICHGKPVTQVTWHGRGDY LAVVLATQGHTQVLIHQLSRRRSQSPFRR 577
1 | 1 1 1 1
sp|GOSCK6 |ERB1 CHATD LNGLAQTASFHPLRPLFFVATQRSIRCYDLOKLELVKIVOPGAKWISSFDVHPGGDNLVV 691
sp|Q04660 |ERB1_YEAST SKGI IMDAKFHPFKPQLFVCSQRYVRIYDLSQQI LVKKLLPGARWLSKIDIHPRGDNLIA 697
spl014137|BOP1_HUMAN SHGQVQRVAFHPARPFLLVASQRSVRLYHLLROELTKKLMPNCKWVSSLAVHPAGDNVIC 637
& ] | 1] l |
sp|GOSCK6 |ERB1 CHATD GSYDKRLLWHDI,DLSNRPYKTMRFHTEATRAVRFHKGGLPLFADASDDGSLOIFHGKVPN 751
splQ04660 |ERB1 YEAST SSFDKRVLWHDLDLASTPYKTLRYHEKAVRSVNFHKK-LPLFSSAADDGTIHVFHATVYD 756
spl014137|BOP1_HUMAN GSYDSKLVWFDLDLSTKPYRMLRHHKKALRAVAFHPR-YPLFASGSDDGSVIVCHGMVYN 696
— P SR, S —
Sp|GOSCK6 | ERB1 CHATD DOLENPTIVPVKMLKGHKVVNKLGVLDIDWHPREPWCVSAGADGTARLWM- 801
sp|Q04660 |ERB1_YEAST DMMKNPMIVPLKKLTGHKVINSLGVLDAIWHPREAWLFSAGADNTARLWTT 807

sp|Q14137|BOP1_HUMAN DLLONPLLVPVKVLKGHVLTRDLGVLDVIFHPTQPWVFSSGADGTVRLFT- 746

Figura 53. Alineamiento de secuencia de Erb1 de Chaetomium thermophilum (CHATD), Saccharomyces
cerevisiae (YEAST) y humano (HUMAN). Los péptidos sintéticos seleccionados derivados de CtErb1 (P1,
P2y P3) se encuentran indicados en rojo. Los residuos conservados dentro de la secuencia de los péptidos
sintéticos estan en negrita. Los elementos de estructura secundaria se representan esquematicamente
por encima del alineamiento. Las flechas azules indican ldminas u hojas B y las espirales rojas son a-
hélices. Los residuos de interacciéon con una AG>0,5 kcal/mol calculados por DrugScore” estdn marcados
en amarillo.

1.2. Diseiio de péptidos sintéticos que interfieren en la interaccion entre Erb1l
eYtml

A partir del andlisis estructural previo de las regiones de interaccidn y teniendo en
cuenta la informacién obtenida del escaner de alaninas, se disefiaron una serie de péptidos
sintéticos con el objetivo de interferir en la formacién del complejo CtErb1/CtYtm1 (Tabla 27).
Se seleccionaron seis péptidos, de los cuales tres fueron derivados de la secuencia de CtErbl
(P1-P3) y los otros tres de CtYtm1 (P4-P6). Las secuencias de dichos péptidos se encuentran
conservadas como se puede comprobar en el alineamiento multisecuencia de las Figuras 53 y

54.
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Tabla 27. Péptidos sintéticos disefiados para ensayos de interaccion in vitro proteina-proteina y ensayos

celulares. (Biot: biotina; aa: aminoacidos).

Nombre . ; . Limites
s Secuencia Proteina/Organismo )
P1 VWELLTGRQVW Erb1/Chaetomium thermophilum 479-489
P2 QQTIFRGH Erbl/Chaetomium thermophilum 445-452
P3 DWHPREPWCV Erb1/Chaetomium thermophilum 780-789
P4 HDDWVSA Ytm1/Chaetomium thermophilum 110-116
P5 AGMDRTV Ytm1/Chaetomium thermophilum 194-200
P6 RGHANKV Ytm1/Chaetomium thermophilum 385-391
Biot-P1 Biotina-VWELLTGRQVW Erbl/Chaetomium thermophilum 479-489
Biot-P3 Biotina- DWHPREPWCV Erb1/Chaetomium thermophilum 780-789
Biot-P6 Biotina- RGHANKV Ytm1/Chaetomium thermophilum 385-391
P10hs GRKKRRQRRRPQLWEVATARCVR Bopl/human 439-449
Pl1lhs GRKKRRQRRRPQIFHPTQPWVF Bopl/human 725-734
PTAT GRKKRRQRRRPQ TAT -
FITC-P10hs FITC-GRKKRRQRRRPQLWEVATARCVR Bopl/human -

Los residuos seleccionados de CtErbl tras el escaner de alaninas (Tabla 26, asterisco),

gue son los que mas contribuyen a la interaccién del complejo CtErb1/CtYtm1, se encuentran

formando parte de la secuencia de los péptidos P1, P2 y P3 (Figuras 53 y 55A).

Por otra parte, los residuos seleccionados del escaner de alaninas de CtYtm1 estan mas

deslocalizados (Tabla 26, doble asterisco). La mayoria de ellos se encuentran formando parte de

la secuencia de los péptidos P4, P5 y P6 (Figuras 54 y 55B) a excepcion de los residuos Y151,

V272 y D459. La region donde se encuentran estos residuos esta pobremente conservada, salvo

la Y151. Sin embargo, no se ha considerado el disefio de un péptido de esta regién debido a que

es un residuo aislado en una zona que no participa en la interaccidn, insuficiente para interferir

en el complejo CtErb1/CtYtm1.
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sp|GOSFB5|YTM1 CHATD
sp1012024|YTM1 YEAST
sp|Q9GZL7 |WDR12 HUMAN

sp|GOSFBS5|YTM1 CHATD
splQ12024|YTM1 YEAST
sp|Q9GZL7|WDR12 HUMAN

sp|GOSFB5|YTM1 CHATD
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sp|Q9GZL7|WDR12 HUMAN

sp|GOSFB5|YTM1 CHATD
splQ12024 |YTM1 YEAST
sp|Q9GZL7|WDR12 HUMAN

sp|GOSFBS5 | YTM1 CHATD
splQ12024|YTM1 YEAST
sp|Q9GZL7 |WDR12 HUMAN

sp|GOSFBS5|YTM1 CHATD
splQ12024|YTM1 YEAST
sp|Q9GZL7 |WDR12 HUMAN

sp|GOSFBS5|YTM1 CHATD
splQ12024 |YTM1 YEAST
splQ9GZL7|WDR12 HUMAN

sp|GOSFB5| YTM1_CHATD
splQ12024|YTM1_YEAST
sp1Q9GZL7 |WDR12 HUMAN

sp|GOSFB5|YTM1 CHATD
splQ12024|YTM1 YEAST
sp|Q9GZL7 |WDR12 HUMAN

sp|GOSFB5|YTM1 CHATD
splQ12024|YTM1 YEAST
splQ9GZL7|WDR12 HUMAN

Figura 54. Alineamiento de secuencia de Ytm1 de Chaetomium thermophilum (CHATD), Saccharomyces
cerevisiae (YEAST) y humano (HUMAN). Los péptidos sintéticos seleccionados derivados de CtYtm1 (P4,
PS5y P6) se encuentran indicados en rojo. Los residuos conservados dentro de la secuencia de los péptidos
sintéticos estan en negrita. Los elementos de estructura secundaria se representan esquematicamente
por encima del alineamiento. Las flechas azules indican laminas u hojas B y las espirales rojas son a-
hélices. Los residuos de interacciéon con una AG>1,0 kcal/mol calculados por DrugScore®” estdn marcados
en amarillo.
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Figura 55. Péptidos sintéticos disefiados en base a la estructura del complejo CtErb1l/CtYtm1. (A)
Péptidos sintéticos seleccionados derivados de CtErb1. Los 3 péptidos seleccionados se han coloreado de
celeste, verde y rojo para P1, P2 y P3, respectivamente. (B) Péptidos sintéticos seleccionados derivados
de CtYtm1. Se han coloreado de azul, naranja y morado para P4, P5 y P6, respectivamente. Se muestran
en cada figura las cadenas laterales de los residuos que establecen interacciones electrostaticas. Los
atomos de los residuos involucrados en la interaccidn estan coloreados por atomo, oxigenos en rojo y
nitrogenos en azul. El resto de la superficie esta coloreada en celeste para CtErbl y en rosa pélido para
CtYtm1. PDB ID: 5CXB.

2. Ensayos de competicion de péptidos sintéticos

La evaluacion de la capacidad de los péptidos sintéticos para interferir en la formacion
in vitro del complejo Erb1/Ytm1 de Chaetomium thermophilum se realizé a través de ensayos de
competicion usando interferometria de bicapa (BLI). En primer lugar, analizamos la afinidad
entre His-CtErb1 y CtYtm1 obteniendo una constante de disociacién (Kp) de 3,2 x 10% M, similar
a los valores publicados por Wegrecki et al., 2015 (Tabla 28). A continuacién, se evalud la

habilidad que tenian los péptidos en disminuir la afinidad entre CtErb1 y CtYtm1. Para ello se
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llevaron a cabo una serie de ensayos de interaccion en BLI en los que previamente se incuban
los péptidos, derivados de la proteina a inmovilizar en el biosensor, con la proteina analito y se

analizan los cambios en la afinidad de la formacion del heterodimero.

En la Figura 56A se muestra como los péptidos P1, P2 y P3 producen un aumento de la
Ko de alrededor de un orden de magnitud (Tabla 28) con respecto a la curva de unién de

CtErb1/CtYtm1 en ausencia de péptido (Figura 56A, linea negra).

De forma similar, se realizd un ensayo inmovilizando, en este caso, His-CtYtm1 en
biosensores de Ni-NTA y CtErb1 se usé como analito, el cual fue preincubado con los péptidos
derivados de CtYtm1 (P4-P6) en proporciones equimolares. Sélo se obtuvieron diferencias
significativas, respecto a la Kp en ausencia de péptidos, cuando incubamos CtErb1 con el péptido

P6 (Figura 56B, Tabla 29).

1.0
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Figura 56. Ensayos de competicion por BLI en presencia de péptidos sintéticos. (A) Curvas de
interferometria de bicapa de péptidos P1-P3 preincubados con cantidades equimolares de CtYtm1 (5 uM).
La habilidad para interferir en la formacion del complejo CtErb1/CtYtm1 (linea negra) es evaluada usando
CtErbl inmovilizado al biosensor Ni-NTA y CtYtm1l como analito. (B) Ensayo de competicion de BLI
preincubando 20 uM de CtErb1 con concentraciones equimolares de los péptidos P4-P6 usando como
diana CtYtm1 inmovilizado. La curva de referencia CtYtm1/CtErb1l se muestra en color negro.

Tabla 28. Valores de la constante de afinidad, asociacidn, disociacion y errores estadisticos calculados
por BLI de CtYtm1-CtErb1 (+ P1/P2/P3). Ref: referencia.

Proteina-

Péptido
Ref Ctytm1l 3,222x10® 535x10*  7,06x102 1,724x10% 5,535x10° 0,3016  0,9698
CtYtm1-P2  3,557x107 3,916x10* 9,705x10> 1,393x102 2,215x10* 1,578 0,9603
CtYtm1-P1  1,902x107 1,021x10° 2,602x10° 1,942x102 2,272x10% 0,5205 0,9822
CtYtm1-P3  1,745x107 7,094x 10* 1,739x10® 1,238x102? 1,536x10* 0,6148 0,974

Ko (M) ka (1/Ms) ka Error kd (1/s) kd Error x? R?
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Tabla 29. Valores de la constante de afinidad, asociacidn, disociacidn y errores estadisticos calculados

por BLI de CtErb1-CtYtm1 (+ P4/P5/P6). Ref: referencia.

Prt')te.ma- Kp (M) ka (1/Ms) ka Error kd (1/s) kd Error x? R?
Péptido

Ref CtErb1l 2,292 x 107 5,24 x 10° 3,87 x 10* 1,201 x103 2,504x10° 0,04878 0,9985

CtErb1-P5 2,825x107 5,857x10® 5,321x10* 1,655x103% 4,406x10°> 0,0926 0,9964

CtErb1-P4 2,966 x 107 5,345x10° 4,358x10* 1,585x10° 1,704x10° 0,04445 0,9982

CtErb1-P6 2,439x10° 4,384x10®° 2,224x10*> 1,069x10?% 2,341x10* 0,1423 0,9815

2.1. Analisis de la interaccion directa entre las proteinas CtErbl y CtYtm1ly los

péptidos disefiados

Los péptidos que disminuyeron mas la afinidad entre CtErb1l/CtYtm1 fueron

seleccionados para analizar su interaccién directa con las correspondientes proteinas mediante

BLI. Para ello, se biotinilaron aquellos péptidos que mejor resultado nos habian dado

interfiriendo en la formacidn del heterodimero: P1, P3 y P6 (Tabla 30). Los péptidos biotinilados

Biot-P1 y Biot-P3 fueron inmovilizados en biosensores de estreptavidina y se midié la afinidad

por CtYtm1 (Figuras 57A y 57B).
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Figura 57. Curvas de interferometria de bicapa usando péptidos sintéticos biotinilados. (A, By C) Curvas
de unidn de Biot-P1 (A) y Biot-P3 (B) inmovilizados en sensores de estreptavidina frente a CtYtm1 y Biot-
P6 (C) frente a CtErb1.
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De forma similar, Biot-P6 fue inmovilizado en biosensores de estreptavidina
analizandose su interaccidn con CtErbl. Los péptidos Biot-P1 y Biot-P3 mostraron una afinidad
por CtYtm1 en el rango de uM (Figuras 57A y 57B, Tabla 30). En cambio, no se pudo detectar
unién de Biot-P6 con CtErb1 (Figura 57C).

Tabla 30. Valores de la constante de afinidad, asociacién y disociacidn y errores estadisticos de ensayos
BLI CtYtm1 con Biot-P1 y Biot-P3.

Biot-Péptido-
g Kp (M) ka (1/Ms) ka Error kd (1/s) kd Error x? R?
CtYtm1
Biot-P1 3,342x10° 3,865x10*> 6,967x10 1,292x102 5,954x10% 16,02 0,9852

Biot-P3 6,287x10° 8,294x10> 2,496x10 5,215x10° 1,941x10* 9,07 0,9962

También se analizaron cambios en la estabilidad térmica de la proteina CtYtm1l en
presencia de P1 y P3 llevando a cabo ensayos de termoflior. Para ello, se incubd la proteina
CtYtm1 con distintas concentraciones de P1y P3. Con el péptido P1, se observd un incremento
de varios grados centigrados en la temperatura de desnaturalizacion (Td) indicando interaccion
con CtYtm1 (Figura 58A). Sin embargo, no se observd un cambio térmico significativo de CtYtm1
en presencia de 1 mM P3 (Figura 58B). Por otro lado, no se consiguid evaluar el desplazamiento
térmico con el péptido P6 debido a que no se pudieron estimar valores adecuados de Td de

termofltor con CtErb1 aislado.
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Figura 58. Curvas de termofluor de CtYtm1 aislado y en presencia de los péptidos sintéticos P1y P3. (A
y B) Curva de termofltor de CtYtm1 aislado en color negro y CtYtm1 con 1 mM de P1 en azul (A) y con 1
mM de P3 en rojo (B).

Quisimos confirmar la capacidad del péptido P1 de interaccionar con CtYtm1 y para ello
monitorizamos la unién usando la técnica termoforesis a microescala (MST). Se incubd la

proteina CtYtml (5 nM), previamente marcada fluorescentemente con concentraciones
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crecientes de ligando P1. La afinidad determinada por MST mostré una Kp en el rango de uM
(8,2 x 10® M) acorde con las afinidades observadas usando interferometria confirmando asi de
manera directa la interaccién entre el P1 y CtYtm1 (Figura 59). La curva experimental fue
resultado del ajuste de experimentos por triplicado. Las limitaciones experimentales con la

concentracién méxima de ligando no permitieron el calculo de la estequiometria de unién.

