


 



Tesis Doctoral 

REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD CHAPERONA DE HSC70 
HUMANA POR APG2: PAPEL DE LOS DOMINIOS 

DIVERGENTES 

YOVANA CABRERA HERNÁNDEZ 

Directores 

Fernando Moro Pérez 

Arturo Muga Villate 

Instituto Biofisika 

Departamento de Bioquímica y Biología Molecular 

Facultad de Ciencia y Tecnología 

Leioa 2021 

(c)2021 YOVANA CABRERA HERNANDEZ



 



 



 



 



 



 



AGRADECIMIENTOS 

Esta Tesis Doctoral ha sido realizada gracias a la beca FPI (Formación de Personal Investigador) 

de la Universidad del País Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea y a los contratos pre-doctorales 

del Instituto de Biofisika. 

 

En primer lugar, me gustaría agradecer a todas esas personas que han compartido mi día a día 

dentro del labo durante todos estos años.  

A Arturo, por darme la oportunidad de trabajar en tu equipo, por todo lo que me has enseñado 

y por haber apostado por mí en todo momento. A Fernan, por tu disponibilidad, por todos tus 

consejos y en especial, por la ayuda que me has prestado en esta última etapa de escritura. 

Gracias. 

A mis compañeros. A los de ciencias y a los chaperones. Por todos los buenos ratos que me 

habéis hecho pasar, tanto dentro como fuera del labo. Por los cafés, las comidas, las farras, los 

findes… Pero también por haber sido un apoyo cuando las cosas se torcían o simplemente era 

un mal día. Por haber sido una segunda familia todos estos años. Me quedo con lo bueno y os 

echaré de menos. Gracias. 

A mis compañeros de kotxetxungo. Por todas las horas de viaje y cafetería compartidas. Porque 

ser copiloto no mola. Por todas esas conversaciones y risas que me hacían empezar y terminar 

el día con alegría. Gracias. 

 

Pero estos años he tenido la suerte de poder contar también con muchas otras personas que, 

ajenas al labo, me han acompañado, apoyado y enseñado tantas cosas que sería injusto no 

hacerles un hueco en esta memoria, pues también han formado parte de esta etapa de mi vida. 

Gracias a todos y en especial: 

A Pilar, por haber estado ahí en una etapa complicada. Por tus consejos, tiempo y cariño. 

Gracias. 

A Ainhoa, por haberme cuidado y guiado durante estos años. Por ayudarme a conocerme y 

sentirme orgullosa de quien soy y de lo que he conseguido. Gracias. 

A mis hermanos Jose Mari, María y Mikel. Por haber mirado siempre “hacia arriba” con 

admiración, entendiendo que lo que importa no es de dónde vienes sino a dónde vas. Que nadie 

os diga quienes sois. Gracias. 

A todos los Bodeguilleros, por haberme dado tanta vida estos dos últimos años. A Julito por 

nuestras conversaciones, a Andre por tu cariño y a Ramun por tus abrazos. Pero en especial a 

Libe y a Amaia, por haberme dejado formar parte de vuestro equipo. Por cómo me cuidáis y por 

todo el cariño que me dais. Gracias. Zaindu maite duzun hori. 

A mis amigas, por su apoyo y comprensión. Por animarme siempre a seguir adelante. A Ainarita 

por tus consejos. A Amaia, por tus conversaciones y por haberme apoyado en todo momento. 

Pero en especial a Maria, compañera ya de vida. Por haberme acompañado también durante 

esta etapa. Por recordarme tantas veces lo que esto me apasiona y obligarme a seguir en todo 

momento. Gracias. 



Y por último y en este caso el más importante, a Álvaro. Porque los dos sabemos cuánto ha 

costado llegar hasta aquí y todo lo que se ha quedado por el camino. Gracias por haber sido mi 

principal apoyo todos estos años. Por cuidarme, quererme y guiarme como lo has hecho. Si hoy 

estoy escribiendo esto es gracias a ti. Gracias. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Haz lo que amas. Ama todo lo que hagas. 

Cualquier cosa que hagas, hazla con todo tu corazón” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Álvaro 



 



 i 

ÍNDICE  

 

i. Abreviaturas y acrónimos 

ii. Índice de figuras 

iii. Índice de tablas. 

ix  

xi 

  xvi 

 

 

1. INTRODUCCIÓN                                

1.1. PLEGAMIENTO PROTEICO Y AGREGACIÓN 

1.1.1. Plegamiento proteico 

1.1.2. Plegamiento in vivo y el sistema de control de calidad 

 

1.2. CHAPERONAS MOLECULARES 

1.2.1. Clasificación de las chaperonas moleculares 

1.2.1.1. sHsp 

1.2.1.2. Hsp60 

1.2.1.3. Hsp90 

1.2.1.4. Hsp100 

 

1.3. CHAPERONAS MOLECULARES Y REACTIVACIÓN DE AGREGADOS 

PROTEÍCOS 

1.3.1. Desagregasas en bacterias y levaduras: el sistema bichaperona 

Hsp100-Hsp70 

1.3.2. Desagregasas en metazoos: el sistema de Hsp70 

 

1.4. LOS COMPONENTES DEL SISTEMA DESAGREGASA HUMANO 

BASADO EN EL SISTEMA DE HSP70 

1.4.1. Hsc70 humana y la familia de chaperonas Hsp70 

3 

3 

3 

5 

 

7 

8 

10 

11 

11 

13 

 

 

15 

 

16 

18 

 

 

20 

21 



1.4.1.1.- Características generales de la familia Hsp70 

1.4.1.2.- Dominios funcionales y estructura de Hsp70 

1.4.1.3.- Diferencias estructurales entre las Hsp70 

1.4.1.4.- Ciclo conformacional de Hsp70 

1.4.1.5.- Regulación del ciclo funcional de Hsp70 por 

cochaperonas 

1.4.1.6.- Mecanismo de plegamiento de Hsp70 

 

1.4.2. DnaJB1 y DnaJA2 humanas y la familia de chaperonas Hsp40 

1.4.2.1.- Dominios funcionales y estructura de proteínas de la 

familia Hsp40 

1.4.2.2.- Interacción con Hsp70 

 

1.4.3.- Apg2 humana y la familia de chaperonas Hsp110 

1.4.3.1.- Estructura de las chaperonas Hsp110 

1.4.3.2.- Ciclo funcional de Hsp110, hidrólisis de ATP e 

interacción con sustratos 

1.4.3.3.- Interacción con Hsp70 e intercambio de nucleótido 

1.4.3.4.- El papel de Hsp110 en la reactivación de agregados 

proteicos 

 

2. OBJETIVOS                             

 

3. MATERIALES Y MÉTODOS    

3.1. CULTIVOS CELULARES 

3.1.1. Cepas bacterianas 

22 

23 

26 

28 

 

30 

32 

 

33 

 

34 

37 

 

38 

40 

 

44 

45 

 

48 

 

51 

 

55 

55 

55 



 iii 

3.1.2. Medios de cultivo, selección y conservación 

 

3.2. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

3.2.1. Extracción de ADN plasmídico. 

3.2.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

3.2.2.1. Mutagénesis dirigida utilizando PCR 

3.2.3. Digestiones de ADN con enzimas de restricción 

3.2.4. Ligación 

3.2.5. Electroforesis de ADN 

3.2.6. Cuantificación de ADN 

3.2.7. Transformación por electroporación 

3.2.8. Transformación por cloruro de calcio 

 

3.3. CLONAJE Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

3.3.1. Clonaje de las proteínas y de sus mutantes 

3.3.2. Purificación de las chaperonas 

3.3.2.1. Características particulares de la purificación de Apg2, Hsc70 

y DnaJB1 

3.3.2.2. Purificación de ULP1 

3.3.2.3. Otras proteínas y péptidos 

 

3.4. TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS DE PROTEÍNAS 

3.4.1. Electroforesis desnaturalizante en SDS-PAGE 

3.4.2. Electroforesis en geles nativos 

 

3.5. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

56 

 

56 

56 

57 

59 

61 

62 

62 

62 

63 

63 

 

64 

64 

67 

 

68 

69 

69 

 

73 

73 

74 

 

74 



3.5.1. Método Bradford 

3.5.2. Absorbancia 

3.5.3. Densitometría 

 

3.6. MÉTODOS BIOQUÍMICOS UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA 

CONFORMACIÓN Y ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LAS CHAPERONAS 

3.6.1. Proteólisis parcial con tripsina   

3.6.2. Cromatografía de tamizado molecular analítica 

3.6.3. Actividad ATPasa 

3.6.4. Protección de la agregación de sustratos proteicos  

3.6.5. Agregación de sustratos proteicos y reactivación por 

chaperonas 

3.6.6. Interacción de chaperonas con agregados de G6PDH 

 

3.7. TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS 

3.7.1. Anisotropía de fluorescencia: Unión y liberación del péptido FT7 

3.7.2. Marcaje específico con sondas fluorescentes  

3.7.3. Medidas de cinética rápida mediante flujo detenido (“Stopped-

flow”) 

3.7.4. Dispersión de luz 

3.7.5. Dicroísmo circular 

3.7.5.1. Espectros de Dicroísmo Circular 

3.7.5.2. Rampas de temperatura 

 

3.8. SPR 

 

74 

75 

75 

 

 

76 

76 

76 

77 

78 

 

79 

80 

 

81 

81 

84 

 

85 

86 

87 

90 

90 

 

90 

 



 v 

3.9. DIFRACCIÓN DE RAYOS X A BAJO ÁNGULO (SAXS) 

 

4. RESULTADOS  

4.1. REACTIVACIÓN DE AGREGADOS PROTEICOS POR LAS 

CHAPERONAS HSC70, DNAJB1 Y APG2 HUMANAS 

4.1.1. Optimización de la concentración de chaperonas moleculares 

4.1.1.1. Hsc70 

4.1.1.2. Apg2 

4.1.1.3. DnaJB1 

4.1.2. Impacto de las condiciones de agregación de sustratos modelo 

en el replegamiento in vitro inducido por las chaperonas humanas 

4.1.2.1. Glucosa 6-fosfato Deshidrogenasa (G6PDH) 

4.1.2.2. Luciferasa 

 

4.2. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE CHAPERONAS 

HUMANO POR APG2. PAPEL DEL DOMINIO ACÍDICO (AS) 

4.2.1. Caracterización estructural de Apg2 y Apg2ΔAS 

4.2.1.1. Dicroísmo circular 

4.2.1.2. SAXS 

4.2.2. Cambios conformacionales de Apg2 y Apg2ΔAS: efecto de la 

unión de nucleótidos 

4.2.2.1. Dicroísmo circular 

4.2.2.2. Proteólisis 

4.2.2.3. Cromatografía de tamizado molecular analítica y 

electroforesis nativa 

4.2.3. Análisis de los complejos Hsc70:Apg2 

93 

 

97 

 

97 

97 

98 

99 

99 

 

100 

100 

103 

 

 

107 

108 

108 

108 

 

112 

112 

112 

 

114 

116 



4.2.3.1. Análisis por SEC de los complejos Hsc70:Apg2 

4.2.3.2. Determinación de la afinidad de Apg2 por Hsc70 

mediante SPR 

4.2.3.3. Caracterización de los complejos Hsc70:Apg2 por 

electroforesis nativa 

4.2.4. Estudios funcionales del sistema de chaperonas humanas 

Hsc70/DnaJB1/Apg2: papel del AS de Apg2  

4.2.4.1. Protección de la agregación de sustratos proteicos 

desnaturalizados 

4.2.4.2. Replegamiento de agregados proteicos 

4.2.4.3. Interacción de las chaperonas con sustratos proteicos 

4.2.4.4. Estudio del ciclo funcional de Hsc70 ligado a su 

actividad ATPasa: regulación por las cochaperonas de DnaJB1 

y Apg2 

 

4.3. PAPEL DE LA EXTENSIÓN C-TERMINAL DE APG2 EN LA 

REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE CHAPERONAS 

HUMANO  

4.3.1. Propiedades estructurales de Apg2ΔC 

4.3.1.1. Dicroísmo circular 

4.3.1.2. SAXS 

4.3.2. Cambios conformacionales de Apg2ΔC asociados a la unión de 

nucleótidos 

4.3.3. Análisis de los complejos Hsc70: Apg2ΔC 

4.3.3.1. Determinación de la afinidad del complejo 

Hsc70:Apg2ΔC en ausencia de nucleótidos 

116 

 

117 

 

120 

 

123 

 

123 

126 

129 

 

 

135 

 

 

 

147 

149 

149 

150 

 

151 

152 

 

153 



 vii 

4.3.3.2. Análisis del complejo Hsc70:Apg2ΔC en presencia de 

nucleótidos por electroforesis nativa 

4.3.4. Efecto de la eliminación de la extensión C-terminal de Apg2 en 

la actividad funcional del sistema de chaperonas humanas  

4.3.4.1. Protección de la agregación de sustratos proteicos por 

Apg2ΔC 

4.3.4.2. Reactivación de agregados de LUC y G6PDH 

4.3.4.3. Interacción de Hsc70 con agregados de G6PDH en 

presencia de Apg2ΔC 

4.3.4.4. Efecto de la extensión C-terminal en la estimulación 

de la actividad ATPasa de Hsc70 

4.3.5. Efecto de la extensión C-terminal en el intercambio de 

nucleótido 

 

5. DISCUSIÓN     

5.1. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD CHAPERONA DE HSC70 POR APG2 

Y DNAJB1 

5.2. FUNCIÓN DE LOS DOMINIOS AS Y LA EXTENSIÓN C-TERMINAL EN 

LA FORMACIÓN DE LOS COMPLEJOS HSC70:APG2 

5.3. EFECTO DEL AS Y LA EXTENSIÓN C-TERMINAL DE APG2 EN LA 

ACTIVIDAD CHAPERONA DE HSC70 

 

6. CONCLUSIONES   

 

7. BIBLIOGRAFÍA    

 

 

154 

 

157 

 

157 

159 

 

162 

 

163 

 

164 

 

169 

 

170 

 

175 

 

178 

 

185 

 

189 

 



8. PUBLICACIONES 221 

  



 ix 

i. ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

 

- ADP: Adenosín difosfato 

- AS: Subdomino acídico de Apg2 

- ATP: Adenosín trifosfato 

- ATPγS: Adenosín 5´-O-(3-tio)-trifosfato 

- BSA: Seroalbúmina bovina 

- CD: Dicroísmo circular 

- DMSO: Dimetil sulfóxido 

- dNTPs: desoxinucleótidos trifosfato 

- DTT: ditiotreitol 

- EDTA: Ácido etilendiaminotetracético 

- FT7: Péptido sintético de secuencia FYQLALT 

- G6PDH: Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa 

- HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacinetanesulfónico 

- Hsp: Proteínas de choque térmico 

- IC50: Concentración de ligando a la que se da una inhibición del 50% del 

valor 

- IPTG: Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 

- JDP: Proteínas que contienen el dominio J 

- Kd: Constante de equilibrio de disociación 

- Kobs: Constante cinética de unión observada 

- koff: Constante de liberación 

- kon: Constante de asociación 

- LB: Luria Bertani 

- LDH: Lactato deshidrogenasa 

- LUC: Luciferasa 



- MABA-ADP: 8-[(4-amino)butil]-aminoadenosin-5'-difosfato, marcado 

con la sonda MANT (N-metilantranol) 

- NAD+: Nicotinamida-Adenina Dinucleotido oxidada 

- NADH: Nicotiamida-Adenina Dinucleotido reducida 

- NADP+: Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato oxidada 

- NADPH: Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato reducida 

- NBD: Dominio de unión a nucleótido 

- NEF: Factor de intercambiador de nucleótido 

- NES: señal de exportación nuclear 

- NLS: señal de importación nuclear 

- OD600: Densidad óptica a 600nm  

- PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

- PEP: Fosfoenol piruvato. 

- PK: Piruvato quinasa. 

- PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 

- rpm: Revoluciones por minuto 

- SAXs: Difracción de rayos X de bajo ángulo  

- SBD: Dominio de unión a sustrato 

- SEC: cromatografía de exclusión molecular 

- sHsp: proteína de choque térmico pequeña 

- SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida 

- SPR: Resonancia de Plasmón Superficial. 

- TCEP: Tricloroetilfosfato 

- Tm: Temperatura de desnaturalización 

- UPS: Sistema Ubiquitina-Proteasoma 

- β-Me: β- mercaptoetanol 

 



 xi 

ii. ÍNDICE DE FIGURAS 

 

- Figura 1.1: Embudos de plegamiento 

- Figura 1.2: El sistema de control de calidad del proteoma 

- Figura 1.3: Estructura cuaternaria de Hsp16.5 de Methanococcus 

Jannaschii 

- Figura 1.4: Chaperoninas de la famila Hsp60 

- Figura 1.5: Estructura del dímero GRP94-NMC  

- Figura 1.6: Estructura de Hsp104 y ClpB 

- Figura 1.7: Reactivación de agregados en bacterias por el sistema 

bichaperona ClpB-DnaK 

- Figura 1.8: Reactivación de agregados en metazoos por el sistema de 

Hsp70. 

- Figura 1.9: Estructura de los dominios de Hsp70 

- Figura 1.10: Diferencias estructurales que afectan al NBD y SBD de 

Hsp70 

- Figura 1.11: Ciclo conformacional de Hsp70 

- Figura 1.12: Factores de intercambio de nucleótidos de Hsp70 

- Figura 1.13: Proteínas JDP 

- Figura 1.14: Unión del dominio J a Hsp70 en presencia de ATP y Mg2+ 

- Figura 1.15: Distribución de dominios y estructura de las chaperonas 

de la familia Hsp110 

- Figura 1.16: Alineamiento de secuencias de miembros de las familias 

de chaperonas Hsp70 y Hsp110 

- Figura 1.17: Estructura del complejo Hsp110:Hsp70 

5 

6 

 

11 

12 

13 

14 

 

18 

 

20 

24 

 

27 

29 

31 

35 

38 

 

41 

 

43 

46 

 



- Figura 1.18: Diferencias estructurales en el NBD de Hsp70 libre o en 

complejo con Hsp110 

- Figura 3.1: Esquema de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

- Figura 3.2: Esquema del método Quickchange Site Directed 

Mutagenesis 

- Figura 3.3: Reacción catalizada por la Luciferasa 

- Figura 3.4: Reacción catalizada por la Glucosa-6-fosfato 

Deshidrogenasa 

- Figura 3.5. Reacción catalizada por la Lactato Deshidrogenasa 

- Figura 3.5. Reacción catalizada por la Lactato Deshidrogenasa 

- Figura 3.7: Estructura molecular del péptido FYQLALT (FT7) 

- Figura 3.8. Cromatografía de tamizado molecular 

- Figura 3.9: Esquema del sistema acoplado regenerador de ATP 

- Figura 3.10: Anisotropía de fluorescencia 

- Figura 3.11. Ejemplo del marcaje de una proteína con una sonda 

fluorescente en uno de sus grupos amino 

- Figura 3.12: Esquema de un equipo de medida típico de stopped flow 

- Figura 3.13: Dispersión de luz Rayleigh. 

- Figura 3.14: Dicroísmo circular 

- Figura 3.15: Medidas de Resonancia de Plasmón Superficial. 

- Figura 4.1: Reactivación de agregados de G6PDH por el sistema de 

chaperonas humanas 

- Figura 4.2: Efecto de las concentraciones de agregación y ensayo en 

el rendimiento de reactivación de agregados de G6PDH por el sistema 

de chaperonas humanas 

 

47 

58 

 

60 

70 

 

71 

71 

72 

72 

77 

78 

83 

 

84 

86 

87 

89 

91 

 

98 

 

 

101 

 



 xiii 

- Figura 4.3: Efecto de la temperatura de agregación de G6PDH en la 

actividad replegadora del sistema de chaperonas humanas 

- Figura 4.4: Reactivación de agregados de LUC formados tras su 

desnaturalización en presencia de urea 6 M 

- Figura 4.5: Reactivación de agregados de LUC formados tras su 

desnaturalización térmica 

- Figura 4.6: El domino AS de Hsp110 humanas 

- Figura 4.7: Caracterización de la estructura secundaria y 

desnaturalización de Apg2 y el mutante Apg2ΔAS 

- Figura 4.8: Caracterización estructural de Apg2 silvestre y Apg2ΔAS 

mediante SAXS 

- Figura 4.9: Caracterización de la estructura secundaria y 

desnaturalización de Apg2 y el mutante Apg2ΔAS en ausencia o en 

presencia de nucleótidos 

- Figura 4.10: Proteólisis parcial con tripsina de Apg2 y Apg2ΔAS en 

ausencia o en presencia de nucleótidos 

- Figura 4.11: Análisis por electroforesis nativa y SEC del estado 

oligomérico de Apg2 y el mutante Apg2ΔAS en ausencia o en 

presencia de nucleótidos 

- Figura 4.12: Análisis de la formación de complejos entre Apg2 y Hsc70 

por SEC 

- Figura 4.13: Caracterización de la Kd para la interacción de Hsc70 con 

Apg2 y el mutante Apg2ΔAS 

- Figura 4.14: Análisis de la formación de complejos entre Hsc70 y Apg2 

o Apg2ΔAS en presencia de nucleótidos 

 

103 

 

104 

 

105 

107 

 

109 

 

110 

 

 

113 

 

114 

 

 

115 

 

117 

 

119 

 

122 

 



- Figura 4.15: Protección de la agregación de luciferasa desnaturalizada 

térmicamente por Apg2, Apg2ΔAS y Hsc70 

- Figura 4.16: Reactivación de agregados de LUC y G6PDH por 

chaperonas humanas 

- Figura 4.17: Interacción de las chaperonas humanas con agregados de 

G6PDH 

- Figura 4.18: Interacción de Hsc70 con el péptido FT7 y efecto de Apg2 

y Apg2ΔAS en su asociación y disociación 

- Figura 4.19: Actividad ATPasa de diferentes combinaciones de 

chaperonas humanas y efecto de la fuerza iónica y pH 

- Figura 4.20: Actividad NEF de Apg2 y Apg2ΔAS 

- Figura 4.21: Actividad ATPasa del sistema de chaperonas humano a 

concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2ΔAS 

- Figura 4.22: Efecto de los mutantes Apg2-D7S y Hsc70-T204A en la 

reactivación de agregados de LUC por las chaperonas humanas 

- Figura 4.23: Regulación de la actividad ATPasa del sistema de 

chaperonas humano por DnaJB1 

- Figura 4.24: Regulación competitiva de la actividad ATPasa del 

sistema de chaperonas humano por Apg2 y Apg2ΔAS 

- Figura 4.25: La extensión C-terminal de Hsp110 humanas 

- Figura 4.26: Caracterización de la estructura secundaria y 

desnaturalización del mutante Apg2ΔC 

- Figura 4.27: Caracterización estructural de Apg2ΔC mediante SAXS y 

comparación con Apg2 silvestre 

- Figura 4.28: Cambios conformacionales de Apg2ΔC en ausencia o en 

presencia de nucleótidos 

 

124 

 

128 

 

131 

 

133 

 

137 

139 

 

140 

 

141 

 

143 

 

145 

148 

 

149 

 

150 

 

152 



 xv 

- Figura 4.29: Caracterización mediante SPR de la Kd del complejo 

Hsc70:Apg2ΔC en ausencia de nucleótidos 

- Figura 4.30: Caracterización del complejo Hsc70:Apg2ΔC y su afinidad 

en presencia de nucleótidos mediante electroforesis nativa 

- Figura 4.31: Protección de la agregación de luciferasa desnaturalizada 

térmicamente por Apg2ΔC 

- Figura 4.32: Reactivación de agregados de LUC y G6PDH por Hsc70 y 

DnaJB1 en presencia de Apg2ΔC 

- Figura 4.33: Interacción de las chaperonas humanas con agregados de 

G6PDH 

- Figura 4.34: Actividad ATPasa del sistema de chaperonas humano a 

concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2ΔC 

- Figura 4.35: Actividad NEF de Apg2 y Apg2ΔC 

- Figura 5.1: Regulación de la ATPasa, unión de Hsc70 a los agregados y 

su plegado por Apg2 

- Figura 5.2: Ciclo ATPasa de Hsc70 y su interacción con agregados 

proteicos 

- Figura 5.3: Interacciones entre los dominios de Hsc70 y Apg2 

 

154 

 

155 

 

158 

 

161 

 

162 

 

163 

164 

 

171 

 

172 

181 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xvii 

iii. ÍNDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1.1: Clasificación de chaperonas moleculares en función de su 

tamaño molecular 

Tabla 1.2: Chaperonas involucradas en procesos de solubilización y 

reactivación de agregados proteicos 

Tabla 3.1. Cepas derivadas de E. coli empleadas en esta Tesis para la 

sobrexpresión de proteínas 

Tabla 3.2. Cantidades de cada componente empleado para la PCR por 

cada 100 µl de reacción (PCR) 

Tabla 3.3. Cantidades de cada componente empleado para la PCR por 

cada 100 µl de reacción (Quick Change) 

Tabla 3.4. Las chaperonas y los mutantes clonadas en esta Tesis  

Tabla 3.5. Clonaje de las proteínas utilizadas en esta Tesis 

Tabla 3.6: Otras proteínas empleadas en esta Tesis 

Tabla 3.7. Relación entre la longitud de onda de absorción y 

estructura secundaria de las proteínas 

Tabla 4.1: Parámetros de la recolección de datos de SAXS y 

procesado 

Tabla 4.2: Constantes de equilibrio de disociación de los complejos 

Hsc70:Apg2 

Tabla 4.3: Constantes cinéticas para la unión del péptido FT7 a 

Hsc70 libre y en complejo con Apg2 o Apg2ΔAS 

 

 

9 

 

16 

 

55 

 

58 

 

61 

65 

66 

67 

 

88 

 

111 

 

120 

 

135 

 

 

 



 

 

 

 

 



 1 
 



   

 

  



Introducción 

 3 

1.1. PLEGAMIENTO PROTEICO Y AGREGACIÓN. 

 

1.1.1. Plegamiento proteico. 

Las proteínas son las macromoléculas biológicas más versátiles y estructuralmente 

complejas que existen. Además, su participación es imprescindible en casi todos los 

procesos biológicos que tienen lugar en el interior celular. La síntesis proteica tiene 

lugar en los ribosomas en donde, a partir de la información contenida en los ARN 

mensajeros, las cadenas polipeptídicas son sintetizadas en forma de polímeros lineales, 

los cuales contienen toda la información necesaria para que éstas se plieguen en 

estructuras tridimensionales adecuadas y específicas, y adquieran así su conformación 

nativa, necesaria para poder llevar a cabo la función biológica correspondiente 

(Anfinsen 1973). A este proceso se le conoce como plegamiento proteico (Dobson y 

Ellis 1998). Durante décadas, entender el mecanismo por el cual las proteínas 

adquieren su conformación nativa y cómo las células son capaces de mantener la 

integridad del proteoma, han sido dos de las cuestiones más relevantes en el mundo 

de la Biología. Hoy en día siguen sin comprenderse aspectos claves de estos procesos. 

 

En 1961, tuvo lugar uno de los mayores avances en este campo cuando Christian 

Anfinsen, utilizando la ribonucleasa como proteína modelo, demostró que su 

plegamiento in vitro era un proceso espontáneo en ausencia de otros componentes 

celulares y, por tanto, estaba definido por su secuencia aminoacídica (Anfinsen et al. 

1961). Fue galardonado con el premio Nobel de Química en 1976 por este trabajo. 

Anfinsen afirmaba que la estructura nativa de una proteína presentaba un mínimo de 

energía de Gibbs, responsable de la estabilidad termodinámica de la misma. En 1968, 

otro descubrimiento clave tuvo lugar cuando Cyrus Levinthal demostró que el 

plegamiento in vitro de ciertas proteínas, como la nucleasa de Staphylococcus aureus 

(una proteína de 149 residuos), ocurría en apenas 250 ms. Esto sugería que las 

proteínas, más que un plegamiento al azar, seguían rutas de plegamiento hacia niveles 

de mínima energía de Gibbs. Hasta el momento, se creía que las proteínas exploraban 

todas las conformaciones posibles hasta dar con la correcta, la que le proporcionase su 

conformación nativa. Sin embargo, el número de conformaciones que una cadena 

polipeptídica puede adquirir durante su proceso de plegamiento es tan grande, que la 

búsqueda sistemática de una estructura particular llevaría un periodo de tiempo 

enorme, biológicamente inviable (Levinthal 1968). Mediante esta teoría, Levinthal 

proponía la existencia de estructuras intermediarias de plegamiento correspondientes 

a mínimos locales de energía de Gibbs, a través de las cuales una proteína determinada 



Introducción 

se plegaba hasta adquirir su conformación nativa recorriendo una ruta o vía de 

plegamiento. 

 

Para unificar el comportamiento termodinámico y cinético del plegamiento proteico se 

propuso el modelo del “embudo de plegamiento” (Bartlett y Radford 2009; Jahn y 

Radford 2005; Wolynes et al. 1995) (Figura 1.1). En este modelo se define un “paisaje 

energético” en el que la entropía (anchura del embudo) y energía (altura del embudo) 

disminuye a medida en que la proteína se dirige hacia su estado nativo. De acuerdo con 

este modelo, el plegamiento de una cadena polipeptidica parte de un conjunto de 

conformaciones desplegadas y puede seguir caminos paralelos y alternativos durante 

su plegamiento, pasando a través de diferentes intermediarios de plegamiento 

(Bartlett y Radford 2009; Hartl et al. 2011). Durante este proceso, tienen lugar una gran 

cantidad de interacciones débiles, no covalentes, entre los diferentes residuos de la 

cadena polipeptídica. Por ejemplo, en el caso de las proteínas solubles en medio 

acuoso, mientras que los aminoácidos de carácter hidrofóbico interaccionan entre sí 

para formar el núcleo apolar de la macromolécula, los residuos de carácter hidrofílico 

quedan expuestos hacia el exterior, interaccionando con el medio acuoso de carácter 

polar (Hartl et al. 2011). Sin embargo, el grado de compactación de la estructura nativa 

de una proteína puede ser muy variable, tal y como se observa en aquellas que poseen 

una estructura intrínsecamente desordenada, o verse alterada durante el paso a su 

conformación biológicamente activa para interaccionar de manera efectiva con el 

sustrato (Uversky 2010). 

 

La forma del embudo, por lo tanto, describiría las condiciones más o menos favorables 

del entorno durante el proceso de plegamiento de una determinada proteína, variando 

dicha forma en función de las propiedades y condiciones energéticas del mismo (Jahn 

y Radford 2005). En una situación ideal, un embudo liso en las tres dimensiones 

describiría el plegamiento rápido de una proteína mediante un comportamiento de dos 

estados únicos: desplegado y nativo (Figura 1.1A) (Fersht 2000; Jackson y Fersht 1991). 

En condiciones desfavorables, el embudo se volvería irregular dando lugar a mínimos 

locales de energía, por los cuales la proteína pasaría adquiriendo las diferentes 

conformaciones intermediarias y estables de plegamiento, hasta adquirir finalmente la 

más estable de todas ellas, su estructura nativa, y la velocidad de plegamiento 

disminuiría (Dahiya y Buchner 2019). Por lo general, las proteínas o péptidos de menos 

de 100 aminoácidos, poseen un proceso de plegamiento sencillo que suele darse a 

través de una única transición energética. Sin embargo, la mayoría de las proteínas 

poseen secuencias de aminoácidos más largas y, por lo tanto, rutas de plegamiento más 

complejas. Aquí, el paso de la estructura primaria a la conformación nativa de la 
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proteína ocurre a través de numerosos estados intermediarios de plegamiento 

(mínimos locales de energía en el embudo), pudiéndose quedar atrapada en alguno de 

ellos si las condiciones del entorno son muy desfavorables. En estas condiciones, las 

barreras energéticas locales a superar por la proteína pasarían a ser demasiado 

elevadas y las macromoléculas quedarían atrapadas en las diferentes estructuras 

intermediarias, pudiendo llegar a autoasociar y agregar (Eichner et al. 2011; Jahn y 

Radford 2005).  

 
Figura 1.1: Embudos de plegamiento. A, embudo energético para el 

plegamiento de una proteína de dos estados, desplegado y nativo. B, 

plegamiento de una proteína a través de estados intermediarios. 

 

 

1.1.2. Plegamiento in vivo y el sistema de control de calidad. 

Los mecanismos básicos de plegamiento definidos in vitro por los estudios pioneros de 

Anfinsen y Levinthal distan mucho de las condiciones intracelulares, donde la 

concentración de macromoléculas estimada de 300-400 g/l (Goodsell 1991; Minton 

2005; Zimmerman y Trach 1991), convierten el interior celular en un medio muy denso 

(efecto conocido como apelotonamiento macromolecular del inglés “molecular 

crowding”)(Dobson y Ellis 1998). Además, otros factores como la fuerza iónica y la 

temperatura del contexto fisiológico distan mucho de las condiciones ideales en las que 

ocurre el plegamiento in vitro. En este entorno, las cadenas recién sintetizadas en el 

ribosoma encuentran un entorno aglomerado que favorece la agregación de los 

intermediarios inestables de plegamiento descritos en el modelo anterior. Este 

proceso, dependiente de la concentración, está caracterizado por cinéticas muy rápidas 

A B 
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y es normalmente irreversible (Dahiya y Buchner 2019; Eichner et al. 2011; Kopito y 

Sitia 2000; Sabate et al. 2010).   

 
 

Figura 1.2: El sistema de control de calidad del proteoma. Los sistemas 
responsables de la proteostasis celular se componen mayoritariamente de 
chaperonas encargadas del plegamiento de cadenas polipeptídicas recién 
sintetizadas, del remodelado de proteínas parcialmente desnaturalizadas y de la 
solubilización y reactivación de diversos agregados proteicos. También median 
en las vías de degradación de agregados insolubles colaborando con el sistema 
UPS o de autofagia celular (Figura modificada de Kim et al. 2013). 
 

 

Para favorecer el plegamiento nativo y evitar la agregación proteica, todas las células 

poseen un sistema de control de calidad del proteoma (Figura 1.2), compuesto por 

diferentes tipos de componentes celulares, entre los cuales se encuentran las 

chaperonas moleculares (Hartl 1996; Hipp et al. 2014; Kim et al. 2013; Powers y Balch 

2013). Esta clase especial de proteínas son capaces de promover el plegamiento nativo 

e interaccionar con las zonas hidrofóbicas que los polipéptidos exponen al medio 

durante su plegamiento, evitando así su agregación. Sin embargo, cuando las células se 

ven expuestas a diferentes situaciones de estrés (altas temperaturas, cambios en la 

fuerza iónica y estrés oxidativo o metabólico entre otros) que se prolongan en el tiempo 

(Goto et al. 1990; Stadtman y Levine 2003; Weijers et al. 2003), o la aparición de 
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mutaciones que desestabilizan la conformación nativa de las proteinas (Kumar y Biswas 

2019; Sinha y Nussinov 2001), este sistema de control de calidad proteico se ve 

desbordado, provocando que la concentración de intermediarios de plegamiento y 

conformaciones parcialmente desnaturalizadas aumente, lo que favorece las 

interacciones intermoleculares y promueve la agregación proteica (Balch et al. 2008; 

Morimoto 2008; Powers et al. 2009). Estos agregados, inicialmente de carácter amorfo, 

pueden evolucionar hacia la formación de cuerpos o fibras amiloides, de estructura más 

ordenada y termodinámicamente más estables, caracterizados por su elevada 

insolubilidad y su alto contenido en estructura β (Cheon et al. 2007; Chiti y Dobson 

2017; Dobson et al. 2001; Hartl et al. 2011; Muchowski 2002).  

