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1. INTRODUCCION
1.1. CHAPERONAS

Las chaperonas, también conocidas como proteinas de choque térmico (“Heat shock
proteins, Hsp”’) componen una amplia familia de proteinas que participan en una
gran variedad de procesos bioldgicos, dentro de las cuales los mas importantes son la
modulacion del plegamiento de polipéptidos en condiciones fisioldgicas, de su
degradacién y translocacion a través de membranas y de las interacciones entre
proteinas (Hartl et al., 2011; Bukau et al. 2006; Nishikawa et al., 2005). Son también
importantes por la capacidad que tienen de proteger al conjunto de proteinas de la
celula en situaciones de estrés (térmico, oxidativo, osmético, etc.). Algunas
chaperonas son capaces de disolver agregados de proteinas que puedan producirse en
situaciones de estrés severo, y forzar su plegamiento de para recuperar su
conformacién nativa. Esta funcién es necesaria ya que en estas situaciones, la
aparicion de conformaciones erréneas de las proteinas y la formacion de agregados

pueden dar lugar a enfermedades y envejecimiento celular.

Las chaperonas pueden encontrarse en cualquier zona, ya sea en el citoplasma,
reticulo endoplasmatico (ER), nucleo, etc. Se dividen en varios grupos dependiendo
de caracteristicas como su funcién o el tamafio. Los grupos sobre los que se centra en

este trabajo son: Hsp70, Hsp40 y Hsp110.

1.1.1. Hsp70

Las Hsp70 desarrollan principalmente la funcién de plegamiento de proteinas
(Young, 2010). Esta familia de chaperonas esta muy conservada evolutivamente. Son
las que llevan a cabo el reconocimiento de las proteinas que no se han plegado
correctamente y hacen que recuperen su estructura nativa, ademas de participar en la
solubilizacion de agregados proteicos, con la colaboracidn de chaperonas tanto de la
familia Hsp100 en levaduras, hongos y bacterias como de las Hsp 110 en humanos.
Son proteinas que necesitan la union de ATP para llevar a cabo dicho proceso. Que
puedan reconocer tanto polipéptidos desplegados como agregados de proteinas se

debe a que lo que reconocen son motivos cortos de unos 5 aminoacidos hidrofébicos



que estan flanqueados por aminoéacidos con carga positiva que se reproducen en la

mayoria de las proteinas cada 30-40 aminoacidos (Rudiger et al., 1997).

Estructuralmente, son proteinas de 70 kDa aproximadamente, que poseen 2
dominios principales: uno de 43 kDa, el dominio de unién a nucleétido (NBD), y
otro de 27 kDa, el dominio de union al sustrato (SBD), estando ambos conectados
por un linker que también estd muy conservado (Bukau y Horwich, 1998; Mayer,
2013). ElI NBD esta compuesto por 4 subdominios (IA, 1B, IIA y 1IB) dispuestos en
forma conceéntrica y entre los cuales se encuentra el centro de union del nucleétido
(Flaherty et al., 1990). Las zonas situadas alrededor del centro estdn formados por
aminoéacidos hidrofilicos. Todos los subdominios participan en la union del ATP. El
SBD, por otro lado, se divide en dos subdominios que forman una especie de gancho
que rodea a la proteina sustrato (Zhu et al., 1996). El primer subdominio contiene
centro de unién hidrofébico formado por una doble capa R-sandwich trenzada
(SBDR). El segundo presenta una estructura de a-hélice y se pliega sobre el primero

cerrando el sitio de union.

Hsp70 nucleotide exchange and hydrolysis

- = Substrate
Nucleotide Bg}glanlg Lid (Helix B) f protein
/
Substrate binding
domain
J protein
ATP
ADP+P;

Q-

Nucleotide exchange factors

Figura 1. Ciclo de intercambio de nucleétido e hidrolisis por el que la
Hsp70 lleva a cabo sus funciones. Imagen tomada del articulo de
Bukau et al., 2006.



El mecanismo funcional de todas las Hsp70 se basa en una comunicacion alostérica
compleja entre los dos dominios que permite a la chaperona oscilar entre una
conformacién abierta o cerrada (Figura 1). Cuando en el NBD esta unido el ATP, el
SBD se encuentra en conformacion abierta que permite la entrada del sustrato
peptidico. La union del sustrato estimula la actividad ATPasa de la Hsp70 (Mayer y
Bukau, 2005), produciéndose la hidrolisis del ATP a ADP y fosfato inorgéanico,
haciendo que el SBD pase a conformacion cerrada que presente mayor afinidad por
el sustrato. La eliminacion del ADP y que en el centro se dé la entrada de otra
molécula de ATP en NBD provoca la liberacién del polipéptido unido y que la
chaperona pueda realizar otro ciclo de plegamiento de méas proteinas o solubilizacién
de agregados. Para llevar a cabo este proceso con la velocidad necesaria para hacer
frente a las necesidades de la célula, las Hsp70 colaboran con otras chaperonas
complementarias como son las Hsp40 y los factores de intercambio de nucleétido
(NEF) (Bukau et al., 2006). Estas co-chaperonas aumentan la velocidad del proceso
por medio de 3 vias principalmente que van a ser explicadas a continuacion. La
estequeometria de cada uno de los componentes es muy importante a la hora de darse
correctamente este proceso. Para que ocurra correctamente la concentracion de las
cochaperonas no pueden ser muy altas. Mas concretamente, debe ser del orden de
10-20 veces menor al de las Hsp70. Para que se de el proceso de plegamiento es
necesario que todos los componentes descritos estén presentes (Kampinga y Craig,
2010). EIl replegamiento de un sustrato proteico por el sistema Hsp70/Hsp40/NEF se
ilustra en la Figura 2.

Las Hsp70 maés estudiadas son la DnaK bacteriana, Ssa y Ssb en levaduras y la

Hsc70 en humanos.

1.1.2. Hsp40 (proteinas J)

Las Hsp40 son chaperonas que colaboran con las Hsp70 para que lleven a cabo sus
funciones (Kampinga y Craig, 2010). El tamafio de estas chaperonas es muy variable
(no tienen porque rondar los 40 kDa), por lo que es mas comun llamarlas proteinas J.