K,=8,1965x10°£ 0,8 M

8348

832,8

8308

Fnorm|[®/oo]

8288
8268
824,8

8228
1,8€-08 1,8E-07 1,8€-06 1,8E-05 0,00018 0,0018

Concentracion de P1 (M)

Figura 59. Curva de union de CtYtm1l y péptido P1 mediante termoforesis a microescala (MST). Se
monitorizo la unién de 5 nM de CtYtm1 marcada con el fluoréforo Red-NHS 2nd Generation (Nanotemper
Technologies) frente a 16 diluciones seriadas del ligando P1 (1.230 uM a 0,0751 pM). Ko = 8,2 x 10%+ 0,8
M. Barras de error = desviacion estandar; n=3. Fnom: fluorescencia normalizada.

La interaccion del péptido P3 con CtYtm1 también fue monitorizada por MST. Se detectd
una tendencia a la unién de CtYtm1 con el péptido P3 a la concentracion maxima de 1.580 uM,
pero la calidad de los datos experimentales no permitié un ajuste adecuado para obtener valores
de Kp (datos no mostrados). Sin embargo, la evaluacién inicial usando MST a la mdaxima
concentracién testada mostro que P3 interaccionaba con CtYtm1, por lo que no descartamos al

péptido P3 en posteriores ensayos.

El péptido de interferencia P1 ha sido el Unico péptido que ha cumplido todos los
criterios de seleccion de interaccion in vitro con CtYtm1. Nuestros resultados sugieren que el

péptido P1 deberia recibir mayor prioridad para los ensayos en células de mamifero.
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A partir de los resultados de los ensayos in vitro descritos arriba, se disefiaron nuevos
péptidos sintéticos, P10hs y P11hs (derivados de los péptidos P1 y P3, respectivamente) con la
secuencia del ortdlogo en humanos de Erbl (Bopl) (Tabla 27). A estos nuevos péptidos se
afiadié una secuencia lineal denominada TAT en su extremo N-terminal capacitdandolos para
atravesar las membranas hasta el nucléolo de cultivos de células de mamifero [271]. El péptido
TAT es un conocido péptido penetrante derivado del activador transcripcional del virus VIH
[212,213] utilizado comUnmente en el disefio de agentes de interferencia. Con el objetivo de
interferir en la formacién del complejo Erb1/Ytm1 e inhibir la biogénesis ribosomal, se realizaron
ensayos preliminares de caracterizacién de los efectos en la fisiologia celular producidos en

células de carcinoma de colon humanas HCT-116 en presencia de estos péptidos.

3. Ensayos de caracterizacion de los efectos en la fisiologia celular
producidos tras la exposicion a péptidos penetrantes

3.1. Ensayos de viabilidad celular y activacion de caspasas

En primer lugar, se evalud la capacidad citotdxica de los péptidos sintéticos mediante
ensayos de cuantificacion de viabilidad celular usando el agente colorimétrico WST-1 (Roche).
Este agente es procesado por las deshidrogenasas mitocondriales produciendo formazan que

tiene un maximo de absorbancia de 450 nm.

Para determinar la supervivencia celular, se trataron cultivos de células humanas de
carcinoma de colon HCT-116 con diferentes concentraciones de péptidos sintéticos P10hs y
P11hs a diferentes tiempos de incubacién en placas de 96 pocillos (Figuras 60A y 60C). También
se realizaron los ensayos incluyendo el péptido PTAT para diferenciar el posible efecto en la
viabilidad celular que podia producir la secuencia penetrante TAT en si misma. Los experimentos

con ambos péptidos sintéticos se realizaron por triplicado con tres réplicas por ensayo.

= Los resultados de los ensayos con P10hs indican que la viabilidad celular no se vié afectada
con tratamientos de P10hs a bajas concentraciones (50 y 100 uM). Sin embargo, se
detectd un descenso de la supervivencia celular de casi un 40% a 150 uM y de un 60% a
200 uM a las 24 h de exposicion. No obstante, la viabilidad celular parecié aumentar a las

72 h de tratamiento con cada una de las concentraciones (Figura 60A).
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= E| efecto en la supervivencia celular que ocasiona la exposicidon al péptido P11lhs es
diferente al ocasionado por el P10hs. La supervivencia celular se reduce a concentraciones

mayores de 100 uM, sin presentar recuperacion en el tiempo (Figura 60C).

Ademas, calculamos los valores aproximados de IC50 para el P10hs y P11hs. La IC50 es la
concentracién a la que la supervivencia celular se reduce en un 50%. La IC50 aproximada para
el P10hs es de 150-200 uM y para el péptido P11hs de 400 uM a las 24 h de tratamiento. Por
tanto, el péptido P10hs produce un mayor efecto en la viabilidad celular a menor concentracién

que el péptido P11hs.

De forma paralela, se cuantificé la activacidn de las caspasas 3/7 para detectar apoptosis
tras el tratamiento con los péptidos sintéticos usando el kit comercial Caspasa-Glo®3/7
(Promega). Se determind la activacion de las caspasas en presencia de diferentes
concentraciones de péptidos P10hs y P11hs a las 24, 48 y 72 h monitorizando la luminiscencia
producida en placas de 96 pocillos (Figuras 60B y 60D). La representacion esquematica de la
actividad caspasa fue relativizada respecto a la supervivencia celular tras cada tratamiento. Los
experimentos se realizaron por triplicado con tres réplicas por ensayo excepto para las

concentraciones de 150 y 200 uM de P10hs y PTAT 100 uM que se realizaron por duplicado.

= En los ensayos de activacion de caspasas con P10hs se observd un incremento
significativo en la activacion de las caspasas 3/7 con tratamientos de P10hs de 50 a 200
UM a 24 y 48 h de tratamiento. Sin embargo, dicha actividad parecié disminuir
progresivamente a las 72 h de exposicion (Figura 60B). Ademds, se detectaron bajos
niveles de activacidon de caspasas con tratamientos con PTAT a 100 uM a 24 y 48 h
descartando asi que los efectos observados en la activacién de caspasas eran debidos al
propio péptido y no a la secuencia penetrante. Sin embargo, dicho efecto parecio

aumentar a las 72 h de exposicion.

= En los ensayos con P11lhs se detectéd una mayor activacion de caspasas que con P10hs
(Figura 60D). La mayor activacidn se alcanzé a las 72 h de tratamiento con todas las
concentraciones de P11lhs. El péptido PTAT a la maxima concentracién ensayada (600
M) produjo una activacion de las caspasas 3/7 aproximadamente dos veces menor que

P11hs alas 72 h.
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Figura 60. Cuantificacion de la viabilidad celular y la activacién de caspasas 3/7 de células de carcinoma
de colon HCT-116 en presencia de los péptidos penetrantes P10hs, P11hs y PTAT. (A y B) Cuantificacion
de la viabilidad celular (A) y cuantificacion de la actividad caspasa (B) relativizada al nimero de células
viables tras tratamientos con 50, 100, 150 y 200 uM de P10hs y 100 y 200 uM de PTAT. (C y D)
Cuantificaciéon de la viabilidad celular (C) y activacion de caspasas (D) en presencia de P11hs a 100, 200,
300, 400 y 600 puM y 600 uM de PTAT. Todos los tratamientos se realizaron durante 24, 48 y 72 h. Los
datos representan la media + SEM de tres experimentos independientes excepto el ensayo de la activacion
de caspasas para el P10hs 150 y 200 uM y PTAT a 100 uM. RLU: unidades de luz relativas.

Como se ha comentado anteriormente, el porcentaje de células vivas tras el tratamiento
con P10hs a 150 y 200 uM parece recuperarse en el tiempo a diferencia del P11hs. Para excluir
la posibilidad que la recuperacién en la viabilidad celular sea debida a la degradacién o
inactivacién de los péptidos, se recogieron los sobrenadantes de los diferentes tratamientos y

se afadieron a una nueva placa de células para testar la viabilidad celular con WST-1. Para ello,
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se anadieron a células nuevas cultivadas y se cuantificd el porcentaje de células vivas a las 24 y

48 h de exposicion.

= Los resultados, mostrados en la Figura 61A, parecen indicar que el P10hs se inactiva o
sufre una degradacién proteolitica debido a que no se obtienen valores de muerte

celular similar a un tratamiento con péptido nuevo (Figura 61A, linea negra).

= En cambio, parece que el péptido P11hs sufre una inactivacion menos predominante
que el P10hs al presentar valores semejantes de muerte celular que un tratamiento con

péptido nuevo (Figuras 61B y 61C).

En todos los casos, los sobrenadantes de los tratamientos con los péptidos P10hs y
P11hs conservados a -20°C parecen afectar mas a la supervivencia celular que los conservados

a 4°C. Este hecho apoya la idea que los péptidos sufren inactivacién o degradacion proteolitica.

Por otra parte, el péptido PTAT a la maxima concentracién ensayada no produjo efectos
significativos en la viabilidad, sin embargo, si parecen tener mas efecto los péptidos PTAT

reutilizados (Figura 61D).

También se realizd otro ensayo con el objetivo de comprobar la estabilidad del péptido
en el medio. Para ello, se trataron células con P10hs a 150 uM y 200 uM y P11hs a 400 uM, ya
que son las minimas concentraciones de péptido con las que se observa un efecto significativo
en viabilidad, y la supervivencia celular fue monitorizada con WST-1 durante 72 h. Por una parte,
se cuantificd la supervivencia celular con cada tratamiento a las 72 h y, por otra parte, se afiadié

péptido nuevo cada 24 h midiéndose la supervivencia final a las 72 h (Figura 61E).

= El tratamiento con P10hs a 150 uM a las 72 h mostrd una supervivencia del 80%, en
cambio, el tratamiento continuado con péptido nuevo produjo una supervivencia de un

20% (Figura 61E).

= Por otro lado, el tratamiento con P11hs a 200 uM produjo una muerte del 60% a las 72
h, pero el tratamiento continuado de péptido nuevo redujo la supervivencia celular a un

15% (Figura 61E).

Los resultados de ambos ensayos sugieren que el péptido P1lhs no sufre una
degradacion proteolitica o inactivacidn tan acusada como el P10hs. Este hecho podria ser debido

a la propia conformacidn o estabilidad que presenta el péptido.
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Figura 61. Cuantificacion de la supervivencia celular de células HCT-116 en presencia de los péptidos de
interferencia P10hs, P11hs y PTAT nuevos y conservados a 4 y -20°C. (A-D) Supervivencia celular tras el
tratamiento con P10hs a 150 uM (A), P11hs a 200 uM (B) y 400 uM (C) y PTAT a 400 uM (D) nuevos y
conservados a 4y -20°C. (E) Supervivencia celular tras el tratamiento (tto) continuado y diario durante 72
h de 150 uM P10hs, 200 uM de P11hs y 400 uM de PTAT. Los datos representan la media + SEM. *, p <
0,0332; **, p < 0,0021; ***, p <0,0002; **** p < 0,0001.

189



RESULTADOS — PARTE Il

3.2. Incremento de apoptosis celular en presencia de péptidos penetrantes

Junto con los estudios de viabilidad celular y activacidn de caspasas, se cuantificaron las
poblaciones de células necréticas y apoptdticas tras el tratamiento durante 24 h con diferentes
concentraciones de péptidos penetrantes P10hs, P11hs y PTAT mediante citometria de flujo
usando la doble tincion Anexina FITC V/yoduro de propidio (Pl). La anexina se une a la
fosfatidilserina expuesta al medio al entrar la célula en apoptosis y el Pl penetra las membranas
de las células deterioradas para intercalarse en el ADN cuando las células sufren necrosis [265].
La fluorescencia producida por la doble tincion Anexina/Pl permitié distinguir la poblacion de
células vivas (cuadrante Q3), apoptdticas tempranas (Q4), apoptdticas tardias (Q2) o necréticas
(Q1) tras el tratamiento con los péptidos sintéticos. En la Figura 62, se observan los graficos de
fluorescencia producidos por la doble tincion de Anexina-FITC V/PI de cada tratamiento celular

y el porcentaje medio de células contabilizadas.

= Las células tratadas con el péptido de interferencia P10hs mostraron valores similares
de necrosis y apoptosis temprana que las células control salvo el tratamiento con 150
UM donde se obtuvieron valores de apoptosis temprana dos veces mads que el control.
Ademas, se alcanzaron niveles de apoptosis tardia ocho veces superior en las células

tratadas con 100 y 150 uM de P10hs respecto a las células sin tratar.

= Por otra parte, los tratamientos con el P11hs también presentaron valores similares de
apoptosis temprana y necrosis que las células control. En cambio, los valores de

apoptosis tardia se triplicaron para las concentraciones de 200 y 400 uM.

Las células tratadas con el péptido PTAT a 400 uM muestran valores de apoptosis
temprana, tardia y necrosis parecidos a las células sin tratar sugiriendo que los cambios
observados con los tratamientos de P10hs y P11hs son especificos de cada péptido y no de la

secuencia penetrante TAT.

Es interesante destacar que el comportamiento que presenta el péptido P10hs es
diferente al P11hs tanto en los ensayos de viabilidad celular, activacién de caspasas e incluso en
la degradacién o inactivacion del propio péptido. Estos datos podrian sugerir que los

mecanismos de actuacion de los péptidos de interferencia son diferentes entre si.
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Figura 62. Deteccidn de las distintas poblaciones celulares tras el tratamiento de 24 h con péptidos
penetrantes mediante la tincion Anexina FITC V/Pl por citometria de flujo. (A-D) Gréficos
representativos de la doble tincidon con Anexina-FITC V/ Pl de células HCT-116 sin tratar (A) y cultivadas
en presencia de 400 uM PTAT (B); 50, 100 y 150 uM de P10hs (C); 200 y 400 uM de P11hs (D). Control
positivo de apoptosis: 1 uM camptotecina (CPT) (E). En cada cuadrante se muestra el porcentaje medio

de células vivas (Q3: anexina FITC V-/PI-); células apoptdticas tempranas (Q4: anexina FITC V+/PI-); células
apoptoticas tardias (Q2: anexina FITC V+/Pl+) y células necréticas (Q1: anexina FITC V-/Pl+). (F) Diagrama
de barras con los valores de apoptosis temprana, tardia y necrosis determinados por citometria de flujo

de cada tratamiento. Los datos representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. *, p
<0,0332; **, p<0,0021; *** p < 0,0002; **** p < 0,0001.
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3.3. Cambios fisioldgicos celulares inducidos por péptidos de interferencia

Para completar el analisis de los efectos producidos por los péptidos penetrantes en
células de mamifero, se han analizado los posibles cambios fisiolégicos producidos en la célula
tras la exposicién a dichos péptidos. Los parametros estudiados han sido el potencial de
membrana plasmatico, potencial de membrana mitocondrial, niveles de calcio intracelulares y

aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS), especificamente de perdxido de hidrégeno.

Por una parte, se ha descrito que los péptidos penetrantes pueden entrar de forma
endocitica en la célula, directamente por difusién o mediante macropinocitosis dependiente de
energia [272]. Por tanto, es interesante determinar si se producen cambios en el potencial de
membrana plasmatico tras el tratamiento con los CPPs. Por otra parte, la exposicién a CPPs
podria producir cambios en el potencial de membrana mitocondrial ya que la integridad de la
membrana esta relacionada con procesos apoptéticos [273]. De igual modo, con el objetivo de
utilizar el tratamiento con péptidos para fines terapéuticos, es necesario caracterizar la
produccién de ROS. Ademads, un aumento de estrés oxidativo, traducido como un aumento en
la concentracidn de perdxido de hidrégeno, provocaria una entrada de calcio desde el medio
extracelulary desde el reticulo endoplasmatico. Ese aumento de calcio en el citoplasma conduce
a una entrada de calcio a las mitocondrias y al nucleo relacionando asi el estrés oxidativo, el
aumento de calcio intracelular y cambios en el potencial de membrana mitocondrial. Asimismo,
el calcio en la mitocondria y en el ndcleo interrumpiria el metabolismo basal celular

desarrollando mecanismos de apoptosis [274].