 

En el contexto celular, los agregados proteicos provocan por un lado un efecto 

inmediato de pérdida de función de las proteínas agregadas, las cuales a su vez 

secuestran más proteínas funcionalmente activas del entorno y , por otro, un efecto 

tóxico que queda evidenciado por la aparición de diversas enfermedades 

neurodegenerativas en humanos como el Parkinson, Alzheimer y Hungtinton entre 

otras, como consecuencia de la formación de agregados amiloides, que terminan por 

provocar diferentes defectos funcionales e incluso la muerte celular (Duda et al. 2002; 

Laurén et al. 2009; Penney et al. 1997; Spillantini et al. 1998). En condiciones no 

patológicas, estos agregados son continuamente eliminados o transformados por los 

componentes del sistema de calidad proteico celular. En primer lugar, las chaperonas 

moleculares intentarán que las cadenas polipeptídicas recuperen su conformación 

nativa mediante la desagregación y posterior reactivación de los agregados. En los 

casos en los que esto no sea posible, los agregados serán eliminados a través de las dos 

principales vías de degradación proteica intracelular: el sistema UPS (del inglés 

“ubiquitin-proteosome-system”) y la autofagocitosis en los lisosomas celulares, 

procesos en los que también participan diferentes chaperonas moleculares. (Dikic 

2017; Labbadia y Morimoto 2015) 

 

 

1.2. CHAPERONAS MOLECULARES 

 

Las chaperonas moleculares, por definición, son proteínas capaces de ayudar a otras 

proteínas a alcanzar su conformación nativa, funcionalmente activa, sin formar parte 

de su estructura final. Ron Laskey fue el primero en utilizar este concepto en 1978, para 

describir el papel de la nucleoplasmina en el ensamblaje de los nucleosomas a partir de 

histonas, ADN y extracto de huevo de Xenopues laevis (Laskey et al. 1978). Años 
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después, en 1987, Ellis y colaboradores extenderían el término para describir a 

proteínas que ayudaban a diferentes péptidos a adquirir su estructura nativa in vivo 

(Ellis 1988). 

 

Hoy en día, el término chaperona molecular se utiliza para denominar a un grupo muy 

variado de proteínas no relacionadas filogenéticamente, capaces de unir y estabilizar 

confórmeros inestables de otros polipéptidos para facilitar así su correcto plegamiento 

y ensamblaje (Hartl et al. 2011; Kim et al. 2013). Además de llevar a cabo sus principales 

funciones como son el plegamiento de proteínas sintetizadas de novo, (re)plegamiento 

de proteínas desnaturalizadas, prevención de la agregación y reactivación de agregados 

proteicos, las chaperonas también participan en otras funciones de mantenimiento del 

proteoma como el ensamblaje de complejos macromoleculares y el tráfico y 

degradación de proteínas, entre otros (Dikic 2017; Hipp et al. 2019; Kleizen y Braakman 

2004; Labbadia y Morimoto 2015; Sahlan et al. 2018; Tatsuta et al. 2005; Zeytuni y 

Zarivach 2012). 

 

1.2.1.-Clasificación de las chaperonas moleculares 

Existen más de 20 familias de chaperonas moleculares, evolutivamente conservadas y 

normalmente clasificadas en función de su peso molecular (Tabla 1.1) (Hartl 1996). 

Algunas de ellas son expresadas constitutivamente mientras que la síntesis de las más 

abundantes y mejor caracterizadas se inducen bajo condiciones de estrés (como, por 

ejemplo, altas temperaturas) (Moran et al. 1978). Por esta razón se les denomino 

proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins, Hsp)(Kampinga et al. 2009). En 

cuanto a la localización subcelular, en general, se encuentran presentes en el citosol 

pero muchas de ellas tienen representantes, que reciben diferentes nombres, en 

orgánulos como el retículo endoplasmático, mitocondria o núcleo (Kleizen y Braakman 

2004; Tatsuta et al. 2005; Zeytuni y Zarivach 2012). 

 

En función de cual sea su mecanismo de acción, encontramos tres grupos principales 

de chaperonas: 

 

- Protección pasiva de la agregación (holdasas): Hsp de bajo peso molecular 

(sHsp) y Hsp40. Interaccionan con proteínas parcialmente desnaturalizadas 

mediante procesos independientes de nucleótido, apantallando las regiones 

hidrofóbicas que éstas exponen al disolvente, evitando así su agregación. 

Además, pueden presentar los sustratos a otras chaperonas (Kim et al. 2013). 
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Tabla 1.1: Clasificación de chaperonas moleculares en función de su tamaño 

molecular 

 

- Plegamiento activo de polipéptidos: Hsp70, Hsp60 y Hsp90. Mediante ciclos 

de unión e hidrólisis de ATP, participan activamente en el plegamiento de 

cadenas polipeptídicas recién sintetizadas y en el replegamiento de proteínas 

desnaturalizadas. Además de recibir sustratos por parte de las holdasas, 

también son capaces de unirlos por ellas mismas para su posterior procesado 

(Hartl et al. 2011). 

 

- Desagregasas: Hsp100. Solubilizan agregados proteicos mediante la 

cooperación con el sistema Hsp70 de chaperonas (Acebrón et al. 2009; 

Fernández-Higuero et al. 2018; Lee et al. 2004; Weibezahn et al. 2004; 

Ziȩtkiewicz et al. 2004). 

 

Otra posible clasificación de las chaperonas moleculares se puede realizar en base a su 

dependencia de ATP. Una de las principales características, compartida entre la 

mayoría de las chaperonas moleculares, es la existencia de un estado de alta y otro de 

baja afinidad por el sustrato. En el caso de las chaperonas dependientes de ATP, como 

Hsp60, Hsp70, Hsp90 y Hsp100, el cambio entre estos dos estados funcionales viene 

dado por la unión e hidrólisis de ATP. Por el contrario, chaperonas de las familias Hsp40 

y sHsp no presentan centros de unión a nucleótidos. En cuanto a la estructura 
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cuaternaria, chaperonas como sHsp, Hsp60 y Hsp100 forman ensamblajes oligoméricos 

para ser funcionales. 

 

A continuación, se describen las características más destacadas de las chaperonas 

pertenecientes a las familias sHsp, Hsp60, Hsp90 y Hsp100. Las chaperonas Hsp70 y 

Hsp40 se tratarán más adelante.  

 

1.2.1.1.- sHsp 

Las sHsp, del inglés small heat shock proteins, son un grupo diverso de chaperonas que 

juegan un rol crucial en el mantenimiento del control de calidad proteico en el interior 

celular. Sus masas varían de los 12 a los 43 KDa y, por lo general, tienden a formar 

grandes oligómeros de diferente tamaño y composición (desde dímeros hasta 

complejos de más de 20 subunidades) (Bakthisaran et al. 2015; Fu 2014; Garrido et al. 

2012; Liberek et al 2008; Mymrikov et al. 2011), cuyo ensamblaje puede ser acelerado 

en condiciones de estrés ambiental (Garrido et al. 2012; Kriehuber et al. 2010). Los 

complejos formados por estas chaperonas son estructuras dinámicas que intercambian 

sus subunidades de manera constante para formar hetero-oligómeros con otros tipos 

de sHsp presentes en el medio (Carra et al. 2019). Probablemente, este intercambio 

dinámico de subunidades sea el responsable de otorgar la especificidad de unión a 

sustrato a estas chaperonas (Haslbeck y Vierling 2015). Durante el proceso de 

ensamblaje-desensamblaje, estos complejos exponen zonas hidrofóbicas al medio, 

pudiendo unir de esta manera zonas concretas de proteínas parcialmente 

desnaturalizadas (Bakthisaran et al. 2015; Escusa-Toret et al. 2013; Garrido et al. 2012; 

Jakob et al. 1993; Liberek et al. 2008; Specht et al. 2011). Una vez desaparecen las 

condiciones de estrés, liberan los sustratos parcialmente desnaturalizados para que 

puedan ser plegados por otras familias de chaperonas como las Hsp70 (Żwirowski et al. 

2017). Se sabe además que la eficiencia en la reactivación de agregados por parte de 

sistemas de chaperonas, como por ejemplo el formado por Hsp70 y Hsp100, mejora en 

presencia de las sHsp, tanto in vivo como in vitro (Haslbeck et al. 2005; Kampinga et al. 

1994; Mogk et al. 2003; Nillegoda et al. 2015; Ungelenk et al. 2016).  
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Figura 1.3: Estructura cuaternaria de 

Hsp16.5 de Methanococcus Jannaschii (pdb 

1SHS) Las 24 subunidades de Hsp16.5 

forman un complejo esférico, hueco, con 

simetría octaédrica, con ocho ventanas 

trigonales y seis cuadradas (Kim et al. 1998). 

 

 

 

 

1.2.1.2.- Hsp60 

También conocidas como chaperoninas, son complejos de entre 800-900 kDa formados 

por la unión de dos heptámeros en forma de anillo que dejan una cavidad en su interior, 

donde pueden albergar proteínas de hasta 60 kDa (Chaari 2019; Chaudhuri et al. 2009; 

Frydman 2001; Horwich et al. 2007; Mayer 2010).  

 

En organismos procariotas y orgánulos endosimbióticos (mitocondrias y cloroplastos 

entre otros), el heptámero está formado por subunidades idénticas y requiere la 

colaboración con la chaperonina Hsp10 (de 10 kDa), que también forma heptámeros y 

actúa como tapa de la cavidad interna para la encapsulación de los sustratos (Kim et al. 

2010; Saibil et al. 2013). Como ejemplos encontramos las siguientes parejas de 

chaperonina-cochaperonina: GroEL-GroES en bacterias (Ryabova et al. 2013), Hsp60-

Hsp10 en mitocondrias y Cpn60-Cpn10/Cpn20 en cloroplastos. Las Hsp60 de arqueas y 

del citosol de eucariotas contienen entre 8 y 9 subunidades homologas, pero distintas 

entre sí, que poseen una protuberancia helicoidal en el extremo superior de su 

estructura que permite el cierre de la cavidad (Bigotti y Clarke 2008; Huo et al. 2010; 

Muñoz et al. 2011) . Ejemplos representativos de este grupo son el Thermosoma/TF55 

en arqueas y TRiC/CCT en el citosol eucariota (Muñoz et al. 2011). En eucariotas, Hsp60 

puede formar complejos con Hsp70, lo que sugiere la existencia de un mecanismo de 

transferencia de sustratos a la chaperonina (Schuermann et al. 2008). 

 

1.2.1.3.- Hsp90 

En condiciones fisiológicas, Hsp90 es una de las proteínas más abundantes en el citosol 

ya que supone el 1-2% del total del proteoma (Chaari 2019). Bajo condiciones de estrés, 

su expresión se ve incrementada hasta el 4-6% (Borkovich et al. 1989; Chen et al. 2006). 

Estas chaperonas forman homodímeros constitutivos, oligomerizando a través de su 

extremo C-terminal (Ratzke et al. 2010). Interviene en la 
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Figura 1.4: Chaperoninas de la famila Hsp60. A, arquitectura molecular de 

TRiC/CCT compuesta de las subunidades CCT1-8. Cada subunidad se muestra en 

un color diferente. Adaptada de (Roh et al. 2015). B, estructuras de GroEL, GroES 

y su complejo. Se muestra la cavidad interna de GroEL y la "jaula de Anfinsen" 

formada por el complejo GroEL-GroES. En la vista lateral del complejo, los 

dominios de una subunidad de GroEL se muestran con diferentes colores (apical, 

rojo; intermedio, verde; ecuatorial, azul) y las subunidades GroES en amarillo. 

Figura adaptada de Marchenkov and Semisotnov 2009. 

 

maduración de numerosos sustratos (o clientes) que están involucrados en muchas vías 

celulares diferentes (Biebl y Buchner 2019; Erlejman et al. 2014; Mayer 2010; Röhl et 

al. 2013) 

 

Los clientes de HSP90 incluyen, entre otros, quinasas, factores de transcripción, 

receptores de hormonas esteroideas y ubiquitin ligasas E3 (Taipale et al. 2012). En 

muchos casos Hsp90 recibe sustratos de Hsp70, con la que forma un supercomplejo a 

través de la proteína Hop, que interacciona con el motivo EEVD presente en el extremo 

C-terminal de ambas chaperonas (Alvira et al. 2014; Chen y Smith 1998; Scheufler et al. 

2000). 

 

 



Introducción 

 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5: Estructura del dímero GRP94-NMC. (PDB ID 2O1V) Los dos 

protómeros del dímero se muestran en azul y cian. La figura muestra los 

diferentes subdominios (N-terminal, intermedio y C-terminal) que forman cada 

uno de los monómeros. La interfaz formada entre los subdominios N-terminal y 

dominio intermedio contienen el sitio de unión e hidrólisis para el nucleótido. Los 

dominios C de ambos monómeros interactúan entre sí al formar el dímero 

formando el bolsillo de unión a sustrato. Figura adaptada de Dollins et al. 2007. 

 

El ciclo funcional de Hsp90 se encuentra definido por cambios conformacionales en la 

proteína mediados por la unión e hidrólisis de ATP (Mickler et al. 2009; Shiau et al. 

2006). Tras la unión de ATP, los dominios N-terminal de ambos monómeros 

interaccionan entre sí para formar una estructura en forma de pinza, de alta afinidad 

por el sustrato, permitiendo atraparlo en su interior (Meyer et al. 2004). Tras la 

hidrólisis del ATP, el dímero vuelve a su forma abierta dejando libre al sustrato (Mickler 

et al. 2009; Shiau et al. 2006)(Figura 1.5).  Sin embargo, el mecanismo exacto de 

hidrólisis del ATP y de unión al sustrato por parte de la chaperona sigue sin conocerse 

por completo (Dahiya y Buchner 2019). 

 

1.2.1.4.- Hsp100 

Las Hsp100 pertenecen a la superfamilia AAA+ (ATPases Associated with diverse celular 

Activities). Los miembros de esta familia se caracterizan por estar compuestos por uno 

o varios dominios de unión a nucleótido (NBD) filogenéticamente muy conservados. 

Estas chaperonas son capaces de degradar agregados proteicos en cooperación con 

componentes proteolíticos o de extraer polipétidos de los agregados para replegarlos 
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y reactivarlos en cooperación con Hsp70. Las Hsp100 con actividad desagregasa mejor 

conocidas son las proteínas ClpB de E. coli y Hsp104 de S. cerevisiae, y contienen un 

dominio N-terminal y dos NBDs separados por un dominio M que los comunica y regula 

su actividad. La estructura biológica activa de estas proteínas es un hexámero que se 

mantiene estable o en continuo ensamblaje/desensamblaje dependiendo de las 

condiciones experimentales (Aguado et al. 2015). 

 

La actividad chaperona de las Hsp100 es dependiente de nucleótido. La hidrólisis del 

ATP promueve cambios conformacionales en las subunidades del hexámero de forma 

alternativa, de modo que se genera una fuerza motora unidireccional que permite la 

translocación de polipéptidos a través de su poro central (Gates et al. 2017; Rizo et al. 

2019). 

 

 

 
Figura 1.6: Estructura de Hsp104 y ClpB. A, representación esquemática de la 

organización de dominios de ClpB de E. coli, y Hsp104 de S. cerevisiae. B, mapas 

3D de densidad electrónica de Hsp104 obtenidos por criomicroscopia 

electrónica. Los diferentes dominios se han coloreado como en A. C, mapa de 

densidad electrónica de ClpB unida a caseína, coloreado para mostrar las 

subunidades individuales (P1 a P6) y el sustrato (amarillo). Figura adaptada de 

Yokom et al. 2016 (A y B) y Rizo et al. 2019 (C). 
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1.3. CHAPERONAS MOLECULARES Y REACTIVACIÓN DE AGREGADOS 

PROTEÍCOS 

¿Reactivar o degradar? Bajo condiciones de estrés, la formación de agregados proteicos 

aumenta de manera considerable en el interior celular, por lo que la célula debe decidir 

lo antes posible el destino más apropiado para los mismos y poder así garantizar su 

supervivencia. Esta decisión dependerá de las características intrínsecas del sustrato 

agregado, o las afinidades relativas de éstos por las chaperonas o por los componentes 

de los sistemas de degradación proteica. Algunos autores señalan que, frente a la 

degradación, la reactivación es la primera estrategia que la célula intenta para hacer 

frente a este problema (Haslberger et al. 2008; Kirstein et al. 2009; Wallace et al. 2015; 

Żwirowski et al. 2017). En ocasiones, el apantallamiento eficaz de las zonas hidrofóbicas 

de la superficie de los agregados por chaperonas como sHsps, Hsp40s o Hsp70s, puede 

restringir el acceso a los mismos de otros componentes del sistema de calidad proteico 

como, por ejemplo, chaperonas de tipo AAA+ pertenecientes a la familia de las Hsp100, 

que se asocian con proteasas y promueven la degradación de dichos agregados 

(Kirstein et al. 2009). De este modo, se favorecería la colaboración con otras 

chaperonas como ClpB o Hsp104 en bacterias y levaduras respectivamente, para 

derivar esos agregados a la ruta de desagregación/reactivación, evitando así su 

degradación. La fracción de sustrato recuperado dependerá de lo severas que sean las 

condiciones de estrés a las que se encuentra expuesta la célula (Michels et al. 1997; 

Nollen et al. 1999). La reactivación de agregados de proteínas es un proceso difícil que 

requiere la colaboración de varias chaperonas para extraer y replegar cadenas de 

polipéptidos. Las principales chaperonas involucradas en procesos de reactivación de 

agregados proteicos se muestran en la Tabla 1.2. 

 

Las células emplean dos sistemas diferentes para la solubilización y reactivación de 

agregados proteicos dependiendo del tipo de organismo del que provengan (Mogk et 

al. 2018). Bacterias, hongos, plantas y orgánulos como la mitocondria, emplean un 

sistema bichaperona basado en la colaboración entre una Hsp100 y el sistema Hsp70 

(Haslberger et al. 2007; Lum et al. 2004; Miot et al. 2011; Sielaff y Tsai 2010; Tessarz et 

al. 2008; Weibezahn et al. 2004). Por otro lado, las células de metazoos llevan a cabo la 

reactivación de los agregados proteicos mediante el sistema de Hsp70, en el que juega 

un papel importante una chaperona de la familia Hsp110 (Rampelt et al. 2012; Shorter 

2011). 
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Tabla 1.2: Chaperonas involucradas en procesos de solubilización y reactivación de 

agregados proteicos. 

 

 

1.3.1.- Desagregasas en bacterias y levaduras: el sistema bichaperona Hsp100-

Hsp70. 

La reactivación de agregados proteicos en bacterias y levaduras, así como en plantas y 

protozoos, se realiza por la acción coordinada de una red de chaperonas con actividad 

desagregasa formada por los miembros de la familia Hsp100 y los componentes del 

sistema Hsp70, que, además de la chaperona, incluye a la cochaperona Hsp40 y un 

factor intercambiador de nucleótido (abreviado NEF del inglés). La Tabla 1.2 resume las 

proteínas características que componen este sistema en bacterias y levaduras. Además, 

la actividad del sistema bichaperona Hsp100-Hsp70 puede potenciarse en presencia de 

chaperonas sHsp (Mogk et al. 2003). Se debe destacar que sin la cooperación con 

Hsp100, los sistemas de Hsp70 en bacterias y levaduras muestran una capacidad de 

desagregación de proteínas muy limitada (Ben-Zvi et al. 2004; Diamant et al. 2000; 

Doyle et al. 2007; Mogk et al. 1999; Rampelt et al. 2012) e inadecuada para la 

supervivencia después de episodios de estrés en los que se produce la agregación de 

proteínas de forma severa (Queitsch et al. 2000; Sánchez y Lindquist 1990; Squires et 

al. 1991). La principal diferencia entre los sistemas de bacteria y levaduras atañe al 

componente NEF del sistema Hsp70. Mientras que en bacterias esta función la realiza 

la proteína GrpE, que cuenta con un homólogo en mitocondrias (Moro y Muga 2006), 
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en levaduras aparece la proteína Sse1p, un miembro de la familia de chaperonas 

Hsp110 (Dragovic et al. 2006). Estas chaperonas constituyen un grupo relacionado con 

las Hsp70 que se describirá más adelante. 

 

La etapa inicial en la reactivación de polipéptidos agregados es la asociación de los 

diferentes componentes al agregado, que se produce de una manera secuencial in vitro 

y en la que el sistema de Hsp70 juega un papel esencial (Figura 1.7). Se ha demostrado 

que en E. coli, DnaJ se une inicialmente a los segmentos hidrófobos del sustrato que 

están expuestos en la superficie del agregado, para impulsar la asociación de DnaK de 

una manera dependiente de ATP; en un segundo paso, DnaK unida al agregado recluta 

a ClpB en un proceso que requiere también ATP (Acebrón et al. 2009; Ziȩtkiewicz et al. 

2006, 2004). Varios trabajos publicados sugieren la formación de un complejo entre 

Hsp70 y Hsp100 en la superficie del agregado, que actúa activamente como la 

maquinaria de desagregación. Así, la cooperación entre las dos familias de chaperonas 

se produce sólo entre proteínas de la misma especie (Miot et al. 2011; Sielaff y Tsai 

2010). Por otro lado, ClpB solo se asocia con alta afinidad cuando DnaK se encuentra 

unida a sustratos agregados y no a otros sustratos (Fernández-Higuero et al. 2018). La 

acción concertada de ambas chaperonas promueve la extracción de polipéptidos del 

agregado, en un proceso que podría implicar la translocación total o parcial de 

segmentos de la cadena polipeptídica a través del poro central de Hsp100 (Haslberger 

et al. 2007; Lum et al. 2004; Tessarz et al. 2008; Weibezahn et al. 2004). Los 

polipéptidos liberados al medio son replegados a continuación de forma espontánea o 

con la ayuda de chaperonas. 

 

 

Figura 1.7 (Página siguiente): Reactivación de agregados en bacterias por el 

sistema bichaperona ClpB-DnaK. La reactivación de agregados proteicos ocurre 

de manera secuencial y es llevada a cabo por el sistema de chaperonas DnaK-

DnaJ-GrpE en colaboración con la desagregasa ClpB. En primer lugar, DnaJ 

reconoce y une zonas hidrofóbicas expuestas de los polipéptidos 

desnaturalizados, y media la interacción de estos con DnaK, quien recluta 

moléculas de ClpB a la superficie del agregado. Las cadenas polipeptídicas son 

extraídas por la acción de la Hsp100, atravesando el poro central de la proteina 

para poder ser liberadas finalmente al medio, donde tendrán la oportunidad de 

recuperar su conformación nativa de manera espontánea o ayudada por otras 

chaperonas. 
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1.3.2.- Desagregasas en metazoos: el sistema de Hsp70. 

La principal diferencia con el sistema descrito en bacterias y levaduras, es la 

desaparición de proteínas homólogas a Hsp100 en las células animales, un evento que 

puede estar relacionado con varios factores como son: el alto coste que supone para la 

célula mantener estas chaperonas en ausencia de estrés (Escusa-Toret et al. 2013) y la 

aparición de otros sistemas capaces de degradar los agregados como la autofagia (Lu 

et al. 2014). Sin embargo, los metazoos también exhiben actividad desagregasa, 

vinculada a la resistencia al estrés en modelos celulares (Kampinga et al. 1994) y en 

organismos (Kirstein et al. 2017; Rampelt et al. 2012), lo que pone de relevancia la 

necesidad de revertir los agregados proteicos para la supervivencia celular. En las 

células animales, la reactivación de los agregados proteicos se lleva a cabo por el 

sistema compuesto por chaperonas de las familias Hsp70, Hsp40 y Hsp110 (Rampelt et 

al. 2012; Shorter 2011). Es importante mencionar que la capacidad de desagregación 

del sistema Hsp70 de metazoos es menor que la del sistema bichaperona Hsp100-

Hsp70 (Mogk et al. 2018). Sin embargo, es muy posible que los animales normalmente 

no requieran actividades de desagregación muy altas, dado que el riesgo y el grado de 

agregación de proteínas son probablemente más bajos en organismos móviles y 

multicelulares que en procariotas y eucariotas unicelulares y plantas sésiles, más 

expuestos a entornos hostiles y condiciones de estrés más severas, bajo las cuales la 

formación de agregados proteicos es, en muchos casos, inevitable. Este hecho podría 

explicar el motivo por el cual la solubilización y reactivación de proteínas agregadas en 

levaduras requiere la colaboración de Hsp104 con el sistema de Hsp70 (Ssa1) (Ben-Zvi 

et al. 2004; Diamant et al. 2000; Rampelt et al. 2012), a pesar de contener una Hsp110 

(Sse1) homóloga a otras proteínas de la familia de origen animal. 
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La extracción, o solubilización, de las cadenas polipeptídicas del agregado para su 

posterior replegamiento por este sistema de chaperonas, depende de los ciclos de 

unión y liberación del sustrato a Hsp70 en cooperación con Hsp40 y Hsp110. En el ciclo 

funcional de este sistema, Hsp40 se une inicialmente al sustrato y lo transfiere a Hsp70, 

estimulando de forma sinérgica su actividad ATPasa (Figura 1.8A). De este modo, el 

substrato queda firmemente unido a Hsp70 y debe liberarse al medio para proseguir 

en la ruta de plegamiento. Esto ocurre cuando se intercambia al ADP unido a Hsp70 por 

ATP, proceso facilitado por cofactores denominados intercambiadores de nucleótido 

(NEFs). En las células humanas, representantes de la familia de chaperonas Hsp110 

facilitan el intercambio de nucleótido y potencian la reactivación de agregados 

proteicos (Gao et al. 2015; Rampelt et al. 2012; Shorter 2011). Se ha propuesto que 

usando estos ciclos de unión/liberación de sustratos proteicos, se produce una 

nucleación de las chaperonas en la superficie del agregado para formar estructuras 

oligoméricas de orden superior, que contienen múltiples moléculas de Hsp70 capaces 

de extraer cadenas polipeptídicas del agregado (Nillegoda y Bukau 2015). Los 

complejos entre chaperonas Hsp40 de tipo A y B, como DnaJA2 y DnaJB1, y la tendencia 

a la oligomerización de las Hsp70s humanas (Aprile et al. 2013; Nillegoda et al. 2015) 

pueden favorecer la nucleación de las moléculas de Hsc70 en el agregado. El 

mecanismo final por el cual Hsp70 genera la fuerza mecánica requerida para extraer 

polipéptidos desplegados se ha denominado tracción entrópica (de “entropic pulling”) 

(Figura 1.8B) (De Los Rios et al. 2006; Sousa y Lafer 2019). Este modelo considera el 

comportamiento termodinámico de las moléculas en espacios restringidos. Las 

moléculas de Hsp70 unidas a cadenas de polipéptidos agregados, experimentan una 

reducción considerable de sus grados de libertad de movimiento y, por lo tanto, de su 

entropía, ya que se encuentran parcialmente inmovilizadas en la superficie del 

agregado. La unión de Hsp70 podría inducir un despliegue parcial localizado del 

polipéptido. Se sabe que la unión de Hsp70 y Hsp40 promueve el desplegamiento de 

los sustratos proteicos (Rodriguez et al. 2008; Sharma et al. 2010). El desplegamiento 

del polipéptido favorecería el movimiento de la chaperona alejándose de la superficie 

del agregado, junto con el sustrato unido. El resultado de este movimiento sería un 

aumento inmediato de la entropía, lo que se traduciría en un cambio favorable de 

energía libre que podría convertirse en la fuerza direccional necesaria para extraer 

monómeros de polipéptidos desnaturalizados.  
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Figura 1.8: Reactivación de agregados en metazoos por el sistema de Hsp70. 

A, ciclo funcional de Hsp70 ligado a su actividad ATPasa. Los sustratos ingresan 

al ciclo uniéndose a Hsp40 y luego, se transfieren al estado unido a ATP de Hsp70. 

Tanto la cochaperona Hsp40 como el sustrato estimulan la hidrólisis de ATP por 

Hsp70, que atrapa el sustrato en su estado ADP. Hsp110 interacciona con la 

chaperona y promueve el intercambio de ADP por ATP, lo que disocia el complejo 

Hsp70-cliente y, por lo tanto, permite la liberación del sustrato. B, modelo de 

tracción entrópica propuesto para la solubilización de agregados de proteínas 

por el sistema Hsp70. Hsp40 recluta Hsp70 a la superficie del agregado, lo que 

resulta en una reducción de su entropía. El desplegamiento local del polipéptido 

unido podría permitir el movimiento del complejo Hsp70-cliente lejos de la 

superficie del agregado, aumentando los grados de libertad de las moléculas. 

Esto generaría un cambio favorable de energía libre (∆G <0) debido al aumento 

de la entropía local. Figura adaptada de Velasco et al. 2019.  

 

 

1.4. LOS COMPONENTES DEL SISTEMA DESAGREGASA HUMANO BASADO EN 

EL SISTEMA HSP70 

 

La principal diferencia del sistema Hsp70 en humanos con respecto a otras especies es 

la gran diversidad de proteínas pertenecientes a las familias de chaperonas Hsp70 y 

Hsp40. Así, el genoma humano contiene múltiples genes capaces de codificar para 
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diferentes proteínas Hsp70, muy conservadas y que desarrollan funciones generales o 

especializadas, encontrándose localizadas en diferentes compartimentos celulares, 

dependiendo de cuál sea su función. Al menos 13 genes diferentes codifican proteínas 

Hsp70 en humanos, de las cuales 6 se expresan como Hsp70 canónicas en el citosol y 

núcleo (HSPA1A/B, HSPA1L, HSPA2, HSPA6 y HSPA8). HSPA5 y HSPA9, también 

conocidas como BiP y mortalina, son los representantes fundamentales de la familia 

Hsp70 en el retículo endoplásmico y mitocondria, respectivamente.  

 

Pero la diversidad tanto en el número de proteínas integrantes como en funcionalidad 

adquiere especial relevancia en la familia de proteínas Hsp40. En humanos, existen al 

menos 41 representantes de esta familia (Kampinga y Craig 2010; Vos et al. 2008), 

mucho menos conservados que en el caso de las Hsp70. Todos los integrantes de la 

familia comparten un domino característico, el domino J, por lo que también se las 

denomina JDPs (“J-domain proteins”). Aunque sus funciones se encuentran muchas 

veces solapadas, la eficacia con la que las realizan es diferente. Es importante destacar 

que la interacción de una misma Hsp70 con diferentes JDPs genera combinaciones 

únicas que facilitan la realización de procesos diferentes y específicos en diferentes 

localizaciones celulares (Kampinga et al. 2019; Kampinga y Craig 2010). En cuanto a la 

familia Hsp110, el genoma humano contiene tres genes HSPH1, HSPH2 y HSPH3 que 

codifican las proteínas denominadas Hsp105, Apg2 y Apg1, respectivamente, que se 

localizan en el citosol y núcleo. Las tres proteínas presentan actividad desagregasa 

combinadas con Hsp70 y Hsp40 (Rampelt et al. 2012). 

 

Se han descrito varias combinaciones de chaperonas capaces de llevar a cabo la 

reactivación de agregados proteicos en células humanas, sin embargo, la combinación 

más estudiada hasta el momento y la más eficiente, tanto con agregados amorfos como 

ordenados, es la compuesta por Hsc70 (Hsp70), DnaJB1 (Hsp40) y Apg2 (Hsp110) (Gao 

et al. 2015; Rampelt et al. 2012; Shorter 2011). La inclusión de DnaJA2, otro miembro 

de la familia Hsp40 humana, incrementa significativamente el rendimiento de la 

reactivación de agregados proteicos amorfos por esta combinación de chaperonas 

(Nillegoda y Bukau 2015). 

 

 

1.4.1. Hsc70 humana y la familia de chaperonas Hsp70 

Hsc70 (HspA8) es un miembro de la familia Hsp70s humanas que se expresa 

constitutivamente a niveles altos, sin embargo, su expresión no se ve afectada 

significativamente por el estrés térmico (Hageman et al. 2011). Hsc70 se encuentra 
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localizada en el citosol y el núcleo de las células y se expresa en todos los tejidos del ser 

humano (Vos et al. 2008). Hsc70 ejerce un papel fundamental en el control de la 

homeostasis proteica en colaboración con diferentes co-chaperonas (Daugaard et al. 

2007; Evans et al. 2010; Liu et al. 2012; Mayer y Bukau 2005; Meimaridou et al. 2009). 

En relación directa con el plegamiento proteico, Hsc70 ayuda a polipéptidos recién 

sintetizados a plegarse en su conformación nativa (Beckmann et al. 1990; Frydman y 

Hartl 1996), previene la formación de agregados proteicos (Jana et al. 2000; Meacham 

et al. 1999; Strickland et al. 1997; Watanabe et al. 2001) y participa en su solubilización 

y reactivación (Bukau et al. 2000; Clerico et al. 2019; Hartl y Hayer-Hartl 2002; Mayer y 

Bukau 2005; Young et al. 2003). Entre otras funciones de Hsc70, una de las mejor 

estudiadas es la liberación de moléculas de clatrina de la superficie de las vesículas 

formadas durante la endocitosis celular (Böcking et al. 2011, 2014; Schlossman et al. 

1984; Sousa et al. 2016; Xing et al. 2010). En este proceso Hsc70 se asocia a una JDP 

denominada auxilina (DnaJC6), para unirse a los trisqueliones de clatrina y separarlos 

de la superficie del endosoma utilizando para ello la energía generada por la hidrólisis 

del ATP (Sousa et al. 2016). Hsc70 también participa en procesos de degradación 

proteica, mediante su participación en la ruta ubiquitina-proteasoma (Connell et al. 

2001; Fernández-Fernández et al. 2017; Hjerpe et al. 2016; Höhfeldet al. 2001; 

Meacham et al. 2001). Además, es clave en el proceso de autofagia mediada por 

chaperonas, seleccionando aquellas proteínas que han de ser degradadas en el 

lisosoma (Ciechanover 1998; Hjerpe et al. 2016; Kampinga et al. 2019). Por otro lado, 

Hsc70 ejerce un papel importante en el proceso de translocación proteica a través de 

membranas, participando en la importación y exportación de diversas proteínas a 

través de la membrana nuclear, mitocondrial y del retículo endoplasmático (Bukau et 

al. 2006; Chirico et al. 1988; Deshaies et al. 1988; Florin et al. 2004). Por último, también 

participa en el proceso de transporte de orgánulos a través de los microtúbulos 

celulares (Terada et al. 2010; Tsai et al. 2000) y en diversos procesos de comunicación 

intercelular, pues algunos estudios revelan su presencia en el espacio extracelular y la 

membrana celular (Barreto et al. 2003; Nirdé et al. 2010). 

 

1.4.1.1.- Características generales de la familia Hsp70 

Las Hsp70 son proteínas monoméricas de alrededor de 70 kDa, aunque diversos 

estudios recientes señalan su capacidad de oligomerizar, lo que puede conllevar 

importantes consecuencias funcionales (Takakuwa et al. 2019). Las Hsp70 son 

proteínas esenciales para la vida y constituyen una de las familias de proteínas más 

conservadas desde el punto de vista evolutivo, ya que se encuentran presentes en 

todos los organismos vivos, desde las arqueobacterias hasta los mamíferos superiores. 

