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1. INTRODUCCION y OBJETIVOS

1.1. Plegamiento proteico y sistema de control de calidad celular

Las proteinas se sintetizan como cadenas polipeptidicas lineales, pero adquieren una estructura
tridimensional termodinamicamente estable y biolégicamente activa durante el plegamiento proteico.
En las enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad del Alzheimer o el Parkinson, la
alteracion del plegamiento de proteinas mutantes provoca la formacidon de agregados intracelulares.
Ademads, numerosas condiciones de estrés ambiental como variaciones de temperatura, fuerza idnica o
estrés oxidativo desestabilizan las conformaciones nativas de numerosas cadenas polipeptidicas
aumentando el riesgo de agregacion. En estos casos, los agregados formados pueden causar dafios en

las estructuras y metabolismo celular, afectando al crecimiento y comprometiendo la viabilidad celular.

En consecuencia, los organismos han desarrollado un sistema de control de calidad, formado
por chaperonas moleculares y maquinaria proteolitica, encargado del plegamiento de novo y de prevenir
la agregaciéon de las proteinas mediante el replegamiento o la eliminacidon de las mismas (Figura 1). A
pesar de ello, cuando el nimero de proteinas desplegadas es muy elevado, la funcién protectora de las

chaperonas y de las proteasas se satura y los polipéptidos celulares con problemas de plegamiento

agregan.
N - - - Figura 1. Sistema de control de calidad
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Inicialmente se creia que la agregacién proteica sdlo se podia evitar mediante la accién de las
chaperonas moleculares en los primeros pasos del proceso de plegamiento, y que los agregados
formados no podian ser solubilizados y reactivados. Sin embargo, se ha demostrado que los agregados
proteicos pueden ser reactivados por el sistema de chaperonas Hsp100- Hsp70- Hsp40, recuperdndose
la actividad y propiedades de las proteinas nativas (Mogk y cols., 2003). Por esta razdn las chaperonas
moleculares pertenecientes a estas familias resultan imprescindibles en la supervivencia de células

sometidas a distintos tipos de estrés.

1.2. ClpB de Escherichia coli

ClpB (Caseinolytic peptidase B) de E.coli es una proteina hexamérica formada por mondémeros
idénticos de 95,5kDa y 857 aminodcidos que se expresa de forma constitutiva. Pertenece a la familia de
chaperonas Clp/Hsp100 de las proteinas AAA+ (ATPase associated with various celular activities).
Aungue su presencia no sea esencial en condiciones fisioldgicas, es imprescindible en situaciones de
estrés térmico (Mogk y cols., 1999). En estas condiciones su concentracion se duplica y se encarga de
desagregar los agregados proteicos formados, permitiendole a E.coli resistir temperaturas elevadas, lo
gue se conoce como termotolerancia inducida. Esta funcidn se ha conservado en su homdlogo de

levaduras Hsp104 (Sanchez y Lindquist, 1990; Parsell y cols., 1994).

Los seis monémeros de ClpB se asocian para formar un hexdmero en forma de barril, con un
poro central a través del cual se produce la translocacion de la cadena polipeptidica extraida del
agregado (Lee y cols., 2003). Cada subunidad contiene un dominio N-terminal, seguido de dos dominios
de unidén a nucledtido (NBD1 y NBD2) y un dominio intermedio, denominado dominio M, insertado

dentro del NBD1 (Figura 2).
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Figura 2. Estructura del monédmero de ClpB. A la izquierda se muestra el modelo de estructura terciaria del mondmero de ClpB
y a la derecha, un esquema lineal de los 4 dominios de ClpB: El dominio N terminal, NBD1, Dominio M y NBD2.



El dominio N terminal parece estar implicado en el reconocimiento y unién de sustratos,
especialmente en el caso de agregados grandes y estables (Barnett y cols., 2005; Lee y cols., 2003). Se
encuentra unido al NBD1 a través de un linker flexible de 17 aminoacidos cuya flexibilidad controla la
posicion del dominio N, modulando eficiencia de la unién a sustratos y de la desagregacién (Zhang y

cols., 2012).