Esto se debe a que todas estas co-chaperonas tienen en comun el dominio J.
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Figura 2. Simulacion del mecanismo de actuamon del sistema Hsp70-Hsp40-Hsp110 para
el plegamiento de una proteina desnaturalizada.

Pese a que las Hsp70 presentan actividad ATPasa basal, su actividad es demasiado
baja de por si, por lo que la velocidad de transicién de conformacién abierta a
cerrada es muy baja. Es el dominio J de estas proteinas el que aumenta su actividad
ATPasa y por tanto también la velocidad del proceso. Se trata de una region de
estructura helicoidal de unos 70 aminodcidos que contiene un tripéptido muy
conservado formado por His, Pro y Asp, en un loop entre las dos hélices principales
(HPD) (Pellechia et al., 1996). EI motivo HPD es especialmente crucial en la funcion
de la proteina J de estimular la actividad de las Hsp70 (Tsai y Douglas, 1996). El
dominio J establece interacciones entre el dominio ATPasa y la region flexible
contigua que estd unida al SBD de la Hsp70. Estas interacciones son cruciales a la

hora de transmitirse el cambio de conformacion (Jiang et al., 2007).

Como se ha dicho anteriormente, el tamafio de las proteinas J es muy variable, siendo
el dominio J, el Unico dominio comun entre todas. Dependiendo de la presencia de
varios dominios adicionales, las Hsp40 se dividen en las clases I, 11 y 111. Las del tipo
| presentan el dominio J en el extremo N-terminal, seguido de un dominio de unién a
zinc y una extension C-terminal que contiene un centro de unién de sustratos

polipeptidicos a la Hsp70, incrementando la afinidad por el mismo (Lu y Cyr, 1998).



Las del tipo Il presentan el dominio J N-terminal pero carecen del dominio zinc-
finger. El resto de proteinas J que no tengan caracteristicas entre los tipos 1y II, se
clasifican dentro del tipo Ill. Dado que estas clasificaciones no se deben a
caracteristicas relacionadas con su funcion bioquimica, las tipos Il y Il pueden tener
otros dominios con funciones diferentes. Las proteinas J pueden presentar diferentes
ubicaciones con consecuencias funcionales importantes (Kampinga y Craig, 2010,
Figura 3). En algunos casos, la Hsp40 presenta un dominio transmembrana que lo

adhiera a las membranas del RE o de la mitocondria por ejemplo.

La gran variedad estructural y funcional de las proteinas J posiblemente facilitan que
las chaperonas Hsp70, mas conservadas evolutivamente, puedan realizar una gran
diversidad de funciones. De hecho en mamiferos existe una Hsp70 en mitocondrias y
ER mientras que existen 4 y 6 proteinas J respectivamente. En humanos existen en

total 11 Hsp70, 13 factores de intercambio de nucle6tidos y 41 proteinas J.
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Figura 3. Ejemplos de la diversidad de las proteinas J. a: proteina J soluble que
Unicamente presenta el dominio J. b: proteina J que presenta un dominio
transmembrana. ¢: proteina J que presenta dominios de unién al sustrato.



La proteina J més estudiada es la DnaJ bacteriana. En levaduras la mas comun es la
Ydjly en humanos la Hdj1.

1.1.3. Hspl10 (Apg-2)

Las Hspl110 son otra familia de chaperonas cuya funcion también es colaborar con
las Hsp70 actuando como factores para el intercambio de nucleétidos (NEF)
(Andreasson et al., 2008). Ademas, existen otros tipos de intercambiadores de
nucleo6tidos como las proteinas GrpE, HspBP1 y Bag-1 (Muga y Moro, 2008). Las
Hsp110 presentan un alto grado de similitud en tamafio y estructura con las Hsp70 y
hasta hace unos pocos afios se les consideraba que pertenecian a esta familia. Es la
tercera familia mas abundante de chaperonas tras las Hsp70 y las Hsp90.
Normalmente estas co-chaperonas se encuentran en el citosol, pero si se somete a las
celulas a choque térmico, también aparecen en el ndcleo y nucléolo (como ha

demostrado Lee-Yoon et al., 1995).

a. DnaK
C
Helix Domain (Domain H)
cooH
A
5 412 367 8
Domain A Beta sandwich (Domain B}

“Peptide binding”

b. Hsp110

-. _________ ; Beta sandwich (Domain B)

“Peptide binding”

Figura 4. Comparacion de la estructura de la Hsp70 DnaK (a) con la estructura de una
Hsp110 (b). Imagen tomada del articulo de Easton et al., 2000.

Pese a que la estructura es muy similar a la de las Hsp70, hay zonas en las que difiere
y hace que la funcion de ambos tipos de proteinas no sea la misma (Figura 4). Las
principales diferencias consisten en una mayor divergencia del dominio ATPasa y la
presencia de varias inserciones en el extremo C-terminal. Estas variaciones en la

estructura estan relacionados con la actividad de intercambio de nucleétidos. Las



variaciones en la regién de union al ATP hacen que la Hsp110 no posea la actividad
ATPasa 0 esté muy disminuida y que al unirse el nucledtido se da un cambio
conformacional que hace que interaccione con la Hsp70 (Figura 5). De este modo se
favorece el intercambio de nucle6tidos y, por tanto, la regeneracion de la chaperona
para realizar un nuevo ciclo (Dragovic et al., 2006). Es necesario la unién previa del
ATP a la Hsp110 para que se de la interaccion con la Hsp70. Pese a tener el dominio
de union a sustrato, la actividad de plegamiento estd muy disminuida en estas

proteinas (Easton et al., 2000).

C.

I 3 }\‘. -
Hsp70
ADP

cl~0. b. \@-@@

Hsp70
(ATP}  Hspll0

Figura 5. En la primera imagen se ve una simulacion del mecanismo para el intercambio de nucleétidos
entre Hsp110 y Hsp 70. En la segunda imagen se ve el cambio que sufre la interaccion al producirse el
intercambio.