Al aumentar la complejidad de los organismos, se ha observado que también aumenta 
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el número de genes que codifican proteínas Hsp70. Así, mientras que los procariotas 

presentan pocos genes de proteínas Hsp70 (de 1 a 3), en eucariotas pueden existir 

entre 15 y 20 Hsp70 diferentes (Hageman et al. 2011; Stricher et al. 2013), distribuidas 

en el citosol, núcleo y orgánulos, cuyas funciones son reguladas por una gran variedad 

de cochaperonas que, de manera selectiva, las dirigen a diferentes regiones 

subcelulares y les permiten cooperar específicamente con otros sistemas de 

chaperonas (Mayer y Bukau 2005; Stricher et al. 2013). La gran homología existente 

entre las Hsp70 de diferentes orígenes posiblemente se encuentra relacionada con el 

rol esencial para la vida celular que realizan estas proteínas y la conservación de su 

mecanismo funcional. De hecho, in vivo, las Hsp70s de Drosophila y humanos son 

capaces de proteger a células de otras especies, como ratón (Pelham 1984) y roedor 

(Jaattela et al. 1992; Li et al. 1991), respectivamente, frente a diferentes tipos de estrés. 

 

Las funciones más habituales de las chaperonas Hsp70 están directamente 

relacionadas con la homeostasis proteica y la protección de las células frente a 

situaciones de estrés, así como funciones constitutivas como se ha mencionado 

anteriormente para Hsc70 humana (Kampinga et al. 2019; Mayer y Bukau 2005; 

Stricher et al. 2013). Entre los más importantes, encontramos plegamiento de proteínas 

recién sintetizadas, replegamiento de proteínas parcialmente desnaturalizadas o 

agregadas, protección frente a la agregación, reactivación de agregados proteicos, 

ensamblaje de estructuras macromoleculares, translocación de proteínas a través de 

membranas, o el control de la actividad de proteínas reguladoras entre otras. Las Hsp70 

realizan estas funciones gracias a su capacidad de unir secuencias polipeptídicas cortas 

(entre 3-5 residuos) de carácter hidrofóbico de una forma regulada por la unión e 

hidrólisis de ATP. Es habitual encontrar uno o varios sitios de unión para Hsp70 con 

estas características expuestos en proteínas que se han desplegado parcial o 

totalmente, o incluso en proteínas nativas (Mayer y Gierasch 2019).  

 

  

1.4.1.2.- Dominios funcionales y estructura de Hsp70 

Las Hsp70 son proteínas multidominio con una organización similar que consiste en 

(Figura 1.9)(Mayer y Bukau 2005; Stricher et al. 2013):  

 

i) un dominio N-terminal de unión a nucleótido, abreviado NBD (de 

Nucleotide Binding Domain) de unos 44 kDa encargado de unir e hidrolizar 

ATP,  
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Figura 1.9: Estructura de los dominios de Hsp70. A, organización de los 

dominios de las proteínas de la familia Hsp70 DnaK. Figura de (Aguado, 

Fernández-Higuero, Moro, et al. 2015). B, Estructura de los dominios NBD (PDB 

ID 3HSC) (izquierda) y SBD (PDB ID 1DKZ) (derecha) de HSPA8. Figura adaptada 

de Stricher et al. 2013.  

 

ii) un dominio C-terminal de unión a sustrato, abreviado SBD (de Substrate 

Binding Domain) de unos 28 kDa capaz de unir transitoriamente péptidos 

pequeños o segmentos hidrofóbicos de proteínas parcialmente 

desnaturalizadas, y 

iii) una secuencia conectora entre los dos dominios de carácter hidrofóbico 

(linker) de 6 residuos muy conservados, que es responsable de transmitir 

los cambios conformacionales alostéricos que tienen lugar durante el ciclo 

ATPasa de la chaperona. 

 

El NBD tiene un plegamiento similar a actina y se compone de dos grandes lóbulos (I y 

II), cada uno dividido a su vez en dos pequeños subdominios (A y B). Estos cuatro 

subdominios se disponen entre sí generando una hendidura a la que se une el 

A 

B 
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nucleótido en complejo con un Mg2+ y dos K+, produciéndose interacciones específicas 

tanto de la adenosina como de los fosfatos β- y ɣ- con diferentes residuos de la proteína 

que facilitan la hidrólisis del ATP (Flaherty et al. 1990; Mayer y Bukau 2005; Stricher et 

al. 2013) (Figura 1.9B). Estudios recientes de resonancia magnética nuclear sugieren 

que la gran flexibilidad de este dominio permite la apertura o cierre de la hendidura 

central en función de cuál sea el nucleótido que alberga en su interior, siendo la 

dependencia entre la frecuencia de dicha apertura (y, por lo tanto, velocidades de 

disociación) y la naturaleza del nucleótido unido la siguiente: APO > ADP > ADP + Pi > 

ATP (Gässler et al. 2001; Mayer y Bukau 2005; Zhang y Zuiderweg 2004).  

 

El SBD está formado por dos subdominios muy diferenciados cuya interacción facilita 

el secuestro de sustratos proteicos. Por un lado, encontramos al subdominio SBDβ, con 

una estructura de sándwich  de 15 kDa, compuesto por dos láminas β antiparalelas, 

cada una de ellas formadas a su vez por cuatro hebras β (β3, β6, β7 y β8 la primera, y 

β1, β2, β4 y β5 la segunda) y cuatro lazos conectores. Este subdominio alberga un sitio 

de unión en el que se pueden acomodar péptidos hidrofóbicos cortos (Zhu et al. 1996). 

El segundo subdominio, SBDα, de unos 10 kDa, está formado por cinco hélices α (de la 

A a la E), que se pliegan sobre el SBDβ y establece interacciones con este subdominio 

que permiten atrapar el péptido unido a éste (Fernández-Sáiz et al. 2006; Moro et al. 

2004; Zhu et al. 1996). Por este motivo, el SBDα ha recibido el nombre de “lid” (tapa en 

inglés) en numerosos trabajos. Se ha demostrado que, en el caso de clientes proteicos, 

el SBDα no se cierra completamente sobre el SBDβ y puede establecer contactos con 

el sustrato (Schlecht et al. 2011). Finalmente, el SBD termina en un segmento corto de 

longitud variable en conformación intrínsecamente desordenada, imprescindible para 

la oligomerización de la proteína (Benaroudj et al. 1997) y, que en el caso de Hsp70 

eucariotas, finaliza frecuentemente en la secuencia EEVD, importante para la 

interacción con Hsp40, Hsp90 y diversas cochaperonas como Hop y Chip.  

 

El lazo conector que une el NBD y SBD posee una secuencia evolutivamente muy 

conservada y juega un papel clave en la regulación alostérica de la chaperona en 

respuesta a la unión e hidrólisis de ATP (Vogel et al. 2006). Cuando el NBD de la Hsp70 

se encuentra vacío o unido a ADP, el lazo conector posee una estructura desordenada 

que permite que el NBD y el SBD se encuentren físicamente separados (Bertelsen et al. 

2009). Sin embargo, en el estado ATP, el lazo conector adquiere una conformación de 

hebra β y se inserta en el NBD promoviendo el acoplamiento del NBD y el SBD, y la 

compactación global de Hsp70 (Zhuravleva y Gierasch 2011). 
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1.4.1.3.- Diferencias estructurales entre las Hsp70 

Aunque las estructuras descritas para las diferentes Hsp70 son prácticamente 

superponibles, existen ligeras diferencias entre ellas que las hacen responsables de 

varias de las diferencias funcionales existentes entre las componentes de esta familia 

de chaperonas.  

 

En primer lugar, las diferencias encontradas en el NBD permiten clasificar a todas las 

Hsp70 en tres grandes familias, basándose en tres proteínas modelo: DnaK y HscA de 

E.Coli y Hsc70 humana (Brehmer et al. 2001). Por un lado, encontramos diferencias en 

la longitud de un lazo presente en el subdominio IIB, cerca del bolsillo de unión a 

nucleótido. Mientras que los miembros de la subfamilia DnaK presentan un lazo 

especialmente largo, necesario para la interacción con el NEF bacteriano GrpE, los de 

las pertenecientes a las subfamilias Hsc70 y HscA, constan de cuatro y diez residuos 

menos, respectivamente. Además, mientras que los lazos de DnaK y Hsc70 presentan 

secuencias conservadas específicas de cada una de las familias, el de HscA se encuentra 

menos conservado evolutivamente y presenta una gran variabilidad en su secuencia. 

 

 

Figura 1.10 (página siguiente): Diferencias estructurales que afectan al NBD y 

SBD de Hsp70. A, Superposición de los modelos del dominio de unión a 

nucleótido de DnaK (verde), HscA (azul) y Hsc70 (rojo). Se resaltan las diferencias 

en el lazo situado en el subdominio IIB y en la interfase de la hendidura de unión 

a nucleótidos formada por las hélices I y II. B, Vista en detalle de la interfase de 

la hendidura de unión a nucleótido de DnaK de E.Coli en su conformación unida 

a ADP. Se muestran los dos puentes salinos formados entre R56 y K55 de la hélice 

I con E264 y E267 de la hélice II, respectivamente. También se observa el parche 

hidrofóbico formado por V59 y M259 a la entrada de dicha hendidura, situados 

en las hélices I y II, respectivamente. C, Alineamiento de las secuencias de 

miembros pertenecientes a las tres subfamilias de Hsp70. Se resaltan los 

residuos que participan en los puentes salinos (azul y rojo) y en el parche 

hidrofóbico (triángulos) formados entre ambas hélices, y las diferentes 

extensiones del lazo situado en el subdominio IIB de cada Hsp70 (naranja). Figura 

adaptada de Brehmer et al. 2001. 
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La otra gran diferencia reside en la existencia de un parche hidrofóbico y dos puentes 

salinos en la parte superior de la hendidura central de dominio de unión a nucleótido, 

principales responsables de la polaridad de este bolsillo. Mientras que DnaK posee los 

tres elementos mencionados, las proteínas pertenecientes a la subfamilia de Hsc70 

carecen del parche hidrofóbico y de uno de los puentes salinos, y las de HscA no 

presentan ninguno de los tres elementos descritos. La importancia de estas diferencias 

estructurales reside en que parecen ser las responsables de regular las cinéticas de 

unión y disociación de los distintos nucleótidos a la proteína. Por un lado, el parche 

hidrofóbico y los puentes salinos parecen actuar a modo de “trampa”, permitiendo el 

cierre del bolsillo de unión al nucleótido. Por otro lado, y aunque menos obvio, parece 

A B 

C 
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que, debido a su largura, el lazo pueda actuar a modo de pestillo, interaccionado con 

el subdominio IB durante la compactación del NBD. 

 

Lo descrito en estos párrafos es interesante ya que, curiosamente, las diferencias 

estructurales observadas en los NBDs de estas tres subfamilias parecen ser 

responsables de la regulación de la etapa en la que se produce el intercambio de ADP 

por ATP en la chaperona. De esta manera, las proteínas de la subfamilia de DnaK de E. 

coli requieren la presencia de la proteína intercambiadora de nucleótido GrpE para 

llevar a cabo su actividad tanto in vivo como in vitro. En el extremo opuesto 

encontraríamos las homólogas de HscA que presentan velocidades de disociación de 

ADP elevadas, de modo que no necesitarían colaborar con proteínas NEF para ser 

funcionales. Por último, Hsc70 tendría velocidades de disociación de ADP intermedias 

y, aunque son capaces de llevar a cabo su actividad en solitario, necesitan colaborar 

con proteínas intercambiadoras, como los componentes de las familias de proteínas 

BAG o Hsp110, para la realización de sus funciones (Brehmer et al. 2001).  

 

En cuanto al dominio de unión a sustrato, el grado de conservación del SBDβ entre 

todas las homólogas de la familia de Hsp70 es muy elevado, mientras que la homología 

del SBDα es baja. Diversos estudios han demostrado que mutaciones y/o alteraciones 

del arco hidrofóbico en el SBDα que envuelve al péptido provocan cambios en la 

especificidad y en la afinidad de Hsp70 por los diferentes sustratos (Mayer et al. 2000). 

Por otro lado, la sustitución del SBDα de Hsp70 diferentes provoca modificaciones 

conformacionales y la perdida de función (Moro et al. 2002, 2005). Por estos motivos, 

cabe pensar que las variaciones estructurales del SBD hayan sido evolutivamente 

esenciales para la especialización de las diferentes Hsp70.  

 

1.4.1.4.- Ciclo conformacional de Hsp70 

La actividad remodeladora de sustratos proteicos de las Hsp70 depende de sucesivos 

ciclos de unión y disociación de los clientes, en los que la chaperona alterna entre dos 

estados conformacionales de alta y baja afinidad por el sustrato, acoplados a la unión 

e hidrólisis de ATP. Los estudios realizados a lo largo de las pasadas décadas, 

fundamentalmente con las proteínas HSPA1A y HSPA8 (humanas o bovinas), y la 

homóloga procariota DnaK (E. coli), han permitido conocer con cierto detalle el 

mecanismo alostérico complejo que regula los cambios conformacionales que ocurren 

entre los estados unidos a ADP y a ATP (Chiappori et al. 2016; Daily y Gray 2009; English 

et al. 2017; General et al. 2014; Liu y Hendrickson 2007; Nicolaï et al. 2013; Smock et 

al. 2010; Zhuravlevaet al. 2012) . A pesar de que las diferencias estructurales existentes 

entre las Hsp70 de un mismo organismo y entre las de diferentes especies determinan 
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la función de la chaperona y la interacción especifica con sus correspondientes 

sustratos, el mecanismo alostérico que guía los cambios conformacionales y que 

conecta los dos dominios de la proteína (SBD y NBD) parece estar muy conservado 

(Clerico et al. 2019; Lai et al. 2017; Meng et al. 2018). 

 
Figura 1.11: Ciclo conformacional de Hsp70. DnaK de E. coli (PDB ID 4B9Q)(Kityk 

et al. 2012) unida a ATP (izquierda). El lazo conector se encuentra inserto en 

forma de lámina  entre los subdominios IA y IIA del dominio de unión a 

nucleótido, permitiendo de esta manera una estrecha interacción entre los 

dominios SBD y NBD de la proteína. En esta conformación la afinidad de Hsp70 

para unir al sustrato es baja. DnaK de E. coli (PDB ID 2KHO)(Bertelsen et al. 2009) 

unida a ADP (derecha). La hidrólisis de ADP genera cambios conformacionales 

en el NBD que conllevan la liberación del lazo conector, el cual adopta una 

estructura desordenada que permite la separación de los dominios SBD y NBD 

de la proteína. En esta conformación la afinidad de Hsp70 por el sustrato es alta. 

Figura adaptada de Mayer y Kityk 2015. 

 

En el estado de Hsp70 unido a ADP, NBD y SBD actúan de forma independiente excepto 

por las restricciones impuestas por el lazo conector en conformación desordenada 

(Zhuravleva et al. 2012) (Figura 1.11). El SBD se encuentra en una conformación cerrada 

por lo que el sustrato peptídico se asocia a este dominio con alta afinidad, pero con 

cinéticas de asociación y disociación lentas (alrededor de 104 M-1 s-1 y 10-3 s-1, 

respectivamente). La unión de ATP al centro catalítico en el NBD provoca una rotación 

de los lóbulos I y II entre sí, abriendo una hendidura en la parte inferior del NBD donde 
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se une el lazo conector en conformación de hebra β (Figura 1.11). Los subdominios del 

SBD se separan, asociándose a diferentes regiones del NBD: el SBDα se une al 

subdominio IB y el SBDβ lo hace a los subdominios IA y IIB (Figura 1.11). Esto provoca 

una reorganización del SBD que abre el sitio de unión, facilitando la salida del sustrato 

al medio. En el estado ATP, la Kd por el sustrato incrementa alrededor de 10 veces, lo 

que se acompaña de un aumento de 100 y 1000 veces en las velocidades de asociación 

y disociación, respectivamente (Buczynski et al. 2001; Mayer et al. 2000). Por otro lado, 

la interacción del SBD con el NBD provoca que los residuos catalíticos adquieran una 

conformación inadecuada para la hidrólisis del ATP (Kityk et al. 2015), lo que explica la 

baja actividad ATPasa basal de las Hsp70. La unión de un sustrato polipeptídico y, en 

especial, la inserción de un residuo en el sitio de unión hidrofóbico del SBD, induce la 

liberación de este subdominio del NBD (Kityk et al. 2015; Zhuravleva et al. 2012). Esto 

permite la reorganización de los lóbulos del NBD hacia una posición más adecuada para 

la hidrólisis del ATP. De modo concomitante, el SBDα se disocia del NBD y cierra el sitio 

de unión interaccionando nuevamente con el SBDβ. Estos cambios conformacionales 

también provocan que el lazo conector se desordene y salga de la hendidura entre los 

lóbulos IA y IIA del NBD, lo que conlleva la pérdida de la posición óptima para la 

hidrólisis del ATP. Por este motivo, los sustratos solo estimulan moderadamente la 

actividad ATPasa de las Hsp70 y, por tanto, precisan de la colaboración con 

cochaperonas para completar su ciclo funcional de manera eficiente.  

 

1.4.1.5.- Regulación del ciclo funcional de Hsp70 por cochaperonas 

El ciclo conformacional de las Hsp70 siempre se encuentra regulado por dos 

cochaperonas que actúan de forma independiente sobre las dos fases del ciclo: la 

hidrólisis de ATP y el intercambio ADP/ATP para reiniciar un nuevo ciclo. Por un lado, la 

interacción de Hsp70 en el estado ATP con cochaperonas de la familia Hsp40 promueve 

una estimulación de la actividad ATPasa de la chaperona de una forma sinérgica con el 

sustrato (Figura 1.11). De este modo, la tasa de hidrólisis de ATP de DnaK de E. coli se 

incrementa hasta 15.000 veces, respecto a la actividad basal en presencia de DnaJ, la 

principal Hsp40 bacteriana, y de un sustrato peptídico (Laufen et al. 1999). Un estudio 

reciente revela que la unión del dominio J de Hsp40 al NBD de Hsp70 previene la salida 

del lazo conector, favoreciendo una conformación más competente para la hidrólisis 

del ATP (Kityk et al. 2018). El domino J está muy conservado entre las proteínas Hsp40 

lo que sugiere que el mecanismo de activación de la ATPasa de Hsp70 es similar en 

todas ellas. 
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Figura 1.12: Factores de intercambio de nucleótidos de Hsp70. Estructura de 

diferentes complejos Hsp70:NEF y representación esquemática de los cambios 

conformacionales del NBD de Hsp70 producidos tras la unión de: A, GrpE de E. 

coli (PDB ID 1dkg); B, BAG (PDB ID 1hx1); C, Sil1 (PDB ID 3qml); D, Hsp110 de S. 

cerevisiae (PDB ID 3d2f). Figura adaptada de Rosenzweig et al. 2019  

 

Por otro lado, los factores de intercambio de nucleótido (NEF) median la apertura del 

bolsillo de unión de nucleótidos en el NBD, facilitando la disociación del ADP y su 

intercambio por ATP. Estos pasos constituyen las etapas limitantes para la liberación 

del sustrato por parte de la Hsp70, por lo que este proceso se encuentra altamente 

regulado y está sujeto a una fuerte variación evolutiva que afecta tanto los residuos del 

NBD de Hsp70 implicados en la interacción con el NEF, como a la propia proteína NEF 

responsable de la especificidad de la interacción con Hsp70. Así, existen cuatro grandes 

familias de proteínas NEF no relacionadas estructuralmente que actúan con 

mecanismos diferentes (Bracher y Verghese 2015; Mayer y Gierasch 2019). En 

procariotas, mitocondrias y cloroplastos, el intercambio ADP/ATP en Hsp70s se ve 

facilitado por la proteína GrpE, un homodímero que consiste en una hélice α larga, que 

forma un ovillo trenzado en la mitad N-terminal de la proteína, y un domino formado 

fundamentalmente por estructuras β en el segmento C-terminal (Harrison et al. 1997). 

Al interaccionar con DnaK, GrpE introduce el dominio β entre los subdominios IB y IIB 

del NBD de la chaperona induciendo la apertura del centro de unión de nucleótido 

mediante la inclinación del subdominio IIB, lo que reduce enormemente la afinidad por 

el nucleótido unido (Figura 1.12A). 

 

En las células eucariotas existen tres tipos de NEFs que pertenecen a las familias BAG, 

HspBP1/Sil1 y Hsp110 (Bracher y Verghese 2015; Mayer y Gierasch 2019). Las proteínas 
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BAG constituyen una familia divergente que contiene 5 componentes en humanos. Se 

caracterizan por contener el dominio BAG, muy conservado, que consiste en un ovillo 

de tres hélices α que interacciona con los subdominios IB y IIB del NBD de Hsp70 

(Sondermann et al. 2001). Esto induce una conformación del NBD en la que el 

subdominio IIB se mueve hacia fuera (Figura 1.12B), de modo similar a lo mencionado 

anteriormente para el complejo entre DnaK y GrpE. HspBP1 y Sil1 humanas son 

proteínas con actividad NEF presentes en el citosol y el lumen del ER, que contienen un 

domino con una estructura del tipo repeticiones Armadillo (Shomura et al. 2005). Este 

dominio interacciona con el NBD de Hsp70 envolviendo al subdominio IIB, lo que 

provoca una rotación de éste (Figura 1.12C). Por último, las proteínas de la familia 

Hsp110 promueven el intercambio de nucleótido mediante una interacción con el NBD 

de Hsp70 que rota el subdominio IIB hacia afuera (Figura 1.12D), de modo similar a 

GrpE y BAG. Las características de esta familia de proteínas se tratarán en detalle en el 

apartado 1.4.3. 

 

1.4.1.6.- Mecanismo de plegamiento de Hsp70 

El mecanismo por el cual Hsp70 asiste al plegamiento de sustratos proteicos 

desnaturalizados todavía no está claro. Sin embargo, se sabe que este proceso puede 

ocurrir en más de un minuto y que por lo general son necesarios varios ciclos de unión 

y liberación del sustrato por parte de la chaperona para que éste pueda alcanzar su 

conformación nativa. Se postulan dos teorías para explicar este proceso: 

 

- Partición cinética:  Hsc70 ejercería un rol pasivo en el cual sucesivos ciclos de 

unión y liberación de los sustratos, darían lugar a una disminución de la 

concentración local de péptidos desnaturalizados. De esta manera, la 

probabilidad de agregar entre ellos disminuiría y la adquisición de su 

conformación nativa se vería favorecida (Goloubinoff y Rios 2007; Mayer y 

Bukau 2005). 

 

- Desplegamiento local: Sucesivos ciclos de unión y liberación del sustrato mal 

plegado por parte de Hsp70 inducirían un desplegamiento local de éste, 

permitiendo de esta forma superar la barrera energética necesaria para poder 

alcanzar su conformación nativa (Sousa 2014). 
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1.4.2.- DnaJB1 y DnaJA2 humanas y la familia de chaperonas Hsp40 

Entre las numerosas proteínas de la familia Hsp40 en humanos, DnaJB1 y DnaJA2, 

también denominadas Hdj1 y Dj3, se encuentran implicadas en la solubilización y 

reactivación de agregados proteicos (Kampinga et al. 2019; Kirstein et al. 2017; 

Nillegoda y Bukau 2015; Rampelt et al. 2012). DnaJA2 y DnaJB1 pertenecen, 

respectivamente, a las clases A y B de Hsp40 (ver apartado 1.4.2.1) y ambas proteínas 

se expresan fundamentalmente en el citosol de células humanas en cultivo (Hageman 

et al. 2011). Bajo estrés térmico, los niveles de DnaJB1 aumentan enormemente 

mientras que los de DnaJA2 apenas varían (Hageman et al. 2011)  Aunque ambas Hsp40 

son importantes para la homeostasis y el mantenimiento del control de la calidad 

proteica en el interior celular (Reidy et al. 2014), la eficacia con la que llevan a cabo sus 

funciones difiere (Baaklini et al. 2012; Rampelt et al. 2012; Tzankov et al. 2008).  

 

Diversos estudios sugieren que la especificidad y las cinéticas de unión a sustratos de 

ambas Hsp40 es diferente (Fan et al. 2004; Kakkar et al. 2014). Este hecho hace que, 

aunque ambas posean la capacidad intrínseca de prevenir la agregación proteica al 

unirse a sustratos desplegados (Mok et al. 2018; Scior et al. 2018), la eficacia de DnaJA2 

sea mayor (Nillegoda y Bukau 2015). Por otro lado, la naturaleza, estructura, 

condiciones de agregación, grado de compactación y tamaño los agregados proteicos 

definen su eficacia en el proceso de reactivación de agregados porteicos junto con 

Hsc70 y Apg2 (Kirstein et al. 2017; Nillegoda et al. 2015). Así, cuando el sistema de 

Hsc70 contiene solo una de estas Hsp40s, DnaJB1 muestra una actividad desagregasa 

muy superior a DnaJA2 frente a diferentes tipos de agregados (Nillegoda et al. 2015; 

Rampelt et al. 2012), especialmente de gran tamaño (de 700 a 5.000 kDa), mientras 

que DnaJA2 presenta mayor actividad frente agregados de menor masa molecular 

(200-700 kDa) (Nillegoda y Bukau 2015).  

 

La combinación de DnaJA2 y DnaJB1 junto con Hsc70 y Apg2 aumenta enormemente la 

eficacia del sistema de chaperonas humanas para reactivar agregados formados en 

condiciones severas, como Luciferasa desnaturalizada térmicamente (Nillegoda y 

Bukau 2015). Esta sinergia entre las dos Hsp40 está relacionada con la interacción 

transitoria entre ambas proteínas para generar complejos, que posiblemente permiten 

la formación de estructuras con Hsc70 y Apg2 de orden superior, que faciliten la 

nucleación de las chaperonas en la superficie del agregado (Nillegoda y Bukau 2015). 

La formación de complejos entre DnaJA2 y DnaJB1 involucra a los dominios J y CTD de 

ambas proteínas (ver apartado 1.4.2.1) y se ha demostrado que ocurre tanto in vitro 

como en células humanas (Kirstein et al. 2017; Nillegoda y Bukau 2015; Nillegoda et al. 
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2015, 2017). Estos dominios presentan un patrón de potenciales electrostáticos 

complementarios (Nillegoda y Bukau 2015), que es específico de organismos eucariotas 

y determina la formación de complejos entre JDPs de diferentes clases (Kirstein et al. 

2017)(Nillegoda et al., 2017). Los complejos entre dos Hsp40 de diferentes clases no 

son exclusivos del ser humano y se extiende a otros organismos eucariotas como las 

levaduras, pero no a las bacterias, y correlaciona con su acción sinérgica en la 

solubilización y reactivación de agregados proteicos (Kampinga et al. 2019; Kirstein et 

al. 2017; Nillegoda et al., 2017). 

 

1.4.2.1.- Dominios funcionales y estructura de proteínas de la familia Hsp40 

Las Hsp40 forman parte de una gran familia de proteínas denominadas JDPs (“J-domain 

proteins”) que se caracterizan por la presencia del dominio J, denominado así por el 

miembro fundador de la familia: la proteína DnaJ de E. coli. Este domino de unos 70 

aminoácidos está muy conservado entre las JDPs de diferentes organismos, y 

desempeña un papel esencial en la estimulación de la actividad ATPasa de las Hsp70 

(Kampinga et al. 2019). El dominio J se compone de cuatro hélices α que interaccionan 

entre sí para proporcionar la orientación adecuada que permite al domino llevar a cabo 

su función (Figura 1.13A). Las hélices II y III se disponen de manera antiparalela 

simulando un “dedo” saliente en cuyo extremo se encuentra el motivo HPD (histidina-

prolina-aspártico), totalmente conservado y esencial para la estimulación de la 

hidrólisis de ATP de Hsp70 (Tsai y Douglas 1996; Walls et al. 1994) ). Las hélices 1 y 4 se 

posicionan rodeando a las otras dos hélices confiriéndoles estabilidad. 

 

A excepción de este dominio J, esta familia de chaperonas es muy divergente, 

probablemente debido a las diferentes funciones que llevan a cabo (Craig y Marszalek 

2017; Kampinga y Craig 2010). Atendiendo a la composición de dominios que 

contienen, las JDPs pueden clasificarse en tres grupos principales (Figura 1.13B): 

 

- Clase A (o Tipo I): las proteínas de este grupo presentan una composición de 

dominio y estructura similar a la de DnaJ de E. coli. Contienen el dominio J en 

su extremo N-terminal, seguido de una región muy flexible debido a su alto 

contenido en glicinas y fenilalaninas, llamada dominio G/F, y los dominios C-

terminales CTD-I y CTD-II con conformación de sándwich β. El CTD-I se 

caracteriza por la inserción de un dominio rico en cisteínas capaz de unir Zinc2+ 

(ZBD) y el CTD-II contiene en su extremo C-terminal un dominio de dimerización 

(Figura 1.13C). Dentro de este grupo encontramos a DnaJ de E. coli, Ydj1 de 

Saccharomyces cerevisiae y DnaJA1, 2, 3 y 4 de humanos. 
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Figura 1.13: Proteínas JDP. A, estructura del dominio J de DnaJA1 (PDB ID 2m6y), 

DnaJB2 (PDB ID 1hdj) y DnaJC12 (PDB ID 2ctq) humanas pertenecientes a las 

Clases A, B y C, respectivamente. Se muestran las cadenas laterales del motivo 

HPD de cada una de las proteínas. B, representación esquemática de las 

diferentes clases en las que se agrupan las JDPs. C, estructura de los dominios 

ZBD, CTD-I, CTD-II y de dimerización de Ydj1, una Hsp40 de Clase A de S. 

cerevisiae. Reconstrucción realizada combinando los PDBs 1nlt y 1xao). D, 

estructura de los dominios CTD-I, CTD-II y de dimerización de DnaJB2 humana 

(PBD ID 3agy). 

 

- Clase B (o Tipo II): presentan una arquitectura de dominios homologa a la de 

la clase A, a pesar de que la conservación de secuencia es baja, ya que se 

componen de un dominio J N-terminal, el dominio G/F, los dominios C-

terminales CTD-I y CTD-II y el dominio de dimerización, sin embargo, carecen 
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del ZBD (Figura 1.13D). Entre las chaperonas de este grupo se encuentra CbpA 

de E. coli, Sis1 de levadura y DnaJB1, 2, 4, 5 y 11 en humanos. 

 

- Clase C (o Tipo III): las JDPs de este grupo solo comparten con DnaJ la presencia 

del domino J, que además puede estar localizado en cualquier posición de su 

secuencia. Se trata de un grupo de proteínas muy heterogéneo y diverso que 

pueden presentar diferentes tipos de dominios y motivos funcionales o 

estructurales, como hélices transmembrana, repeticiones de 

tetratricopépdidos, sitios de unión a GTP, dominios tioredoxina o kinasa, etc. 

(Kampinga y Craig 2010). 

 

La mayoría de los componentes de la Clase A y algunos miembros de la Clase B actúan 

como chaperonas Hsp40 canónicas capaces de interaccionar con sustratos proteicos y 

de transferirlos a Hsp70 por un mecanismo poco conocido (Baaklini et al. 2012). El 

dominio CTD-I de JDPs de ambas clases contiene un bolsillo hidrofóbico capaz de unir 

péptidos hidrofóbicos (Kampinga et al. 2019; Lee et al. 2002; Li et al. 2003; Yu et al. 

2015) Además, los dominios G/F y ZBD pueden estar involucrados en la interacción con 

sustratos proteicos (Linke et al. 2003; Perales-Calvo et al. 2010). Aunque se desconoce 

la función específica que se esconde tras la homodimerización de las JDPs de Clase A y 

B, se ha descrito que es clave para la nucleación de complejos entre las Hsp40 y las 

Hsp70 en la superficie de los agregados proteicos (Nillegoda et al. 2015).  

 

Dentro de la Clase C, existen proteínas que pueden interaccionar con sustratos, pero 

generalmente sus interactomas son reducidos o, incluso, únicos como por ejemplo en 

el caso de la auxilina, o DnaJC6, que se une a clatrina (Sousa et al. 2016). En otros casos, 

las JDPs de esta familia no se asocian a sustratos y sirven para localizar una Hsp70 en 

un sitio particular de un compartimiento celular. Algunos ejemplos son: DnaJC2 (Zuo1 

de levaduras) que recluta a Hsc70 a los ribosomas (Gautschi et al. 2001), la proteína 

mitocondrial DnaJC19, también llamada Tim14, que recluta a la Hsp70 mitocondrial 

(HspA9) a los sitios de translocación de proteínas a la matriz mitocondrial, y DnaJC23 

(Sec63) un componente del translocón del retículo endoplásmico que se asocia a HspA5 

(Bip) en el lumen para la translocación de proteínas (Craig 2018).  

 

La unión de sustratos a las JDPs tiene una importancia crucial ya que inicia el ciclo 

funcional del sistema Hsp70 (Figura 1.11). La habilidad de las Hsp40 para reconocer los 

fragmentos hidrofóbicos de los sustratos no nativos les permite establecer los 

contactos iniciales con la proteína sustrato, permitiendo después la transferencia de 
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éste a Hsp70, bien por un incremento de la afinidad por los sitios de unión o por un 

incremento en el número de sitios (Misselwitz et al. 1998; Suzuki et al. 2012). Además, 

la interacción de un sustrato con una Hsp40 puede inducir cambios conformacionales 

en este (Rodriguez et al. 2008), que podrían facilitar la unión de Hsp70. 

 

1.4.2.2.- Interacción con Hsp70. 

Numerosos datos bioquímicos sugieren que la unión del dominio J de las Hsp40 al NBD 

de Hsp70 es esencial para la interacción entre ambas chaperonas (Kampinga et al. 2019; 

Kityk et al. 2018). La resolución de la estructura tridimensional por cristalografía de 

rayos X del complejo entre DnaK y el dominio J de DnaJ de E. coli en presencia de ATP 

y Mg2+ ha sido de gran importancia para comprender la interacción y sus consecuencias 

funcionales (Kityk et al. 2018) (Figura 1.14).  

 

En el complejo entre las dos proteínas, DnaK se encuentra en una conformación muy 

similar a la observada anteriormente para la proteína aislada en presencia de ATP y 

Mg2+ (Kityk et al. 2012)(ver Figura 1.11). El dominio J se une a DnaK en la zona formada 

entre el NBD y SBDβ (Figura 1.14). Concretamente, el motivo HPD, conservado 

universalmente, se proyecta hacia el lazo conector de los dominios NBD y SBD de DnaK. 

Varios residuos de la hélice II establecen contactos hidrofóbicos con el conector y con 

el subdominio IIA (Kityk et al. 2018). Por otro lado, el motivo HPD y la hélice III 

interaccionan con residuos del SBDβ de DnaK. Es importante mencionar que todos los 

residuos esenciales involucrados en estos contactos entre las proteínas de E. coli se 

conservan de bacterias a humanos, lo que sugiere que todos los dominios J 

interaccionan de forma similar con su respectiva Hsp70 (Kityk et al. 2018). Usando esta 

superficie de interacción, el dominio J puede detectar la ocupación del sitio de unión 

del sustrato y estimular concomitantemente la hidrólisis de ATP de forma eficaz. 