Cada mondmero de ClpB contiene dos NBDs, que forman dos anillos hidroliticos en el hexdmero
de la chaperona. Cada NBD contiene 2 motivos Walker (Walker A y Walker B) encargados de la unién e
hidrdlisis de nucledtido. Los NBDs estan comunicados alostericamente tanto entre subunidades vecinas
como entre NBDs de una misma subunidad. Estudios recientes demuestran que la afinidad de cada uno
de los NBDs por el nucledtido es diferente siendo la afinidad del NBD2 superior a la del NBD1

(Fernandez-Higuero y cols., 2011).

El dominio M es una estructura flexible formada por cuatro a-hélices antiparalelas dispuestas en
una estructura supersecundaria denominada coiled-coil. Es especifico para ClpB y Hspl04 y se ha
observado que es imprescindible para la actividad desagregasa de estas chaperonas (Mogk y cols.,
2003). Ademas, regula la actividad ATPasa de la chaperona comunicando los NBDs de un mismo
monodmero, estabiliza la estructura oligomérica de ClpB y participa en la interaccion con DnaK (Lee y

cols., 2003; del Castillo y cols., 2011; Seyffer y cols., 2012; Carroni y cols., 2014).

1.3. Ciclo funcional del sistema DnaK/ClpB

En procariotas la reactivacién de agregados estables requiere la actuacién concertada de dos
sistemas de chaperonas: el sistema DnaK formado por la chaperona DnaK, su cochaperona Dnal y el

intercambiador de nucledtido GrpE, y la chaperona ClpB.

La figura 3 ilustra el mecanismo secuencial de unidn de las chaperonas al agregado proteico que
describe la colaboracion entre ClpB y el sistema DnaK. Primero, Dnal une las regiones hidrofébicas de las
moléculas desplegadas que forman el agregado e interacciona con DnaK-ATP (estado de baja afinidad
por el sustrato). Dnal transfiere el agregado a DnaK y estimula su actividad ATPasa; el estado DnaK-ADP
tiene mayor afinidad por el sustrato e interacciona de manera estable con el mismo. En este momento,
DnaK puede remodelar el sustrato completando varios ciclos ATPasa en presencia de GrpE.
Alternativamente, DnaK puede presentarle el sustrato a ClpB; como consecuencia, la actividad ATPasa
de ClpB se activa y la chaperona extrae polipéptidos del agregado que posteriormente pueden ser
replegados por el sistema DnaK (Acebron y cols., 2009). Durante la extraccién, ClpB transloca los

polipéptidos extraidos a través del canal central, proceso regulado por el ciclo de hidrdlisis del ATP. La



unién e hidrdlisis de ATP induce los cambios conformacionales que modulan la afinidad de ClpB por el

sustrato.

Figura 3. Ciclo funcional del sistema bichaperona
ClpB-DnaK. Los agregados proteicos pueden ser
solubilizados gracias al sistema bichaperona ClpB-
DnaK. La asociacion de las chaperonas al agregado se
realiza en tres pasos: (i) union de Dnal al agregado,
(i) reclutamiento de DnaK por parte de Dnal vy (iii)
asociacion mediada por DnaK de ClpB a la superficie

del agregado.

CIpB/ATP

Asi, se ha propuesto que el sistema Hsp70/DnaK tiene diversas funciones durante la
desagregacion: presenta los sustratos a Hsp104/ClpB, modula su actividad ATPasa y asiste en el
plegamiento de aquellos polipéptidos extraidos por ClpB que no pueden plegarse espontdneamente

(Doyle y Wickner, 2008).