Para estudiar los cambios fisiolégicos producidos en las células tras la exposicién a los
péptidos de interferencia se han usado diferentes sondas fluorescentes especificas de cada
pardmetro y se han cuantificado mediante citometria de flujo. La caracterizacidon de dichos
pardmetros se realizé con células HCT-116 tratadas durante 24 h con P10hs y PTAT a 100 uM,
excepto para el potencial de membrana mitocondrial que se utilizé también P10hs a 150 uM. En
la Figura 63 se representan los graficos obtenidos por citometria de flujo de cada parametro
fisiolégico donde se observa el desplazamiento de fluorescencia entre las células tratadas con
P10hs y con inductor (Figura 63, izquierda). Ademas, se presentan los valores de fluorescencia
de cada parametro con cada tratamiento y con inductor, utilizado como control positivo, en un

diagrama de barras (Figura 63, derecha).
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Figura 63. Caracterizacion de los cambios fisiolégicos celulares producidos en células HCT-116 tras el
tratamiento con péptidos penetrantes mediante citometria de flujo. (A) Graficos de fluorescencia con la
sonda DIBAC para determinar el cambio en el potencial de membrana plasmatico mediante citometria de
flujo comparando el tratamiento con P10hs 100 uM y el inductor gramidicina A. (B) Representacién de los
valores de fluorescencia de células sin tratar, tratadas con P10hs y PTAT a 100 uM y con inductor. (C)
Gréficos de fluorescencia con la sonda TMRM para determinar cambios en el potencial de membrana
mitocondrial comparando el tratamiento con P10hs 100 uM vy el inductor FCCP. (D) Representacién de los
valores de fluorescencia de células sin tratar, tratadas con P10hs y PTAT a 100 uM, P10hs a 150 uM y con
inductor. (E) Monitorizacién del aumento de los niveles de calcio con el inductor lonomicina determinados
por la sonda Fluo-4. (F) Representacion de los valores de fluorescencia de los niveles calcio intracelulares
de la poblacién P1 de células sin tratar, tratadas con P10hs y PTAT a 100 uM y con inductor. (G) Grafico
de fluorescencia de la sonda DCF para la cuantificacidn de los niveles de perdxido hidrégeno intracelulares
comparando el tratamiento con P10hs 100 uM y el inductor t-BHP. (H) Representacién de los valores de
fluorescencia de células sin tratar, tratadas con P10hs y PTAT a 100 uM vy con inductor. Los datos
representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes. UAF: unidades arbitrarias de
fluorescencia; FSC-A: forward scatter area. *, p <0,0332; **, p <0,0021; ***, p <0,0002; ****, p <0,0001.

El potencial de membrana plasmatico fue analizado usando el reactivo aniénico DIBAC,
una sonda fluorescente que entra en las células despolarizadas uniéndose a proteinas
intracelulares emitiendo fluorescencia. Si la membrana esta hiperpolarizada, el fluoréforo no
penetra en la célula y la fluorescencia disminuye. En el grafico de la Figura 63A, se observa el
cambio de fluorescencia entre las poblaciones celulares tratadas con el péptido P10hs y con el
control positivo gramicidina A [266]. En este caso, no se han observado cambios significativos
de este parametro celular tras el tratamiento con los péptidos (Figuras 63A y 63B). No obstante,

parece que provoca cierta hiperpolarizacién en la membrana plasmatica.

Respecto al potencial de membrana mitocondrial, se utilizé el reactivo TMRM que se
acumula en las mitocondrias de forma proporcional a su potencial de membrana. Como control
positivo se usé el desacoplador de la fosforilacidn oxidativa mitocondrial FCCP [267]. En nuestros
ensayos, no se observd un cambio significativo de este parametro celular con el tratamiento de

P10hs y PTAT (Figuras 63Cy 63D).

Por otra parte, el cambio en los niveles intracelulares de calcio fueron medidos usando
la sonda Fluo-4. En la Figura 63E, izquierda, se observa la monitorizacién de los niveles de calcio
tras el tratamiento con el inductor lonomicina [268]. El grafico representa el aumento en los
niveles de calcio respecto al tiempo producido por este idonoforo usado como control positivo.
Con el tratamiento de P10hs, se observd un incremento de aproximadamente un 10% de los

niveles de calcio respecto al nivel basal y el tratamiento con PTAT (Figura 63F).
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Para completar el estudio de los cambios fisioldgicos, se determind el aumento en la
generacion de ROS, concretamente de perdxido de hidrégeno. Nuestros resultados sugieren que
el tratamiento con P10hs a 100 uM produjo un aumento, aunque no significativo, en la
generacion de ROS comparado con células sin tratar y tratadas con 100 uM de PTAT (Figuras

63G y 63H).

3.4. Estudio de la integridad del ADN de células HCT-116 en presencia de
péptidos de interferencia

Los tratamientos convencionales de quimioterapia aplicados en la actualidad que
afectan a la transcripcion de la ARN pol | tienen efectos genotdxicos en la célula. El dafio al ADN
que provoca el tratamiento con estos inhibidores sugiere que es una lesién especifica que
provoca el compuesto y que afecta a la biogénesis ribosomal [186]. La capacidad de obtener
péptidos sintéticos que interfieran especificamente en otro punto de la via de biogénesis sin
causar efectos genotodxicos es una alternativa terapéutica en el tratamiento contra el cancer. En
este sentido, estudiamos la integridad del ADN tras el tratamiento con diferentes

concentraciones de péptidos de interferencia P10hs y P11hs.

El objetivo de este ensayo preliminar es la comparacion del posible dafio al ADN tras el
tratamiento con péptidos de interferencia respecto a células sin tratar (células control). Para
realizar este ensayo se extrajo proteina de cultivos celulares tratados con diferentes
concentraciones de péptido P10hs, P1lhs y PTAT realizandose un WB con anticuerpos
especificos contra la Ser139 fosforilada de la histona H2A.X. Esta histona de 14 kDa es una
proteina nuclear que es fosforilada cuando se degrada el ADN. Esta forma modificada se
denomina y-H2A.X y es un indicador sensible de dafio al ADN. La fosforilacién de esta histona
promueve la reparacion del ADN y mantiene la estabilidad gendmica [275]. La cuantificacion de
las bandas de WB de tratamientos a 24, 48 y 72 h se muestran en la Figura 64 para el P10hs y la
Figura 65 para el P11hs. En este estudio también se ha incluido el tratamiento con el compuesto
derivado de acridina CID-765471 (CID), identificado por el grupo del Dr. Manuel Serrano (IRB,
Barcelona). Este compuesto produce disrupcion nucleolar de una manera independiente de p53
a través de la degradacion selectiva de una subunidad de la ARN pol | sin producir dafio al ADN
[276]. Por otra parte, se usaron como control de dafo al ADN tratamientos con camptotecina

(CPT) y doxorrubicina (DOXO).

= En los tratamientos con P10hs a las 24 y 48 h, los valores de dafio al ADN son similares

a los obtenidos en presencia del péptido PTAT sugiriendo que la sola presencia de la
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secuencia penetrante TAT genera un dafo basal al ADN y no es especifico de la secuencia
del péptido. Sin embargo, se han cuantificado hasta 4 veces mas de dafio a las 72 h de

tratamiento con el P10hs respecto a las células control.
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Figura 64. Estudio de la integridad del ADN tras el tratamiento con los péptidos penetrantes P10hs y
PTAT. (A) Western Blot de extractos de proteinas incubados con el marcador de dafio al ADN anti-y-H2A.X
y anti-a-actina (control de carga). (B) Cuantificacién de los niveles de y-H2A.X y a-actina normalizadas
respecto al control. C: células sin tratar; CPT: camptotecina; DOXO: doxorrubicina; CID: CID-765471.

= Por otra parte, los tratamientos con el péptido P11hs no producen efectos significativos
de dafio al ADN comparados con las células sin tratar y con el péptidos PTAT a 400 uM

en los diferentes tiempos ensayados.
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Figura 65. Estudio de la integridad del ADN tras el tratamiento con péptidos penetrantes P11hs y PTAT.
(A) Western Blot de extractos de proteinas incubados con el marcador de dafio al ADN anti-y-H2A.X y anti-
actina (control de carga). (B) Cuantificacion de los niveles de y-H2A.X y a-actina normalizadas respecto al
control. C: células sin tratar; CPT: camptotecina; DOXO: doxorrubicina; CID: CID-765471.
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Como se recoge en la bibliografia, el compuesto CID-765471 no produce dafio al ADN
[276] comparado con las células sin tratar. Los resultados sugieren que la integridad del ADN

tras el tratamiento con los péptidos P10hs y P11hs es similar que los del CID.

3.5. Deslocalizacion de la nucleolina tras el tratamiento con péptidos
penetrantes

Las combinaciones de tratamiento de células que afectan a la viabilidad y al aumento de
caspasas con respecto a células control, se continuaron con la monitorizacién de la integridad
del nucléolo, indicaciéon de estrés por alteraciones de la biogénesis ribosomal [178,179],
utilizando anticuerpos contra la nucleolina humana. La nucleolina se muestra en color verde y
claramente se localiza en los nucleosomas granulares en células no tratadas (Figura 66A).
Mientras que tras un tratamiento de 24 h con el P10hs a 100 uM, se observé una deslocalizacion
de nucleolina extendida desde el nucléolo hasta el nucleoplasma indicando estrés nucleolar y

subsecuente alteracién de la biogénesis ribosomal (Figura 66B).

A CONTROL B TRATAMIENTO P10hs 100 pM
DAPI + Nucleolina DAPI + Nucleolina
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Figura 66. Deslocalizacion de nucleolina tras el tratamiento con 100 uM de P10hs durante 24 h. (A y B)
Imagenes de confocal de células HCT-116 sin tratar (A) y tratadas con 100 uM de P10hs durante 24 h (B).
La nucleolina se localiza claramente en los nucleosomas granulares cuando las células no estan tratadas
(color verde). En cambio, se encuentra extendida por todo el ntcleo en las células tratadas. Los nucleos
fueron tefiidos con DAPI (color rojo). Escala: 10 um.

A pesar de que se conoce que la secuencia TAT es usada como vehiculo para la entrada
de péptidos en la célula [212,213,271], decidimos examinar la localizacion celular del péptido
P10hs marcado con FITC (fluorescein isothiocyanate) en células HCT-116. De esta manera,
comprobamos que los efectos que observamos en la deslocalizacion de la nucleolina es debido

a la presencia del péptido. El experimento mostré que el péptido FITC-P10hs se localizaba por
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toda la célula, incluido el nucléolo, observandose algunos acimulos mayoritariamente

localizados en la regidn perinuclear (Figura 67, Tabla 27).

FITC DAPI FITC + DAPI

CONTROL

P10hs 10 uM

Figura 67. Localizacidn celular del péptido FITC-P10hs en células HCT-116. Fotografias de microscopia
confocal de células HCT-116 tratadas durante 24 h con péptido P10hs marcado con FITC a 10 uM (verde).
DAPI fue usado como marcador de nucleos (azul). Escala: 10 um.
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DISCUSION

1. Estabilidad y conformacion del subcomplejo Nop7 en solucién

En levaduras, los factores de ensamblaje Nop7, Erb1l e Ytm1 se asocian en un complejo
estable denominado complejo Nop7, al igual que sus ortélogos en mamiferos Pesl, Bopl y
WDR12, forman el complejo PeBoW [122,130,181]. La formacidn de este heterotrimero es
esencial para la biogénesis ribosomal [47,126], pero se desconoce el papel especifico que ejerce

en el proceso de maduracion ribosomal o la conformacién del complejo en solucion.

Diferentes estudios han descrito al complejo PeBoW como heterotrimero en la célula,
siendo necesaria esta heteroligomerizacion para acoplarse a la preparticula ribosomal
[105,132,181]. Nuestros resultados confirman que el complejo PeBoW se encuentra como
complejo ternario en la célula (Figura 24), tal y como también sugiere el articulo de Miles et al.,
2005. Ademas, la constante de afinidad de la interaccién entre Erb1/Ytm1 y Erb1/Nop7, del
orden de nM, sugiere que el complejo estd sostenido por fuertes interacciones que permiten

una alta estabilidad en solucién (Tabla 15).

Gracias al avance de la criomicroscopia electrénica se han obtenido estructuras de la
subunidad 60S en varios estadios de desarrollo que permiten diferenciar la disposicién
cronolégica de las proteinas y los factores de ensamblaje ribosomal implicados en los diferentes
estadios de desarrollo. En el primer estadio de maduracién descrito, conocido como particula
Nsa-1 o state-A, se muestran las estructuras de Erbl y Nop7 [22]. Sin embargo, en las ultimas
revisiones publicadas se sugiere que el acoplamiento a la particula prerribosomal requiere la
disociacion previa del complejo PeBoW; de tal modo que se unirian al prerribosoma, por un lado
el heterodimero Erb1/Ytm1 y por el otro Nop7, de manera independiente (Figura 7) [25,26]. No
obstante, no hay evidencia experimental para este fenédmeno. En base a esto, es posible que
estas proteinas se encuentren como heterotrimero en la célula para aumentar la estabilidad de
sus componentes, y posiblemente, ejercer otras funciones celulares, de modo que cuando
intervienen en la formacién del ribosoma, algin elemento no descrito facilitaria su
incorporacién a la particula prerribosomal naciente por separado. Dicho de otro modo, si
ocurriese el reclutamiento de Erb1/Ytm1 y Nop7 por separado y teniendo en cuenta que las
afinidades de Erb1/Ytm1 y Erb1/Nop7 son del mismo orden, podria participar algin factor que
medie la disociacién del complejo Erb1/Ytm1y Nop7, y su incorporacion al prerribosoma en los
estados iniciales. De igual forma, otro factor podria estar implicado en el desacoplamiento de

Erb1/Ytm1 facilitando la salida del serpenteante N-terminal de Erb1 y la disociacion de Nop7.
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La publicacion de la estructura de Ytm1 unida al segmento C-terminal de Erbl de C.
thermophilum (Figura 14) [179] redefinid las interacciones macromoleculares que mantienen al
complejo PeBoW unido. Al principio se pensaba que el dominio B-propeller de Erbl no era
esencial para la interaccién con Ytm1, ni tampoco para el crecimiento ni el ensamblaje del
ribosoma [105], de hecho, en este modelo se proponia que Ytm1 fuera el ndcleo del complejo
PeBoW sugiriendo que el dominio B-propeller de Ytm1 interaccionase con Nop7 y con el N-
terminal de Erbl. Posteriormente, se demostré que Erbl era el nucleo del complejo
interaccionando a través de sus dominios B-propellers con Ytm1y a través de su N-terminal con
Nop7, en la primera estructura publicada del heterotrimero completo formando parte de Ila
particula prerribosomal (Figura 12) [22] (PDB ID: 6ELZ). En dicha estructura, el extremo N-
terminal de Erbl se extiende de forma serpenteada a lo largo de toda la preparticula
interaccionando con multitud de proteinas ribosomales y factores de ensamblaje (Figura 9). Sin
embargo, tenemos evidencias de que la conformacién del extremo N-terminal de Erb1 cambia
cuando forma parte del ribosoma. La conformaciéon del N-terminal de Erb1 se encuentra cerca
de la MBP y préxima al dominio B-propeller de Erbl, como indican los modelos atémicos
obtenidos por NS-TEM (Figura 39) (Figura 72, ANEXO I). Por otro lado, los resultados obtenidos
por SEC-MALS de ScPeBoW muestran un pico de refraccion homogéneo (Figura 24A) al igual que
los experimentos de SAXS que indican un complejo con forma globular (Figura 26), apoyan que
el N-terminal sufre un reajuste conformacional encontrandose un complejo con forma globular
en la célula. De hecho, nuestros resultados sugieren que el extremo N-terminal de Erb1 estd
plegado en torno a Nop7 terminando préximo al B-propeller de Erb1. Asimismo, si se encontrase
el segmento amino-terminal de Erbl de forma extendida, sin estar formando parte del
ribosoma, seria una diana facilmente digerible por proteasas. Por ello, nuestros resultados
sefialan que la conformacién que adoptaria el complejo PeBoW en solucion dificilmente seria

como la que se ha descrito en el contexto prerribosomal.