En concreto, durante este proyecto, la chaperona objeto de estudio ha sido la Apg-2
(HSPH2), una Hspl110 de humanos. Presenta como curiosidad la capacidad de
favorecer la liberacion de los sustratos de la Hsp70 incluso sin tener unido el ATP
(Mattoo et al., 2013).

La Apg-2 humana, colabora con el complejo Hsp70-Hsp40 para desagregar

complejos de proteinas, especialmente para agregados desordenados y amorfos



(Shorter, 2011; Rampelt et al., 2012). En este caso, la Hsp70 con la ayuda de las co-
chaperonas ya mencionadas, extrae una proteina de los agregados por cada ciclo de
hidrolisis de ATP, consiguiendo solubilizarlos en el citoplasma al forzar su

plegamiento al estado nativo.
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Figura 6. A: comparacién de las secuencias peptidicas de la Hsp110 y de 2 Hsp70 (Hsc70 y DnaK. B: Imagen
tridimensional de la comparaciéon de las proteinas del apartado "A". C: comparacion de la secuencia
aminoacidica de la Sse1 de levaduras y la Apg-2 humana.



1.2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis de estudio se basa en que la Apg-2 complementa el sistema
Hsp70/Hsp40 humanas para promover la solubilizacién y replegamiento de
agregados proteicos, mientras que el sistema homdlogo en levaduras
Sselp/Ssalp/Ydjlp, requiere la colaboracion de la desagregasa Hspl04, una

chaperona ausente en humanos (Raviol et al., 2006; Rampelt et al., 2012).

Lo que se quiere probar en esta investigacion es la funcion que tienen los dominios
divergentes que posee la Apg-2 (Figura 6A y B), en concreto: la insercion de un loop
entre las hebras 7 y B8 del R-sandwich y la extension del extremo C-terminal, en el
mecanismo de actuacion de esta proteina. Es interesante destacar que estas
inserciones son mas grandes y presentan una baja homologia respecto al homdlogo
en levaduras Sselp (Figura 6C). Para ello se pretende generar dos mutantes de Apg-2
que sean defectivos en estos dos dominios mencionados: Apg-2AL, en el que se
eliminan los residuos 504-569, y Apg-2AC, en el que se elimina el extremo C-
terminal (residuos 733-840).

El objetivo de este proyecto es el clonaje y expresién recombinante de tanto la

proteina nativa como los dos mutantes de eliminacion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.PLASMIDOS, OLIGONUCLEOTIDOS Y ENZIMAS DE
RESTRICCION

Los plasmido empleados en este trabajo han sido:

- pcDNAS/FRT/TO HSPH2 obtenido de Addgene, en el que se encuentra clonado el
cDNA de Apg2 (Hageman y Kampinga, 2009).

- pPE-SUMO (LifeSensors, Malvern, USA), vector de expresion de proteinas

fusionadas a una etiqueta que contiene 6 histidinas y la proteina SUMO.

Se han utilizado las distintas combinaciones de oligonucledtidos (Eurofins
Genomics, Ebersberg, Germany) para obtener las secuencias de DNA de la Apg-2 y
sus dos mutantes Apg-2AC y Apg-2AL (Tabla 1).



10

Para la digestion de DNA plasmidico y fragmentos de PCR se han empleado los

siguientes enzimas de restriccion:
e BsmBI (New England Biolabs, Hertfordshire, Reino Unido)
o Xbal (New England Biolabs, Hertfordshire, Reino Unido)
e Bsal (New England Biolabs, Hertfordshire, Reino Unido)

¢ Xhol (New England Biolabs, Hertfordshire, Reino Unido)
La ligacion de los distintos fragmentos de DNA de Apg-2 se ha realizado con la
DNA ligasa del bacteriofago T4 (New England Biolabs, Hertfordshire, Reino
Unido). Tanto las de restriccién como la ligasa han utilizado el buffer Cutsmart.

Tabla 1. Oligonucleotidos empleados para la amplificacién mediante PCR de Apg-2, Apg-2AC y Apg-2AL.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA

HG2F ATCGTCTCAAGGTATGTCGGTGGTGGGC

HG2R GCTCTAGATCAATCAATGTCCATTTCAGGAAG
HG2DCR GCTCTAGATCATGTCATGTCAGCAGCATCC
HG2DLFa ATGGTCTCAAGGTATGTCGGTGGTGGGC
HG2DLRa ATGGTCTCAGCAGACTTGTGAACCTCCAC
HG2DLFb ATGGTCTCACTGCAAAAGTGAAGACCAGTAC

2.2. PCR

Para la realizacion de las PCRs se ha utilizado la DNA polimerasa Pfu Turbo con su
correspondiente buffer (New England Biolabs, Hertfordshire, Reino Unido). La
reaccion se realizO en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf,
Hauppage, NY, EEUU).
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2.3. MEDIOS DE CULTIVO Y CEPAS CELULARES

Las cepas de Escherichia coli se han hecho crecer en medios liquidos Luria Broth
(LB) (Pronadisa, Madrid, Espafia) con la adicion de antibidticos dependiendo del
caso (cloranfenicol y/o ampicilina). La ampicilina se afiade en concentracion 100
pg/mg, mientras que el clorafenicol la concentraciéon es 35 pg/ml. También se han

usado placas de agar LB complementadas con los antibidticos adecuados.
Las cepas de E. coli empleadas en este trabajo han sido:

- DH5a (fhuA2 lac(del)U169 phoA ginV44 @80’ lacZ(del)M15 gyrA96 recAl
relAl endAl thi-1 hsdR17).

- Rosetta (DE3) pLys (F ompT hsdSg(rs" mg’) gal decm (DE3) pLysSRARE
(CamF). La caracteristica principal de esta cepa es que presenta un plasmido
en el que tiene insertados los DNAs que codifican para una serie de tRNA de
humanos, ya que el codigo genético entre bacterias y humanos es diferente y
nos los usan en la misma proporcion. Presenta los tRNA para los codones
AGG, AGA, AUA, CUA, CCC y GCA. Ademas, en ese mismo plasmido
tiene insertado un gen que le confiere resistencia a cloranfenicol. También

posee la polimerasa y lisozima del fago T7.