1.4. Oligomerizacion de ClpB y formacion de hexameros hibridos

El hexdmero de ClpB se caracteriza por su baja estabilidad, de manera que se encuentra
constantemente en equilibrio entre su forma monomeérica y oligomérica. En E.coli, el gen ClpB expresa
dos isoformas, la isoforma completa (full-length) de 95,5kDa (ClpB95) y la isoforma truncada que carece
de dominio N terminal de 80kDa (ClpB80), que es menos eficiente en la reactivacién de agregados
proteicos. En E.coli se forman heterohexdmeros compuestos por subunidades silvestres y truncadas
(AN) cuya actividad desagregasa es superior a la del homohexamo silvestre (Nagy y cols., 2010). Es
comprensible entonces que la expresién de la isoforma truncada aumente en condiciones de estrés
térmico (Chow y Baneyx, 2005). La mayor eficiencia reactivadora del heterohexamero se debe a la
mayor libertad conformacional del dominio N de las subunidades silvestres en el hibrido, que le permite

un mejor contacto con los agregados.

El dinamismo de su estructura oligomérica ha sido previamente empleado para generar especies
hibridas entre protémeros silvestres y mutantes y poder asi estudiar el efecto de distintas mutaciones
en el mecanismo de accién de la chaperona. Nuestro grupo ha estudiado la actividad chaperona de
hexameros que incorporan subunidades mutadas en sus dos NBDS (E279A/E678A) de tal manera que

ambos dominios son capaces de unir pero no de hidrolizar ATP. Dicha variante mutante se denomina



Trap o ClpB TT. Se observd que la presencia de una sola subunidad TT inhibe la capacidad del hexamero
de replegar sustratos como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (del Castillo y cols., 2010). Sin embargo,
el hexdmero es capaz de incorporar hasta 3 subunidades mutantes siempre y cuando esas subunidades
solo tengan uno de sus NBDs inactivo y el otro funcional. Estos hechos demuestran que la utilizacion de
nucledtido por parte del hexdmero de ClpB se basa en la comunicacién alostérica inter- e intra-
mondmero. A diferencia de la actividad replegadora de ClpB, la actividad ATPasa de los hibridos WT:
E279A/E678A (WT: TT) no se inhibid por la presencia de protdmeros mutantes sino que la capacidad de

las subunidades WT de hidrolizar ATP se hiperestimuld.

Siguiendo con los experimentos previamente descritos y con el objetivo de saber qué funcién
desempenan los dominios flexibles de ClpB (el dominio N terminal y el dominio M) en dicha activaciéon
mediada por las subunidades TT y en la comunicacidn entre los distintos NBDs, se generaran oligdmeros
hibridos WT: TT, WT: TTAM y WT: TTAN vy se caracterizard su actividad ATPasa. Se medira la actividad
ATPasa de estos oligdmeros en dos condiciones: en ausencia y en presencia del sistema DnaK. De esta

manera podremos estudiar el efecto de la chaperona DnaK en la actividad ATPasa de ClpB.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Proteinas empleadas

En este trabajo se han empleado las chaperonas ClpB y DnaK, asi como la cochaperona Dnaly el
intercambiador de nucledtido GrpE, purificadas en el laboratorio a partir de cepas MC4100 de
Escherichia coli. Las variantes mutantes de ClpB (TT, TTAN, TTAM y AM) también se expresaron en E.coli.
Ademas se ha utilizado la a-caseina (Sigma-Aldrich) como sustrato modelo para estudiar la estimulacién

por sustrato de actividad ATPasa de ClpB.

El mutante ClpB Trap (TT) contiene sustituciones puntuales en el motivo Walker B de ambos
NBDs (E279A/E678A) que le permite unir pero no hidrolizar ATP. Las variantes TTAN y TTAM contienen
las mismas mutaciones puntuales y carecen del dominio N y M, respectivamente. Por otro lado, la
variante ClpB AM carece del dominio intermedio M pero es una especie activa, es decir, une e hidroliza

ATP.