Se intentd la resolucidn estructural del complejo apareciendo cristales del heterodimero
Erb1/Nop7 y del complejo PeBoW (Figura 24D). El resultado de los reemplazos moleculares
fueron el dominio B-propeller de Erbl y el heterodimero Ytm1/Erbls properer, respectivamente,
estructuras ya resueltas por nuestro grupos. Se conoce que Erb1, producida in vitro, es inestable
y sufre una degradacién proteolitica incluso en presencia de Nop7 e Ytm1 [130,131]. Este hecho
posiblemente sea debido a la presencia de la secuencia PEST, situada entre el extremo N-
terminal y el inicio del B-propeller. Esta secuencia es altamente flexible y desordenada lo que la

convierte en una diana facilmente digerible por proteasas en E.coli [132]. De hecho, tenemos
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indicios de que la conformacidn que presenta el extremo N-terminal de Erb1 es intrinsecamente

desordenada.

El estudio estructural del complejo PeBoW mediante NS-TEM permitié generar un
modelo estructural del complejo PeBoW. Nuestro modelo sugiere que Erb1 seria el nucleo del
complejo interaccionando a través de su dominio B-propeller con Ytm1 y el extremo N-terminal
se situaria alrededor de Nop7 terminando préximo a un lateral del dominio B-propeller. Nop7, a
su vez, se encontraria mas plegada en torno al segmento de Erb1 (Figura 39) (Figura 72, ANEXO
1). De hecho, si comparamos los modelos atémicos obtenidos por tinciéon negativa con la
estructura del complejo PeBoW en el prerribosoma 60S, se observan reajustes
conformacionales de la union del complejo al ribosoma naciente que afectan especialmente a
Nop7 y el extremo N-terminal de Erbl. Por tanto, la estructura del heterotrimero en solucién

difiere de la conformacion presentada en la particula prerribosomal.

Ademas, para validar nuestro modelo atdmico establecimos una colaboracién con el Dr.
Carlos Fernandez Tornero (CIB, Madrid) para realizar NS-TEM del complejo PeBoW de ambas
especies con otro protocolo de tincién y recogida de muestras. Se obtuvieron dos voliumenes
tridimensionales donde se consiguieron superponer las tres proteinas de forma satisfactoria
(Figuras 75, 76, 77 y 78, ANEXO 1). La disposicion de Erblp.propeier/Ytm1/Nop7 en dichos

volumenes concuerda con la conformaciéon de nuestro modelo atémico.

La calidad de los resultados obtenidos por NS-TEM, nos llevé a hacer crio-microscopia
electrénica a pesar de no ser una particula de gran tamafio. Inesperadamente, en los intentos
iniciales mediante un barrido por cryo-EM, aparecieron particulas muy pequeiias cuyo tamafo
no correspondia con las dimensiones del complejo. En las micrografias obtenidas parecia que el
complejo estaba disociado evitando asi obtener una estructura a mayor resolucién (Figura 74,
ANEXO 1). Experimentos futuros usando diferentes condiciones podrian ayudar a mejorar la

estabilidad del complejo en las gradillas de cryo-EM.

En este trabajo, también nos centramos en el estudio de las posibles interacciones que
pudieran tener Nop7/Erb1/Ytm1 con otros factores de ensamblaje que actian en estadios
diferentes de maduracién ribosomal. Entre estos factores se encuentran las proteinas Drsl,

Has1, Noc2 y Nogl (Figura 44).

Respecto a la ARN helicasa dependiente de ATP Drs1, se ha descrito que participa en la
biogénesis de la subunidad 60S y también de la 40S [25], pero se desconoce tanto su estructura

como su funcidn en ambas subunidades. Su ortélogo en mamiferos, Ddx27, es indispensable
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para la maduracion del extremo 3’ del pre-ARNr 27S y ademds interacciona con Pesl y Bopl
(Nop7 y Erbl en levaduras, respectivamente) [141]. El estudio también sugiere que esta
interaccion es dependiente de ARN y podria suceder previamente a su interaccién con el
prerribosoma [141]. En esta tesis, hemos analizado las interacciones de Drs1 con las proteinas
del complejo PeBoW empleando proteinas recombinantes y ensayos de interaccién directa in
vitro. Nuestros resultados sugieren que Drs1 no interaccionaria con Nop7 ni con Ytm1, pero si
con Erb1 (Figura 44C). Para ello, se llevaron a cabo series de cristalizacion apareciendo cristales
de CtDrs1 (Figura 44D). Sin embargo, debido a la falta de modelo estructural adecuado no se
pudo realizar el reemplazo molecular de forma satisfactoria. Un futuro planteamiento para
intentar resolver la estructura de CtDrsl y obtener fases cristalograficas seria con cualquier
método de atomos pesados (MAD, SAD, SIRAS, etc.). Por ejemplo, para MAD se podria purificar
la proteina expresada con selenio-metionina y cristalizarla en las condiciones optimizadas en
esta tesis. En futuros experimentos podriamos llevar a cabo otros ensayos biofisicos para
estudiar su interaccién directa con un mayor rango de sensibilidad en presencia de ARNr que
podria mediar la interaccién entre Drs1/Nop7 y Drs1/Erb1. Ademas, para estudiar las funciones
moleculares de Drsl, planeamos colaborar con uno de los grupos lideres en biogénesis

ribosomal, el Dr. John Woolford (Carnegie Mellon, Pittsburg, EEUU).

En nuestra busqueda de proteinas que interaccionan con el complejo PeBoW, hemos
considerado otros factores de ensamblaje ribosomal, como las proteinas Has1 y Noc2, ambas
involucradas en la biogénesis de las subunidades ribosomales 40S y 60S [277,278]. Respecto a
Has1, aunque conocemos su estructura cuando forma parte de la preparticula 60S, decidimos
estudiar la interaccién con las proteinas del complejo PeBoW fuera del contexto prerribosomal.
Nuestros resultados indican que la interaccidn in vitro entre Has1 y Erb1 ocurre de forma débil
o transitoria (Figuras 44A y 44B). Posiblemente, al igual que sucede con Drsl1, el ARNr esté
mediando las interacciones entre ambas proteinas. En relacidn con Noc2, no se ha conseguido
observar interaccion con los componentes del PeBoW a través de ensayos de precipitacion y BLI
debido a la unién inespecifica de Noc2 a la resina y al biosensor. Los esfuerzos futuros estaran
encaminados al uso de otras tecnologias para establecer la interaccion entre estas proteinas y

obtener la estructura de Noc2 aislada o con el complejo PeBoW.

El complejo PeBoW fue un complejo inicialmente descrito por Du and Stillman en 2002.
Mediante experimentos de inmunoprecipitacion identificaron a Nop7, denominada
originariamente como Yphlp, y la relacionaron con biogénesis de la subunidad 60S. En este
trabajo ademas demostraron que la falta de expresion de Nop7 detenia el ciclo celular en las

fase G1 0 G2 lo que la relaciona también con proliferacidn celular [120]. Asimismo, en nuestros
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experimentos de TAP TAG con Nop7 identificamos proteinas que participan en proliferacion
celular como Batlp o caseina quinasa Il, entre otras. Estas proteinas también estan implicadas
en otros procesos celulares relacionados directamente o indirectamente con proliferacion
celular como biosintesis de aminodcidos y organizacién del citoesqueleto (Figura 49, Tabla 24).
Por tanto, el andlisis de las funciones de las proteinas identificadas en el TAP de Nop7
correlaciona con otras funciones ya descritas de Nop7 independientes de su funcién en el

prerribosoma.

Por otra parte, comparamos las proteinas que habian aparecido en nuestro andlisis con
otras interacciones descritas en la red virtual Proper V.1.0. Este servidor se basa en la tecnologia
PROPER-seq que permite mapear interacciones proteina-proteina en masa mediante
secuenciacion a escala transcriptémica originando mapas de interacciones con una alta tasa de
validacién [279]. En esta comparacién encontramos coincidencias que relacionan a Nop7 con
formacién y regulacién del citoesqueleto (fibronectina, moesina, miosina-10 y miosina-9) y en

regulacién transcripcional y reparacién del ADN (HMGB2 (high mobility group B box 2).

En el caso de Ytm1, también existe correspondencia entre los resultados de TAP TAG,
BioGRID y Proper V.1.0. Originariamente, Ytm1l se describi6 como proteina de unién a
microtubulos [159] y en todos los andlisis han aparecido proteinas relacionadas con
microtubulos, citoesqueleto y morfologia celular. Por otro lado, también han aparecido otras
proteinas implicadas en regulacidn transcripcional y control del ciclo celular (Figura 46, Tabla

22).

Otro aspecto que apoyaria las funciones de organizacién del citoesqueleto y crecimiento
celular de Nop7 e Ytm1 seria la forma alargada que presentan las células HCT-116 tratadas con
el péptido penetrante P10hs. El cambio de morfologia tras la exposicién a los péptidos podria
deberse a la inhibicion del complejo Erb1/Ytm1. La interaccidén del péptido P10hs con Ytm1
competiria por la unidon de Erbl lo que impediria la formacién del heterodimero, lo que
produciria una acumulacidn de Ytm1y, por tanto, una desregulacion de sus funciones celulares.
Por otra parte, algunas de las proteinas identificadas en el TAP TAG de Nop7 también estaban
implicadas en el crecimiento y organizacién del citoesqueleto (Figura 49, Tabla 24). De hecho,
Nop7 también se habia relacionado previamente con los microtubulos y la organizacién del huso
mitético [124,151]. Tomando en consideracidn todas estas observaciones, la exposicién al P10hs
también deberia producir una acumulacién de Nop7, ya que no se originaria el complejo PeBoW,

lo que podria provocar una desregulacién de la formacion del citoesqueleto.
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Se identificaron proteinas comunes tanto en el andlisis de TAP TAG de Nop7 como en el
de Ytm1. De esta forma, podriamos suponer que ambas proteinas estan involucradas en ciertos
procesos celulares formando parte del complejo PeBoW y no de manera individual. Entre
algunas de estas proteinas se encuentran chaperonas y proteinas implicadas en regulacion y
remodelamiento de cromatina. Ademas, en el servidor Proper V.1.0, aparecian proteinas que
interaccionan con Nop7 e Ytm1 también implicadas en las funciones anteriormente descritas y

en otras como la participacién en transcripcion y traduccion.

Durante la purificacién de Nop7-TAP aparecieron los componentes del subcomplejo Rix1
(Ipi3, Ipil y Rix1) y la AAA*-ATPasa Real en alta proporcidn (Tabla 25). Se ha descrito la
participacion del subcomplejo Rix1/Real en los estadios tardios de maduracidn de la pre-60S,
concretamente, en los eventos de remodelacidon y estabilizacién de la rotacidon de la
ribonucleoproteina 5S, que, sin embargo, no involucran a ninguno de los componentes del
PeBoW [33]. Teniendo en cuenta que la disociacion de Nop7 y Erb1/Ytm1 ocurre en el nucléolo
y que la accion del subcomplejo Rix1 ocurre en el nucleoplasma, no se comparte ninguna
proteina entre el estadio final en el nucléolo con los acontecimientos de remodelacién en el
nucleoplasma, por lo que, a priori no parece existir una relacién entre estas proteinas. No
obstante, la presencia de Rix1, Ipil, Ipi3 y Real en el TAP de Nop7 no es la Unica evidencia de su
posible interaccién con Nop7 ya que en la base de datos de BioGRID también se relaciona a Nop7
con Rix1 y Real aunque no con las demds proteinas del complejo (lpil e Ipi3). Por tanto, una
posible explicacién podria ser que, tras su disociacion de la preparticula ribosomal, Nop7
estableciese contactos con el subcomplejo Rix1 y Real. La posible interaccidon entre Nop7 vy el
subcomplejo Rix1 y Real podria sugerir que Nop7, cuando se disocia del prerribosoma, podria
interaccionar con estas proteinas interviniendo en los estadios tardios de la biogénesis
ribosomal que ocurren en el nucleoplasma, ayudando a estabilizar la maduraciéon de la
preparticula 60S. Esta hipdtesis no ha sido descrita anteriormente y seria una nueva via de

investigacion.

Es interesante remarcar la alta abundancia de Ipi3 en el analisis peptidico de Nop7-TAP
(Figura 50, Tabla 25). La proteina Ipi3, no relacionada anteriormente con Nop7 en los
experimentos de BioGRID, podria interaccionar con Nop7 en otras funciones fuera del contexto
prerribosomal. Se conoce que Ipi3 se requiere para el inicio de la replicacion del ADN en células
humanas ya que un estudio con su homélogo en humanos, WDR18, indica que la falta de esta
proteina altera la asociacion de la cromatina con el complejo de inicio de la replicacion [280].
Otros estudios identificaron no sélo a Ipi3 sino a todo el subcomplejo Rixl como componentes

esenciales para la formacién de la maquinaria de replicacion [281]. Estas funciones,

206



DISCUSION

independientes de la biogénesis ribosomal, correlacionan también con las identificadas en el
TAP de Nop7. Estos hallazgos sugieren que Nop7 podria ejercer junto con Ipi3 y el resto del
subcomplejo Rix1 otras funciones celulares fuera del ribosoma interviniendo en los mecanismos

de replicacidn del ADN.

Por otra parte, la AAA*-ATPasa Real, no sélo participa junto con el subcomplejo Rix1 en
las etapas finales de remodelamiento de la 60S, sino que también media la disociacién del
heterodimero Erb1/Ytm1 durante de la maduracidn de la preparticula desde el nucléolo al
nucleoplasma (Figuras 7 y 11) [33,121]. Sin embargo, se desconoce en detalle la interaccion
entre estos dos componentes debido a su interaccién dinamica [102,282]. El desacoplamiento
de Erb1/Ytm1 conlleva una cascada de eventos de remodelacion asociados con la salida del N-
terminal serpenteante de Erbl. Una posible explicacién de la aparicion de Real en el TAP de
Nop7 podria ser por la interaccion entre Real/Ytm1 durante la maduracién ribosomal. Por otra
parte, los experimentos de BioGRID y el andlisis de TAP TAG también relacionan a Ytm1 con Rix1
(datos no mostrados). Sin embargo, no hay que destacar la aparicion de Rix1 como ligando de

Ytm1 ya que puede deberse a la capacidad de Rix1 de unirse a Real.

Para validar la relevancia de las interacciones descritas por esta técnica, se precisan
experimentos adicionales usando ensayos de doble o triple hibrido en levaduras asi como
ensayos de interaccion in vitro con las proteinas purificadas que podrian ayudar a clarificar la

funcionalidad de las interacciones propuestas.