 

 

Figura 1.14 (página siguiente): Unión del dominio J a Hsp70 en presencia de 

ATP y Mg2+. Estructura del complejo entre DnaK unida a ATP y Mg2+ y el dominio 

J de DnaJ. Los dominios de DnaK se colorean según sigue: NBD en cian oscuro 

(lóbulo I) y cian claro (lóbulo II), lazo conector en amarillo, SBDβ en rojo oscuro, 

SBD en naranja. El dominio J de DnaJ se muestra en violeta (PDB ID 5NRO) y se 

destacan las cadenas laterales del motivo HPD en esferas verdes.  
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Aunque se ha descrito que la interacción con el domino J es suficiente para estimular 

la actividad ATPasa de Hsp70, la formación del complejo entre ambas proteínas para 

llevar a cabo la transferencia y reactivación de polipéptidos desnaturalizados podría 

requerir interacciones adicionales que involucran la región G/F, el CTD-I y el ZFD (este 

último en las Hsp40 de tipo A). La región G/F, rica en residuos hidrofóbicos y situada 

cerca de la región de unión a sustrato de la proteína, podría participar en la interacción 

con dichos polipéptidos (Perales-Calvo et al. 2010). Por otro lado, el CTD-1 de Hdj1 

parece ser esencial en la interacción con el dominio EEVD altamente conservado de 

Hsp70 (Yu et al. 2015), situado en el extremo C-terminal de esta última, importante en 

la regulación de la actividad de ambas chaperonas en el interior celular. Por último, la 

región ZFD I parece ser indispensable para la prevención de la agregación de diferentes 

sustratos en levadura y bacteria (Fan et al. 2005), y ZFD parece estar implicado en la 

transferencia de sustratos a Hsp70 (Baaklini et al. 2012). 

 

 

1.4.3.- Apg2 humana y la familia de chaperonas Hsp110 

Apg2 (HspH2 o HspA4) es una proteína citosólica y nuclear que pertenece a la familia 

de chaperonas Hsp110 en humanos. Otras tres proteínas forman parte de esta familia 

de chaperonas: Hsp105 (HspH1) y Apg1 (HspH3) ubicadas también en el citosol y 

núcleo, además de Grp170 (HspH4) que se localiza específicamente en el retículo 

endoplásmico (Kaneko, Kimura, et al. 1997; Kaneko, Nishiyama, et al. 1997; Matsumori 

et al. 2002; Steel et al. 2004). Hsp105 presenta además dos isoformas: Hsp105α, la cual 
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se expresa de manera constitutiva en el citosol celular, y Hsp105β que se expresa 

preferentemente en el núcleo celular (Saito et al. 2007, 2009). Mientras que Apg2, 

Hsp105 y Grp170 son ubicuas y se expresan en todos los tejidos, Apg1 se encuentra 

mayoritariamente en testículos, cerebro, riñón, hígado, pulmón y bazo (Vos et al. 

2008). La expresión de estas proteínas se encuentra mucho más regulada que la de 

otras chaperonas como Hsp70 o Hsp40. Diversos estudios sugieren que en el 

citoplasma y en el retículo endoplásmico, la concentración de las Hsp110 es entre 7 y 

14 veces inferior a la de Hsp70, respectivamente (Easton et al. 2000; Mattoo et al. 2013) 

De las tres Hsp110 citosólicas, solo la expresión de Hsp105 aumenta moderadamente 

bajo condiciones de estrés térmico (Hageman et al. 2011).  

 

La función mejor conocida de las Hsp110s es la de actuar como intercambiadores de 

nucleótido de Hsp70, una actividad conservada de levaduras a humanos (Andréasson 

et al. 2008, 2010; Dragovic et al. 2006; Rampelt et al. 2012). Además, las tres Hsp110 

citosólicas humanas sinergizan con Hsc70 y DnaJB1 en la reactivación de agregados 

proteicos in vitro (Rampelt et al. 2012), aunque la mayor parte de los estudios se han 

centrado en Apg2 (Gao et al. 2015; Nillegoda y Bukau 2015; Rampelt et al. 2012; Shorter 

2011). Diferentes miembros de Hsp110 humanas co-localizan in vivo con EGFP-

luciferasa en las mismas estructuras o compartimentos subcelulares (Rampelt et al. 

2012). En ratones transgénicos, todas las isoformas de Hsp110 y Hsc70 se asocian de 

manera dependiente de la edad con oligómeros solubles e insolubles de G85R SOD1, 

un mutante de la superóxido dismutasa propenso al plegamiento incorrecto y 

vinculado al desarrollo de esclerosis lateral amiotrófica (ELA) (Wang et al. 2009). 

Además, la adición exógena de Apg1 humana rescata la inhibición del transporte de 

vesículas anterógradas provocada por el mutante G85R SOD1 en axoplasmas de 

calamar (Song et al. 2013), y Hsp105 es capaz de suprimir la agregación de mutantes 

de SOD1 en células en cultivo (Yamashita et al. 2007). En un escenario relacionado, el 

knockout de Hsp110 en ratones provoca la acumulación dependiente de la edad de tau 

hiperfosforilada y la aparición de oligómeros neurofibrilares, ambos efectos 

relacionados con la neurodegeneración en la enfermedad de Alzheimer (Eroglu et al. 

2010). Asimismo, el silenciamiento por ARNi del único gen HSP110 de C. elegans 

promueve la acumulación de agregados de luciferasa y reduce el tiempo de vida de 

especímenes expuestos a choque térmico (Rampelt et al. 2012). En levaduras, la 

regulación de los estados priónicos [PSI+] y [URE3] es dependiente de la actividad 

chaperona de Sse1 (Fan et al. 2007; Kryndushkin y Wickner 2007; Sadlish et al. 2008), 

uno de los dos representantes de la familia Hsp110 en estos organismos. Por otro lado, 

la eliminación de Hsp105 aumenta la sensibilidad de células de mamíferos a varios tipos 

de estrés y dificulta el replegamiento de luciferasa desnaturalizada por calor. En células 
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humanas, Hsp105 facilita el plegamiento y el control de calidad del regulador de la 

conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR), tanto en la etapa inicial 

durante su biosíntesis como en etapas posteriores de maduración postraduccional 

(Saxena et al. 2012). Curiosamente, Hsp105 estabiliza a ΔF508 CTFR, el mutante más 

prevalente responsable de la fibrosis quística, lo que, a su vez, podría mejorar su 

expresión funcional superficial. Sse1 desempeña un papel esencial en el ensamblaje del 

huso mitótico mediante la modulación de la actividad del motor kinesin-5 Cin8 

(Makhnevych et al. 2012). Además, Sse1p participa en la maduración de clientes del 

sistema de chaperonas Hsp70-Hsp90 en levaduras, contribuyendo a la determinación 

de promover el plegamiento o la degradación del sustrato (Mandal et al. 2010). Todos 

estos estudios revelan que las chaperonas Hsp110 son importantes en la gestión de los 

agregados proteicos en el interior celular y el mantenimiento de la homeostasis 

proteica, además de desempeñar posiblemente otras funciones especializadas. 

 

1.4.3.1.- Estructura de las chaperonas Hsp110. 

Las proteínas de la familia Hsp110 constituyen un brazo divergente de la gran familia 

de chaperonas Hsp70 (Easton et al. 2000; Lee-Yoon et al. 1995), presentando gran 

homología a nivel de secuencia y estructura (Oh et al. 1999; Schuermann et al. 2008). 

Al igual que las Hsp70, las Hsp110 se encuentran formadas por un dominio de unión a 

nucleótido (NBD), un dominio de unión a sustrato (SBD), dividido a su vez en 

subdominios α y β, y un lazo conector encargado de unir los dos dominios anteriores 

(Kityk et al. 2012; Liu y Hendrickson 2007; Polier et al. 2008; Schuermann et al. 2008) 

(Figura 1.15A). La comparación de las estructuras tridimensionales de Sse1 de S. 

cerevisiae y de DnaK de E. coli unida a ATP-Mg2+, obtenidas por cristalografía de rayos 

X (Kityk et al. 2012; Liu y Hendrickson 2007), revela la gran similitud estructural entre 

ambas familias de chaperonas (Figura 1.15B).  

 

El alineamiento de las secuencias de algunos componentes de las familias Hsp70 y 

Hsp110 muestran la existencia de varias diferencias destacables (Figura 1.16). Las más 

importantes hacen referencia a la naturaleza del lazo conector que conecta los 

dominios NBD y SBD de la proteína, y a las dos inserciones en su secuencia con respecto 

a de las Hsp70. Por un lado, el lazo conector hidrofóbico de los dominios NBD y SBD, 

muy conservado entre las Hsp70, se reemplaza por una secuencia en la que se alternan 

los residuos polares e hidrofóbicos (Figura 1.16). A pesar de que esta secuencia adopta 
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Figura 1.15: Distribución de dominios y estructura de las chaperonas de la 

familia Hsp110. A, representación esquemática de los dominios de las proteínas 

Sse1 de S. cerevisiae y Apg2 humana. B, estructura de DnaK de E.coli (PDB ID 

4b9q) y Sse1 de S. cerevisiae (PDB ID 2qxl) unidas a ATP y Mg2+. El nucleótido se 

muestra en esferas y los diferentes dominios en lazos: NDB (verde), lazo conector 

(naranja); SBDβ (azul) y SBDα (marrón). Se indica la posición del subdominio 

acídico (AS), no resuelto de Sse1. Figura de Aguado et al. 2015. 

 

una estructura de hoja β en Sse1 que se integra en el subdominio IIA del NBD, muy 

similar a la observada en DnaK (Figura 1.16B), se desconoce las implicaciones 

funcionales de la modificación de este lazo en las Hsp110. Se cree que el carácter polar 

de esta secuencia podría afectar a la comunicación alostérica entre los dominios SBD y 

NBD de la proteína, limitando de esta manera los cambios conformacionales 
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dependientes de nucleótido característicos del ciclo funcional de Hsp70 (Xu et al. 2012). 

Sin embargo, la unión a sustrato en el dominio SBD parece estar controlada por la unión 

a nucleótido en el NBD de la chaperona (Xu et al. 2012). De hecho, se ha descrito que 

el ciclo funcional de Hsp110 podría encontrarse regulado por la transmisión 

bidireccional a través de ambos subdominios, de pequeños cambios de entropía 

derivados de la unión al sustrato o al nucleótido, en el SBD o el NBD de la proteína, 

respectivamente (Stetz y Verkhivker 2015). Por otro lado, destaca la presencia de dos 

extensiones de la secuencia del SBD de las Hsp110 (Figuras 1.15A y 1.16C). La primera 

de ellas consiste en una inserción de una secuencia de longitud variable, poco 

conservada entre las distintas Hsp110, en el SBDβ de la proteína (Figuras 1.15A y 1.16C). 

Esta secuencia presenta una densidad de carga negativa alta debido 

fundamentalmente a su alto contenido en residuos acídicos, por lo que se ha 

denominado como subdominio acídico, abreviado AS (de “acidic subdomain”) en esta 

Tesis. También se caracteriza por un contenido alto en prolinas y glutaminas en las 

Hsp110 humanas. Posiblemente se trate de un subdomino intrínsecamente 

desordenado cuando la proteína se encuentra en forma monomérica y en disolución, 

como se observa en la estructura tridimensional de Sse1 (Figura 1.14B). La segunda de 

las inserciones se sitúa en el extremo C-terminal de la proteína y consiste, en una 

extensión de éste (Figuras 1.15A y 1.16C). A diferencia de lo que ocurre para el AS, esta 

secuencia se encuentra bastante conservada entre las diferentes Hsp110 humanas 

especialmente en su parte inicial (Figura 1.16C).  

 

Figura 1.16 (página siguiente): Alineamiento de secuencias de miembros de las 

familias de chaperonas Hsp70 y Hsp110. A, alineamiento de la secuencia del 

lazo conector entre los dominios NBD y SBD de DnaK de E. coli, Hsc70 (HspA8), 

Hsp70 (HspA1A), Hsp105 (HspH1), Apg1 (HspH3) y Apg2 (HspH2) humanas y 

Sse1 de S. cerevisiae. La numeración corresponde a DnaK y Sse1. B, comparación 

de la estructura del lazo conector (en naranja) de DnaK de E. coli (PDB ID 4b9q) 

y Sse1 de S. cerevisiae (PDB ID 2qxl) en la conformación unida a ATP y Mg2+. El 

NBD y SBD de las dos proteínas están coloreados en verde y azul, 

respectivamente. C, alineamiento de la secuencia correspondiente al SBD 

completo de las proteínas en A. Los residuos idénticos entre todas las proteínas 

se colorean en verde en A y en C, mientras que los residuos conservados solo en 

las Hsp110 se muestran en cian y gris. Los elementos de estructura secundaria 

de DnaK y Sse1 en la conformación unida a ATP se indican mediante flechas 

azules (cadenas β) y rectángulos marrones (hélices α). Los alineamientos se 

realizaron con Clustal Omega. 
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Hasta el momento se desconoce con precisión cuáles son las funciones específicas de 

estas dos regiones que diferencian a las Hsp110 de sus homólogas Hsp70. Tanto el AS 

como el dominio C-terminal están implicados en la localización correcta entre 

citoplasma y nucleo de las isoformas α y β de Hsp105, respectivamente (Saito et al. 

2007, 2009). Una construcción que carece de los últimos 19 residuos del dominio C-

terminal de Sse1p tiene una actividad de intercambio de nucleótidos reducida 

(Dragovic et al. 2006). Sin embargo, la eliminación de los últimos 44 de esta proteína 

no elimina la capacidad de conferir resistencia térmica a células de levadura (Shaner et 

al. 2004). Por otro lado, la eliminación del AS en Hsp105 humana no modifica 

significativamente a su capacidad para prevenir la agregación de un sustrato proteico, 

sin embargo, reduce la actividad replegadora del sustrato desplegado unido a Hsp105 

por el sistema de chaperonas completo (Oh et al. 1999). De acuerdo con estos datos, 

una deleción similar en Sse1p disminuye ligeramente la tasa de replegamiento de un 

sustrato mantenido en una conformación competente de ser plegado, sin modificar la 

interacción con Ssa1p y la actividad de intercambio de nucleótidos (Polier et al. 2008). 

Finalmente, es importante destacar que, aunque las dos regiones divergentes están 

presentes tanto en Hsp110 de levaduras como en proteínas Hsp110 de origen humano 

(y, en general, otros animales), éstas contienen un número de residuos 

significativamente mayor (Figura 1.16C). 

 

1.4.3.2.- Ciclo funcional de Hsp110, hidrólisis de ATP e interacción con sustratos. 

El ciclo funcional de las Hsp110 se ha caracterizado mucho menos que el de las Hsp70. 

A pesar de la estrecha relación que las Hsp110 guardan con las Hsp70, los datos 

publicados hasta la fecha indican que presentan un ciclo funcional diferente. Como se 

ha desarrollado en el punto 1.4.1.4, la funcionalidad de las Hsp70 está basada en la 

alternancia de dos conformaciones marcadamente diferentes: una unida a ATP y otra 

unida a ADP, con baja y alta afinidad por sustratos proteicos, respectivamente. Los 

ciclos a través de estas conformaciones dependen de la comunicación alostérica entre 

los dominios NBD y SBD que responde a la unión e hidrólisis de ATP y sustratos 

proteicos. Al igual que las Hsp70, las Hsp110 son capaces de unir e hidrolizar ATP con 

velocidades similares a las Hsp70 (Raviol et al. 2006). Asimismo, son capaces de 

interaccionar con sustratos proteicos y protegerlos de la agregación (Goeckeler et al. 

2002, 2008; Mattoo et al. 2013; Oh et al. 1997; Wu et al. 2012). En presencia de ATP, la 

afinidad de Sse1 por un péptido se ve reducida considerablemente (Xu et al. 2012), lo 

que puede indicar la existencia de acoplamiento alostérico entre NBD y SBD. Sin 

embargo, esta reducción de afinidad por un péptido no es tan significativa para Hsp110 

humana (Xu et al. 2012), y, por otro lado, la unión de los clientes no estimula la hidrólisis 

de ATP en Sse1 y Apg2 (Goeckeler et al. 2008; Raviol et al. 2006) . Diferentes ensayos 
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directos, como tripsinolisis controlada (Raviol et al. 2006) e intercambio de protón de 

amida acoplado a espectrometría de masas (Andréasson et al. 2008), no muestran 

diferencias conformacionales significativas entre los estados unidos a ATP o ADP de 

varias Hsp110. Estas evidencias sugieren que, si las Hsp110 poseen un mecanismo 

alostérico de comunicación entre NBD y SBD, este no resulta en cambios 

conformacionales marcados tras la unión e hidrólisis de ATP al igual que en las Hsp70.  

 

1.4.3.3.- Interacción con Hsp70 e intercambio de nucleótido. 

La estructura del complejo entre Hsp110 y Hsp70 ha sido resuelta mediante 

cristalografía de rayos X por dos grupos distintos empleando, por un lado, Sse1 y el NBD 

de Ssa1 de levaduras (Polier et al. 2008) y, por otro, Sse1 y un mutante de Hsc70 bovina 

con un SBD parcialmente truncado (Schuermann et al. 2008). En conjunto, ambas 

estructuras son muy similares y muestran como las interacciones más importantes se 

producen entre los NBDs de ambas proteínas, que se enfrentan entre sí 

asimétricamente cara a cara (Figura 1.17 A y B), de modo que se generan contactos 

entre los subdominios IIB y IB, IIA y IA, y IB y IIB de Sse1 y las dos Hsp70s, 

respectivamente. Sse1p se encuentra unida a ATP en la primera estructura del 

complejo y a ADP·BeFx, un complejo organometálico conocido por imitar los efectos 

del ATP (Fei et al. 2014; Ponomarev et al. 1995), en la segunda. La conformación de 

Sse1p es similar a la que posee en solitario (Figura 1.15B), lo que está de acuerdo con 

la falta de grandes cambios conformacionales observada por otras técnicas tras la unión 

de nucleótidos, como se menciona anteriormente.  

 

Los mayores cambios en Sse1 aparecen en su SBDα, que interacciona con el lóbulo II 

del NBD de Hsp70 (Figura 1.17C y D). En la estructura publicada por Schuermann y 

colaboradores se observa como el SBD de Hsp70 se posiciona en proximidad del SBD 

y el AS de Hsp110 (Figura 1.17B). Este último establece contactos con el NBD y el SDB 

de Hsp70 del complejo contiguo en la unidad cristalina, lo que provoca el ordenamiento 

de este segmento de la proteína (Figura 1.17B). Aunque es posible que este efecto sea 

un artefacto debido al empaquetamiento cristalino, no se descarta que pueda jugar un 

rol funcional (Schuermann et al. 2008).  

 

En cuanto a Hsp70, el NBD se encuentra en estado apo en una de las estructuras (Polier 

et al. 2008) (Figura 1.17C), mientras que en la otra está unido a ADP (Schuermann et al. 

2008) (Figura 1.17D). Posiblemente, este segundo complejo Hsp110:Hsp70 capture un 

estado “pre liberación” del ADP, en el que Sse1p induce la apertura del NBD de Hsc70, 
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Figura 1.17 (página siguiente): Estructura del complejo Hsp110:Hsp70. A, 

representación en lazos de la estructura de Sse1 en complejo con el NBD de Ssa1 

en amarillo (PDB ID 3d2e). Los diferentes dominios de Sse1p se muestran en: 

verde, NBD; azul, SBDβ; marrón, SBDα. El ATP unido a Sse1 se muestra en 

esferas. B, estructura de Sse1 en complejo con Hsc70 bovina (PDB ID 3c7n). El 

NBD de Hsc70 se representa en amarillo y el SBD en azul y marrón. Sse1 y los 

nucleótidos se muestran como en A. C y D, vista frontal del NBD de Ssa1 y Hsc70, 

respectivamente. La superficie de Sse1 se muestra en gris.  
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pero el nucleótido todavía no ha sido expulsado (Schuermann et al. 2008). Es 

interesante también que Hsp70 establece contactos con el bolsillo de unión a 

nucleótido de Sse1p, e incluso con el grupo adenina del ATP unido a ésta (Polier et al. 

2008), lo que podría explicar en parte la necesidad de que esta última requiera la unión 

de ATP para formar el complejo (Shaner et al. 2006). La comparación de la estructura 

del NBD de Hsp70 libre unido a ADP con la del estado “pre liberación” unido a ADP y la 

del estado apo, ambas en complejo con Hsp110, revela que la interacción con ésta 

provoca fundamentalmente cambios conformacionales que afectan al subdominio IIB 

de Hsp70 (Figura 1.18). Así, este subdominio de Hsp70 queda atrapado entre el SBDα y 

el flanco del lóbulo IIB del NBD de Sse1p, lo que promueve la rotación de 27º hacia 

afuera con respecto al resto del NBD. En esta conformación, los sitios de unión del 

lóbulo II para la adenosina y los residuos catalíticos y de unión al trifosfato del lóbulo I 

de Hsp70 quedan separados, disminuyendo de esta manera la afinidad por el 

nucleótido y facilitando por lo tanto su liberación. Una vez formado el complejo, este 

queda atrapado cinéticamente y el nucleótido puede eliminarse sin comprometer la 

estabilidad del mismo (Andréasson et al. 2008). 

 
Figura 1.18: Diferencias estructurales en el NBD de Hsp70 libre o en complejo 

con Hsp110. Superposicion de la estructura de los NBDs de: Hsc70 bovina unida 

a ADP en lazos verdes (PDB ID 3hsc); Hsc70 bovina unida a ADP en lazos morados 

y en complejo con Sse1 (PDB ID 3c7n) (por claridad, no se muestran el ADP ni 

Sse1); Ssa1 apo en lazos amarillos y en complejo con Sse1 (PDB ID 3d2e) (la 

superficie de sse1 se muestra en puntos grises).  
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1.4.3.4.- El papel de Hsp110 en la reactivación de agregados proteicos. 

Aún no se comprende completamente el rol preciso que las proteínas Hsp110 

desempeñan en la reactivación de agregados proteicos en metazoos. Se ha observado 

que la interacción entre Apg2 y Hsc70 es esencial para que se de reactivación y que 

Apg2 juega un papel catalítico, dado que es especialmente eficaz a concentraciones 

subestequiométricas con respecto a Hsc70 (Rampelt et al. 2012). Además, la capacidad 

de potenciar la reactivación de agregados no depende de la actividad ATPasa de Apg2 

(Rampelt et al. 2012), o la capacidad de Sse1 de unir sustratos proteicos (Garcia et al. 

2017). Estos hechos son compatibles con una actividad de Apg2 como factor de 

intercambio de nucleótidos de Hsc70.  

 

A diferencia de estos resultados, Hsp105α humana puede replegar agregados en 

colaboración con Hsp40 de una forma dependiente de ATP (Mattoo et al. 2013). Sin 

embargo, en este estudio se emplean cantidades estequiométricas de Hsp110 que para 

otros sustratos resultan inhibitorias (Rampelt et al. 2012). Esta contradicción está 

posiblemente relacionada en parte con el tipo de sustratos agregados empleados 

(Nillegoda y Bukau 2015). En cualquier caso, si la función de Hsp110 se limita a actuar 

como NEF, ¿por qué otras proteínas humanas con actividad NEF, como Bag1 (Rg et al. 

1997) ,no pueden facilitar la reactivación de agregados proteicos (Rampelt et al. 2012)?. 

Un factor importante es que se desconoce como Apg2, u otras Hsp110, interacciona 

con los agregados y si la interacción con los sustratos extraídos es necesaria durante el 

replegamiento. Es posible que el proceso de reactivación de agregados requiera la 

actividad chaperona de Apg2. Otra posibilidad para explicar el papel exclusivo de 

Hsp110 en la actividad desagregasa es que la arquitectura del complejo formado por 

las chaperonas en la superficie del agregado podría permitir preferentemente la 

interacción de Hsp110 con Hsp70, imponiendo restricciones estéricas sobre otras 

proteínas NEF (Nillegoda y Bukau 2015).  

 

Finalmente, es importante destacar aquí que el sistema de levadura formado por Ssa1 

(Hsp70), Ydj1 (Hsp40) y Sse1 (Hsp110), homólogo a la combinación de 

Hsc70/DnaJB1/Apg2 humanas, tiene una actividad desagregasa prácticamente nula 

(Rampelt et al. 2012). Así, la pregunta que subyace es ¿qué diferencia a Apg2 humana 

y Sse1 de levadura? Nuestros análisis de la secuencia y la estructura, mostrados en el 

apartado 4.3.1, revelan que las mayores diferencias se encuentran en al AS y la 

extensión C-terminal de la proteína. Es, por tanto, de especial interés caracterizar el 

papel de estos dominios divergentes en la actividad de Apg2 y como contribuyen al 

proceso de reactivación de agregados proteicos por el sistema Hsc70.
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2. OBJETIVOS 

 

Los objetivos planteados en la presente Tesis son: 

 

1.- Estudiar el papel de Apg2 (HspH2) humana en la regulación de la actividad 

chaperona de Hsc70 (HspA8), en especial en el proceso de reactivación de agregados 

proteicos. 

 

2.- Determinar el efecto de los dominios divergentes de Apg2 (AS y la extensión C-

terminal) en la formación del complejo con Hsc70. 

 

3.- Caracterizar la función desempeñada por los dominios divergentes de Apg2 en la 

actividad replegadora del sistema de chaperonas. 
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3.1. CULTIVOS CELULARES. 

 

3.1.1. Cepas bacterianas. 

En la siguiente tabla se resumen las cepas de E. coli utilizadas en esta Tesis. 

 

Tabla 3.1. Cepas derivadas de E. coli empleadas en esta Tesis para la sobrexpresión 

de proteínas. 

CEPA GENOTÍPO REFERENCIA 

 

DH5α 

 

F- supE44 DlacU169(f80lacZDM15) hsdR17 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 

 

(Grant et al. 1990) 

 

XL1-Blue 

endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac 

glnV44 F'[ ::Tn10 proAB+ lacIqΔ(lacZ)M15] 

hsdR17(rK-mK+) 

 

(Bullock WO et al. 

1987) 

 

BL21 (DE3) 

 

 

F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3) 

 

(Studier y Moffatt 

1986) 

BL21 

CodonPlus 

(DE3) RIPL 

F–ompT hsdS(rB– mB–) dcm+ Tetr galλ(DE3) 

endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuW 

Strep/Specr] 

Stratagene 

Rosetta 

(DE3)pLysS 

F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) 

pLysSRARE (CamR) 
(Novy et al. 2001) 

 

XL1-Blue y DH5α: En estas cepas han sido desactivados los genes que degradan ADN 

no metilado como, por ejemplo, los productos de PCR. También carecen de otras 

enzimas como las endonucleasas. Estas características les proporcionan la habilidad de 

aceptar ADN exógeno con mayor eficacia, por lo que son cepas comúnmente 

empleadas en las transformaciones. 

 

BL21(DE3): Esta cepa utiliza la polimerasa del fago T7 para la sobrexpresión de grandes 

cantidades de proteína recombinante codificadas en plásmidos con promotores de este 

fago. La cepa lleva insertado el lisógeno del fago λ DE3 cuyo gen int está interrumpido 

por el gen lacI, el promotor lacUV5, el inicio del gen lacZ y el gen de la RNA polimerasa 

del fago T7.  

 

BL21 Rosetta(DE3) pLysS: A parte de contener las características propias de BL21 (DE3), 

esta cepa está diseñada para mejorar la expresión de proteínas eucariotas, ya que 
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contiene ARNt para codones poco comunes en E. coli (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, CGA). 

Además, expresan la lisozima de T7, un inhibidor de la T7 RNA polimerasa que previene 

su expresión basal en cultivos no inducidos con IPTG. 

 

BL21 CodonPlus (DE3)-RIPL: Al igual que las Rosetta, contiene tRNAs para codones poco 

comunes en E. coli (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC). Contienen también las características 

de la cepa BL21(DE3). 

 

3.1.2. Medios de cultivo, selección y conservación.  

Los cultivos líquidos se realizaron en el medio Luria-Bertani (LB) (Mamiatis et al. 1985) 

(10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl por litro de cultivo) (LB 

broth, Miller. Sigma-Aldrich). Para obtener medios de cultivo selectivos se añadieron 

los antibióticos sobre el LB previamente autoclavado a 120ºC durante 20 min: 

ampicilina a 100 µg/ml y cloranfenicol a 35 µg/ml (solo para BL21 Rosetta (DE3) pLys y 

BL21 CodonPlus (DE3)-RIPL). La sobrexpresión de las proteínas clonadas se indujo 

añadiendo la concentración adecuada de IPTG en cada caso. 

 

Los cultivos en medio sólido se realizaron sobre medio LB-Agar (medio LB con un 2% 

(p/v) de agar) (Agar. Sigma-Aldrich) al cual tras ser autoclavado, se le añadieron los 

antibióticos a las mismas concentraciones que para los cultivos líquidos, para 

finalmente dejarlo enfriar y solidificar. 

 

Todas las cepas empleadas se conservaron en glicerol al 40 % (v/v) a -80 ºC. Para ello, 

se resuspendió 1 ml de cultivo saturado (crecido durante toda la noche) en 1 ml de 

glicerol al 80 % (v/v). 

 

 

3.2. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

Gran parte de las proteínas utilizadas en este trabajo se han obtenido mediante 

técnicas de Biología Molecular. Estas técnicas permiten la extracción, manipulación y 

modificación del ADN codificante (cADN) de las proteínas de interés, para su posterior 

introducción en células, en nuestro caso E. coli, para su sobrexpresión y purificación. 

 

3.2.1. Extracción del ADN plasmídico 

Los plásmidos son moléculas de ADN extracromosómico, circulares y de pequeño 

tamaño presentes normalmente en especies bacterianas, que se caracterizan por 

replicarse y transmitirse de forma independiente al ADN cromosómico. Tienen su 

propio origen de replicación y no son necesarios para la viabilidad celular. Además, 



Materiales y Métodos 

 57 

pueden contener genes que permiten su auto transferencia entre células por 

conjugación bacteriana, y/o que confieren a la célula capacidad para sobrevivir bajo 

condiciones especiales como, por ejemplo, genes que confieren resistencia a 

determinados antibióticos. 

 

Para la extracción del ADN plasmídico, se empleó el kit comercial ATPTM Plasmid Midi 

Kit (ATPbiotech Inc, Teipei, Taiwan). Este kit permite la extracción de ADN mediante un 

proceso de lisis alcalina y su posterior purificación mediante columnas de intercambio 

aniónico. Dependiendo de la cantidad y pureza requeridas en cada caso, se usaron las 

versiones MINI o MIDI, siguiendo para ello las instrucciones indicadas por el fabricante. 

 

3.2.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La técnica de PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) permite clonar y amplificar 

rápidamente fragmentos pequeños de ADN. El método, desarrollado por Kary B. Mullis 

en 1983, por el cual se le concedió el Nobel de Química en 1993, supuso una revolución 

para la investigación biológica puesto que permitía la obtención in vitro, de una gran 

cantidad de copias de ADN a partir de fragmentos específicos del mismo. La idea es la 

utilización de un mecanismo similar al que tiene lugar en el interior celular para llevar 

a cabo la replicación de ADN: la doble hebra es separada para que la enzima ADN 

polimerasa pueda realizar una copia de cada hebra a partir de su extremo 3’, usando 

para ello la hebra original como molde, dos oligonucleótidos cebadores que hibridan 

en los extremos del gen o fragmento del gen a amplificar y desoxirribonucleótidos 

trifosfato (dNTPs). Todo ello llevado a cabo en un medio químico adecuado que asegure 

las condiciones óptimas para el buen desarrollo de la reacción enzimática. Para llevar a 

cabo el mismo proceso in vitro, la PCR tiene 3 fases (Figura 3.1): 

 

1. Desnaturalización: se induce la separación de la doble hebra del ADN molde al 

elevar la temperatura a 90-95º C durante 30 segundos. 

2. Hibridación: la temperatura desciende a una cercana a la temperatura de 

desnaturalización (Tm) de los cebadores para permitir su unión a las hebras del 

ADN molde separadas y evitar cualquier tipo de interacción inespecífica. 

3. Polimerización o elongación: se aumento la temperatura a 72 ºC para inducir 

la síntesis del ADN por la ADN polimerasa. Cada ciclo de PCR se completa en 

pocos minutos dependiendo de la longitud del fragmento a copiar y la 

velocidad de síntesis de la polimerasa (103 bases/min para PfuTurbo). 

El resultado es la duplicación de la secuencia diana delimitada por la pareja de 

cebadores específicos utilizada. Puesto que cada nueva copia generada sirve también 

como molde para los siguientes ciclos, la replicación es exponencial. De esta manera, 
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al final de n ciclos, el número de copias de ADN por cada molécula será de 2n, 

obteniéndose durante una reacción de PCR típica, millones de copias de ADN en menos 

de 3 horas. Las PCRs se realizaron en un termociclador Mastercycler gradient 

(Eppendorf, Hauppage, NY, EEUU) según la tabla 3.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Esquema de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se 

detallan las tres principales fases que tienen lugar durante cada ciclo de 

replicación de las hebras de ADN.  

 

Tabla 3.2. Cantidades de cada componente empleado para la PCR por cada 100 µl de 

reacción 

 

 

 

Componente Concentración final Especificaciones Casa 

comercial 

PfuTurbo DNA 

polimerasa 

0,025 U/µl Enzima polimerasa Agilent 

dNTPs 250 µM de cada 

uno 

Adenina, Guanina, 

Citosina y Timina 

Sigma-Aldrich 

Oligo R 0,5 µM Cebador para el extremo 

3’ 

Eurofins 

Oligo F 0,5 µM Cebador para el extremo 

5’ 

Eurofins 

DNA molde 1 ng/µl Fragmento de DNA que 

se quiere amplificar 

 

10x PCR Buffer 1x 100 mM Tris-HCl, pH 8,3 

500 mM KCl 

15 mM MgCl2 

0,01% gelatina 

Agilent 

Desnaturalización 

Hibridación 

Elongación 
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3.2.2.1. Mutagénesis dirigida utilizando PCR. 

La PCR es una técnica muy valiosa para la generación de proteínas mutantes mediante 

la modificación (adición, eliminación o sustitución puntual de nucleótidos) de sus ADNs. 

En los últimos años, se han publicado diferentes estrategias diseñadas para optimizar 

el número de fases y el tiempo requerido para la inserción de estas mutaciones. En esta 

Tesis se ha llevado acabo el método Quickchange II Site Directed Mutagenesis 

(Stratagene, La Jolla, California, EEUU) (Figura 3.2) para la generación de diferentes 

mutantes de sustitución de las chaperonas bajo estudio. Este método requiere la 

utilización de una pareja de oligonucleótidos cebadores que contienen la mutación 

deseada. La Pfu Turbo ADN polimerasa copia las dos cadenas de ADN utilizando estos 

oligonucleótidos, generando así los plásmidos que contienen dicha mutación. Estos 

plásmidos son mellados y por lo tanto no aptos como plantilla para posteriores 

replicaciones, por lo que no pueden amplificarse. Por esta razón, este tipo de PCR es 

lineal y no exponencial, y la producción de ADN es relativamente baja. Después, la 

hebra parental de ADN es eliminada específicamente con el enzima de restricción DpnI, 

una endonucleasa que degrada ADN metilado o hemimetilado (5’-Gm6ATC-3’). El 

producto de PCR obtenido es introducido finalmente en células XL1-blue o DH5α 

mediante electroporación, para su conservación y posterior extracción. Las mutaciones 

deseadas fueron comprobadas mediante secuenciación. 

 

Los oligonucleótidos cebadores deben cumplir los siguientes requisitos: 

 

- Ambos deben contener la mutación deseada y alinear en la misma secuencia 

de la cadena opuesta del plásmido. 

- Deben incluir entre 25 y 45 bases, y una Tm ≥ 78ºC. La utilización de cebadores 

de más de 45 bases podría generar estructuras secundarias que afectarían a la 

eficacia de la reacción. Para calcular dicha Tm, se emplea la siguiente ecuación: 

 

Tm= 81,5 + 0,41 (% GC) - 675/N - % desemparejamiento 

donde:  

 N es la longitud del cebador en bases. 

 G y C son guaninas y citosinas, respectivamente 

 Los valores de % GC y % desemparejamiento son números 

enteros. 