2.2. Cuantificacidn proteica

Se prepararon muestras de las distintas variantes de ClpB (ClpB WT, TT, TTAN, TTAM y AM) a una
concentracion de 100 uM para la obtencién de los hexameros hibridos. La cuantificacién proteica de

dichas muestras se realizo utilizando el método Bradford. Este método se basa en la propiedad que



tienen el azul Coomassie G de interaccionar con residuos de arginina y, en menor medida, con residuos
de histidina, lisina, tirosina, triptéfano y fenilalanina. El maximo de absorbancia de este compuesto azul
sufre un desplazamiento batocromico de 465 a 595 nm debido a la estabilizacién de su forma anidnica
como consecuencia de las interacciones idnicas e hidrofébicas que establece con la proteina. Para el
cdlculo de la concentracidn proteica se preparé paralelamente una recta patréon con 0-16ug de
seroalbumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich). Posteriormente se afiadié a las muestras y a los patrones 1
ml del reactivo de Bradford BioRad (Hercules, CA, USA) (dilucion 1:5). Se agitaron los tubos y se esperd
15 min antes de medir la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro UVVisBiomate-3 (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU).

2.3. Obtencion de hexameros hibridos de ClpB

La formacién de hexdmeros hibridos de la chaperona ClpB se llevd a cabo mezclando oligdmeros
silvestres y mutantes a relaciones molares 6:0, 5:1, 4:2, 3:3, 2:4, 1:5 y 0:6. Como la combinacién de
subunidades es aleatoria, en cada caso no se genera una Unica poblacién homogénea de oligdmeros

sino una serie de poblaciones diferentes que se puede definir mediante un modelo de distribucion

binomial.
Relacién molar Concentracion de ClpB Concentracion de ClpB

ClpB silvestre: ClpB mutante silvestre (uM) mutante (uM)

6:0 2 0

5:1 2 0,4

4:2 2 1

3:3 2 2

2:4 2 4

1:5 2 10

0:6 0 10

Tabla 1. Preparacién de los hibridos de ClpB WT: ClpB mutante. Se presentan las concentraciones de chaperona empleadas
para cada relacién molar. Los mutantes utilizados fueron ClpB TT, TTAN y TTAM. En el caso del hibrido ClpB AM: ClpB TT, la
concentracion de AM se mantuvo constante a 2 uM y la de ClpB TT, por el contrario, varid.

Las mezclas de diferentes relaciones molares de las especies hibridas de ClpB WT: ClpB TT, ClpB
WT: ClpB TTAN, ClpB WT: ClpB TTAM y ClpB AM: CIpB TT se prepararon en tampdn Tris 50 mM, pH 7,5,
MgCl, 5 mM y KCI 50 mM. Se mezcld cada variante de ClpB a la concentracién necesaria para conseguir
la relacion molar correspondiente (Tabla 1). Se mantuvo la concentracion de ClpB silvestre constante a 2
LM en todos los casos, excepto para el heterohexamero AM : TT donde ClpB AM se mantuvo constante
y a la misma concentracién. De esta manera se excluye la posibilidad de que las posibles variaciones
observadas en la actividad ATPasa se deban a la dilucién de la proteina silvestre o ClpB AM, ambas
activas. La mezcla se incubé durante dos horas para asegurar el intercambio de subunidades entre los

homohexameros y la formacién de especies hibridas.



2.4. Actividad ATPasa de ClpB

Se estudié la actividad basal y estimulada por a-caseina de los oligdmeros hibridos de ClpB. Para
ello, se utilizé un método espectrofotométrico donde se acopla al ciclo de hidrdlisis de ClpB un sistema
regenerador de ATP y otro de consumo de NADH (Figura 4). El consumo de NADH es equivalente a la
hidrélisis de ATP por parte de ClpB, por lo que la desaparicion del NADH en el medio medida como el
descenso de la absorbancia a 340nm permite calcular la cantidad de ATP consumido y con ello, la

actividad ATPasa de la chaperona.

CipB
Pi
ﬂ Azso Azo
ADP ATP H*+ NADH  NAD*
PEP L—Zv Piruvato L—lv Lactato
PK LDH

Figura 4. Diagrama del sistema acoplado empleado para medir la actividad ATPasa. La actividad ATPasa de ClpB genera ADP y
fosfato inorganico. EI ADP formado junto con el fosfoenolpiruvato (PEP) presente en el medio actia como sustrato del enzima
piruvatokinasa (PK) que cataliza la conversidn del PEP en piruvato, reaccidn en la que se regenera el ATP consumido. Dicho ATP
puede volver a ser utilizado por ClpB e iniciar un nuevo ciclo de hidrdlisis. El piruvato es sustrato de la lactato deshidrogenasa
(LDH) en una reaccion de reduccién que tiene lactato como producto y que consume NADH. El consumo de NADH se mide a
través de la disminucién de la intensidad de la absorbancia a 340nm y es extrapolable al consumo de ATP por la chaperona,
esto es, a la actividad ATPasa de la misma.