2. Busqueda de nuevos puntos de intervencion contra la biogénesis
ribosomal

La biogénesis ribosomal ha ido acumulando atencién recientemente como una nueva
diana terapéutica para el cancer, ya que se ha observado que la proliferacidn celular puede
bloquearse mediante la inhibicidn de la produccién de nuevos ribosomas [186]. Las células
cancerigenas se dividen rapidamente necesitando una alta tasa de sintesis de ribosomas vy, por
tanto, son particularmente dependientes de los niveles de transcripcion de la ARN pol |
[176,177]. A pesar de la complejidad del proceso de maduracidn ribosomal por el gran repertorio
de dianas potenciales que presenta, solamente se conocen unos cuantos inhibidores quimicos
de la biogénesis ribosomal [373]. Los intentos iniciales de inhibicidn de la biogénesis ribosomal
se han centrado en la inhibicidn de la ARN pol . Hasta la fecha, se han descrito varios inhibidores

de la ARN pol | que estan actualmente bajo investigacion para el tratamiento del cancer
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[204,283,284]. Aunque estos compuestos que se dirigen a la ARN pol | son extremadamente
prometedores, presentan efectos adversos, como dafio al ADN, que posiblemente contribuyen
al perfil de toxicidad y mecanismos de resistencia disminuyendo su eficacia [186]. De todos los
inhibidores de la ARN pol | en desarrollo, solamente el compuesto CX-5461 ha llegado a ensayos
clinicos en canceres hematoldgicos y sélidos en Australia y Canad3, sin embargo, los resultados
han mostrado dafio al ADN [186]. Estas observaciones sugieren que puede ser necesario buscar
otros puntos de intervencién durante la maduracidn ribosomal. De hecho, esta fue una de las
razones que nos llevaron a adentrarnos en el desarrollo de péptidos sintéticos que tienen como

diana la biogénesis ribosomal como alternativa terapéutica al tratamiento contra el cancer.

En este trabajo, hemos abordado un enfoque diferente disefiando péptidos dirigidos a
inhibir la interaccién entre Erbl e Ytm1, que como ya se ha comentado son dos factores
esenciales de la biogénesis ribosomal. En primer lugar, detectamos residuos clave (hotspots) en
la superficie de interaccion del complejo a partir la estructura cristalografica de Erb1/Ytm1 (PDB
ID: 5CXB) junto con el andlisis de escaneo de alaninas in silico. Los residuos de CtErb1 y de CtYtm1
qgue mostraron los mayores valores de AG en el escaneo de alaninas, se encuentran
precisamente en las areas de interaccion descritas del complejo Erb1/Ytm1 (Figura 52, Tabla
26). Nuestros resultados sugirieron que la superficie de Erb1 parece ser mds adecuada para la
seleccidn de péptidos dirigidos al complejo Erb1/Ytm1 en comparacién con Ytm1, que a pesar
de mostrar cierto grado de agrupamiento, revela residuos de interaccion dispersos y regiones
fragmentadas (Figuras 52 y 54). Por tanto, la combinacion del andlisis de los hotspots in silico
con el andlisis de contacto en la interfaz del complejo y la conservacion evolutiva de residuos
nos llevaron a disefiar un conjunto inicial de seis péptidos, tres derivados de CtErbl y tres de
CtYtm1 (Figura 55, Tabla 27), que se esperaban que interfirieran con la formacién del complejo
(Figuras 52 y 55, Tabla 27). La interaccidn de los péptidos con sus proteinas diana se investigd
mediante ensayos biofisicos que dieron resultados prometedores para algunos péptidos
derivados de Erbl. En cambio, no obtuvimos unos resultados experimentales claros de unién

para péptidos derivados de Ytm1 (Figuras 56 y 57).

Para realizar el cribado de los mejores péptidos sintéticos que afectasen en mayor
medida al complejo Erbl/Ytm1, se llevaron a cabo ensayos de competicion mediante
interferometria de bicapa con los seis péptidos inicialmente disefiados mostrando tres de ellos
cierto grado de interferencia en la formacién del complejo (Figura 56). Los mejores candidatos
(P1, P3 y P6) se ensayaron adicionalmente inmovilizando el péptido con biotina al biosensor
(Figura 57), lo que nos llevd a detectar algunas diferencias para el P6 en los ensayos de

competicion con respecto al péptido biotinilado en los ensayos de interferometria de bicapa. La
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biotina en si misma podria estar afectando la unién a Erbl, pero es poco probable que esto
ocurra ya que el N-terminal del P6 no esta involucrado en la interaccion segun la estructura del
complejo Erb1/Ytm1 [130]. Una diferencia obvia es que la inmovilizacion del péptido podria
estar impidiendo la adopcidn de una conformacidn del P6 requerida para que la interaccién con

Erbl pudiera tener lugar.

Por otro lado, la inmovilizaciéon del péptido P1 biotinilado también podria explicar la
ligera diferencia que se observa en la Kp obtenida por BLI y MST. La Kp obtenida de P1
biotinilado/CtYtm1 mediante BLI era 3,342 x 10° M y de P1/CtYtm1 por MST 8,1965 x 10°® M
(Figuras 57 y 59, Tabla 30). La diferencia es menos de un orden de magnitud y puede deberse a
gue en el experimento BLI, el P1 biotinilado estd inmovilizado al sensor mientras que en MST la

interaccion tiene lugar con el P1 en solucion.

Los ensayos de termoflior permitieron determinar cambios de estabilidad térmica de
CtYtm1 en presencia de los péptidos. Los resultados no fueron reproducibles para CtErbl
aislado, lo que impidié determinar el desplazamiento térmico en los ensayos de CtErb1-P6. No
obstante, si se pudo determinar de manera precisa los cambios en la Td para CtYtm1-P1 (Figura
58). Sin embargo, en los ensayos de termofltuor de CtYtm1, en presencia de P3, no se observd
un cambio en la Td significativo. Este resultado lo Unico que nos indica es que la presencia de P3
no aumenta la estabilidad de CtYtm1 con lo que no podemos descartar que el P3 no interaccione

con CtYtm1.

MST también representd una buena alternativa para evaluar la interaccién de CtErbl
con los péptidos de interferencia. Por una parte, se determind la afinidad de CtYtm1-P1 (Figura
59) y, por otra parte, se consiguid detectar una interaccién inicial para CtYtm1-P3. Sin embargo,
no pudimos realizar MST con P6 ya que CtErbl presentaba problemas de estabilidad o poseia
residuos hidrofdbicos expuestos. De hecho, no sdlo la disposicion del extremo N-terminal de
Erbl en el prerribosoma, sino también las evidencias experimentales que presentamos indican
que la parte N-terminal de Erb1 esta intrinsecamente desordenada y quizas esto podria ser una
explicacion para no poder realizar fructiferamente este ensayo y los ensayos de estabilidad de

termofltor de CtErb1-P6.

Por otra parte, las limitaciones experimentales con la concentracién maxima de ligando
no permitieron el calculo de la estequiometria de unién del complejo CtYtm1-P1 ya que no
pudimos obtener una curva de saturacion. El calculo de la estequiometria por MST requiere una
curva de saturacién que se obtiene a concentraciones muy por encima de la Kp, tipicamente

entre 20-50 veces mayor. Esto significa que los calculos de estequiometria solo son posibles con
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Ko elevadas, normalmente en el rango de nM. En nuestro ensayo, existe una limitacion
experimental para la concentracion maxima del stock de P1 debido a problemas de solubilidad
y no podemos alcanzar una concentracién mucho mas alta de 2-3 mM en el experimento MST.

Esta limitacién condiciona las concentraciones maximas de la diana para detectar la interaccion.

Ademas, varios de los péptidos seleccionados no mostraron ningln efecto sobre la
interaccion entre Erb1/Ytm1 en los ensayos de BLI. Por ello, podria considerarse la utilizacion de
una metodologia alternativa para la deteccidon de interacciones de baja afinidad en BLI o
proteinas con areas expuestas de potencial hidrofébico en termoflior. No obstante, si se ha
detectado interacciéon directa in vitro de P1 y Biot-P1 con CtYtm1 en un rango de mM bajo

indicando que al menos, en estas condiciones, BLI es un enfoque metodolégico adecuado.

Respecto al disefio de los péptidos, la mayoria de los residuos que contribuyen a la
interaccion del complejo se encuentran dentro de bucles o lazos. La estructura del heterodimero
Erb1/Ytm1 indica que el drea de interaccidn de Ytm1 se incluye la cara superior del dominio B-
propeller que actia como plataforma de acoplamiento para el lateral del B-propeller de Erbl
[130]. En esta regidn, los lazos de Ytm1 que interaccionan con Erb1 tienden a ser mas pequefios
que los lazos de Erb1 que interaccionan con Ytm1 (Figura 55), por lo que existe una limitacion

en Ytm1 a la hora de disefiar los péptidos de interferencia.

Vale la pena mencionar que el Unico péptido derivado de Ytm1 que proporciona algun
indicio de unidn es, curiosamente, el mas corto (péptido P6). Sin embargo, todos los péptidos
seleccionados incluyen varios residuos adicionales a los directamente implicados en la
interaccion. De hecho, los péptidos P1y P3 derivados de Erbl, incluyen algunos residuos de las
cadenas B “vecinas” (Figuras 53 y 55) que podrian ayudar a estabilizar una conformacién mas

adecuada para la interaccidn con Ytm1.

Podemos confirmar que el péptido de interferencia P1 ha sido el Unico péptido que ha
cumplido todos los criterios de seleccion de interaccion con CtYtm1. Los ensayos con cultivos
celulares se realizaron otorgdndole una mayor prioridad a P1 y es ademas en el que se ha
centrado nuestra investigacion. Por supuesto, también habria que evaluar la accidn in vivo de

los péptidos P3 y P6, aunque P1 es el que tiene la mayor prioridad.

El hecho de que podamos interferir con péptidos sintéticos en una interaccién proteina-
proteina en un proceso tan complejo como la biogénesis ribosomal, abre las posibilidades de
diseiar péptidos contra otros complejos celulares. Ademas, el estudio de las interacciones del
complejo PeBoW con otros factores de ensamblaje como Nogl, Noc2, Drs1 y Hasl también

podria utilizarse para disefar péptidos de interferencia y bloquear el procesamiento del ARNTr.
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De hecho, existe una estructura de crio-microscopia reciente que involucra a Nogl con Tif6 que

podria ser usada para el disefio de dichos agentes de interferencia [285].

Anteriormente habiamos demostrado que alterar la superficie de interaccién entre los
factores de ensamblaje Erbl e Ytm1 dificulta la proliferacion celular en levaduras [130]. Ahora
hemos desarrollado un péptido derivado de la secuencia de Erbl capaz de interaccionar con
Ytm1 en un rango de mM bajo e interferir en la formacién del complejo Erb1/Ytm1 afectando
negativamente a esta extensa y altamente conservada interaccién proteina-proteina. Este
resultado abre la posibilidad de investigar la accién in vivo de dianas aguas abajo de la ARN pol
| en el proceso de biogénesis ribosomal. Seria interesante saber si los efectos que se producen
al bloquear la biogénesis ribosomal aguas abajo son diferentes de los que se ocasionan al

bloquear el proceso mediante la inhibicién de la ARN pol I.

Existen diferentes aproximaciones experimentales para la administracion e
internalizacién de péptidos en células en cultivo. Una de ellas es mediante el disefio de péptidos
penetrantes (CPP) o también la inclusidén del péptido en nanoparticulas con el fin de probar
futuras estrategias inhibidoras in vivo. En este trabajo hemos desarrollado CPPs con una
lanzadera de internalizacion localizada en el extremo N-terminal para la entrada en la célula. Los
CPPs se han disefiado con el péptido TAT, codificado por el virus de lainmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1), para penetrar la membrana celular en concentraciones micromolares sin causar
dafio significativo a la membrana [212,271]. En nuestro estudio, el péptido FITC-(TAT)-P10hs se
extendia por toda la célula observandose también algunos agregados o acimulos alrededor del

nucleo indicando que el péptido P10hs ocupa todos los compartimentos celulares (Figura 67).

Con el objetivo udltimo de utilizar el tratamiento de péptidos como terapia
anticancerigena, decidimos valorar el efecto que producia en la supervivencia celular estimando
una IC50 aproximada para cada péptido. El péptido P10hs comienza a comprometer la viabilidad
celular a partir de 100 uM teniendo una IC50 aproximada de 150-200 uM. En cambio, el P11hs
presenta una IC50 aproximada de 400 uM (Figura 60). Este hecho sugiere que el P10hs seria un
mejor candidato para el tratamiento de células cancerigenas al ocasionar un mayor efecto en la

supervivencia celular a una menor concentracion.

Ademas, nuestros resultados sugieren un comportamiento distinto entre los péptidos
P10hs y P11hs. Por una parte, los valores de activacién de caspasas son consistentes con los
valores de apoptosis tardia monitorizada por citometria de flujo a las 24 h de tratamiento con
P10hs siendo ambos parametros proporcionales a la concentracion de péptido (Figuras 60y 62).

Sin embargo, con tratamientos de P11hs los valores de activacién de caspasas no correlacionan
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con los de apoptosis tardia mediante citometria (Figuras 60 y 62). El analisis integrado de las
acciones de los péptidos P10hs y P11hs en viabilidad celular, activacion de caspasas e induccidn
de apoptosis sugiere que cada péptido podria actuar por distintos mecanismos y provocar
diferentes efectos en la célula. Es interesante sefalar los bajos niveles de apoptosis temprana
determinados por citometria de flujo a las concentraciones ensayadas de P10hs y P11hs (Figura
62). Posiblemente, la realizacién de tratamientos a tiempos menores de 24 h o la utilizacién de
menores concentraciones de péptido podria posibilitar la deteccién de este parametro. Por otra
parte, la recuperacion en la viabilidad celular y la disminucién de activacién de caspasas
observadas a las 48 h de tratamiento con P10hs, sugiere que el péptido P10hs no estaba
ejerciendo el mismo efecto que al principio del tratamiento. Estos resultados parecen indicar
gue el P10hs se inactiva o sufre una degradacién proteolitica. Para comprobar esta suposicion,
sometimos a las células a un tratamiento continuado con P10hs nuevo y P10hs conservados a 4
y -20°C. Observamos que la viabilidad celular disminuia en presencia de péptido nuevo al
contrario de lo que sucedia con péptido reciclado (Figura 61A), lo que confirma que la actividad
del péptido P10hs en la célula disminuye con el tiempo. De forma contraria, los efectos que
produce el péptido P11hs nuevo son parecidos a los que hacen los péptidos P11hs reciclados
(Figuras 61B y 61C). Por tanto, los resultados de dichos ensayos parecen sugerir que la actividad
del péptido P11hs no disminuye en el tiempo. Esta deduccién también se relaciona con el
aumento de actividad caspasa conforme aumenta el tiempo de tratamiento con Pllhs.
Teniendo en cuenta estos datos, parece que el P11hs continua ejerciendo su funcién y no sufre
una degradacidén proteolitica o inactivaciéon tan acusada como el P10hs. En otro ensayo,
analizamos el efecto en el tiempo con tratamientos con P10hs y P11hs, comparando la viabilidad
celular tras una exposicién continta durante 72 h con ambos péptidos y una renovacion de los
péptidos cada 24 h, midiendo la supervivencia final a las 72 h. Este experimento muestra que la
viabilidad celular no decae tras 72 h de exposicion con P10hs al contrario que P11hs, el efecto
que produce el péptido 10hs se ve reducido en el tiempo en mayor medida que el Pllhs,

sugiriendo que el P11hs es mas estable que el P10hs (Figura 60).

A partir de todos estos datos, se podrian desarrollar estrategias sintéticas para aumentar
la estabilidad de los péptidos en solucién. Una de ellas es a través del uso de las formas
estereoquimicas D de los aminodcidos [286]. El cambio de quiralidad de los L-aminodcidos a los
isomeros D cambia la conformacidn del péptido haciéndolo invisible a la degradacién enzimatica
por proteasas ya que los aminoacidos que forman las proteinas, en practicamente todos los
seres vivos, son casi exclusivamente la forma estereoquimica L. De esta manera, se consigue

aumentar la vida media del péptido en el medio [286,287]. Sin embargo, para evitar posibles
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efectos en la actividad del péptido producido por la conversidon de las formas L a D, se
sintetizaron los péptidos con la forma D pero con la secuencia invertida manteniendo asi la
estereoquimica del péptido y recientemente se han realizado algunos ensayos preliminares de
supervivencia celular cuyos resultados parecen indicar que los péptidos D presentan una mayor

estabilidad que los péptidos L.