- La mutación deseada debe encontrarse en el medio del cebador, flanqueada 

por alrededor de 5 y 10 bases correctas a ambos lados de la misma. 

- Como mínimo, el contenido en CG debe ser del 40% y terminar con una o más 

bases C o G. 
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Figura 3.2: Esquema del método Quickchange Site Directed Mutagenesis 

(Stratagene, La Jolla, California, EEUU). Se llevó a cabo la estrategia de 

mutagénesis dirigida para el diseño de mutantes puntuales de varias de las 

proteínas clonadas en esta Tesis.  

 

La reacción de amplificación se llevó a cabo en un termociclador Mastercycler gradient 

(Eppendorf, Hamburg, Germany), según se especifica en la Tabla 3.4. Se realizó un ciclo 

inicial de desnaturalización a 95 ºC durante 4 minutos, tras el cual, se llevaron a cabo 

15 ciclos compuestos por tres fases cada uno de ellos: fase de desnaturalización (95 ºC, 

1min), fase de hibridación (60ºC, 1min) y fase de extensión o elongación (68 ºC, 

1min/kb). Una vez finalizado el proceso, la muestra se incubó a 4 ºC. Las muestras 

resultantes se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (apartado 3.2.5.) y las que 
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contenían las bandas deseadas amplificadas, se trataron con DpnI a 37 ºC durante 2h. 

Finalmente, se transformaron las células electrocompetentes con estos productos de 

PCR para su mantenimiento, y posterior purificación de las proteínas mutantes 

diseñadas. 

 

Tabla 3.3. Cantidades de cada componente empleado para la PCR por cada 100 µl de 

reacción 

 

3.2.3. Digestiones de ADN con enzimas de restricción 

Para realizar los clonajes de los mutantes empleados en esta Tesis, se emplearon 

endonucleasas de restricción obtenidos de New England BioLabs. Hertfordshire, Reino 

Unido. Los vectores y los genes amplificados se cortaron con los enzimas adecuados 

para cada caso (Tabla 3.6), usando el tampón adecuado para cada caso y respetando la 

temperatura y el tiempo de incubación recomendados por el fabricante. Los 

fragmentos deseados fueron purificados por electroforesis en gel de agarosa y 

extracción de banda mediante el Kit extracción de ADN a partir de geles de agarosa 

(Millipore).  

 

 

 

 

Componente Concentración 

final 

Especificaciones Casa 

comercial 

PfuTurbo DNA 

polimerasa 

0,04 U/µl Enzima polimerasa Agilent 

dNTPs 250 µM de cada 

uno 

Adenina, Guanina, 

Citosina y Timina 

Sigma-Aldrich 

Oligo R 0,5 µM Cebador para el extremo 

3’ 

Eurofins 

Oligo F 0,5 µM Cebador para el extremo 

5’ 

Eurofins 

DNA molde 0,2 ng/µl Fragmento de DNA que se 

quiere mutar y amplificar 

- 

10x PCR Buffer 1x 100 mM Tris-HCl, pH 8,3 

500 mM KCl 

15 mM MgCl2 

0,01% gelatina 

Agilent 
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3.2.4. Ligación 

Las ligaciones entre los vectores y los correspondientes insertos, se llevaron a cabo 

utilizando la ADN ligasa del bacteriófago T4 (Stillman et al., 1982)(New England Biolabs, 

Hertfordshire, Reino Unido) a una concentración final de 20 U/µl, y una relación molar 

vector:inserto de 1:10. Las reacciones se incubaron durante la noche a 16 ºC en el 

tampón proporcionado por la misma casa comercial. 

 

3.2.5. Electroforesis de ADN 

La electroforesis de ADN es una técnica analítica usada para separar diferentes 

fragmentos de ADN en función de su tamaño a través de los poros de un gel de agarosa. 

Debido a la carga neta negativa de los grupos fosfato a un pH superior a 5, la aplicación 

de un campo eléctrico permite que las moléculas de ADN migren hacia el polo positivo. 

Dada la relación carga/masa igual para todos los fragmentos lineales de ADN, la 

velocidad de migración de estas moléculas pasa a depender únicamente de su tamaño. 

De este modo, los fragmentos más pequeños realizan más recorrido en un mismo 

tiempo y quedan más cerca del ánodo. Una vez finalizada la electroforesis, el gradiente 

de fragmentación es analizado.  

 

Para la preparación de los geles, se utilizaron disoluciones de agarosa (al 0,8 o 1 %) en 

tampón TAE (Tris-HCl 40 mM (pH 8.0), ácido acético al 1,1 % (v/v), EDTA 1 mM), a las 

que se añadió SYBR-Safe (Invitrogen) a una concentración final de 1:10000 (v/v), para 

la visualización de los fragmentos de ADN. Las muestras de ADN se prepararon en 

tampón de carga (azul de bromofenol 0,25 % (p/v) y glicerol 30 % (v/v)) y se cargaron 

en el gel. La posterior electroforesis se realizó a 100 voltios en tampón TAE y los 

fragmentos de ADN se analizaron en un transiluminador ultravioleta (Vilber, Lourmat, 

Francia). 

 

3.2.6. Cuantificación de ADN 

Para la cuantificación de ADN, se utilizó el NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), un 

espectrofotómetro de espectro total (220-750nm) que mide concentraciones de 

proteína y ácidos nucleicos con gran exactitud y reproducibilidad, utilizando para ello 

volúmenes de muestra muy pequeños (entre 1 y 4 µl). Además, a diferencia del 

espectrofotómetro estándar en el que el paso óptico es de 10 mm, el NanoDrop utiliza 

pasos ópticos de 0,2 y 1 mm, pudiéndose de este modo medir muestras hasta 50 veces 

más concentradas que en cubetas estándar. Para medir la concentración de los ácidos 

nucleicos, se siguen las siguientes equivalencias:  
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1 unidad de absorbancia (260nm) = 50 µg/ml ADN de doble hebra, o 33 µg/ml 

ADN de hebra simple. 

 

3.2.7. Transformación por electroporación 

La electroporación implica la aplicación de corriente eléctrica a células, para crear poros 

transitorios en sus membranas celulares y permitir así mediante efecto electroforético, 

la entrada de las moléculas de ADN cargadas negativamente a su interior. La 

preparación de células E. coli electrocompetentes se realiza eliminando todas las sales 

del medio mediante sucesivos lavados, asegurándose de este modo de que la corriente 

eléctrica no se transmita a través del medio. La electroporación se lleva a cabo a 4 ºC 

para minimizar el daño por calor. La eficiencia del método es del orden 109-1010 

colonias transformadas por g de ADN. 

 

Las células electrocompetentes se prepararon creciendo un cultivo de 10 ml en medio 

LB hasta saturación, que se empleó después como inóculo para un cultivo de 500 ml. 

Tras alcanzar una OD600 de 0,5, se enfrió dicho cultivo en hielo durante 20 minutos y se 

centrifugó durante 15 minutos a 8000 rpm en un rotor Beckman JLA-9.1000 a 4 ºC. El 

sedimento se resuspendió en 500 ml de una disolución de glicerol 10 % (v/v) y se repitió 

el ciclo de centrifugación. El nuevo sedimento se resuspendió en 20 ml de la misma 

disolución de glicerol y se volvió a centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente, 

las células se resuspendieron en 3 ml de disolución de glicerol al 10 % (v/v) y se 

almacenaron a -80 ºC en alícuotas de 50 µl. 

 

Para la electroporación de las células electrocompetentes, 50 µl de las células se 

mezclaron con 1-4 µl del plásmido correspondiente en cubetas de electroporación de 

2mm de paso (BioRad, Hercules, California, EEUU) previamente enfriadas a 4 ºC. Los 

parámetros del electroporador Xcell (BioRad, Hercules, California, EEUU) se ajustaron 

a 2.5 kV, 25 uV y 200 Ω y la cubeta fue sometida a un pulso de 4-5 ms. Después, las 

células se diluyeron en 1 ml de cultivo LB enfriado previamente a 4 ºC, y se incubaron 

a 37 ºC durante 30 min. Finalmente, se sembraron 50 µl de estas células cuando se 

electroporaron plásmidos superenrrollados o el cultivo completo obtenido por 

centrifugación a 8.000 rpm durante 10 min a 4ºC en el caso de ligaciones, en placas de 

LB-agar preparadas con los antibióticos correspondientes y se incubaron toda la noche 

a 37 ºC. 

 

3.2.8. Transformación por cloruro de calcio 

Para la transformación con CaCl2 se utilizó una modificación del método descrito por 

Cohen y colaboradores (Cohen et al. 1972)  Se cultivaron células de E. coli durante toda 
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la noche hasta alcanzar la saturación en medio LB. Se realizó una dilución (1/20) de la 

suspensión celular y se cultivó hasta una densidad óptica de 0,3 a 700 nm. Las células 

se pusieron en hielo y se centrifugaron 4 ml del cultivo durante 10 minutos a 8.000 rpm 

a 4 ºC. El sedimento se resuspendió en 1 ml de una disolución estéril y fría de CaCl2 100 

mM, y se mantuvo en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se centrifugó durante 

1 minuto a 8.000 rpm a 4 ºC, se eliminaron 900 µl del sobrenadante y se resuspendieron 

las células en los 100 µl de CaCl2 restantes. 

 

Para la transformación se añadieron 50 µl de las células obtenidas sobre 2 µl de ADN 

plasmídico obtenido de ligación o de una extracción de cultivo bacteriano. Se 

homogenizó la mezcla y se mantuvo en hielo durante 15 minutos. A continuación, se 

efectuó un choque térmico a 42 ºC durante 1 minuto y 30 segundos. Inmediatamente, 

se añadieron 500 µl de medio LB y se incubó durante 45 minutos a 30ºC. Finalmente, 

las células se centrifugaron durante 1 minuto a 8.000 rpm a temperatura ambiente y 

se resuspendieron en 100 µl de LB para sembrarlas en placas de LB-agar con el 

antibiótico adecuado. Se incubaron durante toda la noche en una estufa a 37ºC. 

 

3.3. CLONAJE Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

En esta Tesis se han empleado por primera vez en nuestro laboratorio las siguientes 

chaperonas humanas: Apg2 (HspA4) de la familia Hsp110, Hsc70 (HspA8) de la familia 

Hsp70, DnaJB1, de la familia Hsp40. También se han generado diversos mutantes de 

deleción y puntuales de alguna de ellas tal y como se detalla en la Tabla 3.5. Para ello, 

se han diseñado y optimizado diferentes protocolos de purificación de dichas proteínas. 

Asimismo, se han utilizado también otras proteínas y péptidos a modo de sustrato 

durante los diferentes experimentos de este trabajo.  

 

 

3.3.1. Clonaje de las proteínas y de sus mutantes 

Las chaperonas humanas generadas durante la realización de esta Tesis y sus mutantes 

(Tabla 3.5) fueron clonadas en el plásmido pE-Sumo Pro (LifeSensors Inc. Malvern). En 

este plásmido, la proteína de interés se clona fusionada en su N-terminal a una etiqueta 

de 6 histidinas y la proteína SUMO de levaduras (Smt3). SUMO mejora la sobrexpresión 

y solubilidad de proteínas eucariotas recombinantes en sistemas bacterianos, y puede 

ser posteriormente eliminada con facilidad de la proteína de interés, mediante su 

proteólisis con la proteasa Ulp1. Además, la cola de histidinas que posee en su amino 

terminal permite la purificación de la proteína fusionada mediante cromatografía de 

afinidad en columnas quelantes de Ni2+.  
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TABLA 3.4. Las chaperonas y los mutantes clonadas en esta Tesis.  

PROTEINA OBTENCIÓN DESCRIPCIÓN 

Apg2 

 

Purificación 

recombinante 

Hsp110 humana 

Apg2AS 

 

Purificación 

recombinante 

Mutante de eliminación del dominio AS 

(residuos 502-569) 

Apg2ΔC Purificación 

recombinante 

Mutante de eliminación de la extensión en el C- 

terminal (residuos 702-840). 

Apg2-D7S 

 

Purificación 

recombinante 

Mutante puntual deficiente en actividad 

ATPasa. 

Hsc70 

 

Purificación 

recombinante 

Hsp70 humana constitutiva 

Hsc70-T204A 

 

Purificación 

recombinante 

Mutante puntual deficiente en actividad 

ATPasa.  

Hsc70-V438F 

 

Purificación 

recombinante 

Mutante puntual que presenta una unión 

deficiente a sustratos proteicos 

Hsc70Strep Purificación 

recombinante 

Fusión de una cola de streptavidina al extremo 

C-terminal  

70-NBD Purificación 

recombinante 

Dominio NBD de Hsc70 (residuos 1 a 384)  

70-NBDStrep Purificación 

recombinante 

Dominio NBD de Hsc70 fusionado a una cola de 

streptavidina C-terminal 

DNAJB1 Purificación 

recombinante 

Hsp40 humana 

 

Las proteínas se clonaron completas desde el residuo deseado (generalmente la M1) 

en el plásmido pE-SUMO mediante oligonucleótidos y técnicas de Biología Molecular 

como se detalla en la Tabla 3.6. En el caso de Apg2 y de sus mutantes fue necesaria la 

inserción de la secuencia GAGA en su extremo N-terminal ya que, debido posiblemente 

a problemas de accesibilidad, la proteasa Ulp1 era incapaz de acceder a la secuencia 

diana. 

 

También se emplearon otras proteínas y un péptido de origen comercial (Tabla 3.7), así 

como la proteasa Ulp1 que se produjo en el laboratorio por expresión recombinante a 

partir de un plásmido cedido generosamente por el Dr. Guillermo Montoya. 
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TABLA 3.5. Clonaje de las proteínas utilizadas en esta Tesis. Se detallan los oligos y los 

enzimas de restricción utilizados para el clonaje de cada una de las proteínas. 

PROTEÍNA OLIGONUCLEÓTIDOS CLONAJE 

Apg2 
 

HG2FESP2F 
ATCGTCTCAAGGTGGAGCGGGTGCGTCGGTGGTGGGC 
HG2R 
GCTCTAGATCAATCAATGTCCATTTCAGGAAG 

Inserto:   BsmBI + XbaI 
pE-SUMO pro:  BsaI 

Apg2ΔAS HG2FESP2F 
ATCGTCTCAAGGTGGAGCGGGTGCGTCGGTGGTGGGC 
HG2DLRa 
ATGGTCTCAGCAGACTTGTGAACCTCCAC 
HG2DLFb 
ATGGTCTCACTGCAAAAGTGAAGACCAGTAC 
HG2R 
GCTCTAGATCAATCAATGTCCATTTCAGGAAG 

Inserto: 
Fragmento a: BsaI 
Fragmento b: BsmBI/XbaI 
pE-SUMO pro: BsaI 
 

Apg2ΔC HG2FESP2F 
ATCGTCTCAAGGTGGAGCGGGTGCGTCGGTGGTGGGC 
HG2DCR 
GCTCTAGATCATTCTTCAAATAATTTTGGTCG 

Inserto:   BsmBI/XbaI 
pE-SUMO pro:  BsaI 

Apg2-D7S 

 
HG2D7SF  
CTCTGGAAGCCCAGGCTTATGCCCACCACC 
HG2D7SR  
GGTGGTGGGCATAAGCCTGGGCTTCCAGAG 

Quickchange  

Hsc70 
 

HC70F 
ATCGTCTCAAGGTATGTCCAAGGGACCTGC 
HC70R 
GCTCTAGATTAATCAACCTCTTCAATGG 

Inserto:   BsmBI/XbaI 
pE-SUMO pro:  BsaI 

Hsc70-T204A 
 

C70T204AF 

GACCTGGGAGGTGGCGCTTTTGATGTGTCAATC 

C70T204AR 

GATTGACACATCAAAAGCGCCACCTCCCAGGTC 

Quickchange 

Hsc70-V438F Gen obtenido por síntesis  

Hsc70Strep HC70F 
HC70STREPR 
GCTCTAGATCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAGC
GCTATCAACCTCTTCAATGG 

Inserto:   BsmBI/XbaI 
pE-SUMO pro:  BsaI 

70-NBD HC70F 
HC70NBDR 
GCTCTAGATTACTTGTCTCCAGACAAGATG 

Inserto:   BsmBI/XbaI 
pE-SUMO pro:  BsaI 

70-NBDStrep 
 

HC70F 
HC70NBDSR 
GCTCTAGATCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAG
CGCTCTTGTCTCCAGACAAGATG 

Inserto:   BsmBI/XbaI 
pE-SUMO pro:  BsaI 

DNAJB1 HJ1F 
ATCGTCTCAAGGTATGGGTAAAGACTACTACC 
HJ1R 
GCTCTAGACTATATTGGAAGAACCTGC 

Inserto:   BsmBI/XbaI 
pE-SUMO pro:  BsaI 
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TABLA 3.6: Otras proteínas empleadas en esta Tesis.  

PROTEINA OBTENCIÓN DESCRIPCIÓN 

Ulp1 Purificación 

recombinante 

Proteasa específica para la eliminación de la 

etiqueta SUMO  

Luciferasa 

 

Roche Substrato para ensayos de replegamiento 

Glucosa-6-

Fosfato 

Deshidrogenasa 

Sigma-Aldrich Sustrato empleado en los ensayos de 

reactivación proteíca 

Lactato 

Deshidrogenasa 

Roche Componente del sistema de regeneración de 

ATP 

Piruvato Kinasa Roche Componente del sistema de regeneración de 

ATP 

Péptido FT7: 

FYQLALT 

Proteogenix Sustrato empleado en los ensayos de unión  

 

 

3.3.2. Purificación de las chaperonas. 

Se siguió un protocolo de purificación general y común a todas las chaperonas clonadas 

en el plásmido pE-SUMO pro. Para ello se crecieron preinóculos de células de E. coli 

transformadas con el pásmido correspondiente hasta saturación en cultivos de 25 ml 

de medio LB, durante toda la noche a 37 ºC, en presencia de los antibióticos ampicilina 

y cloranfenicol (100 µg/ml y 35µg/ml, respectivamente). Después, los preinóculos se 

diluyeron 1:50 en matraces de 600 ml de LB y se incubaron a la temperatura deseada 

hasta alcanzar la fase exponencial (OD600 de 0,6). En este momento, se indujo la 

sobreexpresión de la proteína mediante la adición de NaCl 0,3 M y de IPTG 0,1 mM, en 

agitación continua, a diferentes temperaturas y tiempos para cada una de las 

chaperonas. 

 

Las células se recogieron por centrifugación (10 minutos, 8.000 x g, rotor Beckman JLA 

9.1000) y se resuspendió el sedimento en tampón de lisis: Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 

350 mM, Imidazol 10 mM, TCEP 1 mM, sacarosa 20%, glicerol 5% (v/v), Triton x-100 

0,2%, PMSF 1 mM y 1 pastilla del inhibridor de proteasas cOmplete EDTA-free (Roche) 

por cada 50 ml. A continuación, se rompieron las células por ultrasonidos (3 ciclos de 

20 s por cada 50 ml de muestra, con intervalos de 30 s para enfriar la muestra) en baño 

de hielo en un MSE Soniprep 150 (MSE, Leicestershire, Reino Unido). Se ultracentrifugó 

el lisado celular durante 30 minutos a 35.000 rpm y 4 ºC en un rotor Beckman 70.38 y 
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el sobrenadante se cargó en la columna HisTrapTM Fast Flow, GE Healthcare de 5 ml 

equilibrada en tampón A1 (Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM, Imidazol 10 mM (pH 

8), TCEP 1 mM y glicerol 5 % (v/v)). Tras el lavado de la muestra con un volumen de 

columna de tampón A2 (Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 1 M, Imidazol 10 mM (pH 8), TCEP 

1 mM y glicerol 5% (v/v)) y reequilibrado en tampón A1, se eluyó la proteína con 50 ml 

de tampón B (Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM, Imidazol 400 mM, TCEP 1 mM, 

glicerol 5% (v/v)). Las fracciones que contenían la proteína deseada fueron identificadas 

por electroforesis desnaturalizante. Se añadió Ulp1 (1,2 mg) a las fracciones 

seleccionadas para eliminar la etiqueta His6-SUMO, y se dejaron dializando a 4ºC contra 

el tampón A1 a 4ºC, durante toda la noche. Al día siguiente, la preparación proteica se 

volvió a pasar por la columna HisTrapTM Fast Flow recogiendose la fracción no pegada 

a la columna, tras la proteólisis de la etiqueta His6-SUMO. Por último, la proteína se 

dializó contra el tampón C (Hepes-KOH 25 mM, pH 7,6, KCl 100 mM, DTT 2 mM y glicerol 

10% (v/v)), se concentró (Amicon Ultra-15, membrana PLQK Ultracel-PL) (MercK KGaA, 

Darmstadt, Alemania), se alicuotó, se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a -

20ºC. 

 

3.3.2.1. Características particulares de la purificación de Apg2, Hsc70 y DnaJB1 

A continuación, se detallan las células, tiempos y temperaturas empleadas para la 

expresión de las diferentes chaperonas, asi como detalles adicionales de su 

purificación: 

 

 Apg2 y los mutantes Apg2ΔAS, Apg2ΔC y Apg2-D7S se expresaron en BL21 

(DE3) Rosetta pLysS a 20 ºC durante 22 horas.  

 

 Hsc70 y los mutantes Hsc70-T204A, Hsc70-V438F, Hsc70Strep, 70-NBD y 70-

NBDStrep se produjeron en células BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL durante 14 horas 

a 20 ºC. Ademas, la purificación de estas proteínas fue optimizada mediante 

una cromatografía adicional con hidroxiapatito. Para ello, la muestra obtenida 

del ultimo paso a través de la columna quelante de Ni2+se dializó a 4 ºC contra 

el tampón C (Na2HPO4 10 mM, pH 6,8, β-Me 5 mM y glicerol 10 % (v/v)). Al día 

siguiente, se cargó en una columna de hidroxiapatito (Macro-prep Ceramic 

Hydroxyapatite TYPE I, Bio Rad) previamente equilbrada con el mismo tampón 

C, y se eluyó con un gradiente de 100 ml de 10 a 500 mM de NaH2PO4, pH 6,8, 

KCl 350 mM, MgCl2 5 mM, DTT 2 mM, glicerol 10 % (v/v). Finalmente, la 

proteína se concentró (Amicon Ultra-15, membrana PLQK Ultracel-PL, 50KDa) 

(MercK KGaA, Darmstadt, Alemania), se alicuotó, se congelo en nitrógeno 

líquido y se almacenó a -20 ºC. 
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 DNAJB1 se expresó en células BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL durante 4 horas a 37 

ºC.  

 

3.3.2.2. Purificación de ULP1 

Se crecieron células BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL transformadas con el plásmido pGM-

ULP1 hasta saturación en cultivos LB de 25 ml, durante toda la noche a 30 ºC, en 

presencia de antibióticos ampicilina y cloranfenicol (100 µg/ml y 35 µg/ml, 

respectivamente). Después, los cultivos se diluyeron en matraces de 500 ml de LB y se 

incubaron a 30 ºC hasta alcanzar la fase exponencial (OD600 de 0.6). En este momento, 

se indujo la sobreexpresión de la proteína mediante la adición de IPTG 1 mM, en 

agitación continua, durante 4 horas a 30ºC.  

 

Se concentraron las células por centrifugación (10 minutos, 8.000 x g) y se resuspendió 

el sedimento en tampón de lisis (Tris-HCl 50mM (pH 8), NaCl 350mM, Imidazol 10mM, 

TCEP 1mM, sacarosa 20 %, Triton x-100 0,2 % y PMSF 1 mM). A continuación, se 

rompieron las células por ultrasonidos (3 ciclos de 20 s por cada 50 ml de muestra, con 

intervalos de 30 s para enfriar la muestra en baño de hielo en un MSE Soniprep 150 

(MSE, Leicestershire, Reino Unido). Se ultracentrifugó el lisado celular (30 minutos, 

35000 r.p.m., 4 ºC, rotor Beckman 70.38) y el sobrenadante se cargó en una columna 

de afinidad de niquel (HisTrapTM Fast Flow, GE Healthcare) de 5 ml previamente 

equilibrada en tampón AULP (Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM, Imidazol 10 mM (pH 

8) y TCEP 1 mM). La proteína se eluyó con un gradiente de 100 ml de 10 a 400 mM de 

imidazol (pH8), Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM y TCEP 1 mM, y se dejó dializando 

a 4 ºC contra el tampón BULP (Tris-HCl 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM y β-Me 1 mM) 

durante toda la noche. Finalmente, la proteína se concentró (Amicon Ultra-15, 

membrana PLQK Ultracel-PL, 30KDa) (MercK KGaA, Darmstadt, Alemania), se alicuotó, 

se congelo en nitrógeno líquido y se almacenó a -80ºC. 

 

3.3.2.3. Otras proteínas y péptidos 

3.3.2.3.1. Luciferasa 

La luciferasa de Photinus pyralis (Roche, Indianapolis, EEUU) es una enzima 

monomérica de 61 kDa capaz de generar luminiscencia en una reacción de oxidación 

que requiere magnesio y oxigeno como catalizadores, y ATP y luciferina como sustratos. 

En esta reacción, la energía química liberada tras la oxidación de la luciferina a 

oxiluciferina, es transformada en energía fotolumínica (Figura 3.3). 
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Para la preparación de la luciferasa, se resuspendió todo el contenido del stock 

comercial a una concentración final de 65 µM de luciferasa en tampón Tris-HCl 100 mM 

(pH 7,5) y se almacenó en alícuotas de 10 µl en viales de vidrio. Todo el proceso se llevó 

a cabo en hielo y con puntas especiales de low retention (BrandTech Scientific, Inc.). Los 

viales se almacenaron a -20ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3: Reacción catalizada por la Luciferasa. En presencia de ATP, 

magnesio y oxígeno, la luciferasa cataliza la reacción de oxidación de luciferina 

a oxiluciferina. Como resultado, se libera energía en forma de luminiscencia. 

 

La luciferina se preparó siguiendo las instrucciones del fabricante del kit comercial 

(Roche, Indianapolis, EEUU). Se disolvió la pastilla de luciferina en los 10 ml de tampón 

(ambos proporcionados por el fabricante), se congeló en nitrógeno líquido y se 

almacenó cubierta en papel de plata, a -20 ºC. 

 

3.3.2.3.2. Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa (G6PDH) 

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (Sigma-Aldrich, USA) es una enzima 

dimérica (54.4 kDa cada monómero) presente en todos los seres vivos que lleva a cabo 

la catálisis de la primera reacción de la vía de las pentosas fosfato. En esta reacción de 

deshidrogenación, la glucosa-6-fosfato es transformada en 6-fosfofluconato, gracias a 

la reducción de una molécula de NADP+ a NADPH (Figura 3.4). El proceso es fácilmente 

medible siguiendo la generación de NADPH registrando la absorbancia de la muestra a 

340 nm. 

 

Para la preparación de la G6PDH, se resuspendió todo el contenido del stock comercial 

en 300 µl de tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 

minutos y se almacenó a -20 ºC en alícuotas de 15 µl. La concentración se determinó 

por el método Bradford (apartado 3.4.4.1.). 

 

 

 

Luc. 

+ Mg2+ 
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Figura 3.4: Reacción catalizada por la Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa. La 

G6PDH oxida la glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconato mediante la reducción de 

una molécula de NADP+ a NADPH.  

 

3.3.2.3.3. Lactato Deshidrogenasa (LDH) 

La Lactato deshidrogenasa (LDH) (Roche) es una enzima tetramérica (35 kDa cada 

monómero) que lleva a cabo la reducción reversible de piruvato a lactato mediante la 

oxidación de NADH a NAD+ (Figura 3.5). La actividad enzimática de esta enzima puede 

seguirse registrando la absorbancia de la muestra a 340 nm para medir el consumo de 

NADH a 340nm. En esta Tesis, la LDH se utiliza como parte del sistema regenerador de 

ATP en diferentes experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3.5. Reacción catalizada por la Lactato Deshidrogenasa. La LDH 

cataliza la reacción reversible de reducción del piruvato a lactato, oxidando para 

ello una molécula de NADH a NAD+. 

 

Para la preparación de esta proteína, diluimos a la mitad una alícuota tomada del stock 

comercial en el mismo tampón frente al cual después la dejamos dializando a 4 ºC 

durante toda la noche (Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), MgCl2 20 mM y KCl 150 mM). Al día 

siguiente, añadimos glicerol hasta una concentración final del 20 % (v/v), alicuotamos 

la proteína y la congelamos en nitrógeno para finalmente almacenarla a -20 ºC. 

 

Glucosa-6- fosfato 6-fosfogluconato 
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3.3.2.3.4. Piruvato Kinasa (PK) 

La Piruvato Kinasa (PK) (Roche) es una enzima tetramérica (57 KDa cada monómero) 

responsable de llevar a cabo el último paso de la glicólisis. Cataliza la transferencia de 

un grupo fosfato desde el fosfoenol piruvato (PEP) al ADP, generándose así una 

molécula de piruvato y otra de ATP. Al igual que la LDH, la PK se utiliza como parte del 

sistema regenerador de ATP en diferentes experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6. Reacción catalizada por la Piruvato Kinasa. La PK cataliza la 

reacción de transferencia de un grupo fosfato desde el fosfoenolpiruvato (PEP) 

al ADP. Como resultado, se obtienen una molécula de ATP y una de piruvato. 

Gracias a esta reacción se consigue regenerar el ATP para mantener su 

concentración constante a lo largo del experimento. 

 

La proteína se emplea directamente del stock comercial suministrado sin preparación 

adicional. 

 

3.3.2.3.5. Péptido FYQLALT. 

El péptido FYQLALT (FT7) fue sintetizado por Proteogenix, Schiltigheim Francia. Es un 

péptido de 855 Da utilizado en este trabajo para los estudios de unión y liberación por 

parte de Hsc70 (o de sus complejos con Apg2), ya que interacciona específicamente 

con Hsc70 y no es unido por Apg2. Para la realización de dichos experimentos, el 

péptido se adquirió marcado con la sonda fluorescente 5-TAMRA (5-

carboxitetrametilrodamina).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7: Estructura molecular del péptido FYQLALT (FT7). Este péptido se 

une específicamente a la chaperona human Hsc70. En este trabajo se utilizó 



Materiales y Métodos 

 73 

para realizar los experimentos de unión y liberación de péptidos por parte de 

las chaperonas. 

 

 

3.4. TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS DE PROTEÍNAS 

3.4.1. Electroforesis desnaturalizante en SDS-PAGE 

El análisis de proteínas mediante geles desnaturalizante de SDS-PAGE (PolyAcrilamide 

Gel Electrophoresis) fue llevado a cabo siguiendo el método descrito por (Laemmli 

1970). Esta técnica permite la separación de proteínas en función de su masa molecular 

ya que su unión al SDS provoca que estas macromoléculas adquieran una relación 

carga/masa similar. Por este motivo, cuando sometemos a estas muestras a un campo 

eléctrico a través de un tamiz de poliacrilamida, se separan fundamentalmente 

obedeciendo a su tamaño. Los porcentajes de poliacrilamida utilizados normalmente 

para llevar a cabo esta técnica son del 10 % al 12,5 %.  

 

Los geles se diseñaron conteniendo dos zonas: una zona concentradora y otra 

separadora. La región concentradora se preparó utilizando un 4.7 % de 

acrilamida/bisacrilamida (30/0,8) (Bio-Rad), Tris-HCl 125 mM (pH 6,8), SDS 10 % (p/v), 

PSA 0,1 % (p/v) y TEMED 0,15 % (v/v). Para preparar la región separadora, el porcentaje 

de acrilamida/bisacrilamida (30:0,8) (Bio-Rad) utilizado fue del 12,5 % en tampón Tris 

375 mM (pH 6,8), SDS 10 % (p/v), PSA 0,1 % (p/v) y TEMED 0,15 % (v/v). Las muestras 

se prepararon añadiéndoles tampón de carga (Tris-HCl 50 mM (pH 6,8), glicerol 5 % 

(v/v), SDS 4 % (p/v), azul de bromofenol 0,02 % (p/v) y DTT 100 mM) en proporción 1:1. 

La electroforesis se realizó en tampón glicina 200 mM, Tris-HCl 25 mM (pH 8,3), SDS 1% 

(p/v) y en sistemas de electroforesis mini-PROTEAN 2 (Bio-Rad, Madrid, España) a un 

voltaje constante adaptado a los requerimientos de cada experimento. 

 

Después de la electroforesis, los geles se tiñeron siguiendo el método descrito por 

(Lawrence y Besir, 2009). Este método se basa en la interacción electrostática entre el 

azul de Coomasie y los aminoácidos de la proteína. Este complejo estabiliza la forma 

aniónica del colorante proporcionándole un color azul que puede detectarse en el gel. 

El número de moléculas unidas al colorante es aproximadamente proporcional a la 

cantidad de proteína presente en cada banda observada en el gel, lo que permite la 

cuantificación de las muestras en el gel mediante densitometría. Puesto que la 

interacción colorante-proteína es reversible, esta puede deshacerse mediante 

sucesivos lavados con metanol y ácido acético. Siguiendo este método, los geles fueron 

incubados en una solución que contenía Coomasie Brilliant Blue R-250 0,1 % (w/v), 

metanol 40 % (v/v) y ácido acético 10 % (v/v). Después, se destiñeron utilizando la 
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misma disolución, pero en ausencia de azul de Coomasie. La comparación de las bandas 

experimentales con una mezcla patrón de pesos moleculares también cargada en el 

gel, nos permitieron identificar las proteínas de nuestras muestras.  

 

3.4.2. Electroforesis en geles nativos 

La electroforesis nativa permite que las proteínas migren a través del campo eléctrico 

en condiciones no desnaturalizantes. De esta manera, el movimiento de las 

macromoléculas a través del gel depende tanto de la carga intrínseca como del tamaño 

y forma de las proteínas. Debido a que durante esta electroforesis las proteínas 

conservan su conformación nativa, esta técnica nos permite analizar su estado 

oligomérico, así como la formación de diferentes complejos entre estas o diferentes 

proteínas.  

 

En esta Tesis, se llevó a cabo la electroforesis nativa para la determinación y 

cuantificación de los complejos formados entre las chaperonas Apg2 y Hsc70 y sus 

correspondientes mutantes. Las muestras se prepararon en buffer de ensayo (Hepes-

KOH 40 mM, pH 7,6, KCl 50 mM, MgCl2 5 mM y DTT 2 mM) y se incubaron en 

presencia/ausencia de nucleótido, a temperatura ambiente durante toda la noche. 

Antes de cargar las muestras en el gel, se les añadió tampón de carga (Bis-Tris 50 mM 

(pH 7,2), HCl 6 N, NaCl 50 mM, glicerol 10% (p/v) y Ponceau S 0,001 % (v/v)) (Life 

Technologies, Carlsbad, California, Estados Unidos). Se utilizaron geles nativos en 

gradiente de poliacrilamida NativePage 4-16 % Bis-Tris (Invitrogen) y la electroforesis 

se llevó a cabo en cubetas XCell SureLock (Invitrogen), en tampón NativePage Running 

Buffer (20x) diluido (Bis-Tris 50 mM, Tricina 50 mM (pH 6,8)) (Invitrogen) a 4 ºC y a un 

voltaje constante de 150 V y de 250 V, durante 45 minutos y 1 hora y media, 

respectivamente. Finalmente, los geles se tiñeron con azul de Coomassie como se 

describe anteriormente para su posterior análisis y cuantificación. 

 

 

3.5. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

Existen diferentes métodos para determinar la concentración de proteína. En esta Tesis 

se han utilizado dos métodos diferentes, el método Bradford (Bradford, 1976)  y el 

método por absorbancia. 