Se midi6 la actividad ATPasa de ClpB en tampdn Tris 50 mM (pH 7,5), MgCl, 5 mM KCl 50 mM,
NADH 0,2 mM, PEP 6 mM, lactato deshidrogenasa (LDH) 0,017 mg/ml y piruvato kinasa (PK) 0,625 pl
registrando el descenso de la absorbancia del NADH a 340nm en un espectrofotémetro Cary 3 Bio a
25°C. Inicialmente, se midié la absorbancia del tampdn hasta que la intensidad de absorbancia del NADH
se mantuviera constante. Después, se afadié 2uM del hibrido correspondiente. Cuando la absorbancia
del NADH se estabilizé de nuevo, se inicid el ensayo con la adicién de 2 mM ATP. La estimulacién de la
actividad ATPasa inducida por sustrato se caracterizd, posteriormente, anadiendo a la mezcla 10 uM a-
caseina. La velocidad de hidrélisis de ATP de ClpB expresada en moles ATP - mol ClpB™ - min™ se calculé
a partir de la pendiente de la variacion de la absorbancia del NADH en funciéon del tiempo, teniendo en
cuenta el coeficiente de extincion molar del NADH (e= 6220 M™ - cm™). Para la actividad basal de ClpB,
esto es, en ausencia de sustrato, se utilizé la pendiente derivada de la adicién de ATP, mientras que para
la actividad ATPasa estimulada por sustrato, la pendiente la pendiente obtenida después de afiadir a-

caseina.

La actividad ATPasa de ClpB en presencia del sistema chaperona DnaK se midié siguiendo el
protocolo descrito anteriormente, pero en presencia de DnaK 3,5 uM, Dnal 0,7 uM y GrpE 0,35 uM. La

velocidad de hidrdlisis del ATP de ClpB en presencia de DnaK se expresé en uM ATP - min™.



3. RESULTADOS

3.1. Efecto de laincorporacion de subunidades mutantes inactivas en la actividad
ATPasa de ClpB

Se estudid el efecto de la incorporacidon de cantidades crecientes de subunidades mutantes TT,
TTAN y TTAM en la actividad ATPasa del hexamero ClpB. Para ello se mezclaron oligdmeros silvestres y
mutantes en las relaciones molares 6:0, 5:1, 4:2, 3:3, 2:4, 1:5 y 0:6 y se determind su actividad ATPasa

en ausencia (basal) y en presencia del sustrato modelo a-caseina (Figura 5).

Como control, se comprobd que la a-caseina estimulaba la actividad ATPasa de ClpB silvestre
aproximadamente dos veces y que ninguno de los homohexameros mutantes tiene actividad ATPasa.
Cabe recordar que las variantes Trap de ClpB no hidrolizan ATP, por lo que la actividad ATPasa de las

especies hibridas ClpB WT: ClpB mutante se deberd exclusivamente a la actividad de las subunidades

silvestres.
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Figura 5. Actividad ATPasa de los hexameros hibridos de ClpB. (A) Actividad basal de los hexdmeros hibridos ClpB WT: ClpB TT
(negro), ClpB WT: ClpB TTAN (azul) y ClpB WT: ClpB TTAM (rojo). (B) Actividad ATPasa estimulada por la presencia de a-caseina
de los hexameros hibridos ClpB WT: ClpB TT (negro), ClpB WT: ClpB TTAN (azul) y ClpB WT: ClpB TTAM (rojo). La actividad
ATPasa se expresa en moles ATP- mol CIpB'l- min™.