2.4. PURIFICACION DE DNA

La purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se llevo a cabo

con el kit ATP Gel/PCR extraction kit (Teknokroma, Barcelona, Espafia).
El protocolo seguido para esta purificacion es el siguiente.

a) Se extraen las bandas de DNA del gel de agarosa con la ayuda de un cuter
estéril (evitar al maximo posible el contacto con la radiacion UV necesaria
para ver las bandas ya que puede producir mutaciones en las secuencias). Los

trozos cortados se introducen en un tubo eppendorf.

b) Se afiaden en el eppendorf 500 pl del buffer DF, que sirve para poder disolver

los trozos de gel extraidos.

c) La mezcla se incuba durante unos 10-15 minutos, a una temperatura de 60 °C

hasta conseguir disolver el gel (cada 2-3 minutos se voltean los tubos para



d)

9)

h)
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favorecer la disolucion. Una vez disueltos se dejan enfriar los tubos a

temperatura ambiente para continuar con la purificacion.

La mezcla obtenida se deposita sobre los filtros que aporta el fabricante en el
kit y se centrifuga a 13000 rpm durante 30 segundos (se desecha el

sobrenadante).

Se afiaden 600 pl del tampdn de lavado, que consiste fundamentalmente en
etanol, y se vuelve a centrifugar a 13000 rpm durante 30 segundos (se vuelve

a desechar el sobrenadante).

Se centrifuga durante 3 minutos para asegurarse de que el contenido del filtro

se encuentra totalmente seco.

El filtro se traspasa a un eppendorf normal de 1,5 ml estéril y se le afiaden 35
pl de agua destilada (se afiade agua, ya que se ha comprobado que para las
enzimas de restriccion que se usan en pasos siguientes, es mejor para su
actividad que el tampon de elucion del fabricante). Se deja reposar con el
agua durante 5 minutos.

Por altimo, se centrifuga a 13000 rpm durante 2 minutos para la recuperacion

de los productos de la PCR.

2.5. EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

Para la extraccion del DNA plasmidico, se han utilizado los medios del ATP plasmid

midi kit (Teknokroma, Barcelona, Espafia) y se ha seguido el protocolo de hidrdlisis

alcalina (Sambrook y Russel, 2001).

A la hora de realizar esta recuperacion del DNA plasmidico, se sigue el protocolo

descrito a continuacion.

a)
b)

c)

Se transfieren 1,4 ml del cultivo de los tubos a eppendorf de 1,5 ml.

Se centrifuga durante 5 minutos a 8000 rpm, a una temperatura de 4 °C.

Después se elimina el sobrenadante utilizando una bomba de vacio.
Se resuspende secuencialmente con los 3 medios del ATP plasmid midi kit.

— Resuspension del pellet en 100 pl del medio I: 50 mM Glucosa, 25
mM Tris-Hcl, pH 8,0, 10 mM EDTA.
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— Lisis celular en 100 pl del medio 2: 0.2 M NaOH, 1% (p/v) SDS.
— Neutralizacion en 100 pl del medio 3: 3 M acetato potésico, pH 4,8.
d) Tras afadir los medios se centrifuga a 14000 rpm durante 10 minutos.

e) Se transfiere el sobrenadante a otro eppendorf limpio y estéril, desechando el
pellet.

f) Se afiaden 220 ul de isopropanol cada uno de los tubos que contienen los

sobrenadantes.

g) Se centrifuga durante 15 minutos a 14000 rpm, a una temperatura de 4 °C.

h) Se retira el sobrenadante (utilizando una bomba de vacio).

1) Se resuspende el pellet en 500 pl de etanol al 75% (el etanol tiene que estar a
-20 °C).

J) Se centrifuga a 14000 rpm durante 10 minutos, a una temperatura de 4 °C.

k) Se elimina el sobrenadante con ayuda de una bomba de vacio.

I) Se dejan secando los tubos a una temperatura de 35 °C aproximadamente el

tiempo necesario hasta asegurarse de que todo el etanol se ha evaporado.

m) Se afiaden a cada uno de los tubos 50 pl de agua destilada (para disolver el

pellet se agitan los tubos en un thermomixer a una velocidad de 1000 rpm.

2.6. ELECTROFORESIS DE DNA Y PROTEINAS
2.6.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Esta técnica se realiza como explican Maniatis et al., 1982. Las moléculas de DNA
viajan del polo negativo al positivo debido a la carga neta negativa que poseen los
grupos fosfato. Por tanto, al poseer todas las moléculas la misma relacion
carga/masa, la migracion diferencial depende exclusivamente del tamafio de las
hebras. Los geles de agarosa utilizados contienen un 1,5% de agarosa en TAE
(EDTA 1 mM, é&cido acético glacial 1,1% (v/v), Tris-HCI 40 mM pH 8).el marcador
de DNA utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen (Life Technologies S.A.),
Madrid, Espafa). Los geles se tifien con SYBR-Safe (Invitrogen, Madrid, Espafia).

Las muestras de DNA se preparan con tampon de carga (azul de bromofenol 0,25%
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(p/v), glicerol 30 % (v/v)). El marcador de DNA utilizado es 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen (Life Technologies S.A.), Madrid, Espafa). El gel se hace correr en el

mismo tampon TAE con un voltaje de 80 V.