Por otra parte, los efectos observados en todos los ensayos por los péptidos P10hs y
P11hs parecen ser especificos del propio péptido y no de la secuencia penetrante TAT en si
misma ya que no ocasiona efecto significativo ni en viabilidad celular ni en activacidn de caspasas
con tratamientos de 24 y 48 h (Figura 60). No obstante, a las 72 h de exposicién con el PTAT, se
observa un aumento de cinco veces en la activacidon de caspasas y una disminucién en la
viabilidad celular con los péptidos PTAT reutilizados (Figuras 60 y 61). Este hecho podria
explicarse por las altas concentraciones que utilizamos de péptido PTAT (100-600 uM) ya que

estudios anteriores sugieren que la secuencia TAT produce baja toxicidad celular [288].

Para un analisis completo de los efectos producidos por los CPPs, decidimos estudiar los
posibles cambios en el potencial de membrana plasmatico, potencial de membrana
mitocondrial, niveles intracelulares de calcio y produccién de estrés oxidativo. En nuestros
ensayos, el tratamiento con P10hs no parece inducir despolarizaciéon en el potencial de
membrana plasmatico (Figura 63B). Estos datos son consistentes con estudios anteriores que
describen que los CPPs son capaces de penetrar las membranas celulares sin apenas perjudicar

la integridad de la bicapa lipidica [288].

Por otra parte, con tratamientos con el péptido P10hs no hemos observado cambios en
el potencial de membrana mitocondrial (Figura 63D). Este resultado se contrapone con la
activacion de las caspasas 3/7 y apoptosis observada por citometria de flujo con cada
tratamiento. Han sido descritos dos mecanismos principales de activacion: la via intrinseca y
extrinseca [289]. El mecanismo extrinseco se produce por sefales mediadas por receptor
desencadenando una permeabilizacidon de la membrana mitocondrial a través la formacion de
poros que permiten la liberacién de proteinas proapoptoéticas de la mitocondria al citoplasma
[273]. En principio, el péptido penetrante entraria por difusion en la célula y no se
desencadenaria primeramente dicho mecanismo. Por tanto, una pregunta que podriamos
plantearnos es si seria incompatible observar apoptosis sin detectar efectos en el potencial de
membrana mitocondrial. Aunque la formacién de poros de la membrana mitocondrial se
considera como un punto de no retorno, existen estudios que indican que puede existir un lapso

de tiempo, entre 4-20 h, desde que se desencadena el estimulo apoptético hasta la formacion
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de los poros [290,291]. Ademas, también otros trabajos han mostrado que la variabilidad en los
niveles de proteinas y en el ndimero de mitocondrias en la célula, condicionan el
desencadenamiento de la respuesta apoptética [292]. Todos estos indicios podrian explicar que
no hayamos observado cambios en el potencial de membrana mitocondrial. Sin embargo, en
apoptosis también se desencadena una cascada de eventos producidos tras la salida del
citocromo cy de la proteina Smac de la mitocondria, produciendo la activacion de caspasas [290]
y el consecuente cambio en el potencial de membrana mitocondrial. No obstante, teniendo en

cuenta dicha informacion, no observamos cambio en el potencial de membrana mitocondrial.

Por otra parte, la activacidn de la via intrinseca de la apoptosis se puede correlacionar
con el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) [293]. El aumento de ROS desencadena
una entrada de calcio desde el medio extracelular y desde el reticulo endoplasmatico hacia el
citoplasma aumentando la concentracidn de calcio intracelular [274]. Este hecho se refleja en el
aumento de perdxido de hidrégeno (Figura 63H) y en el ligero aumento en los niveles de calcio
determinado en nuestros ensayos (Figura 63F). Otro aspecto a considerar es que el aumento de
estrés oxidativo en la célula perjudica tanto al ARNr como a las proteinas ribosomales y esto
podria alterar la funcidn ribosomal [294]. Por tanto, mediante el tratamiento con los péptidos
penetrantes no sélo podriamos alterar la biogénesis ribosomal interfiriendo en el complejo
Erb1/Ytm1 sino que también podriamos producir un ligero aumento de ROS que perjudicaria, a
su vez, a las proteinas ribosomales y ARNr dificultando la formacién de nuevos ribosomas. Esta
respuesta podria amplificar el efecto de la inhibiciéon de la interaccion de Erb1/Ytm1 en la

biogénesis ribosomal.

Con el objetivo de desarrollar alternativas terapéuticas al uso de los inhibidores de la
ARN pol | sin causar dafio al ADN, realizamos un estudio preliminar de la integridad del ADN tras
tratamientos con P10hs y P11hs (Figuras 64 y 65). A tiempos cortos, nuestros resultados no
mostraron dafio significativo en el ADN y, de hecho, también indican que la integridad del ADN
es similar que en tratamientos usando el compuesto CID-755471 que inhibe la ARN pol | [276].
Sorprendentemente, se observa un incremento de dafio a ADN con P10hs a las 72 h, cuando la

viabilidad celular aumenta vy la activacién de caspasas decae .

La nucleolina, la proteina nucleolar mas abundante, esta involucrada en procesos de
organizacion y estabilidad de cromatina, proliferacidn celular y respuesta a estrés, entre otros
[295]. En nuestro experimento, la nucleolina se encuentra deslocalizada tras tratamientos con

P10hs (Figura 66). Una deslocalizacién de nucleolina indica estrés nucleolar y subsecuente
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alteracion de la biogénesis ribosomal [178,179]. Es una prueba preliminar de que el tratamiento

con péptidos de interferencia esta afectando a la biogénesis ribosomal.

Todos estos resultados prometedores son pruebas de que es posible intervenir con
péptidos de interferencia en la biogénesis ribosomal mediante interacciones proteina-proteina.
Es interesante remarcar que el estrés ribosdmico inducido por péptidos de interferencia se
podria producir en diferentes etapas del proceso de maduracidn como una alternativa al uso de
moléculas pequefas contra la ARN polimerasa |, que por el momento, han mostrado algunos

inconvenientes [186].

Como se ha descrito anteriormente, el subcomplejo Nop7 requiere el ensamblaje de sus
tres componentes para la correcta maduracién de la subunidad 60S [106,111,168]. Una vez que
el complejo ha ejercido su funcion molecular se elimina secuencialmente de la subunidad pre-
60S [26]. Posteriormente, Nop7, Erb1 e Ytm1 individuales se volverian a ensamblar para repetir
el proceso en un nuevo ciclo de maduracién de un ribosoma. Creemos que es en esta etapa
cuando el péptido es dirigido a la interaccion Erb1/Ytm1 y podria jugar su papel de interferencia
ya que la afinidad que muestra el P1 (P10hs humano) por Ytm1 es mas baja que la observada
para el complejo Erb1/Ytm1. Considerando nuestros resultados, es posible que se encuentre
como complejo Erb1/Nop7/Ytm1 en la célula para aumentar la estabilidad de sus componentes
y se incorpore a la particula prerribosomal naciente, posiblemente con la ayuda de otras
proteinas, y el complejo PeBoW permanezca estable incluso después de la disociacién de los

ribosomas.

3. Perspectivas futuras

Podria ser util realizar ensayos de interferencia in vitro con las versiones humanas de las
proteinas Erbl e Ytm1 para demostrar que los péptidos también podrian funcionar en el
complejo humano. Sin embargo, la sobreexpresion de proteinasy la purificacion de las versiones
humanas del subcomplejo Nop7 no parece una tarea fécil, evidenciada por la falta de informes
en la literatura. Basandonos en nuestra experiencia, estamos tratando de diseiar versiones

solubles de la proteinas humanas, para testar nuestros péptidos en ellas.

Otro aspecto que nos gustaria analizar seria el cambio en el perfil de polisomas tras el
tratamiento de células con los péptidos de interferencia humanos. El ensayo nos serviria para
comparar los efectos en la formacién de las subunidades ribosomales 40S y 60S entre células sin

tratar y expuestas a los agentes penetrantes.
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Dada la alta afinidad del complejo entre Erb1 e Ytm1, no buscamos un compuesto que
aumente la afinidad entre estas proteinas sino una molécula de interferencia. Por lo tanto, nos
gustaria adquirir algunos conocimientos sobre las superficies de contacto de Bopl/WDR12
humanas o de ratdn. La idea es tratar de obtener detalles mas precisos de la interaccién que
podrian ayudarnos a modificar nuestros actuales péptidos con el objetivo de aumentar su
efectividad. Por tanto, seria interesante averiguar si la superficie de interaccién permite una
aproximacién mediante péptidos de interferencia contra las versiones de mamiferos del
complejo. Ademas, la busqueda y caracterizacidn de interacciones proteina-proteina tanto de
ligandos del complejo PeBoW como otras proteinas participantes en distintas fases de la
biogénesis ribosomal, abre las posibilidades para el disefio de péptidos de interferencia que se
podrian utilizar como alternativa terapéutica contra el cancer. Asimismo, seria interesante
estudiar si los efectos producidos por esos nuevos péptidos dirigidos contra otras etapas de la
biogénesis ribosomal son similares o distintos a los que observamos en nuestros ensayos de

celulares utilizando péptidos de la etapa intermedia en la que interviene PeBoW.

Con el fin de desarrollar alternativas terapéuticas contra el cancer, el disefio de péptidos
capaces de alterar las interacciones proteina-proteina de complejos aguas abajo de la ARN pol
I, abre una nueva via de estudio en el tratamiento de esta enfermedad, ya que nos permite
inhibir la proliferacidon celular bloqueando la formacién de nuevos ribosomas. Actualmente,
existe ya un sistema nano farmacéutico que utiliza la estrategia de los péptidos de interferencia,
con la secuencia TAT, conjugados con plata para tratamientos antitumorales [296]. Nuestro
objetivo final seria la administracion de péptidos de interferencia que podrian usarse en

tratamientos anticancerigenos en combinacién con otros farmacos.
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Se han sobreexpresado, usando sistemas de expresion heterdlogos, y purificado los
complejos PeBoW de los organismos Saccharomyces cerevisiae y Chaetomium

thermophilum.

Hemos confirmado la existencia del complejo PeBoW en solucién, formado por las
proteinas Nop7, Erbl e Ytm1 en relacion 1:1:1, de forma independiente al contexto

prerribosomal.

Hemos generado un modelo estructural del complejo PeBoW identificando a Erb1 como
responsable de establecer las interacciones con Ytm1l y Nop7 dentro del complejo
ternario con una estequiometria 1:1:1. El complejo presenta una conformacion
diferente a la estructura en el prerribosoma 60S, revelando reajustes conformacionales,
especialmente el extremo amino-terminal de Erb1 y Nop7. La parte media y final de la
region N-terminal de Erb1 interacciona con Nop7 mientras que el extremo inicial vuelve

a situarse por encima de un lateral del dominio B-propeller de Erb1.

El analisis de los ligandos celulares sugiere que Nop7 e Ytm1 participan en otras
funciones celulares aparte del contexto prerribosomal, y, posiblemente también, el
complejo PeBoW, en funciones de proliferacion celular, regulacion de la transcripcién y
organizacion del citoesqueleto. Asimismo, hemos descrito una nueva interaccién de

Nop7 con la proteina Ipi3 del subcomplejo Rix1.

Hemos desarrollado un péptido sintético derivado de la secuencia de Erbl capaz de
interaccionar con Ytm1 en un rango de mM bajo. Este péptido interfiere negativamente
en la formacidén del complejo Erbl/Ytm1l afectando a esta extensa y altamente

conservada interaccion proteina-proteina.

Las células de carcinoma de colon HCT-116 tratadas con péptidos de interferencia
mostraron deslocalizacién de nucleolina indicando estrés nucleolar y subsecuente
alteracion de la biogénesis ribosomal. Estos péptidos no perjudican a la viabilidad celular

y promueven la via de activacion de caspasas 3/7 y apoptosis.

219



CONCLUSIONES

Es posible intervenir mediante péptidos de interferencia sobre interacciones proteina-
proteina en la biogénesis ribosomal. Esta observaciéon abre las posibilidades de
intervencién en distintas etapas de la sintesis de ribosomas aguas abajo de la
transcripcién del ARNr incrementando las alternativas de utilizar esta via como diana

terapéutica.

220



VII. ANEXO |

221



222



ANEXO |

\HVWA.\...
g o
)@Wm‘x\mw»\%
LN

B-propeller

Erbl

B-propeller

Erbl e Ytm1 en los volimenes obtenidos

de ScPeBoW por tincion negativa. (A y B) Vistas de los mapas tridimensionales de la clase 1 (A) y de la

Figura 68. Superposicion de la estructura cristalina de Nop7,

clase 3 del complejo ScPeBoW (B). CtEbrlp-properier /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y ScNop7 (PDB ID: 6ELZ).
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Figura 69. Superposicion de la estructura cristalina de Nop7, Erb1 e Ytm1 en los volimenes obtenidos
de CtPeBoW por tincidon negativa. (A y B) Vistas de los mapas tridimensionales de la clase 2 (A) y de la
clase 3 del complejo CtPeBoW (B). CtEbrlg-propetier /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y ScNop7 (PDB ID: 6ELZ).

224



ANEXO |

B-propeller

Figura 70. Superposicion de la estructura cristalina de Nop7, Erb1 e Ytm1 en la envoltura promedio de
CtPeBoW. CtEbrlg propeer /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y ScNop7 (PDB ID: 6ELZ).
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Figura 71. Superposicion del modelo tridimensional de la clase promedio de ScPeBoW (A) y clase 1 de
CtPeBoW (B) en el volumen 3D de la clase 1 de CtPeBoW-MBP. CtEbrilg.properier /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB),
ScNop7 (PDB ID: 6ELZ), MBP (PDB ID: 1IN3W).
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Figura 72. Superposicion del modelo tridimensional de la clase 1 de CtPeBoW en el volumen 3D de la
clase 2 de CtPeBoW-MBP. CtEbrlg properier /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y ScNop7 (PDB ID: 6ELZ).
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Figura 73. Superposicion del modelo tridimensional de la clase promedio de ScPeBoW (A) y clase 1 de
CtPeBoW (B) en el volumen 3D de la clase 3 de CtPeBoW-MBP. CtEbrlg properier /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB),
ScNop7 (PDB ID: 6ELZ), MBP (PDB ID: 1N3W).
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Figura 74. Fotografia de las gradillas (izquierda) y micrografias de crio-microscopia electronica (derecha)
de los complejos CtPeBoW (A) y CtPeBoW-MBP (B). Se observan particulas muy pequefias cuyo tamafio
no coincide con las dimensiones del complejo. Aparentemente, parece que el complejo esta disociado.