En todos los casos, a medida que la presencia de subunidades mutantes aumentaba en el
hexamero, tanto la actividad ATPasa basal como la estimulada por el sustrato a-caseina aumentan,
alcanzando el valor maximo a relaciones molares 1:5 (Figura 5). Este aumento es exponencial y distinto
del esperable (lineal) si cada subunidad se comportara de forma independiente del resto de
subunidades. Este hecho indica que en el hexamero de ClpB existe comunicacién entre distintos
mondmeros y que la insercién de subunidades TT inactivas modifica esta comunicacién. Sin embargo, la

magnitud de la hiperestimulacién de la actividad ATPasa no es igual para los tres tipos de hibridos.

Por un lado, el incremento de la actividad ATPasa basal y estimulada por a-caseina fue muy
similar para los hexameros hibridos formados por protdmeros silvestres y mutantes TT o TTAN. Esto
indica que el dominio N-terminal no tiene un papel regulador de la actividad ATPasa de ClpB. Por el
contrario, la actividad ATPasa estimulada por el sustrato de ClpB WT: ClpB TTAM sufrié un incremento
dos veces mayor que el que se obtiene con otros dos mutantes (Figura 5B). Estos resultados sugieren
gue el dominio M regula la actividad ATPasa de ClpB, posiblemente, mediando la comunicacién entre los
mondmeros durante el ciclo de hidrélisis del ATP y especialmente en presencia de sustrato. Con el fin de
comprobarlo, se disefiéd un nuevo hibrido formado por monémeros activos AM y mondémeros TT (Figura

6).
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Figura 6. Actividad ATPasa del hexamero hibrido (A) WT: TTAM y (B) AM: TT. Se muestra la actividad ATPasa basal (circulos
negros) y activada por sustrato (circulos blancos).

Mientras que las subunidades AM pueden hidrolizar ATP, los protdomeros Trap, no, pero
mantienen el dominio M. Si esta estructura fuera un componente regulador de la actividad ATPasa de la
chaperona, la insercion de subunidades TT en un hexamero sin dominio M deberia regular la actividad
ATPasa de ClpB AM. Efectivamente, la insercién de subunidades TT y, por tanto, de dominios M en el
hexdmero produjo una disminucidon de la hiperestimulacion provocada por la falta de dominios M
(Figura 6B). De nuevo, este efecto regulador es mas significativo en presencia de la a-caseina. Se

descarta la posibilidad de que la actividad ATPasa de los heterohexameros se reduzca por la presencia



de protémeros inactivos ya que los distintos hibridos contienen la misma concentracién de mondmeros

activos.
3.2. Efecto de la presencia del sistema DnaK en la actividad ATPasa de ClpB

A continuacién, se repitieron los ensayos de actividad ATPasa de los tres tipos de hibridos en

presencia del sistema DnaK para analizar el efecto que tiene en el ciclo funcional de ClpB.
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Figura 7. Comparacion de la actividad ATPasa basal (izquierda) y estimulada por sustrato (derecha) de los hibridos de ClpB
(A) WT: TT, (B) WT: TTAN y (C) WT: TTAM en ausencia (circulos negros) y presencia (circulos blancos) del sistema DnaK. La
actividad ATPasa se expresa en uM ATP - min™. Se representa el factor de activacién asociado a la insercién de subunidades
mutantes en ClpB, en ausencia (flechas negras) y presencia (flechas de colores) del sistema Dnak.

Se observé que para los tres tipos de hibridos, la presencia de DnaK reduce la hiperestimulacién
que provoca la insercion de las subunidades mutantes en proporciones muy parecidas (Figura 7). La
presencia del sistema DnaK junto con Dnal y GrpE reduce aproximadamente dos veces la activacion de

la actividad ATPasa basal de los heterohexameros y 3 veces, la estimulada por a-caseina. Estos
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resultados indican que la presencia del sistema DnaK en el medio modula la actividad ATPasa de ClpB,

sobre todo, en presencia del sustrato a-caseina.