 

3.5.1. Método Bradford. 

El método Bradford se basa en la propiedad que tiene el azul de Coomasie G o el Serva 

Blue G para interaccionar con residuos básicos o aromáticos de las proteínas 

(especialmente con argininas y, en menor medida, con residuos de histidina, lisina, 



Materiales y Métodos 

 75 

tirosina, triptófano y fenilalanina)(Compton y Jones 1985). Estas interacciones de 

carácter iónico e hidrofóbico, estabilizan la sonda en su forma aniónica y como 

consecuencia, el máximo de absorbancia de ésta se desplaza de 465nm a 595nm 

provocando un cambio de color en la disolución (de marrón a azul). Mediante este 

método se pueden detectar cantidades de entre 0,2 a 20 µg de proteína. Para estimar 

la concentración de proteína de las muestras, se preparó en paralelo una curva patrón 

añadiendo de 0 a 16 µg de seroalbúmina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EEUU) en 100 µl finales de agua. Las muestras a determinar se prepararon también en 

el mismo volumen final de agua. El reactivo de Bradford (BioRad, Hércules, CA, EEUU) 

se diluyó 5 veces y después se añadió 1 ml a cada una de las muestras y a la curva 

patrón. Tras agitar todos los tubos, se incubaron a temperatura ambiente durante 20 

minutos y después se midió la absorbancia de todos ellos a 595 nm en un 

espectrofotómetro. El cálculo de la concentración proteica de las muestras se realizó 

mediante la representación de la absorbancia frente a la concentración conocida de 

BSA. A partir de la ecuación obtenida de esta recta patrón (y= ax + b), se estimó la 

concentración de proteína de nuestras muestras. 

 

3.5.2. Absorbancia 

Otro método alternativo para determinar la concentración de proteína es la medida de 

absorbancia a 280nm, longitud de onda a la que absorben los aminoácidos aromáticos 

(triptófano, tirosina y fenilalanina) de las proteínas. La absorbancia y la concentración 

de proteína se encuentran directamente relacionadas a través de la ecuación de 

Lambert-Beer: 

                                                                      A= ε.c.l 

 

Donde A es la absorbancia medida a 280nm, ε es el coeficiente de extinción molar (M-

1 cm-1), c es la concentración de proteína y l el paso óptico de luz (cm). Las medidas 

fueron llevadas a cabo en un espectrofotómetro Cary 3 Bio (Varian, Victoria, Australia). 

 

3.5.3. Densitometría 

Esta técnica permite cuantificar la cantidad de proteína existente en una determinada 

banda de un gel de poliacrilamida nativo o desnaturalizante (apartados 3.4.1. o 3.4.3, 

respectivamente). Tras la tinción con azul de Coomasie (apartado 3.4.2.) y su posterior 

desteñido, los geles se escanearon en un densitómetro GS-800 Calibrated (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos) y se midió la densidad de cada una 

de las bandas utilizando el programa Quantity One v 4.5.0 (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, California, Estados Unidos). Para calcular los µg de proteína contenidos en 
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cada una de las bandas problema, la densidad de cada una de ellas se normalizó con 

respecto a la de una banda de proteína patrón de concentración conocida.  

 

 

3.6. MÉTODOS BIOQUÍMICOS UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA CONFORMACIÓN Y 

ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LAS CHAPERONAS 

 

3.6.1. Proteólisis parcial con tripsina.   

Para el estudio de la conformación global de Apg2 y de sus diferentes mutantes, las 

proteínas se sometieron a proteólisis controlada por tripsina. Esta proteasa digiere las 

proteínas cortando la cadena polipeptídica tras los aminoácidos básicos lisina y arginina 

(siempre que no se encuentren adyacentes a una prolina). En función de la estructura 

terciaria que adopte la cadena polipeptídica a cortar, la tripsina tendrá diferente 

accesibilidad a los puntos de corte. De este modo, el análisis de patrones de tripsinolisis 

de una misma proteína en diferentes condiciones o en presencia de ligandos, refleja los 

cambios conformacionales de la proteína o su interacción con otras. Mediante esta 

técnica quisimos caracterizar los posibles cambios conformacionales y/o de estabilidad 

de Apg2 y de sus mutantes, en presencia de diferentes nucleótidos. 

 

Los experimentos de tripsinolisis se llevaron a cabo en tampón Hepes-KOH 40 mM (pH 

7,6), KCl 200 mM, MgCl2 10 mM y DTT 2 mM. Apg2 (0,33 µg/µl) se incubó a 30 ºC en 

presencia o ausencia de ADP o ATP (1 mM), y la reacción de tripsinolisis se inició tras la 

adición de 1 µg/ml de tripsina. Se tomaron alícuotas de las muestras a diferentes 

tiempos (0, 1, 5, 10 y 20 minutos) que se analizaron mediante SDS-PAGE.  

 

3.6.2. Cromatografía de tamizado molecular analítica. 

La cromatografía es una técnica muy común que se utiliza para separar los 

componentes presentes en una muestra heterogénea. El método se basa en hacer 

pasar una fase móvil (mezcla de compuestos a separar) a través de una fase 

estacionaria. Dependiendo de la afinidad relativa que tengan por ambas fases, mayor 

será la eficiencia de separación de dichos compuestos. En la cromatografía de tamizado 

molecular (también conocida como filtración en gel o de exclusión molecular), la fase 

estacionaria está formada por una resina cuyas partículas crean una tamiz o filtro que 

los componentes de la fase móvil van atravesando con mayor o menor dificultad, 

atendiendo a su masa molecular y a su volumen hidrodinámico (Figura 3.8). De esta 

manera, aquellos compuestos con un tamaño superior al diámetro de los poros de las 

partículas de la fase estacionaria, pasarán a través de la columna sin mayor problema, 

mientras que las moléculas capaces de penetrar en dichas partículas, irán sorteándolas 
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retrasando así su salida de la columna. Por lo tanto, cuanto menor sea su masa 

molecular aparente, mayor será el volumen al que eluirá un determinado compuesto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8. Cromatografía de tamizado molecular. Durante su paso por la 

columna, las moléculas de menor tamaño (azules) irán penetrando las 

partículas que forman la resina de la columna, retrasando así su salida al 

exterior. Por el contrario, las moléculas de mayor tamaño (verdes) atravesarán 

la resina con mayor velocidad, abandonando antes la columna. 

 

En esta Tesis se ha utilizado esta técnica para la caracterización de los estados 

oligoméricos de las chaperonas moleculares y de los complejos formados entre ellas. 

Con la finalidad de estudiar los perfiles de elución y diferentes estados oligoméricos de 

las chaperonas (en solitario y formando complejos entre ellas), se prepararon las 

muestras bajo cada una de las condiciones a caracterizar y se hicieron pasar por la 

columna de tamizado molecular Bio SEC-5 300 Å (Agilent). Todas las cromatografías se 

llevaron a cabo a temperatura ambiente en tampón Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 

150 mM, MgCl2 5 mM y DTT 2 mM.  

 

3.6.3. Actividad ATPasa 

La actividad ATPasa de las chaperonas y de sus mutantes se midió mediante el método 

espectrofotométrico descrito por (Nørby 1988), en el que el ATP hidrolizado por las 

chaperonas es regenerado mediante un sistema de proteínas acopladas, para 

mantener la concentración de nucleótido constante durante todo el ensayo, lo que 

permite la determinación de velocidades iniciales de reacción. En la reacción acoplada 

(Figura 3.9), el ADP generado tras la hidrólisis por parte de las chaperonas es convertido 

nuevamente en ATP por la PK, utilizando para ello el fosfoenol piruvato (PEP), y 

obteniendo piruvato como producto. A su vez, LDH convierte este piruvato en lactato, 

oxidando para ello una molécula de NADH a NAD+. Teniendo en cuenta todo el proceso, 

el consumo de ATP por parte de las chaperonas es equimolar a la oxidación de NADH 

por parte de la LDH. Por lo tanto, se puede caracterizar el consumo de ATP por parte 

de las chaperonas monitorizando de forma continua el descenso en la concentración 
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de NADH mediante el registro la absorbancia de la mezcla de reacción a 340 nm 

(longitud de onda del máximo de absorción del NADH) en un espectrofotómetro,  

 
Figura 3.9: Esquema del sistema acoplado regenerador de ATP. Sistema de 

regeneración de cada molécula de ATP consumido por las chaperonas (Apg2 en 

el esquema) mediante las reacciones mediadas por los enzimas PK y LDH que 

acoplan la transferencia del grupo fosfato del PEP al ADP a la oxidación de NADH. 

Esto perimte seguir la hidrólisis de ATP registrando el descenso de absorbancia a 

340 nm. 

 

La actividad ATPasa de las chaperonas aisladas, sus mutantes y diferentes mezclas de 

ellas se midió a 30 ºC en tampón Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM, Mg(OAc)2 5 

mM, NADH 0,3 mM, 0,017 mg/ml LDH, 12,5 ng/ml PK, DTT 2 mM, ATP 1 mM y PEP 2 

mM. La reacción se inició añadiendo el ATP al medio y fue seguida midiendo la 

absorbancia a 340nm en el tiempo. La actividad ATPasa de las chaperonas fue calculada 

en mol ATP min-1 a partir de las pendientes de absorbancia, teniendo en cuenta el 

coeficiente de extinción molar del NADH a 340nm (ε340= 6220 M-1 cm-1). Todas las 

medidas se realizaron en el lector de placas Synergy HTX (Biotec), utilizando para ello 

placas transparentes de 96 pocillos (Sarstedt). Antes de iniciar la reacción, se rellenó 

cada uno de los pocillos con mezclas de las chaperonas correspondientes en cada caso, 

en un volumen final de 160 µl. Tras 5 minutos de incubación a 30 ºC dentro del equipo 

de medida, se inició la reacción inyectando 40 µl del sistema regenerador de ATP a cada 

uno de los pocillos mediante el sistema de jeringas del que dispone el propio equipo, 

hasta completar 200 µl de muestra finales. Tras 10 segundos de agitación, se 

monitorizó de manera simultánea la reacción de cada uno de los pocillos mediante 

medidas de absorbancia a 340 nm durante 30 min.  

 

3.6.4. Protección de la agregación de sustratos proteicos.  

La capacidad de Hsc70, Apg2 y sus mutantes para proteger sustratos proteicos de la 

agregación se ensayó empleando LUC que se desnaturalizó en diferentes condiciones. 

Durante la desnaturalización, las chaperonas unen regiones hidrofóbicas de la proteína 
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desnaturalizada, evitando de esta manera que estas zonas interaccionen entre sí, 

generando agregados del sustrato. Para estimar la capacidad de protección, LUC se 

renaturalizó posteriormente tras la adición del resto de los componentes del sistema 

en presencia de ATP. La reactivación se siguió mediante medidas de su actividad 

enzimática como se ha descrito anteriormente. Los métodos empleados para 

desnaturalizar LUC han sido: 

 

3.6.4.1. Desnaturalización química. 

Los agentes caotrópicos, promueven el desplegamiento de la estructura nativa de la 

proteína, induciendo la entrada de moléculas de agua y del agente químico al núcleo 

hidrofóbico de la proteína, provocando así su desnaturalización. Estos compuestos 

químicos alteran la estructura y dinámica de las moléculas de agua, disminuyendo el 

efecto hidrofóbico que estabiliza la estructura nativa y facilitando la exposición 

superficial de los residuos hidrofóbicos del interior de la estructura de la proteína 

(Bennion y Daggett 2003). La dilución posterior del agente caotrópico provoca que se 

puedan establecer interacciones intermoleculares inespecíficas entre los residuos 

hidrofóbicos de las cadenas proteicas desplegadas y, por lo tanto, su agregación. En los 

ensayos de esta Tesis, el agente caotrópico utilizado fue la urea y la dilución se realizó 

en presencia de Hsc70 o Apg2.  

 

3.6.4.2. Desnaturalización térmica. 

Por encima de la temperatura de desnaturalización las interacciones débiles que 

mantienen la estructura nativa de la proteína desaparecen dando lugar a su 

desnaturalización. La exposición progresiva del núcleo hidrofóbico al disolvente 

promueve la asociación intermolecular, la cual termina en la formación de grandes 

agregados proteicos.  En estos ensayos se pretende evitar la agregación al realizar la 

desnaturalización de LUC en presencia de las chaperonas. La temperatura empleada 

(42ºC) no afecta a la estabilidad de Hsc70 y Apg2.  

 

3.6.5. Agregación de sustratos proteicos y reactivación por chaperonas.  

Se han empleado agregados proteicos de diferentes tipos y características. Para ello, se 

han modificado las condiciones de desnaturalización (concentración, tiempo, 

temperatura, etc.) de las que dependen las propiedades (estabilidad, tamaño y 

conformación) de los agregados. En este caso, los sustratos modelo utilizados fueron la 

luciferasa (LUC) y la G6PDH. Estos sustratos se desnaturalizan en ausencia de las 

chaperonas y tras su adición en presencia de ATP al medio, se estudia cómo la actividad 

enzimática de la proteína agregada va siendo recuperada en el tiempo. Todas las 
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medidas de estos experimentos se realizaron en el lector de placas Synergy HTX 

(Biotec). 

 

3.6.5.1. Reactivación de LUC desnaturalizada con Urea 

LUC (2 µM) se incubó a 30 ºC durante 30 minutos en tampón de desnaturalización 

(Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, DTT 2 mM y Urea 6 M), tras lo 

que la muestra fue diluida 100 veces. La adición de las chaperonas y ATP permitió la 

reactivación de LUC, que se siguió añadiendo alícuotas de la muestra tomadas a 

diferentes tiempos sobre una disolución de luciferina y medición de la luminiscencia. 

La reacción se llevó a cabo a 30 ºC en el tampón de reactivación (Hepes-KOH 40 mM 

(pH 7,6), KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, DTT 2 mM, ATP 2 mM, PEP 3 mM y 20 ng/ml PK). La 

concentración final de luciferasa fue 20 nM. 

 

3.6.5.2. Reactivación de luciferasa agregada térmicamente 

LUC (0,1 µM) se incubó a 47ºC durante 30 minutos en tampón de ensayo (Hepes-KOH 

40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM, MgCl2 5 mM y DTT 2 mM). Tras la estabilización de la 

muestra a 30 ºC durante 5 minutos, se añadieron las chaperonas, ATP y un sistema 

regenerador de ATP (PEP 3 mM y 20 ng/ml PK) al medio para comenzar el ensayo de 

reactivación. La recuperación de la actividad de la luciferasa se siguió del mismo modo 

que en el apartado 3.5.2.1.1. 

 

3.6.5.3. Reactivación de Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa agregada térmicamente 

G6PDH (2,5 µM) se desnaturalizó a 50 ºC durante 30 minutos en el tampón de 

agregación (Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), KCl 150 mM, MgCl2 20 mM y DTT 10 mM). Los 

agregados formados fueron estabilizados, en el mismo tampón, mediante una segunda 

incubación de 30 ºC durante 30 minutos. La G6PDH agregada fue diluida a una 

concentración final de 0,4 µM en presencia de chaperonas en tampón de reactivación 

(Hepes-KOH 40 mM, KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, DTT 2 mM) y la reacción se inició tras la 

adición de ATP (3 mM) y el sistema regenerador de ATP (PEP 6 mM y 20 ng/ml PK).  

 

3.6.6. Interacción de chaperonas con agregados de G6PDH 

Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, las chaperonas moleculares son 

capaces de solubilizar y reactivar diferentes tipos de agregados proteicos. Para que esta 

reactivación pueda llevarse a cabo, cada una de las cadenas polipeptidícas debe ser 

extraída de la superficie de dichos agregados y, como es lógico, para que esta 

extracción pueda llevarse a cabo, las chaperonas deben interaccionar primero con los 

agregados.  
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En estos experimentos, los agregados se formaron incubando G6PDH (10 µM) a 50 ºC 

durante 30 min en tampón de agregación (Tris-HCl 40 mM (pH 7,4), KCl 150 mM, MgCl2 

20 mM y DTT 10 mM) y tras su estabilización a 30 ºC durante 10 minutos, fueron 

diluidos a una concentración final de 1 µM en presencia de las chaperonas (Hsc70 2 

µM, DnaJB1 0,5 µM y concentraciones crecientes de Apg2 o de sus mutantes) en 

tampón Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, DTT 2 mM, ATP 2 mM, 

PEP 8 mM y 20 mg/µl de PK. Tras 10 minutos de incubación, todas las muestras fueron 

ultracentrifugadas a 55.000 rpm en un rotor Beckman TLA-55 durante 40 minutos a 4 

ºC. Se retiró el sobrenadante de cada muestra y los sedimentos fueron resuspendidos 

en tampón de carga y analizados por SDS-PAGE y densitometría. Como control, se 

prepararon réplicas de cada muestra en las que no se realizó el proceso de agregación 

a 50ºC. La cantidad de chaperona precipitada junto con la G6PDH nativa, se sustrajo de 

la obtenida en las muestras que contenían a los agregados. La intensidad de cada banda 

se normalizó frente a la obtenido de una calle control del mismo gel, que contenía 1 µg 

de cada una de las proteínas del sistema. 

 

 

3.7. TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS 

3.7.1. Anisotropía de fluorescencia: Unión y liberación del péptido FT7. 

La fluorescencia es un tipo de luminiscencia emitida por ciertas moléculas 

denominadas fluoróforos. Cuando los electrones de estas moléculas absorben la 

energía proveniente de la radiación electromagnética a una determinada longitud de 

onda, éstos son excitados y pasan momentáneamente a orbitales de mayor energía, 

para posteriormente volver a relajarse. En este proceso de relajación, parte de esa 

energía es disipada en forma de calor y el resto lo hace en forma de luz de mayor 

longitud de onda (y por lo tanto de menor energía).  

 

La anisotropía de fluorescencia se basa en el efecto que la luz polarizada posee al incidir 

sobre determinados fluoróforos, y en la diferente intensidad que la luz emitida 

posteriormente por estos posee a lo largo de los diferentes ejes de polarización. En 

disoluciones homogéneas, los fluoróforos se encuentran aleatoriamente orientados y, 

sólo aquellas moléculas cuyo momento dipolar se encuentre orientado correctamente 

con respecto al rayo de luz polarizada, serán capaces de absorberla y por lo tanto 

excitar sus electrones a niveles superiores de energía. Los fotones emitidos por la 

molécula durante el proceso de relajación, también poseerán un plano de polarización 

particular en relación a la molécula (Figura 3.10). El valor de polarización de esta 

emisión se describe en términos de anisotropía (r). Cuando el fluoróforo rota 

libremente antes de la reemisión de dichos fotones, el grado de polarización de la luz 
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emitida se reduce. Por lo tanto, el valor de anisotropía de emisión variará en función 

de la libertad de rotación de la molécula fluorescente, siendo menor cuanto mayor 

libertad de rotación tenga la molécula. En un ensayo de anisotropía, antes de 

interaccionar con la muestra, el haz de luz se polariza con un polarizador en la 

componente vertical (V) u horizontal (H) de su onda electromagnética y los fotones 

emitidos se analizan también en estas orientaciones (Figura 3.10). La anisotropía de 

fluorescencia (r) de una molécula bajo unas determinadas condiciones, se expresa de 

la siguiente manera: 

 

 
donde: 

 
 

Esta técnica se ha convertido en una herramienta muy útil para el estudio de la 

interacción entre diferentes proteínas, puesto que la anisotropía de fluorescencia de 

un determinado fluoróforo variará en función de la interacción de éste con otros 

compuestos, péptidos o macromoléculas del medio. 

 

Esta técnica se utilizó para caracterizar la interacción (unión y liberación) de Hsc70 (sola 

o en complejo con Apg2 y Apg2AS) y del Hsc70V438F con el péptido FT7 marcado con la 

sonda fluorescente 5-TAMRA. Los ensayos de unión se realizaron incubando t-FYQLALT 

(1 µM) con Hsc70 (2, 4, 6 ó 8 µM) o de los complejos Hsc70:Apg2 y Hsc70:Apg2ΔAS, en 

presencia de ADP 0,1 mM, a 25 ºC en tampón Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM, 

MgCl2 5 mM y DTT 2 mM. Los complejos entre Hsc70 y Apg2 fueron previamente 

formados en el mismo tampón, incubándolos en presencia de ATP 50 µM durante toda 

la noche. Los ensayos de liberación se realizaron añadiendo ATP 0,2 mM junto con 

diferentes concentraciones de Apg2 (silvestre o ΔAS), sobre muestras de Hsc70 (1 µM) 

previamente unida a t-FYQLALT (0,5 µM), en el mismo tampón utilizado para los 

ensayos de unión.  
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Figura 3.10: Anisotropía de fluorescencia. A, Esquema de un equipo típico de 

medida de la anisotropía de fluorescencia. En los ejemplos, la luz que llega a la 

cubeta de medida se polariza verticalmente (v) y la luz de fluorescencia emitida 

por la muestra es analizada tanto en su componente vertical IHV (1) como en su 

componente horizontal IHH (2). La intensidad de fluorescencia emitida se 

encuentra atenuada al pasar por el monocromador (al seleccionar la longitud de 

onda), por eso las intensidades finales medidas son I’HV y I’HH. B, Efecto de la 

rotación de una molécula sobre la polarización de la luz de fluorescencia emitida. 

El grado de rotación de la molécula depende de su libertad de movimiento y del 

medio en el que se encuentra. Cuanto mayor sea su velocidad de rotación, menor 

será la anisotropía de fluorescencia medida. 

 

(B) 

(A) 

(1) (2) 
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La anisotropía de las diferentes muestras se siguió de manera continua en un 

espectrofluorímetro SLM8100 (Aminco), a 555 y 580 nm como longitudes de onda de 

excitación y emisión, respectivamente. En ambos casos, se utilizó una apertura de 

rendija (de entrada y de salida) de 8 nm. Para la obtención de la constante cinética 

aparente (Kobs) de unión o disociación entre el péptido y las chaperonas, los valores de 

anisotropía se ajustaron a ecuaciones exponenciales simples. De la representación de 

las Kobs de unión frente a la concentración de Hsc70 utilizada en cada caso, pudimos 

obtener las constantes de asociación (kon) y de disociación (koff). 

 

3.7.2. Marcaje específico con sondas fluorescentes  

Hoy en día existe una gran variedad de sondas fluorescentes artificiales con diferentes 

propiedades espectrales, que nos permite marcar macromoléculas, bien porque 

carecen de fluorescencia intrínseca o para poder distinguirlas fácilmente de entre otros 

compuestos en una mezcla homogénea. En este trabajo se emplearon las sondas Alexa 

Fluor NHS ester (o succinimidyl ester) (Molecular ProbesTM Alexa FluorTM. Thermo Fisher 

Scientific) para el marcaje de las chaperonas. En concreto, utilizamos la Alexa Fluor 488 

para marcar el grupo amino terminal (NH2-R) de Apg2 (Figura 3.11).  

 

 
Figura 3.11. Ejemplo del marcaje de una proteína con una sonda fluorescente 

en uno de sus grupos amino. En esta Tesis la sonda fluorescente utilizada fué la 

Alexa Fluor NHS (o succinimidyl éster) 488 para marcar Apg2 en su grupo amino 

terminal. 

 

Estas sondas se encuentran entre las más utilizadas en el campo de la Biología 

Molecular ya que, además de abarcar todo el espectro visible, poseen una gran 

capacidad de absorción, un rendimiento cuántico alto y una gran fotoestabilidad. Son 

solubles en agua y estables en un rango amplio de pHs (4-10). 
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La sonda fué disuelta previamente en DMSO a una concentración final de 10 mM y 

después mezclada con la proteína (en proporción 1:1) en tampón K3PO4 20 mM (pH 

6,4), NaCl 30 mM y β-Me 1 mM. La proteína fue previamente dializada frente al mismo 

tampón para favorecer la eficiencia del marcaje. La mezcla sonda-proteína se incubó 

en agitación a temperatura ambiente durante 2 horas en oscuridad, tras lo que se 

eliminó el exceso de sonda haciendo pasar la muestra por una columna PD-10 (GE 

Healthcare) previamente equilibrada con el tampón adecuado (tampón final de la 

purificación de cada proteína). Finalmente, se concentró la proteína y se suplemento 

con 10 % de glicerol antes de ser alicuotada y congelada. La eficiencia del marcaje fue 

estimada en espectrofotómetro Cary 3Bio midiendo la absorbancia de la muestra a 495 

nm, la longitud de máxima absorción de la Alexa488: 

 

𝐴𝜆 𝑥 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑙𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝜀 𝑥 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (
𝑚𝑔
𝑚𝑙

)
=

𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑠𝑜𝑛𝑑𝑎

𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎
 

 

Donde el coeficiente de extinción molar (ε) de la Alexa Fuor 488 es 73.000 M-1cm-1. 

 

3.7.3. Medidas de cinética rápida mediante flujo detenido (“Stopped-flow”). 

La técnica de flujo detenido (en inglés Stopped Flow) es una técnica espectroscópica 

que nos permite medir cinéticas de reacciones en solución que tienen lugar en periodos 

muy cortos de tiempo (prácticamente en lo que tardan los componentes en mezclarse). 

En esta técnica, los componentes de la reacción son primero arrastrados por jeringas a 

una cámara de mezcla desde donde, tras unos pocos milisegundos (tiempo muerto), 

pasan a la celda de medida (Figura 3.12). En este punto, un pistón hace que el flujo se 

detenga repentinamente a la vez que dispara el dispositivo de medición. El cambio en 

la absorbancia y/o fluorescencia que tiene lugar como resultado de la reacción es 

monitorizado en el tiempo. El tiempo muerto es el tiempo transcurrido entre el final de 

la mezcla de las dos disoluciones y el comienzo de la observación de la cinética de la 

reacción, y habitualmente es de 1 a 2 milisegundos, aunque hoy en día existen nuevos 

dispositivos con tiempos muertos de 0,3 a 0,6 ms.  

 

En este trabajo se utilizó la técnica de flujo detenido para medir el intercambio de 

nucleótido que Apg2 (y sus mutantes) promueve en Hsc70, ya que tiene lugar en 

tiempos muy cortos de tiempo y su velocidad aumenta cuanto mayor es la 

concentración de Apg2 utilizada. Tras la incubación previa a temperatura ambiente de 

Hsc70 con MABA-ADP (0,48 µM) (Jena Bioscience), estos complejos fluorescentes 



Materiales y Métodos 

 86 

fueron mezclados rápidamente con ADP o ATP (168,5 µM) en presencia de diferentes 

concentraciones de Apg2 o de los mutantes Apg2AS y Apg2C (de 0 a 3 µM). La 

reacción se llevó a cabo en tampón Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM, MgCl2 5 

mM y DTT 2 mM. El intercambio de MABA-ADP por ADP o ATP provocó un descenso en 

la señal de fluorescencia que fue medido en un equipo SFM 300/MOS 550 (BioLogic, 

Grenoble, France), y las constantes cinéticas fueron calculadas con ayuda del software 

Bio-Kine32 v4.65 (BioLogic). 

 

 

 

 

3.7.4. Dispersión de luz. 

Este método se basa en la capacidad que la luz electromagnética tiene para 

interaccionar “de manera no eficiente” con las partículas de una disolución acuosa, en 

este caso con las proteínas. Cuando la longitud de onda de la luz incidente es mayor al 

tamaño de partícula con la que interacciona, esta energía no puede ser absorbida por 

la muestra (sus frecuencias no coinciden y por lo tanto los electrones de la muestra no 

pueden ser excitados a niveles de mayor energía), y es devuelta al medio en forma de 

dispersión (dispersión elástica de Rayleigh) (Figura 3.13). De esta manera, la luz 

dispersada mantiene toda la energía, y su longitud de onda y frecuencia no varían. 

Cuando la muestra en estudio va creciendo en tamaño (cosa que ocurre durante el 

Figura 3.12: Esquema de un equipo de 

medida típico de stopped flow. En el 

esquema se detalla un equipo de medida 

de tres jeringas, similar al utilizado en 

nuestros experimentos, donde 

Hsc70(MABA-ADP) (jeringa C) era 

mezclado rápidamente (mezclador 2) con 

una disolución (mezclador 1) que contenía 

ADP y Apg2+ADP (jeringas A y B 

respectivamente), o ATP y Apg2 (jeringas 

A y B). La mezcla resultante pasaba a la 

cubeta de medida donde, tras la 

activación del pistón de parada, el flujo 

del sistema se detenía y el descenso de 

fluorescencia debido al intercambio de 

MABA·ADP por ADP o ATP se 

monitorizaba a tiempo real. 
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proceso de agregación proteica), la turbidez del medio aumenta y por lo tanto la 

dispersión detectada también es mayor.  

 

Mediante este método podemos seguir de una manera directa y sencilla, el proceso de 

agregación de las proteínas desnaturalizadas térmica o químicamente, así como la 

protección de las mismas de dicho proceso de agregación en presencia de las 

chaperonas moleculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.13: Dispersión de luz Rayleigh. Cuando la longitud de onda de la 

radiación electromagnética con la que se irradia una molécula es mayor al 

tamaño de ésta, la energía no puede ser absorbida por sus electrones y “rebota” 

devolviéndose al medio en cualquier dirección, manteniendo toda su intensidad 

y su energía. A este fenómeno se le conoce como dispersión elástica de la luz y es 

muy útil para medir, a tiempo real, la formación de agregados proteicos. 

 

En este trabajo se siguió la agregación de la luciferasa y su protección por Apg2. LUC 

(0,1 µM) fue incubada a 42 ºC durante 30 minutos, en ausencia o presencia de 0,4 ó 2 

µM de Apg2 o Apg2AS en tampón Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM, MgCl2 5 

mM, DTT 2 mM, ATP 2 mM, PEP 3 mM y 20 ng/ml de PK. Las medidas se llevaron a cabo 

en un espectrofluorímetro Fluorolog (Jobin Ibon) a la longitud de onda de 320 nm de 

excitación y de emisión, y con una apertura de rendijas de 8nm. 

 

3.7.5. Dicroísmo circular 

El dicroísmo circular, abreviado CD del inglés “Circular Dichroism”, es una técnica 

espectroscópica de absorción que nos permite obtener información acerca de la 

estructura de macromoléculas biológicas. La luz utilizada como fuente se encuentra 

polarizada y las muestras a analizar, además de poder absorber, deben ser ópticamente 

activas (es decir, moléculas quirales). La teoría Biot y Fresnel propone que un rayo de 

luz polarizada en un plano, se encuentra formada por dos componentes polarizados 

circularmente: uno a la derecha y otro a la izquierda. Estos componentes se encuentran 
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en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio quiral, cada uno de estos 

componentes es absorbido por la muestra de manera diferente y, tras volver a 

combinarse, la diferente magnitud de absorción (absortividad molar) sufrida y el 

desfase entre ambos, provocan una rotación del plano de polarización en un ángulo 

alpha (α), generando así luz polarizada elípticamente (Figura 3.14). La rotación del 

plano y la absorción diferencial de los componentes polarizados circularmente 

(dicroísmo circular) varía con la longitud de onda, lo que permite obtener espectros de 

CD. La diferencia de absortividad molar entre las dos componentes circularmente 

polarizadas de la luz, se expresa como la elipticidad molar , siendo  el ángulo de 

elipticidad generado por la muestra. 

 

En la región del UV lejano (de 180 a 250nm) los enlaces peptídicos son los grupos 

ópticamente activos de las proteínas. La asimetría de estos enlaces se debe a la 

disposición espacial de la cadena principal de la macromolécula, por lo que la señal de 

dicroísmo circular en esta zona espectral se puede interpretar en términos de los 

diferentes tipos de estructura secundaria presentes en la proteína (Tabla 3.7).   

 

TABLA 3.7. Relación entre la longitud de onda de absorción y estructura 

secundaria de las proteínas. Se detallan las longitudes de onda a las que se 

encuentran los máximos y mínimos de elipticidad característicos de los distintos 

tipos de estructuras secundarias en proteínas 

CONFORMACIÓN λ máx. θ (nm) λ mín. θ  (nm) 

α-hélice 190 208, 222 

Estructura β 195 217 

Estructura al azar (colágeno 

desnaturalizado) 

212 195 

 

Mediante esta técnica, además de poder determinar las diferentes contribuciones de 

estructura secundaria de la proteína, podemos también detectar posibles cambios 

estructurales y de estabilidad de la misma. 

 

En este trabajo se ha utilizado el dicroísmo circular para caracterizar la conformación y 

la estabilidad de Apg2 y de sus mutantes en diferentes condiciones. 
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Figura 3.14: Dicroísmo circular. A, Esquema de un equipo típico de medida de 

Dicroismo Circular. Tras seleccionar la longitud de onda de irradiación 

(monocromador), el haz de luz resultante es polarizado circularmente 

(polarizador) y, tras atravesar la muestra y ser absorbido por la misma, su 

polarización cambia y es emitido en forma de luz elípticamente polarizada. B, 

Variación de los componentes de un haz de luz polariazada en un plano tras 

atravesar una muestra ópticamente activa. Antes de llegar a la muestra (1), los 

componentes se encuentran polarizados circularmente (uno a la derecha y el otro 

a la izquierda) y en fase. Tras atravesar la muestra se vuelven a combinar, pero 

debido a la diferencia en la absorción de cada componente por parte de los 

solutos, lo hacen fuera de fase, generando así una onda polarizada elípticamente 

(2). Esta elipticidad definirá las características de la muestra a una determinada 

longitud de onda.  

A 

B 
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3.7.5.1. Espectros de Dicroísmo Circular 

Para la obtención de los espectros de CD, las muestras fueron preparadas en diferentes 

tampones en función de las condiciones de medida requeridas. Los espectros de las 

proteínas en su forma apo (sin nucleótido) fueron realizados en fosfato potásico 10 mM 

(pH 7,6) a una concentración de 2,5 µM de proteína. Para determinar los posibles 

cambios estructurales de las proteínas en presencia de nucleótido, los espectros se 

realizaron en tampón Hepes-KOH 15 mM (pH 7,6), KOAc 50 mM, Mg(OAc)2 2 mM y DTT 

2 mM. La concentración de proteína en este caso fue de 5 µM y se añadieron 0,5 mM 

de ADP o ATPɣS (análogo no hidrolizable del ATP) (Sigma-Aldrich). Las medidas se 

realizaron a 25 ºC en un espectropolarímetro Jasco J-8.100 (Jasco, Tokio, Japon) 

equipado con un Peltier para el control de la temperatura. Se promediaron 20 

acumulaciones de los espectros. 

 

3.7.5.2. Rampas de temperatura 

Las muestras se midieron en las mismas condiciones que en el apartado anterior. Se 

midió la elipticidad de las muestras a 222 nm en un rango de 20 a 80 ºC de temperatura, 

calentando a 1ºC/min. 