2.6.2. Electroforesis de proteinas

Para detectar la proteina tras su induccion para la expresion se realiza un gel de SDS-
PAGE (Laemmli et al., 1970). La electroforesis en SDS-poliacrilamida permite la
separacion de las proteinas en relacion a su peso molecular, ya que el SDS hace que
todas adquieran un relacion masa/carga parecida. El gel se realizé de forma
discontinua. El gel separador posee una concentracion de acrilamida/bisacrilamida
del 10%, en tampén Tris-HCI 375 mM pH 8,8, SDS 0,1 % (p/v), PSA 0,04% (p/v),
TEMED 0,15% (v/v). El gel concentrado posee una concentracion de
acrilamida/bisacrilamida del 4,7%. Destaca en este otro la aparicion de SDS al 10%
(peso/volumen). El tampdn d carga de las muestras contiene Tris-HCI 50 mM pH
6,8, glicerol 5% (v/v), SDS 4% (p/v), azul de bromofenol 0,02% (p/v) y DTT 100
mM. Para correr el gel se realiz6 en tampdn glicina 200 mM, Tris-HCI 25 mM a pH
8,3 y SDS al 1% (p/V) en sistemas de electroforesis mini-PROTEAN 3 (Bio-rad,

Madrid, Espafia), con un voltaje constante de 225 V.

Los geles se tifieron con una solucion de azul de Coomassie (Coomassie Brilliant
Blue R-250 0,1% (p/v), metanol 40% (v/v) y acido acético 10% (v/v)) durante toda

la noche y se destifieron con la misma solucién, pero sin el azul de Coomassie.
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3.1. ESTRATEGIA DE CLONAJE
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Para llevar a cabo el clonaje de los insertos de DNA de Apg-2 y sus mutantes, se
ided la estrategia descrita en la Figura 7.

Bsal Bsal
PCR APG2
BsmB | Xba |
2530 pb
(BsmBI/Xbal) (Bsal) > pE-SUMO
Digestion Ligacion APG2
PCR APG2-AC Bsal Bsal
BsmB | Xba |
2197 pb @
(BsmBI/Xbal) (Bsal) pPE-SUMO
oy — P \ APG-AC
Digestion Ligacion
PCR APG2-AL
Bsal Bsal
1510 pb Bsal Bsal
PCR APG2-AL,
Bsal Xbal
823 pb
(Bsal) | (Bsal/Xbal) (Bsal) pE-SU MO
> APG2-AL
Digestion Ligacion

Figura 7. Estrategia seguida para insertar los diferentes fragmentos de Apg-2 objeto de estudio en el plasmido

pE-SUMO Amp.
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Esta estrategia hace uso de los enzimas de restriccion clase 1S Bsal y BsmBI. La
caracteristica principal de estos enzimas de segunda generacion es que reconocen
una secuencias que no es palindromica y cortan mas adelante de la secuencia que
reconocen (Figura 8); sin embargo, las de primera generacion, cortan la secuencia
detectada. Esta actividad presenta dos ventajas principalmente para estos enzimas: la
primera es que cuando el sitio de reconocimiento de estos enzimas se encuentra en el
extremo de un cebador para la PCR, este sitio es eliminado al digerirse, por lo que no
habra nuclettidos extra entre SUMO y la secuencia de la proteina de interés. La

segunda ventaja es que la secuencia libre que deja el enzima tras la digestion es

unica.
6x His Tag Sdal
Met Gly His His His His His His Gly Ser Leu Gln Asp
AATARTTTTGTTTAACTTTARCAAGCACGATATACC ATG GGT CAT CAC CAT CAT CAT CAC GGG TCC CTG CAG GAC

TTATTAAAACAAATTGARATTCTTCCTCTATATGEE TAC CCA GTA GTG GTA GTA GTR GTG CCC AGC GAC GTC CTG
Smt3 Fusion Protein

S8er Glu Val Asn Gln Glu Ala Lys Pro Glu Val Lys Pro Glu Val Lys Pro Glu Thr His Ile
TCA GAA GTC AAT CAR GAR GCT ARG CCA GAG GTC AAG CCA GAR GTC AAG CCT GAG ACT CRC ATC
AGT CTT CAG TTA GTT CTT CGA TTC GGT CTC CAG TTC GGT CTT CAG TTC GGA CTC TGA GTG TAG

Asn Leu Lys Val Ser Asp Gly Ser Ser Glu Ile Fhe FPhe Lys Ile Lys Lys Thr Thr Pro Leu
RAT TTA AAG GTG TCC GAT GGA TCT TCA GAG ATC TTC TTC AAG ATC AAR ARG ACC ACT CCT TTA
TTA AAT TTC CAC AGG CTA CCT AGA AGT CTC TAG AAG AAG TTC TAG TTT TTC TGG TGA GGA AAT

Arg Arg Leu Met Glu
AGR MGG CTG ATG GAR
TCT TCC GAC TAC CTT

la Fhe Ala Lys Arg Gln Gly Lys Glu Met Asp Ser Leu Arg Fhe Leu
TTC GCT AMA AGA CAG GGT MAG GAA ATG GAC TCC TTA AGA TTC TTG
C ARG CGA TTT TCT GTC CCA TTC CTT TAC CTG AGG AAT TGC ARG RAC

0o e
]
(]

Tyr Asp Gly Ile Arg Ile Glm Ala Asp Gln Ala Pro Glu Asp Leu Asp Met Glu Asp Asn Asp
TAC GAC GGT ATT AGR ATT CAR GCT GAT CAG GCC CCT GAR GAT TTG GAC ATG GAG GAT ARC GAT
ATG CTG CCA TAR CTT TAR GTT CGA CTA GTC CGG GGA CTT CTA AAC CTG TAC CTC CTA TTG CTA

Ile Ile Glu Ala His Arg Glu Gln Ile S¥ ©l¥ Bsal
ATT ATT GAG GCT CAC CGC GAR CAG ATT GG AGGTTGAGACC ACTAGTGGTACC GGTCICA CTAGA
TLAL TAR CTC CGA GTG GCG CTT GTC TAA CCTCCA ACTCTGG TGATCACCATGG CCAGAGTGATC T
A
SUMO Protease 1 cleavage site Bsal

Figura 8. Mapa del plasmido pE-SUMO donde se muestra la cola de histidinas, la proteina SUMO, el sitio de
corte para Ulp1 y las secuencias de reconocimiento de Bsa |.