Por ultimo, se compard la actividad ATPasa de ClpB obtenida experimentalmente en presencia
del sistema DnaK, con la actividad tedrica. El valor tedrico se calcula mediante la suma de la actividad
ATPasa basal o estimulada por sustrato de ClpB y de Dnak, por separado. Se observé que la actividad
ATPasa experimental de la mexcla ClpB (6:0) y el sistema DnaK era superior a la suma de ambas por
separado (Figura 8), lo que sugiere que el acoplamiento de sus ciclos hidroliticos producen una

activacion que podria ser necesaria para proporcionar la fuerza mecdnica necesaria para extraer

mondmeros desplegados del agregado proteico.
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Figura 8. Efecto sinérgico del sistema DnaK en la actividad ATPasa basal (izquierda) y estimulada por sustrato (derecha) de
ClpB wt. Actividad ATPasa de DnaK (negro), ClpB (gris), suma de las actividades independientes de ClpB y del sistema DnaK
(blanco), y la obtenida experimentalmente para la mezcla de ambas chaperonas en las misma condiciones experimentales (rojo
oscuro).

4. DISCUSION

Las proteinas Hsp100 son un componente central del sistema de control de calidad proteico de
las células. ClpB de E.coli y su homdlogo de levaduras Hsp104 son dos chaperonas moleculares
pertenecientes a esta familia de proteinas, encargadas de desagregar y reactivar agregados proteicos.
Esta habilidad de reactivar agregados requiere de la cooperacidon con las chaperonas Hsp70 (DnaK) y
Hsp40 (Dnal); en concreto, ClpB colabora con DnaK, Dnal y GrpE para reactivar agregados estables. Todo
ello convierte a ClpB en una diana de estudio importante desde el punto de vista del plegamiento y la

agregacion proteica.

Del Castillo y cols. (2010) describieron que la actividad desagregasa de ClpB desaparecia
mediante la insercién de una subunidad inactiva, Trap, en el hexamero. Una posible interpretacién es

que la actividad ATPasa del hibrido fuera menor en presencia de subunidades inactivas pero tal y como



en este trabajo también se ha demostrado (Figura 5), la hidrélisis del ATP de los hibridos es superior a la
del homohexamero silvestre. Ademas, dicha estimulacién no es lineal sino exponencial, lo que indica
gue existe una comunicacion alostérica entre monémeros que varia con la insercién de subunidades TT,
posiblemente porque los cambios conformacionales que regulan dicha comunicacién entre subunidades
de ClpB no ocurran. No obstante, no queda claro qué dominios de la proteina son responsables de esta
comunicacién intermonomérica y por ello, en este trabajo se han disefiado mutantes inactivos en los

que se ha eliminado alguno de los dominios flexibles (N o M) de la proteina.

El dominio N es un dominio mévil de ClpB encargado de la interaccidon de ClpB con sustratos
agregados. Sin embargo, el dominio N terminal no regula el ciclo de hidrdlisis del ATP. La insercidon de
subunidades inactivas carentes de dominio N estimula la actividad ATPasa de las subunidades silvestres,
pero en proporciones similares a la del heterohexadmero que contiene subunidades TT (Figura 5). Por lo

tanto, el dominio N no parece tener un papel regulador en la actividad ATPasa de ClpB.

Una situacion diferente se observa cuando se estudia el efecto de la insercidn de subunidades
TTAM en ClpB. Su insercién también hiperestimula la actividad ATPasa del hibrido, pero de una forma
distinta a los otros dos mutantes, ya que es dos veces mayor en el caso de la actividad estimulada por a-
caseina (Figura 6A). De forma andloga, la adiciéon de dominios M en un hexamero ClpB AM con actividad
ATPasa hiperestimulada, reduce dicha desregulacién (Figura 6B). Estos datos identifican al dominio M
como el elemento estructural que media la comunicacion intermonomérica de ClpB, sobre todo en
presencia de sustrato, de manera que no es suficiente con que cada protémero contenga su dominio M,
sino que necesitan del dominio M de la subunidad adyacente para funcionar correctamente. El dominio
M es un dominio muy flexible de la proteina y se encuentra insertado dentro del dominio NBD1 de los
protdmeros. Dicha disposicidn podria permitir la transformaciéon de los cambios conformacionales
inducidos por nucleétido en la fuerza mecdnica requerida para la extraccién de mondémeros desplegados

de los agregados proteicos.