 

 

3.8. SPR 

La resonancia de plasmón superficial (abreviado SPR, del inglés Superficial Plasmon 

Resonance) es un fenómeno óptico que tiene lugar cuando la luz electromagnética 

interactúa con una superficie fina de metal. Cuando el haz de luz incide sobre dicha 

superficie, se produce una excitación colectiva de los electrones deslocalizados que 

forman la banda de conducción del metal (plasmones); como consecuencia, parte de 

esta energía es absorbida y trasmitida en forma de resonancia a través de la superficie 

metálica (Resonancia del Plasmón de Superficie). En un equipo típico de SPR, esta fina 

placa metálica se encuentra situada entre una lámina de vidrio y el medio líquido que 

contiene la muestra a analizar. A su vez, la lámina de vidrio se encuentra unida a la base 

de un prisma de vidrio que actúa como monocromador del haz de luz incidente. La 

placa metálica es irradiada por la parte que se encuentra en contacto con el vidrio, y 

cuando la luz incidente que atraviesa el prisma es refractada por la lámina de vidrio a 

ángulos superiores al denominado ángulo de reflexión crítico, parte de su energía es 

capaz de interaccionar con el plasmón de la placa metálica, el cual entra en resonancia 

y transmite dicha energía al medio líquido, donde es gradualmente disipada (onda 

evanescente) debido al menor índice de refracción que éste posee con respecto al 

vidrio. Al perder parte de la energía, la luz reflejada por la lámina de vidrio será 
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detectada a un ángulo diferente. La propagación de esta onda energética es muy 

sensible a la composición química de dicho medio líquido por lo que, variaciones en su 

 

 
 

 
Figura 3.15: Medidas de resonancia de plasmón superficial. A, Componentes de 

un sistema de medida de SPR. Al irradiar la lámina de vidrio, parte del haz de luz 

es reflectado y detectado por detector del equipo, y parte atraviesa la lámina de 

vidrio para ser absorbida por los electrones que forman la banda de conducción 

de la lámina de metal (Plasmón) a la que se encuentra unida. La energía 

absorbida es trasmitida en forma de resonancia a través de toda la lámina de 

metal para disiparse después a lo largo del medio líquido con el que se encuentra 

en contacto (onda evanescente), debido a su diferente índice de refracción. 

Dependiendo de las características del medio líquido y de los componentes que 

A 

B 
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se hallen anclados a la lámina del metal (proteínas en nuestro caso), el indicé de 

refracción del medio variará y, por lo tanto, también lo hará la transmisión de la 

onda de resonancia. Como consecuencia, la intensidad de la luz reflectada 

detectada por el equipo será diferente. B, Ejemplo de un sensograma 

correspondiente a una cinética de unión y disociación entre dos proteínas. 

Cuando la proteína circulante en el medio líquido interacciona con la 

macromolécula anclada al chip metálico del equipo, la señal de resonancia se ve 

alterada hasta alcanzar un máximo de interacción (saturación del chip). En este 

punto, la disociación entre ambas (lavado) provocará un descenso en esta señal 

hasta alcanzar un nuevo equilibrio. Los tiempos de asociación y de disociación 

marcarán la cinética de la interacción, permitiéndonos obtener diferentes 

parámetros cinéticos como, por ejemplo, la constante de afinidad entre ambas 

proteínas. Por otro lado, cuanto mayor sea la concentración de proteína añadida 

al medio, mayor será la variación total de resonancia durante la asociación. 

 

composición y por lo tanto de su índice de refracción, alterará el ángulo de resonancia 

detectado por el equipo. El cambio en el ángulo de resonancia se indica en unidades de 

respuesta (RU). 

 

Esta técnica nos permite seguir la interacción entre dos moléculas a tiempo real. Para 

ello, una de las moléculas es previamente anclada a la placa metálica por el lado 

contrario al del haz de luz incidente (medio líquido). Cuando se hace pasar una fase 

móvil que contiene la otra macromolécula, y ambas interaccionan, se produce un 

cambio en el índice de refracción del medio y por lo tanto en el ángulo de resonancia 

detectado por el equipo. Estas interacciones pueden seguirse en tiempo real midiendo 

los cambios en la intensidad de la luz reflejada, la cual se registra en un sensograma.  

 

En este trabajo se utilizó la técnica de SPR para determinar las constantes de afinidad 

de los complejos formados entre Hsc70 y Apg2 (silvestre y sus dos mutantes ΔAS y ΔC). 

Para realizar estos experimentos se utilizó el mutante Hsc70STREPTAG. Esta proteína se 

inmovilizó en un Chip CM5 (GE Healthcare) previamente preparado con el anticuerpo 

monoclonal StrepMAB-Immo (IBA Lifesciences), capaz de detectar la cola de 

estreptavidina fusionada a Hsc70. Se inyectaron concentraciones crecientes (0,01 a 10 

µM) de Apg2 (y de sus mutantes), previamente dializada contra el tampón Hepes-KOH 

40 mM (pH 7,5), KCl 150 mM, MgCl2 5 mM y Tween 20 al 0,0025 %). Antes de inyectar 

cada nueva concentración de proteína, se lavó la celda con una disolución de NaCl 1M 

para eliminar los posibles restos de la carga anterior. Las medidas se realizaron a 25 ºC, 

a un flujo de 30 µl/min. Para los experimentos en presencia de nucleótido, se añadió 



Materiales y Métodos 

 93 

ATP o ADP 2 mM, previamente purificados. En todos los casos se sustrajeron la señal 

del tampón y la de Apg2 sola (en ausencia de Hsc70). Las constantes de afinidad (KD) se 

obtuvieron mediante la representación de las Rus máximas obtenidas, frente a la 

concentración de Apg2 añadida en cada caso, ajustando los datos experimentales a una 

ecuación hiperbólica de tipo “unión a ligando”. Las medidas se hicieron en un equipo 

Biacore 3000 system (GE HEalthcare). 

 

 

3.9. DIFRACCIÓN DE RAYOS X A BAJO ÁNGULO (SAXS) 

Las medidas de SAXS y el procesamiento de los datos obtenidos se han realizado en 

colaboración con el Dr. Marcelo E. Guerin del CiC Biogune y el Dr. David Albesa del 

Instituto Biofisika. 

 

Debido a los requerimientos estrictos de pureza de las muestras en los experimentos 

de SAXs, los protocolos de purificación de los complejos y de las proteínas en solitario 

se optimizaron mediante esta técnica. Se utilizó la columna Agilent Bio SEC-5 300 Å 

(Agilent). 
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4.1. REACTIVACIÓN DE AGREGADOS PROTEICOS POR LAS CHAPERONAS HSC70, 

DNAJB1 Y APG2 HUMANAS 

 

Esta Tesis aborda el estudio del replegamiento de agregados proteicos por chaperonas 

humanas por vez primera en el grupo de investigación. Por ello, inicialmente nos 

planteamos realizar una optimización de las condiciones de reactivación de agregados 

proteicos por parte de Hsc70 (HSPA8), DnaJB1 y Apg2 (HSPH4). La optimización se 

realizó en dos partes: 

 

1. Se analizó inicialmente la dependencia de la reactivación de un sustrato 

proteico agregado con la concentración de los tres componentes del sistema 

de chaperonas.  

 

2. Se estudió como las condiciones de agregación de dos sustratos modelo 

(G6PDH y luciferasa), empleados comúnmente en los estudios de 

replegamiento de agregados proteicos amorfos, afectaban a la capacidad 

desagregasa del sistema humano.  

 

 

 

4.1.1.- Optimización de la concentración de chaperonas moleculares. 

El conocimiento adquirido hasta el momento del estudio de la reactivación de 

agregados proteicos mediante el sistema de chaperonas bacteriano demuestra que 

para que tenga lugar de manera eficiente, la relación entre la concentración de los 

diferentes componentes del sistema de chaperonas debe encontrarse equilibrada 

(Acebron et al 2008 y 2009), de manera que la colaboración entre éstos sea rápida y 

eficiente, pues de ello depende la supervivencia del organismo bajo situaciones de 

estrés en las que la demanda y la síntesis de estas proteínas se encuentra 

incrementada. 

 

Inicialmente, se realizaron ensayos de reactivación de agregados de G6PDH a 

diferentes concentraciones de cada uno de los tres componentes del sistema de 

chaperonas humano (Hsc70, DnaJB1 y Apg2), manteniendo los otros dos a 

concentración constante (Figura 4.1).  
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4.1.1.1. Hsc70. 

En primer lugar, se estudió la reactivación de los agregados de G6PDH a diferentes 

concentraciones de Hsc70. Para ello, se realizaron ensayos con agregados de G6PDH 10 

µM formados tras la desnaturalización de la proteína mediante incubación a 50ºC, 

Figura 4.1: Reactivación de agregados de G6PDH por el sistema de chaperonas 

humanas: efecto de la concentración de Hsc70 (A), Apg2 (B) y DnaJB1 (C). Los 

agregados de G6PDH fueron reactivados durante 2 horas a 30ºC por 

combinaciones de Hsc70, DnaJB1 y Apg2 a diferentes concentraciones. 
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durante 30 minutos. Estos agregados se estabilizaron durante 30 minutos a 30ºC, y se 

incubaron en presencia de las diferentes combinaciones de chaperonas. Las 

concentraciones empleadas fueron: Hsc70 (0,5, 1, 2, 4, 6, y 8 µM), manteniendo DnaJB1 

y Apg2 constantes a concentraciones 1:0,4, 1:1 o 1:2 µM. Transcurridos 120 min, se 

estimó la reactivación de la G6PDH midiendo su actividad en las diferentes muestras y 

comparándolas con la actividad de un control de proteína nativa (Figura 4.1A). 

 

Los resultados obtenidos muestran que la reactivación máxima se alcanza a 

concentraciones entre 2 y 4 µM de Hsc70 en todos los casos, manteniéndose constante 

a partir de este punto. 

 

4.1.1.2. Apg2. 

Seguidamente se realizó un ensayo similar en el que se varió la concentración de Apg2 

en el medio (0,4, 1 y 2µM). Los ensayos se llevaron a cabo manteniendo las 

concentraciones de Hsc70 y DnaJB1 constantes, a dos relaciones molares diferentes 2:1 

y 4:1. Del mismo modo que anteriormente, se siguió la reactivación de G6PDH 

agregada, tras 90 minutos de incubación con las chaperonas (Figura 4.1B). 

 

Se observó que al incrementar la concentración de Apg2, el porcentaje de reactivación 

aumentaba inicialmente, pero a concentraciones elevadas de Apg2 con respecto a las 

concentraciones de los otros dos componentes del sistema (especialmente a las 

concentraciones Hsc70 2 µM y DnaJB1 1 µM), la reactivación de la G6PDH agregada fue 

menos eficiente. Estos resultados indican que el sistema de chaperonas humanas es 

más eficaz en la reactivación de este sustrato a concentraciones de Apg2 entre 0,4-1 

µM. 

 

4.1.1.3. DnaJB1 

En paralelo a los ensayos anteriores, se estudió como la variación en la concentración 

de DnaJB1 afectaba a este proceso. Para ello, se escogieron dos relaciones molares de 

Hsc70:Apg2: una en la que ambas estuviesen a bajas concentraciones, para poder 

observar mejor el efecto del incremento de la concentración de DnaJB1, y otra a las 

concentraciones seleccionadas tras los experimentos mostrados anteriormente (4 y 2 

µM para Hsc70 y Apg2, respectivamente). La reactivación de la G6PDH se siguió, tras 

una incubación de 45 minutos a 30ºC en este caso. Los resultados muestran que las 

concentraciones de DnaJB1 superiores a 1 M inducen una inhibición de la reactivación 

de agregados proteicos. 
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En resumen, se decidió que los rangos de concentraciones de los componentes del 

sistema de chaperonas humano a los cuales se obtiene una actividad replegadora 

óptima fueron 2-4 µM Hsc70, 0,5-1 µM DnaJB1 y 0,4-1 de Apg2. Debe mencionarse que 

los porcentajes de reactivación observados con los agregados de G6PDH empleados en 

este apartado son bajos (entre el 10 y 20 % de proteína replegada). En comparación, el 

sistema de chaperonas bacteriano formado por ClpB y DnaK/DnaJ/GrpE puede 

reactivar cantidades entre el 70 y 80% con el mismo tipo de agregados (observaciones 

sin publicar del grupo de investigación), lo que indica la menor capacidad reactivadora 

del sistema de chaperonas humano como ya han observado otros autores (Rampelt et 

al. 2012). Como se demostrará a continuación, los agregados de G6PDH formados a 10 

M son demasiado estables para el sistema humano que, sin embargo, es capaz de 

replegar agregados formados a menor concentración con mayor eficacia. 

 

 

4.1.2.- Impacto de las condiciones de agregación de sustratos modelo en el 

replegamiento in vitro inducido por las chaperonas humanas 

Para generar los distintos tipos de agregados proteicos, se han utilizado dos sustratos 

modelo: Luciferasa (LUC) y Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), que han sido 

ampliamente estudiados con el sistema de chaperonas bacteriano (Acebron et al. 2008; 

Acebron et al. 2009; Martin et al 2014; Fernandez-higuero et al 2018). Con la idea de 

poder caracterizar de la manera más completa posible la capacidad reactivadora del 

sistema de chaperonas humano Hsc70/DnaJB1/Apg2, se generaron diferentes tipos de 

agregados sometiendo cada una de estos dos sustratos proteicos a diversas 

condiciones desnaturalizantes. 

 

4.1.2.1.- Glucosa 6-fosfato Deshidrogenasa (G6PDH) 

La utilización de la G6PDH como sustrato permite una mayor variación en las 

condiciones de ensayo. Los estudios previos realizados en nuestro laboratorio nos 

permiten generar agregados de esta proteína con diferentes características en función 

de su concentración y de la temperatura de agregación utilizadas (Acebrón et al. 2008; 

Fernández-Higuero et al. 2018). Tal y como describe el protocolo utilizado por nuestro 

laboratorio (sección 3.5.2.2.1 de Materiales y Métodos), la agregación de G6PDH se 

induce mediante la incubación durante 30 minutos a 50ºC u 80ºC, y una posterior 

estabilización de los agregados generados, durante otros 30 minutos a 30ºC. 

Posteriormente, estos agregados se diluyen a una concentración determinada en el 

tampón de ensayo, tras lo que se añaden las chaperonas y el ATP, y se incuba a 30ºC 

para permitir la solubilización y replegamiento del sustrato. La reactivación del 
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agregado se analiza extrayendo alícuotas a diferentes tiempos y ensayando la actividad 

de la G6PDH como se indica en la sección 3.3.3.7.2 de Materiales y Métodos. La 

concentración de proteína y la temperatura de desnaturalización empleadas en el 

proceso de agregación tiene un gran impacto en el tamaño y conformación de los 

agregados (Acebron et al. 2009; Fernandez-Higuero et al. 2018). 

 

4.1.2.1.1.- Efecto de la concentración de G6PDH. 

Con la finalidad de optimizar la cantidad de G6PDH renaturalizada por el sistema 

formado por las chaperonas humanas, se realizaron diferentes ensayos en los que se 

variaron tanto la concentración de agregación de la G6PDH (2,5, 5 o 10 µM), como la 

concentración final de agregados añadida a la muestra (0,1, 0,2, 0,4 o 0,8 µM) (Figura 

4.2). 
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Figura 4.2 (página anterior): Efecto de las concentraciones de agregación y 

ensayo en el rendimiento de reactivación de agregados de G6PDH por el 

sistema de chaperonas humanas. La G6PDH fue agregada a 10 (A), 5 (B) y 2,5 

M (C) y posteriormente diluida a una concentración final de 0,1, 0,2, 0,4 y 0,8 

M, según se indica en la figura, en el tampón de ensayo para analizar su 

reactivación por Hsc70/DnaJB1/Apg2 (2/1/0,4µM). 

 

Se observó un gran efecto de la concentración de agregación, de modo que 

concentraciones bajas favorecen la formación de agregados más manejables por el 

sistema de chaperonas humano, alcanzándose valores de replegamiento en torno al 

60% del sustrato añadido inicialmente. En cuanto a la concentración del sustrato en el 

ensayo, la reactivación máxima de G6PDH se obtuvo alrededor de 0,4 µM de agregado 

a la muestra para todos los casos. 

 

4.1.2.1.2.- Papel de la temperatura de agregación 

Tal y como se describe en estudios anteriores, la temperatura de desnaturalización a la 

que se incuba la G6PDH para inducir su agregación tiene un gran impacto en el 

rendimiento del ensayo de replegamiento (Acebron et al. 2009). Así, la agregación de 

la G6PDH a 50 o 80ºC permite generar dos tipos de agregados que difieren en tamaño 

y en el número de residuos implicados en interacciones intermoleculares de tipo  

(Acebrón et al. 2008; Fernández-Higuero et al. 2018). Con la finalidad de estudiar el 

efecto de la temperatura de agregación en la actividad replegadora del sistema 

Hsc70/DnaJB1/Apg2, se realizaron los ensayos de replegamiento empleando agregados 

de G6PDH formados a 2,5 µM y diferentes temperaturas de desnaturalización (50, 60, 

70 y 80ºC). Después, los agregados formados se diluyeron a una concentración final de 

0,4 µM en las muestras de ensayo como se menciona anteriormente. 

 

Los resultados obtenidos muestran que el sistema de chaperonas humanas es 

solamente capaz de replegar porcentajes significativos de G6PDH (en torno al 50-60%) 

cuando la agregación se llevó a cabo a 50ºC. El porcentaje final de proteína replegada 

disminuyo aproximadamente 10 veces al aumentar la temperatura de agregación a 

60ºC. A temperaturas de agregación superiores, no se observó reactivación alguna por 

parte del sistema humano. Por comparación, el sistema bichaperona bacteriano 

formado por ClpB y DnaK/DnaJ/GrpE puede replegar agregados de G6PDH formados a 

10 M tanto a 50 como a 80ºC con porcentajes cercanos al 80 y 50% respectivamente, 

lo que pone de manifiesto la menor eficacia del sistema humano.  
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Figura 4.3: Efecto de la temperatura de agregación de G6PDH en la actividad 

replegadora del sistema de chaperonas humanas. La G6PDH (2,5 M) fue 

incubada durante 30 min a 50, 60, 70 y 80ºC, y posteriormente diluida a una 

concentración final de 0,4 M en el tampón de ensayo para analizar su 

reactivación por Hsc70/DnaJB1/Apg2 (2/1/0,4µM). 

 

4.1.2.2.- Luciferasa 

La Luciferasa de Photinus pyralis es una proteína que se utiliza frecuentemente en 

experimentos de reactivación de agregados proteicos debido a que se desnaturaliza y 

agrega a temperaturas de choque térmico para las células (42ºC) y a la facilidad con la 

que se cuantifica la cantidad de proteína recuperada mediante ensayos de 

quimioluminiscencia. Por otro lado, presenta características que dificultan su manejo 

en el laboratorio, como su tendencia elevada a adsorberse a superficies de plástico. Las 

características especiales que presenta este sustrato hacen que no sea fácil variar sus 

condiciones de agregación y, además, la reproducibilidad de los resultados de 

reactivación sea menor que para la G6PDH. Así, en esta Tesis solo se ha comparado la 

reactivación de agregados de Luciferasa formados utilizando dos métodos diferentes: 

desnaturalización en Urea y su posterior dilución, y agregación térmica (secciones 

3.5.2.1.1 y 3.5.2.2.2 de Materiales y Métodos, respectivamente). 

 

4.1.2.2.1.- Agregación tras desnaturalización en presencia de Urea 6 M 

La Luciferasa (2 M) forma agregados cuando se desnaturaliza en presencia de Urea a 

concentraciones entre 6 y 8 M, y el agente caotrópico se diluye posteriormente 100 

veces en el medio. Como se observa en la Figura 4.4, estos agregados fueron fácilmente 

reactivados por el sistema de chaperonas humanas, obteniéndose porcentajes de 
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reactivación superiores al 80% en presencia de Hsc70/DnaJB1/Apg2, y alrededor del 

40% cuando se emplearon Hsc70 y DnaJB1 en ausencia de Apg2. Por comparación, el 

sistema bacteriano homologo formado por DnaK/DnaJ/GrpE es incapaz de reactivar 

estos agregados y depende de la presencia de ClpB (Miot et al. 2011; Zolkiewski 1999). 

Esto pone de manifiesto la mayor eficacia del sistema de reactivación de agregados 

proteicos basado en la Hsc70 humana. 

 

4.1.2.2.2.- Agregación tras desnaturalización térmica.  

Se llevaron a cabo experimentos de reactivación de agregados de Luciferasa formados 

tras su desnaturalización térmica a 42ºC a tres concentraciones del sustrato diferentes 

para estudiar su efecto en el rendimiento del sistema de chaperonas humanas (Figura 

4.5). Para ello, LUC fue desnaturalizada a 0,5 o 0,1 µM durante 30 minutos a 42ºC, y se 

ensayó la reactivación de los agregados a una concentración final de 0,1 µM en ambos 

casos por Hsc70/DnaJB1 (2 y 1 µM, respectivamente) en presencia o ausencia de Apg2 

(0,4µM). Los porcentajes de reactivación fueron prácticamente nulos cuando la 

agregación ocurrió a 0,5 µM (Figura 4.5A), aumentando moderadamente hasta el 30% 

en el caso de agregados formados a 0,1 µM y solo en presencia del sistema de 

chaperonas completo (Figura 4.5B). Estos resultados demuestran el importante efecto 

de la concentración del sustrato en la estabilidad de los agregados formados. 

 
Figura 4.4: Reactivación de agregados de LUC formados tras su 

desnaturalización en presencia de urea 6 M. LUC (2 M) fue incubada durante 

30 min en presencia de Urea 6 M. Los agregados se formaron por dilución (100x) 

del agente caotrópico, siendo la concentración final de LUC de 0,02 M. La 

reactivación se llevó a cabo por Hsc70 (2 M), DnaJB1 (1M) en ausencia (círculos 

grises), y presencia de Apg2 (0,4 M) (círculos azules).  
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Figura 4.5: Reactivación de agregados de LUC formados tras su 

desnaturalización térmica. LUC fue desnaturalizada por incubación a 42ºC 

durante 30 min a 0,5 (A), 0,1 (B) y 0,04 M (C). La concentración final de LUC fue 

0,1 M en A y B, y 0,02 M en C. La reactivación se realizó tras la adición de Hsc70 

(2M), DnaJB1 (1 M) (círculos grises), y Apg2 (0,4 M) (círculos azules) 

 

De cara a comparar la reactivación de este sustrato agregado mediante una 

desnaturalización térmica con la observada tras la desnaturalización/agregación 

inducida por agentes caotrópicos como la Urea, se realizó un ensayo en el que LUC se 

agregó a 0,04 µM durante 30 minutos a 42ºC, tras lo que se diluyó a una concentración 

final de 0,02 M como la empleada en los ensayos de la Figura 4.4. En este caso, la 

reactivación obtenida fue considerablemente mayor a la observada cuando la 

desnaturalización se realizó a 0,5 y 0,1 M, siendo ésta del 25% y del 50%, en presencia 

de Hsc70/DnaJB1 en solitario o del sistema completo de chaperonas 
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Hsc70/DnaJB1/Apg2, respectivamente. Por otra parte, la reactivación de los agregados 

formados por desnaturalización térmica resultó menos eficaz que la observada en el 

caso de los agregados generados por el tratamiento con Urea.  

 

En conclusión, los agregados mas adecuados para estudiar la capacidad replegadora 

del sistema de chaperonas humanas formado por Hsc70/DnaJB1/Apg2 son: 

 

 agregados de LUC (2 M) formados tras la desnaturalización en presencia de 

Urea 6M a 30ºC durante 30 min y posterior dilución a una concentración final 

de 20 nM; 

 

 agregados de G6PDH (2,5 M) formados mediante la desnaturalización 

térmica por incubación a 50ºC durante 30 min. 
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4.2. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE CHAPERONAS HUMANO 

POR APG2. PAPEL DEL SUBDOMINIO ACÍDICO (AS) 

 

La primera divergencia estructural importante que diferencia a las proteínas de las 

familias Hsp110 y Hsp70 se encuentra localizada en el subdominio  del dominio de 

unión (SBD) y consiste en la inserción de aproximadamente 80 residuos con un 

marcado carácter acídico y zonas ricas en residuos Q y P (Figura 4.6). En este apartado 

se presenta un estudio del papel que tiene este dominio, abreviado como AS (de 

“acidic subdomain”) en la regulación de la actividad chaperona de Hsc70, el 

representante constitutivo de la familia Hsp70 en humanos, por Apg2, uno de los tres 

miembros de la familia Hsp110. Para ello, se ha empleado un mutante denominado 

Apg2AS, en el que se han eliminado los residuos del 504 al 569 de Apg2. Es 

interesante mencionar que Hsp105, otro de los tres miembros de la familia Hs110 en 

humanos, se expresa como dos como isoformas,  y , que se diferencian por la 

pérdida de un segmento localizado en el AS por ayuste alternativo Se ha demostrado 

que la correcta localización citoplasmática y nuclear de Hsp105 y Hsp10, 

respectivamente, depende de motivos NLS y NES localizados en sus subdominios AS y 

C-terminal (Saito et al. 2007, 2009). Por otro lado, Sse1p, una Hsp110 homóloga en 

levaduras, presenta un AS mucho más reducido (figura 4.6) y su deleción no afecta a 

la interacción con Ssa1p ni a la actividad NEF pero reduce ligeramente la capacidad de 

replegar un sustrato desplegado no agregado (Polier et al. 2008). 

 

Figura 4.6: El domino AS de Hsp110 humanas. Representación esquemática de 

la estructura de Apg2 y la alineación de secuencias del AS de Apg2, Hsp105 y 

Apg1, los representantes de la familia Hsp110 en humanos, y Sse1p de levaduras. 

Los residuos idénticos se destacan en cian. Los residuos subrayados 

corresponden a la secuencia eliminada en Apg2 (este trabajo) y Sse1p y la 
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secuencia que la isoforma Hsp105 carece debido a un ayuste alternativo. Los 

diferentes elementos estructurales de Sse1p se muestran mediante flechas 

azules, hojas  y cilindros naranjas, hélices .  

 

 

 

4.2.1.- Caracterización estructural de Apg2 y Apg2AS 

En primer lugar, se realizaron ensayos orientados a averiguar si la deleción del AS, 

inserto en el SBD de Apg2, alteraba la estructura y/o estabilidad de la proteína. Para 

ello se emplearon las técnicas de dicroísmo circular (CD) y dispersión de rayos X a bajo 

ángulo (SAXS). 

 

4.2.1.1.- Dicroísmo circular 

Se realizaron espectros e isotermas de desnaturalización de Apg2ΔAS y se compararon 

con los datos obtenidos para Apg2 silvestre. Tanto los espectros como los perfiles de 

las rampas de temperatura fueron similares para ambas proteínas (Figura 4.7). El 

espectro de Apg2 muestra un contenido alto en hélices . De modo similar el mutante 

de deleción presenta un espectro dominado también por el contenido en hélices , 

que podría ser ligeramente inferior en este caso. Observamos que la desnaturalización 

de Apg2 tiene lugar mediante una única transición altamente cooperativa centrada a 

51,4 ± 0.5 ºC, datos que coinciden plenamente con los descritos por otros autores 

(Raviol et al. 2006). De manera similar, la desnaturalización de Apg2ΔAS ocurrió a 

través de una sola transición con una temperatura de transición (Tm) de 47,8 ± 0,1ºC, 

ligeramente inferior a la observada para Apg2 silvestre. En este caso, se observó 

además una segunda transición a partir de los 60ºC, probablemente como 

consecuencia de la agregación de la proteína a altas temperaturas. Estos resultados 

sugieren que la deleción del AS no altera significativamente el contenido de estructura 

secundaria en Apg2, ni su estabilidad y, por tanto, la conformación de la chaperona.  

 

4.2.1.2.- SAXS 

SAXS pertenece a la familia de técnicas de dispersión de rayos X que proporcionan 

información sobre el tamaño medio de las partículas y su forma en solución. Los 

experimentos se han realizado en un equipo que incorpora un HPLC acoplado en el 

que se realiza una cromatografía de tamizado molecular (SEC) de manera que los datos 

se colectan durante la elución de la muestra para las fracciones seleccionadas 

(Vestergaard 2016). Apg2 y Apg2ΔAS presentaron perfiles de elución similares, siendo 

el volumen de elución de la proteína truncada ligeramente inferior (Figura 4.8A), lo 
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que indica que la deleción del AS no afecta al estado oligomérico de la proteína. Estos 

ensayos y el procesamiento de los datos obtenidos se han realizado en colaboración 

con el Dr. Marcelo E. Guerin del CiC Biogune y el Dr. David Albesa del Instituto Biofisika. 

 

La comparación de las curvas de dispersión Apg2 y Apg2ΔAS indicó un nivel razonable 

de similitud (χ2 = 2,6), que se correlacionó bien con los parámetros estructurales 

estimados, como el radio de giro (Rg), la dimensión máxima (Dmax), el volumen de Porod 

y el peso molecular (Tabla 4.1). Las reconstrucciones ab initio de Apg2 y Apg2ΔAS 

predijeron envueltas alargadas con forma de V (Figura 4.8B). El ajuste simultáneo de 

las curvas de SAXS de Apg2 y Apg2ΔAS durante el modelado implementado mediante 

MONSA, permitió la ubicación ab initio del AS que sobresale de la envuelta 

reconstruida de Apg2, lo que sugiere que este subdominio podría adoptar una 

conformación plegada globular (Figura 4.8B). Con el objetivo de encajar la estructura 

3D de Sse1p de levadura, la única estructura cristalina de una Hsp110 disponible hasta 

la fecha, dentro de la envuelta de Apg2, realizamos una comparación entre las curvas 

de dispersión de Apg2 o Apg2ΔAS obtenidas experimentalmente y la curva de 

dispersión calculada a partir de la estructura 3D de la proteína homologa Sse1p de 

levadura (código PDB 3D2E) (Polier et al. 2008). Sin embargo, el resultado mostró un 

alto nivel de discrepancia (Apg2 frente a Sse1p χ2 = 186,49 y Apg2ΔAS frente a Sse1p 

χ2 = 27,0). Esto no es sorprendente dado que Apg2 contiene 46 y 135 residuos más en 

los dominios AS y C-terminal, respectivamente, que la construcción de Sse1p utilizada 

para obtener la estructura cristalina.  

 

Figura 4.7: Caracterización de la estructura secundaria y desnaturalización de 

Apg2 y el mutante Apg2ΔAS. A, espectros de CD de Apg2 (líneas negras) y 

Apg2ΔAS (líneas verdes) en ausencia de nucleótidos. B, desnaturalización de 
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Apg2 (líneas negras) y Apg2ΔAS (líneas verdes) siguiendo la elipticidad a 222 nm. 

Las rampas de temperatura se obtuvieron a 60ºC/h, en ausencia de nucleótidos. 

 

Figura 4.8: Caracterización estructural de Apg2 silvestre (líneas negras) y 

Apg2ΔAS mediante SAXS. A, perfiles de elución de SEC para Apg2 y Apg2∆AS; 

los puntos azules indican las fracciones empleadas para realizar las medidas de 

SAXS. B, reconstrucción ab initio de las envueltas de Apg2 y Apg2AS empleando 
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GASBOR y MONSA, como se indica. Los datos de SAXS (puntos negros), el 

correspondiente ajuste a las envueltas predichas (líneas rojas) y los valores 

correspondientes de 2 se muestran en los paneles a la derecha. 

 

En resumen, los resultados obtenidos tras el análisis por SAXS de Apg2 silvestre y el 

mutante de deleción Apg2ΔAS sugieren que el AS forma un subdominio globular en 

parte, que se proyecta hacia el exterior del SBD y que, por tanto, podría desarrollar una 

actividad regulatoria independiente del papel del SBD de Apg2. Además, esto hecho 

puede justificar que su eliminación no modifique significativamente la estabilidad de 

Apg2, como se ha observado en el apartado anterior. 

 

 

 

 

Tabla 4.1: Parámetros de la recolección de datos de SAXS y procesado. 

Parámetros Apg2 Apg2∆AS 
Equipo Beamline B21 (DLS) Beamline B21 (DLS) 

Longitud de onda (Å) 1 1 

Estrategia SEC-SAXS SEC-SAXS 

Rango q (Å-1) b 0,010-0,35 0,010-0,35 

Tiempo de exposición (sec/frame)  3 3 

Concentración inyectada (mg ml-1)  10 7 

Temperatura (K) 288 288 

Parámetros estructurales*   

I(0) (cm-1) [de P®] 0,184(3) 0,074(7) 

Rg (Å) [de P®] 47,2(9) 44(4) 

I(0) (cm-1) (de Guinier)  0,1861(5) 0,0707(7) 

Rg (Å) (de Guinier)  46,8(8) 43(2) 

Dmax (Å) 168 150 

Volumen de Porod estimado (Å3) 190,700 188,200 

Volumen seco calculado de la secuencia (Å3)  114,323 105,059 

Determinación de la Masa Molecular   

Masa molecular [de Vc] 96(5) kDa 85(5) kDa 

Calculada de la secuencia (monomérica) 94 kDa 87 kDa 

Software empleado   

Reducción de datos primarios GDA GDA 

Procesado de datos ScÅtter ScÅtter 

Análisis ab initio GASBOR / MONSA /SREFLEX GASBOR / MONSA 

Validación and promediado DAMCLUST DAMCLUST 
* Los errores estimados hasta el último decimal se indican entre paréntesis 
b Rango q usado para el cálculo de la función P®  
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4.2.2. Cambios conformacionales de Apg2 y Apg2AS: efecto de la unión de 
nucleótidos. 

Una de las características más importantes en la familia de chaperonas Hsp70 son los 

cambios conformacionales acoplados a su ciclo ATPasa (Chiappori et al. 2016; Daily y 

Gray 2009; English et al. 2017; General et al. 2014; Liu y Hendrickson 2007; Nicolaï et 

al. 2013; Smock et al. 2010; Zhuravleva et al. 2012). A diferencia de esto, la presencia 

de ATP o ADP en el medio no parece provocar modificaciones conformacionales 

importantes en Apg2 (Raviol, Bukau et al. 2006). Con la idea de averiguar si esta 

estanqueidad conformacional de Apg2 se mantenía tras la deleción del AS, se 

realizaron diversos experimentos de CD, SEC y proteólisis en ausencia o presencia de 

nucleótidos de adenina.  

 

4.2.2.1.- Dicroísmo circular 

Se realizaron espectros y rampas de temperatura del mutante Apg2ΔAS en sus estados 

APO, ADP y ATP, y se compararon con los obtenidos para la proteína silvestre. Para los 

ensayos en presencia de ATP se utilizó el análogo no hidrolizable ATPɣS. Tanto los 

espectros como los perfiles de desnaturalización de ambas proteínas fueron muy 

similares en todas las condiciones ensayadas (Figura 4.9), lo que demuestra que el 

dominio AS no influye en el ciclo conformacional de Apg2. 

 

4.2.2.2.- Proteólisis 

Con el objetivo de detectar posibles cambios conformacionales sutiles que no 

modifiquen significativamente la estructura secundaria ni terciaria de la proteína, se 

llevaron a cabo experimentos de proteólisis parcial controlada que pueden detectar 

los cambios de la accesibilidad de diferentes zonas de la proteína. Para ello, Apg2 y 

Apg2ΔAS en sus estados apo, ADP o ATP, fueron tratadas con cantidades pequeñas de 

tripsina a diferentes tiempos de reacción (1, 5, 10 y 20 minutos). La digestión de Apg2 

con tripsina no mostró diferencias significativas en las tres condiciones ensayadas 

(Figura 4.10A). La proteólisis de Apg2 generó dos fragmentos abundantes de 

aproximadamente 66 y 40 kDa y otros fragmentos minoritarios de menor masa 

molecular. En el caso de Apg2AS se observó una menor tasa de proteólisis de la 

proteína y, de modo similar a la proteína salvaje, no se observaron diferencias 

dependientes de nucleótido (Figura 4.10B). Se observaron los mismos fragmentos 

trípticos para el mutante de deleción, excepto el fragmento de mayor masa que era 

más pequeño en este caso, lo que indica que debe contener el AS. El análisis por 

espectrometría de masas de muestras de Apg2 proteolizadas permitió identificar dos 

fragmentos de masas de 27.321,5 y 31.107,5 Da, que se corresponden con segmentos  
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Figura 4.9: Caracterización de la estructura secundaria y desnaturalización de 

Apg2 y el mutante Apg2ΔAS en ausencia o en presencia de nucleótidos. A y C, 

espectros de CD de Apg2 y Apg2ΔAS obtenidos a 20ºC en ausencia de nucleótidos 

(línea continua) o en presencia de ADP (línea discontinua) o ATPS (línea 

punteada). B y D, desnaturalización térmica de Apg2 y Apg2ΔAS medida 

monitorizando de forma continua la elipticidad a 222 nm. Los ensayos se 

realizaron en ausencia o presencia de nucleótidos como en A y C. 