El plasmido de expresion elegido (pE-SUMO) presenta una cola de 6 histidinas para
facilitar la purificacion de la proteina a clonar y la proteina de fusion Smt3 (SUMO)
qgue mejora la expresion, solubilidad y estabilidad de la proteina recombinante
(Figura 8). EIl sitio de corte la proteasa especifica Ulpl (GlyGly) permite la
liberacion de la proteina de estudio de la etiqueta de afinidad. Como se observa en la

figura, la digestion del pE-SUMO con Bsal deja libres las secuencias ACCT en el
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extremo 5°, y CTAG (compatible con el sitio de corte de Xbal) en el extremo 3’. Los
oligonuclettidos usados para el clonaje de Apg-2 y los dos mutantes de eliminacion
(Tabla 1) fueron disefiados acorde a estas secuencia. En el caso del mutante APG-
2DL se empleo el enzima Bsal para generar secuencias compatibles en el extremo 3’
y 5’ de los fragmentos A y B, respectivamente, de modo que se eliminaron la

secuencia comprendida entre los residuos 504-569 de Apg-2.

3.2. PCR DE LAS DISTINTAS SECUENCIAS DE AprG-2

A la hora de realizar las PCRs de cada una de las secuencias de Apg-2 (Apg-2WT,
Apg-2AC y Apg-2AL), Se prepar6 un tubo de 100 ul para cada fragmento a
amplificar (ver Tabla 2), empleando como molde el pldsmido pcDNA5 HSPH2, que
cotiene el cDNA de Apg-2.

Para llevar a cabo la PCR, se calienta primera a 94 °C 30 segundos para la
desnaturalizacion de las hebras de DNA. Seguidamente, se disminuy0 la temperatura
hasta la adecuada para que cada uno de los oligos se unan a los moldes de DNA
durante 30 segundos. La temperatura idonea de hibridacion se obtuvo realizando un
gradiente de temperatura para todos los fragmentos entre 45 y 65 °C (Figura 9). Se
puede observar en las imagenes como para WT, AC y ALA la mejor temperatura es
la de 65 °C, porque la banda es mas nitida (sin suciedad). Para ALB, esta en las
primeras bandas (45-50 °C). Después, se calent6 a 72 °C durante 3 minutos para que
la polimerasa actuase. Estos tres pasos se repitieron 30 veces para amplificar los
fragmentos. La consecucion de esta amplificacion se realizdé en un termociclador

Mastercycler gradient (Eppendorf, Hauppage, NY, EEUU).
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Tabla 2. Cantidades necesarias de cada componente para realizar la PCR con cada fragmento.

APG-2 APG-2AC ApG2AL ApG2AL
Molde 1l Molde 1l Molde 1l Molde 1l
HG2F 1l HG2F 1l HG2DLFa 1l HG2DLFb 1l
HG2R 1l HG2DCR 1l HG2DLR 1l HG2R 1l
a
dNTP 4yl dNTP 4l dNTP 4yl dNTP 4l
Pfu Turbo 1l Pfu Turbo 1l Pfu Turbo 1l Pfu Turbo 1l
Buffer 10 pl Buffer 10x 10 pl Buffer 10x 10 Buffer 10x 10 pl
10x
H20 82 ul H20 82 ul H20 82 ul H20 82

850 pb;
O Y N N N 650%7

Figura 9. A: gradiente de temperatura en gel de agarosa para Apg-2WT, en el que se observa que las 2-3
Ultimas calles son las mas nitidas y mejor han corrido. B: gradiente para Apg-2AC, en el que se ve mas nitida la
ultima calle. C: gradiente para Apg-2ALA en el que se ve que la Ultima calle es la mas nitida. D: gradiente de
temperatura para Apg-2ALB, en el que las 3 primeras calles son las mas nitidas.
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Una vez realizadas las PCRs, se tom6 una muestra de 5 pl de cada tubo afiadiéndole
el volumen necesario de tampdn de carga, que es 1:6 (volumen tampdn/volumen
total), para cargarlas en un gel de agarosa (1,5% peso/volumen de agarosa) y

observar los fragmentos (Figura 10).

A B
3000 pb, 1650 pb
2000pb, 850 pLM

Figura 10. Geles de agarosa para purificar los productos de la PCR. A (de izquierda a
derecha): Marcador 1 kb, Apg-2WT, Apg-2WT (2530 pb), Apg-2AC, Apg-2 AC (2197
pb). B (de izquierda a derecha): Marcador 1 kb, Apg-2ALA (1510 pb), Apg-2ALB (823
pb).

3.3. PURIFICACION DEL DNA OBTENIDO EN LAS PCRs

Para la purificacion del DNA obtenido a partir de las PCRs, primero se realiza un gel
de agarosa al 1,5% como en el paso anterior, con la diferencia de que en este caso se

afiaden al gel los productos de la PCR al completo.

Después se siguio el protocolo del Gel/PCR extraction kit (Teknokroma, Barcelona,
Espafia) descrito en materiales y métodos para recuperar el DNA de cada uno de los

fragmentos.

De la mezcla resultante se toman 5 pl que se cargan en un gel de agarosa al 1,5%

(p/V) para comprobar que efectivamente se ha recuperado el DNA.

3.4. DIGESTION DE LOS FRAGMENTOS Y EL PLASMIDO CON
ENZIMAS DE RESTRICCION

Para llevar a cabo la digestion con los enzimas de restriccion se realizan las mezclas

necesarias para cada uno de los fragmentos segun se indica en la Tabla 3.
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Tabla 3. Volumenes (ul) de cada componente afiadidos para realizar las mezclas de digestion de cada

fragmento y el plasmido.

FRAGMENTO Apg-2WT Apg-2AC Apg-2ALA Apg-2ALB pE-SUMO
PCR (DNA de la 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 10 pl
purificacion)
Xbal 1l 1l - 1l -
BsmBI 1l 1l - - -
Bsal 1ul 1ul 1ul
Cutsmart (buffer) 4l 4l 4l 4l 4l
Agua destilada 9l 9l 10 pl 9l 25 pl

Las mezclas de digestion se incubaron a 37 °C de temperatura durante 1 hora. En los

casos de Apg-2WT y Apg-2AC, que utilizaban los enzimas de restriccion Xbal y

BsmBI, primero se realizo la reaccion con Xbal a 37°C y posteriormente se afiadia

BsmBI y se incubo 55°C. Tras los procesos de digestion, el DNA es recuperado por

medio del mismo protocolo de purificacion descrito en el punto anterior. Los

fragmentos digeridos se muestran en la Figura 10.