Recientemente se ha observado que el dominio M mantiene una interaccidon head-to-tail con
los NBDs del protémero adyacente, reprimiendo su actividad. Asi, en la conformacidn reprimida de la
chaperona, el dominio M se dispone de forma radial alrededor del hexamero, uniendo el NBD1
adyacente mediante su motivo 1 y el NBD2 intramonomeérico, con el motivo 2. Variantes mutantes de
ClpB con actividad ATPasa y desagregasa hiperestimulada mostraron una orientaciéon del dominio M
diferente, de tal forma que se rompia la interacciéon intramonomeérica con el NBD2 (Carroni y cols.,
2014). Este hecho sugiere que el dominio M media la comunicacidn entre los NBD se las subunidades de

ClpB durante el ciclo funcional de la chaperona modificando su orientacion.



Por otro lado, nos planteamos en este proyecto cudl podria ser el efecto de DnaK en la actividad
ATPasa de ClpB y de los hexdmeros hibridos descritos. En general, ClpB varia el mecanismo de utilizacion
del ATP en presencia del sistema DnaK. Este regula la actividad ATPasa de ClpB, ya que reduce la
hiperactivacién, tanto basal como activada por a-caseina, derivada de la insercion de subunidades
mutantes en todos los hibridos (Figura 7). Sin embargo, la desregulacién de la actividad ATPasa
estimulada por sustrato de WT:TTAM sigue siendo dos veces superior a la de los otros dos hibridos. Este
resultado vuelve a resaltar la funcién reguladora del dominio M sobre la actividad ATPasa de ClpB,

especialmente en presencia de sustrato.

Asimismo, la hiperestimulacién de la actividad ATPasa de ClpB en presencia de DnaK se debe a la
cooperacion sinérgica que se mantiene entre ambas chaperonas (figura 8). La actividad ATPasa tanto
basal como activada por sustrato observada del ClpB es superior que la suma de las actividades de ClpB
y DnaK por separado. Este efecto sinérgico en la actividad de ClpB explica por qué ambas chaperonas
colaboran para la desagregacion de agregados proteicos. DnaK interacciona con ClpB y estimula su
actividad hidrolitica para facilitar la reactivacién de agregados estables, que el sistema DnaK por si sélo
no puede reactivar. Recientemente se ha propuesto que dicha interaccién se produce entre el dominio
M de ClpB y el dominio NBD de DnaK (Seyffer y cols., 2012; Rosenzweig y cols., 2013; De Santis y cols.,
2014).

En resumen, estos resultados indican que el dominio M regula el ciclo de hidrdlisis del ATP
mediante la comunicacion entre los NBDs de mondmeros adyacentes, posiblemente mediante
modificaciones de su orientacidon. Ademas, es una estructura necesaria para la cooperacién de ClpB con
DnakK, puesto que DnaK regula el ciclo ATPasa del hexamero, probablemente mediante la interaccion

con dicho dominio.

5. CONCLUSIONES

1. El dominio M de ClpB es el elemento regulador de la actividad ATPasa de ClpB,
especialmente en presencia de sustrato. Su ausencia hiperestimulala la hidrdlisis de ATP de forma mas
significativa que la ausencia del otro dominio flexible de la proteina, el dominio N. Esto demuestra que
el dominio M es responsable de la comunicacion intermonomérica que regula el ciclo funcional del
hexamero.

2. El dominio M esta también implicado en la interaccién de DnaK y ClpB. Esta interaccién

estimula la actividad ATPasa del sistema bichaperona. El acoplamiento de los ciclos hidroliticos de



ambas chaperonas, mediado por el dominio M, es necesario para extraer eficazmente mondmeros

desplegados de agregados estables.

La terminacion de este proyecto requiere repetir los ensayos de la actividad ATPasa de ClpB en
presencia del sistema DnaK con el objetivo de confirmar que el dominio M es el responsable de la

regulacién que DnaK ejerce sobre el hexdmero de ClpB.
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