229



ANEXO |

90°

Figura 75. Superposicidn de la estructura cristalina de Nop7, Erb1 e Ytm1 en los volimenes obtenidos
de ScPeBoW por tincion negativa en colaboracién con Dr. Carlos Fernandez Tornero (CIB, Madrid).
Superposicion de CtEbrlg-propeter /CtYtm1 (PDB ID: 5CXB) y ScNop7 (PDB ID: 6EMS5). La densidad del mapa
que queda sin modelo corresponderia al extremo amino terminal de Erb1. Figura cedida por el laboratorio
del Dr. Carlos Fernandez Tornero (CIB, Madrid).
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Figura 76. Micrografias del complejo CtPeBoW obtenidas por NS-TEM en colaboracién con Dr. Carlos
Fernandez Tornero (CIB, Madrid). En las micrografias obtenidas del complejo CtPeBoW no se percibe
heterogeneidad en la preparacion.
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-90°

Erb1

Figura 77. Superposicion de la estructura cristalina de Nop7, Erb1 e Ytm1 en los volimenes obtenidos
de CtPeBoW por tincidn negativa en colaboracién con Dr. Carlos Fernandez Tornero (CIB, Madrid). La
densidad del mapa que queda sin modelo corresponderia al extremo amino terminal de Erb1. (A) Vistas
de los mapas tridimensionales del complejo CtPeBoW. (B y C) Superposicion de CtEbrlp properier /CtYtm1
(PDB ID: 5CXB) (B) y con ScNop7 (PDB ID: 6EM5) y ScErblass-a19 (PDB ID: 6ELZ) (C). Figura cedida por el
laboratorio del Dr. Carlos Ferndndez Tornero (CIB, Madrid).
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Figura 78. Superposicion del modelo atémico de CtPeBoW originado en colaboracién con el Dr. Carlos
Fernandez Tornero (CIB, Madrid) en las envolturas de SAXS de ScPeBoW y CtPeBoW. (A y B) Se muestran
tres perspectivas de la superposicién en la envuelta de ScPeBoW (A) y CtPeBoW (B). Cada gréafica muestra
la superposicidn de la curva de los datos crudos de SAXS (negro) con el perfil tedrico calculado para el
modelo (rojo). El modelo de tincion negativa de ScPeBoW y CtPeBoW desarrollado en colaboracién con el
Dr. Fernandez Tornero (CIB, Madrid) mostraron una buena superposicion en la envuelta del complejo de
ScPeBoW y de CtPeBoW de SAXS sugiriendo que también era un buen modelo para ambas especies.
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Ribosome biogenesis is an emerging therapeutic target. It has been proposed that cancer
cells are addicted to ribosome production which is therefore considered a druggable
pathway in cancer therapy. Cancer cells have been shown to be more sensitive to inhibition
of the ribosome production than healthy cells. Initial attempts of inhibiting ribosome
biogenesis have been focused on the inhibition of transcription by targeting RNA Pol I.
Despite being a promising field of research, several limitations have been identified during
the development of RNA Pol | inhibitors, like the lack of specificity or acquired resistance.
Ribosome biogenesis is a multistep process and additional points of intervention,
downstream the very initial stage, could be investigated. Eukaryotic ribosome
maturation involves the participation of more than 200 essential assembly factors that
will not be part of the final mature ribosome and frequently require protein—protein
interactions to exert their biological action. Using mutagenesis, we have previously
shown that alteration of the complex interface between assembly factors impairs
proper ribosome maturation in yeast. As a first step toward the developing of
ribosome biogenesis inhibitory tools, we have used our previously solved crystal
structure of the Chaetomium thermophilum complex between the assembly factors
Erb1 and Ytm1 to perform a structure-guided selection of interference peptides. The
peptides have been assayed in vitro for their ability to bind their cellular partner using
biophysical techniques.

Keywords: structural-guided peptide selection, interference { i ril biogenesis,

protein-protein interactions, Erb1/Ytm1 complex

INTRODUCTION

The synthesis of ribosomes in eukaryotes is a sophisticated and energy-demanding process requiring
the participation of more than 200 assembly factors that will not be part of the final mature ribosome
although are required for a correct ribosome biogenesis. The initial steps of ribosome assembly take
place in the nucleolus where rRNA is transcribed by RNA polymerase I (RNA pol I) [reviewed in
(Bafller and Hurt, 2019)] under the regulation of both tumor suppressor genes (including p53, Rb,
and Arf) and oncogenes (including MYC, MAPK/ERK, PI3K, and AKT) (Montanaro et al., 2008;
Morcelle et al,, 2019). Increased ribosome biogenesis is important for cell transformation or
tumorigenesis and it is assumed as a general trend in cancer cells that need to make extra
ribosomes in order to produce more proteins to sustain uncontrolled cell division (Orsolic et al.,
2016) (Truitt and Ruggero, 2016). Interestingly, it has been shown that cell proliferation can be
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blocked by inhibiting the production of new ribosomes since
impaired ribosome biogenesis induces a checkpoint control that
prevents cell cycle progression (Volarevi¢ et al., 2000). It is
therefore not surprising that biogenesis of the ribosomes has
been accumulating growing attention as a potential new
therapeutic target.

Initial attempts to specifically target ribosome biogenesis have
been focused on the downregulation of RNA pol I. Several
recently described small molecules like CX-5461, CX-3543,
BMH-21, or CID-765471 are now providing evidence that
inhibition of ribosome biogenesis by targeting transcription of
ribosomal DNA has a promising therapeutic potential (Bywater
et al, 2012; Colis et al,, 2014). However, lack of specificity and
acquired resistance suggest that a new generation of Pol I
inhibitors should be developed. Moreover, the only inhibitor
that reached clinical trials has shown additional activities
contributing to its toxicity profile and resistance, and
therefore, additional points of intervention during the
ribosome maturation process should be explored apart from
the inhibition of transcription (Catez et al., 2019; Ferreira
et al, 2020). Despite the fact that the complexity of the
process yields a large repertoire of potential targets, only very
few chemical inhibitors of ribosome biogenesis are known so far
(Awad etal,, 2019). Apart from the lack of molecular details in the
process, the main reason for this limited number of inhibitors is
that the complex ribosome biogenesis pathway is orchestrated by
a wide range of macromolecular interactions sequentially
coordinated to promote the correct ribosome maturation.
Ribosome assembly factors frequently require protein-protein
interactions in order to exert their biological actions (Li et al,,
2017) and these have been traditionally hard to target by small
molecule drugs given the absence of grooves or binding pockets in
the interaction surface.

Nop7, Erbl, and Ytml are assembly factors that form a
discrete heterotrimer that can be detected in isolation from the
pre-ribosomal particles (Tang et al., 2008). The so-called Nop7
complex (PeBoW in mammals) is essential for a correct
maturation of the ribosomal 60S subunit. The three
components guarantee the correct maturation of 5" end of 5.8
rRNA, thus facilitating its association with 25S rRNA in the
mature ribosome (Granneman et al, 2011). We have previously
reported the structural resolution of the Chaetomium
thermophilum Erbl/Ytml complex (Marcin et al, 2015
Wegrecki et al, 2015). The crystal structure shows Ytml
bound to the carboxy-terminal portion of Erbl. Integrity of
the heterotrimer assembly is essential for exerting its biological
action. In fact, we previously showed that compromising the
stability of the Erbl/Ytml interaction has an effect on
proliferation in yeast (Wegrecki et al., 2015).

Using our previous Erb1/Ytm1 structure, we have performed a
structure-guided selection of a set of peptides derived from their
sequences and test their ability to bind to their respective cellular
partners, Erbl or Ytm1. Our results open the possibility to obtain
peptides with the ability to interfere in the ribosome biogenesis
pathway. To our knowledge, this is the first report of peptides
designed to target ribosome biogenesis.
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Interference Peptides Against Erb1/Ytm1 Complex

MATERIALS AND METHODS

Cloning, Expression, and Purification of
Ytm1 and Erb1

Protein expression and purification was carried out following the
protocol described in a study by Wegrecki et al. (2015). The
YTMI gene from Chaetomium thermophilum was obtained by
total cDNA amplification and cloning in pOPIN-F using an In-
Fusion cloning system commercial kit (Clontech). Sf9 insect cells
were grown in the S900 II SFM medium (Gibco) and were
transfected with Ytm1-pOPINF and linearized Ian Jones bacmid
(Zhao et al,, 2003). Baculovirus generated were amplified and
used to induce protein expression for 72h at 27°C. Erbl was
cloned in a pET28-NKI/LIC 6His/3C vector (from NKI Protein
Facility, Amsterdam) by the ligase independent cloning (LIC)
method and expressed in Escherichia coli (DE3) BL21 CodonPlus
(RIPL) using an auto-induction system (Studier, 2005). The
6xHis tagged Ytml and Erbl proteins were purified using a
Histrap-HP Ni charged column (GE Healthcare) eluting with
a20-500 mM imidazole gradient. An additional step of a HiTrap
Heparin HD column (GE Healthcare) eluting with 0.2-1.5M
NaCl gradient was included for Erbl. A final polish step of size
exclusion chromatography (HiLoad 16/60 Superdex 200 column,
GE Healthcare) was performed for both proteins that were flash
cooled under liquid nitrogen and stored at —80°C until use.

Biolayer Interferometry Assays

Peptides were commercially obtained from Synpeptide Co., Ltd.,
Shanghai, China. All experiments have been made in triplicates
and include control curves for bait and analyte only.

Peptide Interference Experiments

Potential interference peptide samples were evaluated by their
ability to interfere the kinetics and affinity of the complex
between Erbl and Ytml as measured by Biolayer
Interferometry (BLItz, Pall FortéBio Corp.) using Ni-NTA
biosensors (FortéBio) and 50 mM HEPES, pH 7.5; 150 mM
NaCl; 5% (v/v) glycerol; and 2 mM B-mercaptoethanol (BME)
buffer. To set the reference Kp, an 80 pg/ml solution of Erbl was
immobilized to the biosensor in order to obtain binding curves
for increasing concentrations of Ytml. According to this, an
evaluation of Erbl-derived peptides (P1-P3) was performed
using 5pM Ytml previously incubated during 30 min at
equimolar concentrations of each peptide. New Kp values
were determined. Similarly, an 80 pug/ml solution of Ytm1 was
immobilized to the biosensor in order to obtain binding curves
for increasing concentrations of Erbl. 20 uM Erblconcentration
was selected for the analyte. Each Ytm1-derived peptide (P4-P6)
was evaluated by preincubation of equimolar concentrations with
20 uM Erbl assayed against immobilized Ytm1 of 80 pg/ml.

Peptide Affinity Experiments

BLI was used to determine the affinity between Ytml and
biotinylated peptides using streptavidin biosensors (FortéBio).
The biosensors were hydrated 10 min in the same buffer used on
the interference assay, with 0.05% (w/v) bovine serum albumin
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(BSA). 50 pg/ml of biotinylated peptide was immobilized at the
streptavidin biosensor. Increasing concentrations of Ytm1 were
used to calculate the Kp, values using the Blitz Pro 1.2 software
using the implemented equations for association and
dissociation:

Association phase:

1

[3
1+ ka* | Analyte

¥ = Rinax (1 - e—(k-'[Analyte]+kd)x) ;

Dissociation phase:
Y=Y e ka(x=x0)
1

k.
1+ ka* | Analyte

¥0 = Ryax (1 _ e—(k.»[An.Jyul.k,,)x;,).

Differential Scanning Fluorimetry

Thermofluor assays (Pantoliano et al., 2001) were performed on a
7,500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
measuring the gradual fluorescence generated by a 1:1,000
dilution of SYPRO Orange Protein Stain Gel (Supelco, Merck-
Sigma) along with 1°C/min temperature increase from 20°C
until 85°C.

The samples were mixed containing the protein Ytm1 at 5 uM
in 50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl and peptides P1-P3 at
1 mM concentration. Previously, lyophilized P2 and P3 were
resuspended in the same Ytml buffer and P1 was solubilized
in 10 mM Tris (hydroxymethyl)-methylamine (Tris-HCI), pH 8.8
for P1. Data of triplicated experiments were analyzed using
GraphPad Prism 5.01 software.

MicroScale Thermophoresis

Microscale thermophoresis (MST) was used to determine the
binding affinity between Ytm1 and P1. Ytm1 was labeled with a
Red-NHS second-generation dye kit (100 pl at 10 uM of protein
+300 uM dye solution) for 30 min at room temperature in the
dark. 5nM of labeled Ytml in 50 mM HEPES pH 7.5, NaCl
150 mM supplemented with 0.1% (v/v) Pluronic F-127 was used
for the assay. P1 stock is diluted in 10 mM Tris (hydroxymethyl)-
methylamine (Tris-HCI), pH 8.8. Ytm1 and P1 were mixed at 1:1
molar ratio in sixteen serial dilutions (1,230 yM-0.0751 pM)
using the same buffer. Measurements were taken on a
Monolith NT.115 instrument (NanoTemper Technologies).
Similarly biding between Ytm1 and P3 using MST was tested
using the same Ytm1 buffer also for P3. Curve fitting and Kp
calculations every 10 min were analyzed from three independent
experiments with MO. Maximum binding was observed at
50 min. Curves were analyzed using Affinity Analysis Software
(NanoTemper Technologies).

Bioinformatics

Buried surface calculations were performed using the protein
interfaces, surfaces, and assemblies service PISA at the
European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/
pdbe/prot_int/pistart.html) (Krissinel and Henrick 2007)
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using PDB ID 5cxb and in silico alanine scanning of the
interaction surface was performed using the DrugScorePPI
Web Interface  (https://cpclab.uni-duesseldorf.de/dsppi/)
(Kriager and Gohlke, 2010) only considering polypeptide
atoms. AG computed for alanine mutants for each 5cxb
polypeptide chain is compared to AG computed from the
wild type complex. Resulting AAG predicts the contribution
of a given side chain to the wild type complex stability (AAG =
AGALAcomplex—AGW Tcomplex). Interacting atoms between
Erbl and Ytm1 were also analyzed using the 5cxb coordinates
program contact in the CCP4 suite (Winn et al, 2011).
Molecular graphics in Figure 1 were performed with UCSF
Chimera (Pettersen et al., 2004).

RESULTS

Interaction Surface Analysis and Peptide
Selection

Our Erb1/Ytm1 heterodimer crystal structure (PDB ID 5CXB)
(Wegrecki et al., 2015) shows that the central part of the
B-propeller of Ytm1 provides a large docking surface for the
bottom face of blades 1, 2, and 7 from Erb1 that is additionally
held in place by two lateral extensions from Ytml. The
Ytml (-propeller top face, away from the N-terminal
Ubiquitin-like domain, establishes extensive contacts with
the side face of Erbl C-terminal p-propeller (Figure 1A)
with a predominant role of blade 7. The Erbl/Ytml
heterodimer is mainly maintained by electrostatic forces
with some hydrophobic regions also involved in the
interaction (Figure 1B). No clear grooves have been
detected in the heterodimer interaction surface.

Manual inspection of the interaction surface between Erbl
and Ytml combined with buried surface area upon binding
calculations using PISA (Krissinel and Henrick, 2007),
together with an analysis of the interactions and an alanine
scanning of the interacting residues to locate hotspots using
DrugScorePpl (Kriiger and Gohlke, 2010), revealed several
areas of interaction (Figure 1C, Supplementary Table S1,
§2). The last B-strand (“1d”) of blade 7 in Erbl contacts loop
“6d-6a” and a long extension that appears between strands
“7d” and “7a” of Ytm1 (the knob formed by residues 444-460).
A second interaction area involves the entrance of the central
tunnel of Ytml as a docking site for a loop between strands
“lc-2d” from the first blade of Erbl (481-486) (Figure 1C).
The loop contains three well conserved residues: E481, T484,
and R486 that establish a network of electrostatic interactions
with also conserved amino acids from blades 1, 2, 3, and 7 of
Ytml. We have previously reported the relevance of the
second area of interaction since the R486E point mutation
decreased the affinity of the interaction by two orders of
magnitude without affecting structural integrity. The
equivalent mutation in yeast impaired growth in yeast and
affected 60S subunit biogenesis (Wegrecki et al, 2015). As
indicated by the in silico alanine scanning analysis, this
interacting region also suggests a hot spot between Erbl
and Ytm1 (Figure 1C, Supplementary Table S1). Erbl a-b
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FIGURE 1 | Erb1/Ytm1 interaction. (A) Ribbon representation of the heterodimer. Top face of Ytm1 B-propelier in pale pink interacts with Erb1 p-propeller's side in

blue. The main secondary structure-interacting motifs are shown in Erb1 (B) Surface representation of the individual components with the interaction areas facing toward
the observer. Atoms from residues involved in the interaction are colored by atom, carbon in grey, oxygen in red, and nitrogen in blue. The rest of the surface is colored in
biue for Erb1 and pale pink for Ytm1. (C) Calculated Erb1 AAG values from in silico alanine scan. Residues from Erb1 with calculated AAG>0.5 kcal/mol are
depicted in green. (D) Calculated Ytm1 AAG values from in silico alanine scan. Ytm1 residues with calculated AAG>1.0 kcal/mol are rep d in yellow. (E)
peptides derived from Erb1. Each peptide is colored with a different shade of blue and is labeled according to Table 1. Side chains of interacting residues establishing
electrostatic interactions are shown. (F) Selected peptides derived from Ytm1. The three selected peptides are depicted in brown, yellow, and orange for P6, P4, and P5,
respectively (Table 1). Side chains of interacting residues establishing electrostatic interactions are shown.
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TABLE 1 | Peptides used in this study. Residue numbering is referred to the
Chaetomium thermophilum sequences.