3.5. LIGACION DE LOS INSERTOS EN EL PLASMIDO

A la hora de realizar la ligacion, se realizaron las siguientes mezclas para los

diferentes insertos (Tabla 4, Figura 11). Hay que tener en cuenta que a partir de este

momento, los fragmentos Apg-2ALA y Apg-2ALB se unen para conseguir el inserto

Apg-2AL.
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1650 pb_

850 pb —

Figura 11. (calles de izquierda a derecha) geles de agarosa para los fragmentos previos a la ligaciéon A: 1)
Marcadores 1 kb, 2) pE-SUMO, 3) Apg-2WT, 4) Apg-2AC. B: 1) pE-SUMO, 2) Apg-2ALA, 3) Apg-2ALB, 4)
Marcadores 1 kb.

Tabla 4. Volumenes necesarios de cada componente para la obtencién de la ligacién de cada inserto en el
plasmido.

FRAGMENTO Apg-2WT Apg-2AC Apg-2AL
T4 Ligasa 1l 1l 1l
Buffer 10x 1ul 1ul 1ul
pE-SUMO 1pl 1pl 2l
Inserto 7l 7l ALA 4l
ALB 2l

Una vez se han realizado las mezclas, los tubos se mantienen en un bafio con agua a

14 °C y se dejan durante toda la noche ligando.

3.6. TRANSFORMACION DE LOS VECTORES CLONADOS EN DH5a,

Es importante que antes de electroporar las células, todos los componentes sean

mantenidos en hielo porque las altas temperaturas afectan negativamente a la cepa.

Primero se dejan reposar en hielo los productos de ligacion obtenidos en el paso
anterior, las células electrocompetentes ( 50 pl en eppendorf de 0,5 ml), las cubetas
donde se realizara el pulso a las células y 1 ml de medio LB en eppendorf de 1,5 ml.
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El siguiente paso es afiadir 1-2 pl de los productos de ligacion a las células
electrocompetentes, mezclarlo todo y dejarlos reposar durante 10 minutos

aproximadamente.

Es ahora cuando se realiza la transformacion en el electroporador GenePulser Xcell
(Bio-Rad). Para ello, con una pipeta estéril, se transfieren la mezcla de las células a
una de las cubetas de electroporacion (es fundamental evitar que se formen burbujas
dentro de la cubeta porque evitarian que pase la corriente e incluso daria un chispazo
a las células, destruyéndolas). A continuacion se les da un pulso (2,5 kV) y
rapidamente se afiade el medio LB frio dentro de la misma cubeta para evitar que las
celulas sufran. Para acabar el electroporado se transfiere todo al eppendorf del medio

y se dejan reposar durante 10 minutos en el hielo para que vuelvan a enfriarse.

Se dejan los tubos con las células creciendo durante unos 30-40 minutos a 37 °C en
un thermomixer (Thermomixer confort, Eppendorf, Hauppage, NY, EEUU), con
agitacion.

Por ultimo, los tubos se centrifugan a 6000 rpm durante 5 min, con una temperatura
de 4 °C, para posteriormente retirar el sobrenadante, a excepcion de 100 ul que son
necesarios para resuspender el pellet. De ahi se toman 50 pl y se vierten en una placa
de agar LB con ampicilina con concentracion 100 pg/ml (el antibiotico se afiade para
la seleccion de las células transformadas ya que el pldsmido posee un gen que
confiere resistencia a la célula frente a este antibidtico) y se expande por toda la

placa utilizando una escobilla esteéril.

3.7. MINIPREPS PARA LA EXTRACCION DEL DNA PLASMIDICO DE
DH5a

Dado que la cepa en que se ha realizado la transformacion de los productos de
ligacion no es capaz de sintetizar las proteinas a partir del DNA insertado, es

necesario introducir los plasmidos en otra cepa que pueda expresar la proteina.

Después de dejar crecer las placas del paso anterior durante un dia, se puede apreciar
como han crecido las colonias. De ellas, se seleccionan 8 ¢ 10, se pinchan y se
cultivan en tubos de 10 ml estériles que contengan 2,5 ml de medio LB con
ampicilina (100 pg/ml), dejandolos crecer durante un dia. EI DNA plasmidico se

extrajo siguendo el protocolo descrito en la seccidn anterior.
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Para comprobar la correcta insercion de los fragmentos, los plasmidos obtenidos en
la minipreps se digirieron con el enzima de restriccion Xhol. Se escoge esta enzima
porque presenta los sitios de corte en la base 503 dentro de pE-SUMO vy en la base
1118 de la secuencia de Apg-2 (Figura 12). Como los mutantes que se quieren probar
presentan los fragmentos eliminados por detrés de esta base, cuando se corta con el
enzima, aparecen fragmentos diferenciales dependiendo si es la proteina nativa o
alguno de sus mutantes (Para Apg-2WT, 1451 pb; para Apg-2AC, 1128 pb, y para
Apg-2AL, 1248 pb).

Xhol

pE-SUMO
APG2 Xhol

Figura 12. Imagen explicativa en la que se ve el plasmido con los 3 insertos y los puntos de corte para Xhol en
cada uno.

El DNA plasmidico extraido de las células se digiere con el enzima de restriccion
Xhol (Tabla 5). Las mezclas se incuban a una temperatura de 37 °C durante 1-2

horas.

Tabla 5. Volumenes utilizados en la preparacion de las mezclas de digestion de las minipreps.

COMPONENTES VOLUMENES
Minipreps 5ul
Xhol 0,25 pl
Cutsmart (Buffer 10x) 1l
Agua destilada 3,75 ul

Tras la digestion de los plasmidos, se transfieren a un gel de agarosa al 1,5% para

comprobar qué colonias han conseguido transformarse con el inserto (Figura 14).
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Como se observa en la Figura 14 se obtuvieron colonias positivas para los tres

insertos.

A B

1650 pb 1650 physe

1000 pby 1000 gb

1650 pb s
1000 pb g

Figura 13. Gel de agarosa de los plasmidos purificados y digeridos con Xhol. Se observa como la Gltima
colonia de Apg-2WT (1451 pb), las colonias 2 y 4 de Apg-2AC (1128 pb) y las colonias 1, 2 y 7 de Apg-
2AL presentan el plasmido con el inserto de DNA correspondiente a cada proteina.

3.8. ENSAYO DE SOBREEXPRESION DE LAS PROTEINAS

Se realiza una transformacion siguiendo el mismo protocolo del paso 3.7. del DNA
plasmidico de una colonia que haya insertado los insertos. En este caso la cepa de E.
coli en la que se produce la transformacion es la BL21 Rosetta descrita en materiales
y métodos.

Los productos de la transformacion se hacen crecer, tras centrifugar a 6000 rpm (4 °C
de temperatura) y resuspender el pellet en 100 pl de medio, en placas de agar LB.
Destacar que en este caso, ademas de afiadirle 100 pug/ml de ampicilina, también se
le pone cloranfenicol al tener esta cepa en el plasmido mencionado un gen que le
confiere resistencia frente a este antibidtico (la concentracién del cloranfenicol es de
35 pg/ml). Las placas se dejan creciendo durante 24 horas a una temperatura de 37
°C.
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Al dia siguiente aparecieron colonias en las placas. En cada placa se pincho6 una de
las colonias y se pusieron los palillos en matraces que contenian 10 ml de medio LB
y ampicilina y cloranfenicol en concentraciones 100 pg/ml y 35 pg/mi
respectivamente. Se dejan crecer los matraces y al dia siguiente, después de que
hayan crecido, se diluye el cultivo transfiriendo 1 ml a un matraz de 25 ml de medio
LB (con ampicilina y cloranfenicol). Se dejan estas diluciones creciendo a 37 °C
hasta que los medios alcanzan una DO (densidad optica) de 0,6. La DO se mide

utilizando un espectrofotometro a 550 nm.

Una vez los matraces han alcanzado la DO, se indujo la sobreexpresion de la
proteina. Antes de la induccion se toma una alicuota de 500 pl para luego comparar
en el gel. Para ello, se le aflade a los matraces NaCl en concentracion 0,3 M. Es
necesario hacer un stock en medio LB de concentracion 3 M, por lo que a los
matraces se les afiade 2,5 ml de este stock. Se afiade sal porque favorece la expresion
de la proteina. Ademas, se afiade IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido, que es
el componente principal que induce la sobreexpresion. Se dejan los matraces

creciendo durante 4 horas a 37 °C, tomando alicuotas de 500 pl a las 2 y 4 horas.

Acabada la induccién, se centrifugan las alicuotas a 6000 rpm durante 5 minutos
(temperatura de 4 °C). Después se retira el sobrenadante con la ayuda de una bomba
de vacio y el pellet se resuspende con 100 pl del medio descrito por Laemmli y
colaboradores. La resuspension se realiza en un voértex durante el tiempo suficiente
para asegurarse de que las células se hayan roto. Luego se calientan durante 5
minutos a 100 °C para que las muestras pierdan viscosidad y finalmente se cargan en
un gel de SDS-PAGE 12 pl de cada muestra (Figura 14). Tras la tincion del gel con

Coomassie, se observo la sobreexpresion de las tres proteinas clonadas.
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Figura 14. Gel SDS-PAGE (10% acrilamida) del ensayo de sobreexpresion (calles de izquierda a derecha).
1) Apg-2 sin inducir, 2) Apg-2 a las 2 h, 3), Apg-2 a las 4 h, 4) Marcadores de peso molecular, 5) Apg-2AL
sin inducir, 6) Apg-2AL a las 2h, 7) Apg-2AL a las 4h, 8) Marcadores de peso molecular, 9) Apg-2AC sin
inducir, 10) Apg-2AC a las 2h, 11) Apg-2AC a las 4h.

4. DISCUSION

A la vista de los resultados obtenidos, se puede observar que se consiguié realizar el
clonaje de los insertos de DNA en la cepa de E. coli DH5a. con éxito. Es posible que
en algunos insertos el proporcién de colonias que tenian el plasmido con el inserto
ligado fuera un poco més bajo de lo normal, pero tampoco se ha visto el estudio
afectado por ello, ya que con que una de las colonias seleccionadas para las
minipreps presentara el inserto era suficiente para luego transformar con ese DNA
plasmidico la cepa de BL21 Rosetta.

Con respecto al ensayo de sobreexpresion, también podria decirse viendo los
resultados obtenidos en la Figura 14, que los niveles de proteina obtenidos son

bastante aceptables y que podria continuarse con el estudio a partir de estas células.

Como conclusion, se han conseguido alcanzar los objetivos propuestos antes de
comenzar este estudio y esto permitira avanzar con la investigacion sobre la
chaperona humana Apg-2.
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4.1. PERSPECTIVAS

A partir de estas células de BL21 capaces de expresar la proteina Apg-2 y los
mutantes realizados (Apg-2AC y Apg-2AL), se podra probar la purificacion de las
proteinas mediate los siguientes pasos:

1. Unidn a una resina de NiNTA.
2. Elucion y corte del tag con Ulp1.

3. Uniodn del tag, proteina no cortada e impurezas a NiNTA. La proteina de

interés se obtiene en la fraccion no pegada en este paso.

Con la proteina ya purificada, se podran hacer ensayos de actividad para de asi
comprobar si los fragmentos eliminados de los mutantes afectan significativamente a
la actividad desagregasa que posee la Apg-2, colaborando con la Hsp70 y la Hsp40,
y que sus homélogas, como la Sselp de levaduras, no poseen.

De esta manera podré dilucidarse los papeles que desempefian el loop y el extremo

C-terminal de la proteina en la disolucion de los agregados.
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