Peptide Sequence Protein Residues
P1 VWELLTGRQWW Erbi 479-489
P2 QATIFRGH Erb1 445-452
P3 DWHPREPWCV Erb1 780-789
P4 HDDWWVSA Ytm1 110-116
P5 AGMDRTV Ytm1 194-200
P& RGHANKY Ytm1 385-391
Biot-P1 Biotin-VWELLTGRQVW Erbi 479-489
Biot-P3 Biotin-DWHPREPWCV Erb1 780-789
Biot-P6 Biotin-RGHANKV Ytmi 385-391

loop from blade 7 participates in another interaction area with
Ytml loops from blade 3. Finally an insertion in blade 2 of
the B-propeller of Erbl between 2¢ and 2e (Supplementary
Figure S1) interacts with loops from blades 2 and 3 and an
extension between strands 3c and 4d from Ytml
(Supplementary Figure S2). This Erbl insertion area
shows poor sequence conservation (Supplementary
Figure S1) and will not be taken it into further
consideration. Ytml residues interacting with Erbl appear
to cluster mostly on one side of the interaction surface
(Figure 1D) although they do not show sequence
continuity  of interacting residues (Figure 1D,
Supplementary Figure S2 and Supplementary Table §2).

According to the previous observations, a set of six peptides,
summarized in Table 1, were selected derived from Erbl
sequence and Ytml (Figures 1E,F and Supplementary
Figures S1, §2).

Peptide Competition Assay

Biolayer interferometry interference assays were used to evaluate
the ability of each peptide to interfere in the in vitro formation of
the Erbl/Ytm1 complex. Erbl was immobilized to a Ni-NTA
biosensor and Ytml was used as analyte for testing direct
interaction. The binding affinity is 3.2e-8M (Supplementary
Table S3), similar to the previously reported values using
microcalorimetry (Wegrecki et al, 2015). Peptides were
evaluated for their ability to decrease in the Erbl/Ytml
complex formation by preincubating the analyte with each
peptide derived from the immobilized partner. Figures 2A,B
show typical curves from the interference assay using biolayer
interferometry. The black line depicts the reference curve
obtained in the absence of peptide preincubation. Erbl-derived
peptides were evaluated by their ability to decrease Erbl/Ytm1
complex affinity. Each P1-3 peptide was preincubated for half an
hour at 4°C with an equimolar concentration of Ytm1 used as an
analyte for binding with Erbl, previously immobilized to the Ni-
NTA biosensor (Figure 2A). Peptides P1 and P3 showed a
decrease of more than one order of magnitude (1.9 and 1.7e-
7M respectively) with respect the Erbl/Ytm1 binding curve, in
the absence of peptide. Similarly, an assay immobilizing Ytm1 to
the Ni-NTA biosensor was used with Erbl as analyte
preincubated at equimolar concentrations with P4-6 Ytml-
derived peptides. Only peptide P6 showed a significant
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decrease (2.4e-6M) with respect to the reference Ytm1/Erbl
binding curve (Figure 2B).

Direct Peptide Binding Assays

According to P1, P3, and P6 results, a new N-terminal biotynilated
peptide synthesis was ordered using the same sequences (Biot-P1,
Biot-P3, and Biot-P6, Table 1). Biotynilated peptides Biot-P1 and
Biot-P3 were immobilized to the streptavidin biosensor and Ytml
binding was measured. Similarly, Biot-P6 was immobilized to the
streptavidin biosensor followed by Erbl binding. As indicated in
Figure 2C, we could not detect binding for Biot-P6/Erbl. Peptides
Biot-P1 and Biot-P3 showed an affinity for Ytm1 in the mM range
(Figures 2D,E). To further confirm the interaction a differential
scanning fluorimetry assay was performed. A thermofluor assay of
Ytml on its own and in the presence of 1 mM P3 did not show any
significant thermal shift (Figure 2F) Similarly, no significant thermal
shift in Ytml was observed in the presence of 1mM P2
(Supplementary Figure $3). A shift of several degrees in the Tm
was observed in the presence of 1 mM P1 indicating binding with
Ytm1 (Figure 2G). Inconsistent results were obtained in DSF using
Erbl and a proper Tm could not be obtained so thermal shift could
not be evaluated for P6. To further demonstrate the ability of P1 to
interact with Ytm1, the binding was also monitored in free solution
by the change in the thermophoresis of Ytm1 upon interaction with
P1. Binding affinity determined using microscale thermophoresis
showed a Kd in the mM range (8.2¢-6M, Supplementary Table $3)
consistent with affinities observed using interferometry and further
confirming a direct interaction between P1 and Ytm1 (Figure 2H).
Experimental limitations with maximum ligand concentration did
not allow the calculation of binding stoichiometry. A tendency
toward binding was also detected using MST with the P3 peptide at
a maximum concentration of 1,580 pM but data quality would not
allow a proper fitting for obtaining the K, values (Supplementary
Figure S4).

DISCUSSION

Erbl surface appears to be more suitable for the selection of peptides
targeting the complex, as compared to Ytm1 that, despite showing
some degree of clustering (Figure 1D) reveals scattered interacting
residues and fragmented regions (Supplementary Figure $2). In
fact, we did not obtain clear experimental binding results for Ytm1-
derived peptides. Apart from the peptides derived from Ytml
selected in this study, additional regions that might have been
considered are 224-229 that shows a rather continuous interaction
with Erbl. It has, however, been initially discarded given the small
differences in calculated AAG upon in vitro alanine substitution
with respect WT Ytml in the complex (Supplementary Table $2).
An additional region includes V272 that shows reasonable AAG
values and continuity (S265-V272) of neighboring residues in
Chaetomium. However, it is located in an evolutionary poorly
conserved region (Supplementary Figure $2). Sequence
elongation of the selected Ytml-derived peptides might also
provide better interaction results.

The combination of in silico hot spot analysis with contact
analysis in the interface and residue conservation suggested an
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FIGURE 2 | Binding properties of Erb1- and Ytm1-derived peptides to Ytm1 and Erb1, . (A) Biolayer ir y curves of preincubated peptides

P1-3 with equimolar amounts of Ytm1 (5 pM). The ability to interfere with Erb1/Ytm1 complex formation (black line) is evaluated using immobilized Erb1 and Ytm1 as an
analyte. The reference Kp, for the Erb1/Ytm1 complex is 3.228e-8M. Ky decrease for preincubated Ytm1-P2 is less than one order of magnitude (Supplementary Table
$§3) whereas it is more than one order of magnitude for preincubated Ytm1-P1 and Ytm1-P3. (B) The equivalent competition BLI experiment preincubating
equimolar concentrations of peptides P4-6 with 20 uM Erb1 and using immobilized Ytm1 as bait. Ko, values of Erb1-P5 and Erb1-P4 are similar to the reference Ko
(2.292e-7M) using only Erb1 as an analyte. Kp values of Erb1-P6 imost one order of itud than th ce y Table S3). (C-E) Biolayer
(Continued)
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FIGURE 2 | interferometry curves using inmabilized biotynilated peptides. (€) Immobilized biot-P6 did not show binding when using Erb1 as analyte. (D) BU Ytm1
binding curves obtained using immobilized biot-P1. (E) BLI Ytm1 binding curves using biot-P3 as bait. (F) Thermal shift curves obtained by differential scanning
fluorimetry (DSF) of Ytm1 isolated (black ling) and in the presence of 1 mM P3 peptide. (G) Similarty, DSF thermal shift curves of Ytm1 isolated (black line) and in the
presence of 1 mM P1 peptide (crange). (H) Microscale thermoforesis binding curve for Yim1 with peptide P1. Yim1 was labeled using the Red-NHS second-generation
dye for the binding affinity with the peptide P1 (NanoTemper Technologies). Fnorm indicates normalized fluorescence.

initial set of six peptides in the Erbl/Ytm1 interface, Three of them
showed some degree of interference in the complex formation on a
competition assay. Best candidates (P1, P3, and P6) were further
tested immobilizing the peptide to the biosensor. We have observed
some differences for peptide P6 in the competition assays with
respect biotinylated peptide assay using biolayer interferometry.
Biotin itself could be affecting the binding to Erbl; however, this
is unlikely to be the case since the N-terminus of P6 is not involved in
the interaction according to the structure of the Erb1/Ytm1 complex
(Figure 1). An obvious difference is the immobilization of the
peptide that might be impairing a proper conformation of P6 for
the interaction with Erbl to take place. Immobilized peptide in the
biotynilated P1 experiment can also explain the slight difference
observed in the Kds obtained by BLI and MST. Tm values for Erbl
using DSF could not be obtained. Moreover, several of the selected
peptides did not show any effect on the interference biolayer
interferometry assay. Alternative methodological approaches
should be considered for the detection of low affinity interactions
in BLI or proteins with potential hydrophobic exposed areas in DSF.
‘We have been able to detect direct in vitro interactions of P1 and Biot-
P1 with Ytm1 at a low mM affinity range indicating that at least for
these conditions biolayer interferometry is a suitable methodological
approach. MST also represented a good alternative for evaluating the
interaction with initial binding detected for Ytm1-P3 and proper
affinity determination for Ytm1-P1. Erbl and Ytm1 form a part of the
Nop7 complex which is a heterotrimeric complex. Assembly of the
three subunits is required for the correct maturation of 60S ribosomal
subunit. Once the Nop7 complex has exerted its molecular function it
is sequentially removed from the pre60S subunit (Tang et al., 2008;
Bafiler and Hurt, 2019). Individual Nop7, Erbl, and Ytm1 will then
reassemble to repeat the process with a new preribosome. It is at this
stage when a peptide targeting the Erb1/Ytm1 interaction could play
its interference role since the P1 peptide affinity shown for Ytm1 is
lower than the one observed for the Erb1/Ytm1 complex.
Ribosome biogenesis has recently been accumulating growing
attention as a potential new therapeutic target, since the observation
that cell proliferation can be blocked by inhibition of new ribosomes
production. Several RNA pol I inhibitors have been reported to date
(Ferreira et al., 2020) and molecules like CX-3543, CX-5461, and
BMH-21 are currently under investigation for treating cancer, as
rapidly dividing cancer cells are particularly dependent on high levels
of RNA pol I transcription. CX-5461 is phase I clinical trial in
patients with advanced haematological cancers and breast cancer
(Hilton et al,, 2018; Khot et al, 2019). CX-3543 reached phase II
clinical trial but was withdrawn due to bioavailability issues
(Balasubramanian et al., 2011), While extremely promising, these
compounds targeting RNA pol I are associated with additional
activities, like DNA damage, which possibly contributes to its
efficacy, toxicity profile, and resistance mechanisms. These
observations suggest that it may be necessary to look for other
points of intervention during this multistep process of ribosome

maturation. One relevant question in this new field of targeting
ribosome biogenesis is whether downstream specific targets would
behave the same or differ to those RNA pol I transcription inhibitors
currently developed. We had previously shown that altering the
interaction surface between the ribosome assembly factors Erb1 and
Ytm1 hinders cell proliferation in yeast. We have now developed a
peptide derived from the Erbl sequence capable of interacting with
Ytml at a low mM range and interfere in the Erbl/Ytml complex
formation negatively affecting this extensive and highly conserved
protein-protein interaction. This result opens the possibility to
investigate the in vivo action of RNA pol I downstream targets in
the ribosome biogenesis process. Delivery methods like cell
penetrating peptides or nanoparticles should be considered for
internalization of the peptide into the cell in order to test future
inhibitory strategies in vivo.
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ANEXO I
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Supplementary figure 1: Sequence alignment of Erb1 from Chaetomium thermophilum (CHATD),
Saccharomyces cerevisiac (YEAST) and human (BOP1 HUMAN). Sclected peptides are indicated
within boxes. Secondary structure elements are shown over the alignment. Interaction residues with
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calculated AAG=>0.5 kcal/mol are highlighted in yellow.
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Supplementary figure 2: Sequence alignment of Ytm1 from Chaetomium thermophilum (CHATD),
Saccharomyces cerevisiac (YEAST) and human (WDR12_HUMAN). Selected peptides are indicated
within boxes. Secondary structure elements are shown over the alignment. Interaction residues with
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Differential scanning fluorimetry

1.00 —
1 L |
0.75 i
ob - i3
& il
5 1 o
: y
2 ] i
=l DS V- asmasneases
s
S 1
g ] ;
= 025 . P
] i = Control
i i © Ytml+ P2
0.00- —_
50 60 70

Temperature (°C)

Supplementary figure 3. Thermal shift curves of Ytm1 isolated (black line) and in the presence of P2 (pink line)
derived from Erb1.
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Supplementary figure 4. Microscale thermophoresis biding curve for Yim1 with peptide 3. Fnorm indicated
normalized fluorescence.
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Residue ddGeal (keal/mol)  Buriedness
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R798 0.25 8.42

MB801 0 272

Supplementary table 1: In silico Erb1/Ytm1 complex alanine scanning on Erb1 as

performed using DrugScore™!. Calculated AAG obtained for each Erbl residue in the
complex interface are indicated (AAGcal= AG*-*complex - AGWTcomplex). Asterisks
indicates residues with calculated AAG>0.5 kcal/mol.

Residue AAGeal (keal/mol)  Buriedness
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Supplementary table 2: In silico Erb1/Ytm1 complex alanine scanning on Ytm1 as
performed using DrugScore™!. Calculated AAG obtained for each Ytm1 residue in the

P are indicated (AAGcal= AGALA
indi residues with calculated AAG>1.0 keal/mol.

- AGWT

1
P!

). Asterisks
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ANEXO I

BLI Erbl | Ytml + P1-P3 - Affinity values

Protein-Peptide Kb (M) ka (1/Ms) ka Error kd (1/s) kd Error X2 R?
Ref Ytml-Erbl  3.222e-8 5.35e4 7.06e2 1.724e-3  5.535e-5 0.3016 0.9698
Ytml-P2 3.557e-7 3.916e4 9.705¢2 1.393e-2  2.215e-4 1.578  0.9603
Ytml-P1 1.902e-7 1.021e5 2.602e3 1.942e-2  2.272e-4 0.5205 0.9822
Ytml-P3 1.745e-7 7.094e4 1.739¢3 1.238e-2  1.536e-4 0.6148 0.974
BLI Ytml | Erb1 + P4-P6 — Affinity values
Protein-Peptide Kp (M) ka (1/Ms) KkaError kd (1/s) kd Error X2 R?
Ref Erbl-Ytml  2.292e-7 5.24e3 3.87el 1.201e-3 2.504E-5 0.04878 0.9985
Erb1-P5 2.825e-7  5.837e3 5.321el 1.655¢e-3 4406E-5 0.0926  0.9964
Erb1-P4 2.966e-7  5.345e3 4.358el 1.585e-3 1.704e-5 0.04445 0.9982
Erb1-P6 2439¢-6  4.384e3 2.224¢2 1.069e-2e  2.341le-4 0.1423  0.9815
BLI Biotin-peptide - Affinity values
Peptide-protein Kp (M) ka (1/Ms) ka Error kd (1/s) kd Error X2 R?
Biot-P1 3.342e-5 3.865e2 6.967¢el 1.292e-2  5.954e-4 16.02  0.9852
Biot-P3 6.287e-6  8.294¢2 2.496el 5.215e-3  1941e-4 9.07 0.9962

Microscale Thermoforesis Ytml + P1 - Dataset overview

Target name

Ytml (labelled Lys)

Target concentration
Ligand name

Ligand Concentration
n

Excitation Power
MST Power

KD

KD confidence
Response Amplitude
Std. Error of Regression
Reduced X?

Signal to Noise

5 nM

P1

1.23E+3 uM t0 0.0751 uM
3

100%

60%

8.1965E-6

[5.1079E-06 — 1.3152E-05]
10.582501

0.80869066

1.1260899

14.134462
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