 

C-terminales resultantes de la digestión tríptica tras los residuos K603 y K571, 

respectivamente. En Sse1p, el residuo correspondiente a K603 de Apg2 se sitúa en la 

primera hélice  del SBD (Figura 4.10C), mientras que K571 corresponde al extremo C-

terminal del AS de Apg2. Los resultados de proteolisis parcial sugieren que la deleción 

de este dominio reduce la accesibilidad del residuo K571 situado en el SBD de Apg2. 
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Figura 4.10: Proteólisis parcial con tripsina de Apg2 y Apg2ΔAS en ausencia o 

en presencia de nucleótidos. Apg2 silvestre (A) y APG2ΔAS(B) fueron incubadas 

con tripsina durante los tiempos indicados. Los fragmentos proteolíticos fueron 

resueltos y visualizados mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie. C, 

estructura de Sse1p (pdb 3C7N) en la que se destacan las posiciones equivalentes 

a los residuos K603 y K571 de Apg2. Los dominios se han representado con el 

siguiente código de colores: azul, NBD; verde, SBD; naranja, SBD. 

 

4.2.2.3. Cromatografía de tamizado molecular analítica y electroforesis nativa 

Finalmente, estudiamos si la deleción del AS podría afectar a la estructura cuaternaria 

de la proteína y si la unión de nucleótidos modifica el estado oligomérico de Apg2. Para 

ello, se realizaron estudios de electroforesis nativa y SEC. Mediante electroforesis en 

condiciones nativas, observamos que Apg2 migró en el gel mayoritariamente como 

una única banda mostrando un peso molecular aparente mayor al teórico obtenido de 

la secuencia para un monómero (Figura 4.11A), un hecho que ya había sido descrito 

anteriormente (Oh et al. 1999). Para Apg2ΔAS se observó un gran aumento de la masa 

aparente en el gel nativo, que podría sugerir una oligomerización del mutante, 
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compatible posiblemente con la dimerización. Sin embargo, el análisis por SEC de 

ambas proteínas descartó este hecho ya que el mutante truncado eluyó con un tamaño 

muy similar a la proteína silvestre (Figura 4.11B). Es muy posible que la deleción del 

AS, una región con muchos residuos acídicos agrupados, provoque una gran 

disminución de la movilidad electroforética.  

 

Por otro lado, Apg2 silvestre y Apg2ΔAS eluyeron en el análisis por SEC con volúmenes 

de elución (Ve) 8,6 y 9,1 ml, respectivamente (Figura 4.11B). El calibrado de la columna 

con proteínas estándar mostró que estos Ve correspondían a masas aparentes muy 

superiores al tamaño obtenido por la secuencia. Como se puede observar en los 

cromatogramas mostrados en las Figuras 4.11C y D, la adición de nucleótidos no 

modificó los Ve de Apg2 y Apg2ΔAS por lo que se descarta la variación del estado 

oligomérico de ambas proteínas tras la unión de ATP o ADP.  

 
Figura 4.11: Análisis por electroforesis nativa y SEC del estado oligomérico de 

Apg2 y el mutante Apg2ΔAS en ausencia o en presencia de nucleótidos. A, gel 

nativo teñido con azul de Coomassie de muestras de Apg2, Apg2ΔAS y Hsc70. B, 

perfiles de SEC obtenidos registrando la absorbancia a 280 nm de Apg2 y 

Apg2ΔAS (10 M). Se indica el Ve de proteínas estándar para la calibración de 
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pesos moleculares. C y D, perfiles SEC para las formas apo y unidas a ADP o ATP 

de Apg2 y Apg2ΔAS (10 M), respectivamente.  

 

 

4.2.3. Análisis de los complejos Hsc70:Apg2. 

Las chaperonas Hsp70 y Hsp110 forman complejos estables con alta afinidad en 

presencia de nucleótidos caracterizados por constantes de disociación en el rango 

nanomolar, como se ha demostrado para los homólogos en levaduras Ssa1p y Sse1p 

(Andréasson et al. 2008; Raviol, Sadlish, et al. 2006; Shaner et al. 2006). Aquí hemos 

caracterizado la formación de complejos entre Hsc70 y Apg2 humanas, y el papel del 

domino AS en la interacción. Para ello se han realizado ensayos de SEC, resonancia de 

plasmón superficial (SPR) y electroforesis en geles nativos. 

 

4.2.3.1. Análisis por SEC de los complejos Hsc70:Apg2 

La formación de complejos entre Apg2 y Hsc70 se estudió inicialmente mediante SEC. 

Para ello, se analizaron en una columna Bio Sec-5 muestras de Apg2 y Hsc70, a 10 y 15 

M respectivamente, incubadas durante 30 minutos en ausencia de nucleótidos (apo, 

Figura 4.12A), y en presencia de ADP (Figura 4.12B) o ATP (Figura 4.12C). En condiciones 

apo y ADP, se observó una muestra heterogénea en la que coexisten complejos de 

varios tamaños moleculares con las proteínas libres. Esto está posiblemente debido a 

la oligomerización de Hsc70 (Figura 4.12A y B, líneas verdes), una característica común 

de esta familia de chaperonas (Benaroudj et al. 1997; Takakuwa et al. 2019), lo que 

provoca la formación de complejos multiméricos cuando Apg2 se une a los diferentes 

oligómeros formados por Hsc70. La unión de ATP reduce considerablemente la 

formación de oligómeros por Hsc70 (Figura 4.12C, línea verde). De este modo, la 

inclusión de ATP durante la incubación de Apg2 y Hsc70 para la formación del complejo 

entre ambas proteínas, disminuyó la cantidad de complejos de elevado peso molecular. 

En estas condiciones se observó mayoritariamente un Ve de 8,3 ml, además de picos 

minoritarios a 7,9 y 7,4 ml (Figura 4.12C). Teniendo en cuenta los Ve de Apg2 y Hsc70 

aisladas (8,6 y 9,5 ml, respectivamente), el complejo eluído a 8,3 ml puede 

corresponder al complejo 1:1. Cuando en el ensayo se empleó Apg2 marcada con Alexa 

488 se observó que la proteína aparecía en los tres Ve descritos. Esto demuestra que 

Apg2 se une a los oligómeros formados por Hsc70, como se ha propuesto 

anteriormente. Para minimizar la formación de oligómeros de Hsc70, se realizaron 

ensayos a concentraciones inferiores, un factor importante en la auto asociación de 

estas proteínas (Aprile et al. 2013). A concentraciones menores, especialmente a 5 M, 

se observó como la cantidad de oligómeros de Hsc70 se redujo significativamente 
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Figura 4.12: Análisis de la formación de complejos entre Apg2 y Hsc70 por SEC. 

Los complejos formados por Apg2 (10 M) y Hsc70 (15 M) en ausencia de 

nucleótidos (A) y en presencia de ADP (B) y ATP (C) se analizaron mediante SEC. 

El cromatograma resultante se muestra mediante una línea roja. Como control, 

se muestran los cromatogramas obtenidos para Apg2 (azul) y Hsc70 (verde) 

aisladas. D, perfil de elución de los complejos formados por Apg2 marcada con 

Alexa 488, obtenido registrando la absorbancia a 497 nm (morado). E, SEC de 

Hsc70 a 15 (verde oscuro), 10 (verde claro) y 5 M (verde oliva) en presencia de 

ATP. F, complejos formados en presencia de ATP por Hsc70 (5 M) y 

concentraciones crecientes de Apg2, según se indica. 

 

(Figura 4.12D). De este modo, Hsc70 (5 µM) fue titulada con concentraciones 

crecientes de Apg2 obteniéndose un perfil cromatográfico muy homogéneo con un 

pico centrado en 8,3 ml que posiblemente corresponde al complejo 1:1 (Figura 4.12E). 

 

4.2.3.2. Determinación de la afinidad de Apg2 por Hsc70 mediante SPR 

Profundizar en el estudio de la interacción entre Apg2 y Hsc70, y el papel que juega el 

AS, requiere la cuantificación del equilibrio de asociación/disociación entre estas 

proteínas. Por tanto, se procedió a estimar las constantes de equilibrio de disociación 

(Kd) de los complejos formados entre Apg2 y Apg2ΔAS con Hsc70, mediante ensayos 

de Resonancia de Plasmón Superficial (SPR del inglés Surface Plasmon Resonance). 
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Para llevar a cabo estos experimentos, se clonó y purificó una variante de Hsc70 en la 

que se fusionó una etiqueta Streptag II al extremo C-terminal de la proteína 

(denominada Hsc70Strep). El análisis funcional de esta proteína dio como resultado una 

disminución del 30-35 % aproximadamente en sus actividades ATPasa en su valor 

máximo y reactivadora de agregados proteicos (Figura 4.13C). A pesar de esto, 

Hsc70Strep resultó ser un mutante valioso con el que realizar experimentos 

comparativos de SPR diseñados para estudiar la formación de complejos con Apg2 

silvestre y Apg2ΔAS.  

 

En estos experimentos se emplearon sensores a los que se inmovilizó un anticuerpo 

monoclonal contra el Streptag II, con la finalidad de capturar Hsc70Strep. Se inyectaron 

concentraciones crecientes de Apg2 o Apg2ΔAS, y se registraron los sensogramas 

correspondientes. En ausencia de nucleótido, se observó una interacción fuerte 

caracterizada por cinéticas de asociación y disociación muy rápidas (Figura 4.13A), tal 

y como ocurre para las proteínas homólogas Ssa1p y Sse1p de levaduras (Raviol, 

Sadlish, et al. 2006). Las Kd se obtuvieron de la representación del valor máximo 

alcanzado de RUs frente a la concentración de Apg2 o Apg2ΔAS inyectada (Figura 

4.13B), resultando respectivamente en valores de 148 ± 5 y 54 ± 1 nM (Tabla 4.2). Sin 

embargo, no se observó interacción entre Hsc70Strep y Apg2 o Apg2ΔAS en presencia 

de ATP (no mostrado). Finalmente, en presencia de ADP, se observó un descenso de al 

menos dos órdenes de magnitud en la afinidad entre Hsc70Strep y ambas variantes de 

Apg2 (Figura 13B), lo que impidió una estimación correcta de las Kd en estas 

condiciones. Estos datos sugieren que posiblemente el complejo entre Hsc70 y Apg2 

es asimétrico respecto al nucleótido unido a ambas proteínas y que el AS juega un 

papel importante en la formación del complejo, reduciendo su afinidad. 

 

Dado que Apg2 posiblemente contiene zonas desordenadas, como el propio AS y 

partes del segmento C-terminal (Dublang et al. 2021), es importante determinar si 

alguna de estas regiones puede actuar como un pseudosustrato de Hsc70, 

interaccionando con el sitio de unión en el SBD de la chaperona y, por tanto, 

contribuyendo a la afinidad. Una interacción de este tipo es plausible y ha sido descrita 

para la interacción entre DnaK, la Hsp70 bacteriana, y su NEF, GrpE (Brehmer et al. 

2004; Moro et al. 2007). Para estudiar esta posibilidad, se realizaron medidas de SPR 

empleando el mutante Hsc70-V438F, que presenta una afinidad muy reducida por 

sustratos proteicos (ver Figura 4.18A y el apartado correspondiente). Los resultados 

obtenidos mostraron Kds ligeramente superiores a las observadas anteriormente con 

valores de 238 y 101 M para Apg2 y Apg2ΔAS respectivamente (Tabla 4.2), lo que 
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indica que, si existe alguna interacción con el sitio de unión de Hsc70, esta no induce 

un cambio de afinidad significativo y que no está modulada por el AS. 

 
Figura 4.13: Caracterización de la Kd para la interacción de Hsc70 con Apg2 y el 

mutante Apg2ΔAS. A, sensogramas obtenidos tras inyectar Apg2 (izquierda) o 

Apg2ΔAS (derecha) a un sensor al que se había inmovilizado Hsc70Strep. Las 

concentraciones empleadas se indican a la derecha. B, curvas de unión de Apg2 

(símbolos blancos) y Apg2ΔAS (símbolos negros) a Hsc70Strep (círculos) o 70-

NBDStrep (triángulos) en ausencia de nucleótidos derivadas del análisis SPR. La 

interacción de Apg2 y Apg2ΔAS con Hsc70 también se estudió en presencia de 

ADP purificado (cuadrados). Los valores de resonancia (RU) de tres experimentos 

independientes fueron normalizados con el valor máximo obtenido de las 

titulaciones de Apg2 y Apg2ΔAS, y promediados. Las líneas continuas naranja 

representan el ajuste de los datos a un modelo de unión de sitio único. C, 

actividad ATPasa y replegadora de Hsc70 (gris) y Hsc70Strep (verde).  
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Las estructuras 3D de los complejos Hsp70:Hsp110 resueltos hasta la fecha (Polier et 

al. 2008; Schuermann et al. 2008), muestran que el NBD y el SBD de Hsp110 

establecen numerosos contactos con el NBD de Hsp70, mientras que los SBDde 

ambas proteínas se sitúan próximos en el espacio (Figura 1.17 de Introducción). Así, 

para entender mejor las interacciones que estabilizan el complejo Hsc70:Apg2, 

realizamos experimentos similares de SPR empleando un mutante en el que el SBD de 

Hsc70 fue delecionado, que denominamos 70-NBDStrep y que corresponde a los 

residuos 1 a 384 de Hsc70 seguidos del Streptag II. Primero, observamos una fuerte 

reducción de la afinidad de Apg2 silvestre por 70-NBDStrep, que se refleja en un 

incremento de Kd de 148 a 1.800 nM (Figura 4.13B y Tabla 4.2). En segundo lugar, no 

se encontró el aumento de afinidad de 3 veces observado para la interacción entre 

Apg2ΔAS y Hsc70 con respecto a Apg2 silvestre cuando se empleó 70-NBDStrep, siendo 

los valores de Kd 1,8 ± 0,2 y 1,3 ± 0,2 M para Apg2 y Apg2ΔAS, respectivamente (Tabla 

4.2).  

 

4.2.3.3.- Caracterización de los complejos Hc70:Apg2 por electroforesis nativa. 

La función de Apg2 como NEF de Hsc70, que implica que debe interaccionar con la 

forma ADP de la chaperona, y los resultados del análisis de la formación del complejo 

Hsc70:Apg2 mediante SPR, indican que posiblemente el complejo sea asimétrico en 

cuanto al nucleótido que ocupa los centros de unión de Apg2 y Hsc70. Una 

configuración plausible, de acuerdo con lo descrito por otros autores (Polier et al. 

2008; Schuermann et al. 2008), es Apg2 unida a ATP interaccionando con Hsc70 unida 

a ADP o en estado apo. Para generar estos complejos, Hsc70 (2 M) fue incubada con 

Apg2 o Apg2ΔAS (2 M) durante varias horas en presencia de cantidades pequeñas de 

ATP (50 M) a temperatura ambiente, de modo que se produzca la hidrólisis completa 

Tabla 4.2: Constantes de equilibrio de disociación de los complejos 

Hsc70:Apg2. Los valores son promedio de tres experimentos 

independientes. 

 Kd (nM) 

Hsc70Strep Hsc70-V438FStrep 70-NBDStrep 

Apg2 148 ± 5 238 ± 11 1.800 ± 200 

Apg2ΔAS 54 ± 1 101 ± 14 1.300 ± 200 



Regulación de la actividad desagregasa por Apg2. Función del subdominio AS 

121 

del nucleótido. Las muestras se analizaron mediante electroforesis en geles nativos 

(Figura 4.14). En estas condiciones y a pesar de la movilidad electroforética discrepante 

de las proteínas aisladas, Apg2 y Apg2ΔAS formaron un complejo mayoritario con 

Hsc70 de masa molecular aparente más consistente con los valores teóricos y similar 

para ambas proteínas (Figura 4.14A). Además, se observaron otras bandas de mayor 

peso molecular que podrían corresponderse con complejos oligoméricos como se ha 

observado por SEC.  

 

Con el objetivo de corroborar la diferencia de afinidad entre Apg2 y Apg2AS para 

formar complejo con Hsc70 en presencia de nucleótidos, se realizaron ensayos de 

competición en los que Hsc70 (2 M) se incubo con una de las dos Hsp110 a 

concentración constante (2 M), en un medio que contenía 50 µM de ATP, y se 

añadieron cantidades crecientes de la otra Hsp110. Los complejos resultantes se 

resolvieron de nuevo mediante electroforesis nativa (Figura 4.14B). Para analizar los 

resultados, se cuantificaron las bandas de Apg2 o Apg2AS liberada por competición 

del complejo en cada caso por densitometría de los geles (Figura 4.14D). Como era 

esperable, al aumentar la concentración de Apg2ΔAS se impedía la unión de Apg2 a 

Hsc70. Del mismo modo, cantidades crecientes de Apg2 evitaron la unión de Apg2ΔAS 

a Hsc70, sin embargo, se necesitaron concentraciones mayores de la proteína silvestre 

para poder desplazar completamente al mutante del complejo. Estos resultados 

demuestran que también en presencia de nucleótidos, el mutante con el AS truncado 

mantiene mayor afinidad por Hsc70 que la proteína silvestre. Del mismo modo, se 

realizaron ensayos similares empleando 70-NBD (residuos 1-384 de Hsc70) (Figura 

4.14C). Se debe mencionar que el complejo formado por ambos mutantes de deleción, 

70-NBD:Apg2ΔAS, migró con un peso molecular anómalo siguiendo la tendencia 

mostrada por el mutante Apg2ΔAS aislado. En el caso de la formación de complejos 

con 70-NBD en presencia de nucleótidos, no se observaron diferencias significativas 

entre las dos titulaciones (Figura 4.14D), lo que indica que la interacción con el NBD de 

Hsc70 no se ve afectada por el AS, como se ha observado también en ausencia de 

nucleótidos. 
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Figura 4.14: Análisis de la formación de complejos entre Hsc70 y Apg2 o 

Apg2ΔAS en presencia de nucleótidos. A, gel nativo teñido con azul de 

Coomassie de los complejos Hsc70:Apg2 y Hsc70:Apg2ΔAS. Como referencia se 

han añadido las proteínas aisladas y marcadores de pesos moleculares B, 

ensayos de competición entre Apg2 y Apg2ΔAS para la formación de complejo 

con Hsc70 (2 M), según se indica. Las concentraciones crecientes de la Hsp110 

con la que se compite fueron (desde la calle 3): 0, 0,5, 1, 2, 3, 5, 8 y 10 M. C, 

ensayos de competición como los descritos en B, empleando 70-NBD. D, 

representación de la cantidad de Apg2 o Apg2ΔAS liberada del complejo con 

Hsc70 en función de la concentración de la Hsp110 competidora. Los diferentes 

ensayos se han representado siguiendo los colores indicados en la leyenda  
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4.2.4. Estudios funcionales del sistema de chaperonas humanas 

Hsc70/DnaJB1/Apg2: papel del AS de Apg2  

Para entender como Apg2 regula la actividad de Hsc70 y averiguar si la deleción del AS 

interfiere en la funcionalidad del sistema de chaperonas humano, se han llevado a 

cabo los siguientes ensayos funcionales: 

 protección de la agregación de sustratos desnaturalizados,  

 replegamiento de agregados proteicos,  

 interacción de las chaperonas con agregados proteicos y péptidos 

 medidas ATPasa del sistema de chaperonas humano.  

 

4.2.4.1. Protección de la agregación de sustratos proteicos desnaturalizados. 

En primer lugar, se estudió la capacidad protectora de Apg2 y del mutante de deleción 

Apg2ΔAS, así como de Hsc70 para evitar la agregación de sustratos proteicos 

desnaturalizados. Para ello, se empleó Luciferasa de Photinus pyralis (LUC) como 

sustrato modelo ya que se desnaturaliza fácilmente a 42ºC, una temperatura que no 

afecta a la estabilidad de las chaperonas. En estos experimentos LUC (0,1 µM) se 

incubó a 42ºC durante 30 minutos en presencia de cada una de las chaperonas 

mencionadas para evitar su agregación (Figura 4.15A). Cumplido el periodo de 

desnaturalización/protección, las muestras fueron atemperadas a 30ºC durante 5 

minutos para iniciar el proceso de reactivación mediante la adición de diferentes 

combinaciones de Hsc70 (2 M), DnaJB1 (1 µM) y Apg2 o Apg2AS (a varias 

concentraciones, según se indique), dependiendo del tipo de experimento realizado. 

La cantidad de LUC renaturalizada se cuantificó midiendo la luminiscencia de alícuotas 

extraídas de la mezcla de reacción a diferentes tiempos y comparando el valor 

obtenido con un control en el que LUC se mantuvo a 30ºC durante todo el ensayo. 

 

Los ensayos de protección con Apg2 y Apg2ΔAS se llevaron a cabo a dos 

concentraciones (0,4 y 2 M), debido a que generalmente la capacidad de protección 

de la agregación de LUC depende de la cantidad de chaperona empleada (Perales-

Calvo et al. 2010). Tras una hora de reactivación, aproximadamente un 50% y un 60% 

de LUC fue recuperada por el sistema de chaperonas cuando la protección se realizó 

en presencia de Apg2 silvestre a 0,4 y 2 µM, respectivamente (Figura 4.15B). En 

ausencia de Hsc70 y DnaJB1, la cantidad de luciferasa reactivada no superó el 2% del 

total a cualquiera de las concentraciones empleadas. En presencia de 0,4 µM de 

Apg2ΔAS la reactivación fue igual de eficiente, recuperándose en torno al 60% de la 

actividad enzimática de LUC. Sin embargo, cuando la concentración de mutante 

añadida fue de 2µM, solamente un 40% de LUC pudo ser reactivada, lo que representa 
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Figura 4.15 (página anterior): Protección de la agregación de luciferasa 

desnaturalizada térmicamente por Apg2, Apg2ΔAS y Hsc70. A, representación 

esquemática de los ensayos de protección de LUC por Apg2, Apg2AS y Hsc70. 

B, porcentajes de LUC replegada tras 60 min de reactivación en presencia de las 

chaperonas humanas, tras protección con Apg2 o Apg2AS a 0,4 y 2 M según 

se indica. La concentración de DnaJB1 y Hsc70 fueron 1 y 2 M, respectivamente. 

C, agregación de LUC (0,1 M) a 42ºC monitorizada por medidas de dispersión 

de luz a 320 nm en ausencia de chaperonas (línea negra) o en presencia de Apg2 

(líneas verdes) o Apg2AS (líneas rojas) a 0.4 (líneas continuas) y 2 M (líneas 

discontinuas). D, reactivación de LUC protegida de la agregación por Hsc70 (2 

M), tras 60 min de incubación en presencia de las chaperonas indicadas. La 

concentración de DnaJB1 fue 1 M. Se emplearon concentraciones crecientes de 

Apg2 y Apg2AS. E, replegamiento de LUC (0,1 M) agregada a 42ºC durante 

30 min por diferentes combinaciones de chaperonas humanas. Se emplearon 

concentraciones como en D.  

 

una reducción aproximada del 30% de la capacidad protectora de la proteína. Este 

efecto pudo observarse también a través de las velocidades iniciales de reactivación 

del sustrato. La velocidad de renaturalización de LUC en presencia de Apg2 fue mayor 

a 2 µM que a 0,4 µM de chaperona (1,34 y 1,09 %min-1, respectivamente). Los valores 

máximos de velocidad inicial de reactivación se obtuvieron para Apg2ΔAS 0,4 µM, 

disminuyendo ésta a la mitad en presencia de 2µM de la proteína truncada (1,68 y 0,86 

%min-1, respectivamente). Para demostrar que LUC no agregaba en estos ensayos, la 

capacidad para proteger al sustrato de estas chaperonas fue medida también a tiempo 

real mediante ensayos de dispersión de luz. Tal y como se observa en la Figura 4.15C, 

tanto Apg2 como Apg2ΔAS fueron capaces de proteger eficientemente a este sustrato 

evitando su agregación de modo similar. Por lo tanto, los resultados aquí expuestos 

indican que Apg2 y el mutante de deleción del AS pueden interaccionar con la 

luciferasa y mantenerla en una conformación desnaturalizada, no agregada. La 

posterior reactivación de ésta requiere la presencia de Hsc70 y DnaJB1, es decir el 

sistema completo de chaperonas humanas, lo que indica que la actividad replegadora 

independiente de Apg2 es muy baja o inexistente. La eliminación del dominio AS afecta 

el replegamiento del sustrato, siendo el mutante truncado menos eficiente que la 

proteína silvestre a concentraciones elevadas.  

 

Los ensayos de protección en presencia de Hsc70 se realizaron a una concentración de 

2 M de la chaperona. La reactivación se ensayó añadiendo DnaJB1 (1µM) o DnaJB1 
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(1 M) y Apg2 o Apg2ΔAS a diferentes concentraciones para estudiar en más detalle 

su efecto. Como ocurre para Apg2, Hsc70 fue también ineficaz reactivando LUC en 

ausencia de sus cochaperonas, obteniéndose un 5,4% de sustrato replegado (Figura 

4.15D). La adición de DnaJB1 triplicó el porcentaje de LUC reactivada, pasando a un 17 

% de proteína recuperada, y aumento diez veces la velocidad inicial de dicho proceso. 

Cuando la reactivación de LUC se llevó a cabo en presencia del sistema completo de 

chaperonas, la cantidad de proteína recuperada fue tres veces mayor, llegando a 

alcanzar porcentajes del 54% y del 63% de LUC reactivada a 0,4 µM de Apg2 o 

Apg2ΔAS, respectivamente (Figura 4.15D). Estos valores son muy similares a los 

observados cuando la protección se llevó a cabo con estas proteínas (Figura 4.15B). En 

estas condiciones, la velocidad inicial de la reacción incrementó en torno a 8 veces con 

respecto a la observada para el sistema Hsc70/DnaJB1 en solitario, siendo ligeramente 

superior en presencia de Apg2ΔAS. El incremento progresivo de la concentración de 

Apg2 provocó un descenso de la cantidad de LUC reactivada, como se ha observado 

para otros NEF. Como se ha observado anteriormente, el efecto nocivo del aumento 

de la concentración de la cochaperona fue mucho más pronunciado para el caso de 

Apg2ΔAS, llegando a inhibir la reactivación alcanzada por parte Hsc70/DnaJB1 en 

ausencia del NEF.  

 

Finalmente, como control a los ensayos de protección de la agregación, se realizó un 

experimento similar en que la desnaturalización térmica de LUC (0,1 µM) se llevó en 

ausencia de chaperonas, de modo que se formasen agregados proteicos. Como se ha 

demostrado en el Apartado 1, este tipo de agregados son muy estables por lo que se 

obtienen porcentajes de reactivación bajos, pero significativos, cuando se emplea el 

sistema completo de chaperonas humanas a concentraciones óptimas. Este fue el caso 

como se observa en la Figura 4.15E, obteniéndose aproximadamente una reactivación 

de LUC del 30% para Hsc70 (2 M), DnaJB1 (1 M) y Apg2 o Apg2ΔAS (0,4µM). Además, 

el efecto perjudicial provocado por el incremento de la concentración de Apg2 es más 

pronunciado con los agregados de LUC. Esto está especialmente agravado tras la 

deleción del dominio AS, de modo que el incremento de la concentración de Apg2ΔAS 

de 0,4 a 2µM provocó una caída drástica de casi el 90% (de 32 a 4%) en la cantidad de 

LUC reactivada (Tabla 4.3A). La reactivación en presencia del mutante truncado fue 

prácticamente indetectable a concentraciones superiores.  

 

4.2.4.2. Replegamiento de agregados proteicos. 

Con el objetivo de profundizar en el papel que juega Apg2 en la reactivación de 

agregados proteicos por el sistema de chaperonas humano y, en especial, como el 
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dominio AS regula su actividad, se realizaron ensayos con agregados formados en 

condiciones que permitiesen rendimientos de reactivación superiores. De acuerdo con 

los resultados obtenidos en el Apartado 4.1, estos agregados fueron: 

 

 agregados de LUC (2 M) formados tras la desnaturalización en presencia de 

Urea 6M a 30ºC durante 30 min y posterior dilución a 40 nM (50 veces) en 

tampón de ensayo (Figura 4.16A); 

 

 agregados de G6PDH (2,5 M) formados mediante la desnaturalización 

térmica por incubación a 50ºC durante 30 min (Figura 4.16A). 

 

Los agregados de LUC se llevaron a una concentración final de 20 nM en presencia de 

diferentes combinaciones de Hsc70 (2 M), DnaJB1 (1 M) y Apg2 o Apg2ΔAS (0-8 

M). La reactivación se realizó a 30 ºC y se inició tras la adición de ATP y un sistema 

regenerador de ATP. Se llevaron a cabo medidas de luminiscencia de alícuotas 

obtenidas a diferentes tiempos para calcular la cantidad de LUC reactivada, que se 

expresó como un porcentaje de la actividad de una muestra control en la que el 

sustrato fue sometido al mismo tratamiento omitiendo la Urea (Figura 4.16B). La 

inclusión de Apg2 y Apg2ΔAS a bajas concentraciones estimuló la reactivación del 

agregado de LUC, aumentando significativamente la velocidad de replegamiento 

llegándose a reactivar prácticamente el 100% del agregado de LUC tras 2 horas de 

incubación (Figura 4.16B y D). A las concentraciones óptimas de Apg2 1 M y Apg2ΔAS 

0,4 M, la velocidad de replegamiento se incrementó aproximadamente 6 veces, 

pasando de 0,22 a 1,2 % min-1 y a 1,35% min-1 para Apg2 y Apg2ΔAS, respectivamente.  

 

Los agregados de G6PDH fueron equilibrados durante 10 min a 30 ºC y diluidos a la 

concentración final de 0,4 µM en presencia de las chaperonas humanas. El ensayo de 

reactivación se inició tras la adición del ATP al medio y se siguió durante cuatro horas, 

midiendo la actividad G6PDH, como se indica en Materiales y Métodos, de alícuotas 

de la muestra recogidas a diferentes tiempos (Figura 4.16C). Al igual que lo que ocurría 

con los agregados de LUC, las concentraciones subestequiométricas de Apg2 y 

Apg2ΔAS estimularon la reactivación de estos agregados (Figura 4.16E), llegando a una 

reactivación de aproximadamente el 80% de la G6PDH agregada tras dos horas de 

reacción, observándose un incremento de aproximadamente 3 veces la velocidad 

inicial de reactivación, respecto a la observada para Hsc70/DnaJB2. 
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Figura 4.16 (página anterior): Reactivación de agregados de LUC y G6PDH por 

chaperonas humanas. A, representación esquemática de la formación de 

agregados de LUC y G6PDH y los ensayos de reactivación por diferentes 

combinaciones de las chaperonas humanas. B y C, cinética de reactivación de 

agregados de LUC (B) y G6PDH (C) por Hsc70/DnaJB1/Apg2 (paneles superiores) 

o Hsc70/DnaJB1/Apg2AS (paneles inferiores) a concentraciones crecientes 

según se indica. D y E, velocidades iniciales de replegamiento (en negro) y 

porcentajes de reactivación de LUC (D) y G6PDH (E) tras 120 min (en gris) por 

Hsc70 y DnaJB1 en presencia de Apg2 (símbolos vacíos) o Apg2AS (símbolos 

llenos).  

 

El aumento de la concentración de Apg2 redujo paulatinamente la velocidad y el 

porcentaje de reactivación de ambos agregados, de acuerdo con resultados publicados 

por otros autores (Rampelt et al. 2012; Tzankov et al. 2008). Como se ha observado en 

el apartado anterior, el efecto negativo del aumento de la concentración de la 

cochaperona fue mucho más pronunciado para el mutante Apg2ΔAS. El punto de 

mayor diferencia observado entre Apg2 y Apg2ΔAS fue a 2µM, donde la tasa de 

replegamiento en presencia del mutante de deleción fue similar a la obtenida por 

Hsc70/DnaJB1, mientras que la proteína silvestre mostraba valores de reactivación 

ligeramente inferiores al valor máximo para los dos sustratos. Concentraciones más 

altas de Apg2 y Apg2ΔAS disminuyeron progresivamente las diferencias entre las dos 

proteínas, incluso llegando a inhibir la reactivación de los agregados por debajo de los 

valores observados para Hsc70/DnaJB1. 

 

Los resultados obtenidos demuestran que la actividad replegadora del sistema de 

chaperonas Hsc70/DnaJB1/Apg2 está regulada por Apg2 y es óptima a 

concentraciones subestequiométricas de la cochaperona. La deleción del AS estrecha 

el rango de concentraciones a la que la actividad replegadora es máxima, lo que 

posiblemente está ligado al incremento de la afinidad por Hsc70. Además, las 

propiedades conformacionales de los sustratos parecen ser importantes, ya que la 

diferencia entre Apg2 y Apg2ΔAS en reactivar los sustratos se agranda al pasar de 

sustratos desplegados a agregados de estabilidad media y, finalmente, agregados muy 

estables.  

 

4.2.4.3. Interacción de las chaperonas con sustratos proteicos 

La reactivación de agregados proteicos requiere que las chaperonas se asocien a la 

superficie del agregado de modo que extraigan cadenas polipeptídicas para que 

puedan ser remodeladas hasta adquirir su conformación nativa. De cara a intentar 
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comprender mejor este proceso, se llevaron a cabo ensayos de unión de chaperonas a 

agregados de G6PDH y el péptido FYQLALT (FT7). 

 

4.2.4.3.1. Interacción de las chaperonas con agregados de G6PDH 

En primer lugar, se estudió la unión de cada una de las chaperonas por separado, así 

como la de las distintas combinaciones posibles entre ellas, a agregados de G6PDH 

formados mediante desnaturalización térmica por incubación a 50ºC durante 30 

minutos (Figura 4.17A). Se encontró que la asociación de Hsc70 era dependiente de la 

interacción previa de DnaJB1 con el agregado, un patrón similar al observado para su 

homóloga bacteriana DnaK (Acebrón et al. 2009), ya que la cantidad de Hsc70 unida al 

sustrato incrementó 5 veces en presencia de la cochaperona (Figura 4.17A y C). La 

unión de DnaJB1 al agregado fue ligeramente mayor que la de Hsc70 de forma aislada, 

pero no mejoró en presencia de Hsc70 y/o Apg2. Por otro lado, la cantidad de Apg2 

asociada al agregado fue muy baja en comparación con Hsc70 y DnaJB1, y no varió 

significativamente por la unión previa de estas. Finalmente, Apg2 no afectó a la 

interacción de Hsc70 con los agregados, pero, notablemente, duplicó la cantidad de 

Hsc70 unida al sustrato en combinación con DnaJB1. Este aumento de la cantidad de 

Hsc70 asociada al agregado correlaciona con el efecto estimulatorio de la reactivación 

observado anteriormente. Por tanto, estos resultados indican que Apg2 interacciona 

con muy baja afinidad con el agregado de forma independiente de Hsc70 y DnaJB1, 

mientras que estas se unen de manera secuencial, de modo que la asociación previa 

de DnaJB1 es necesaria para reclutar Hsc70 en la superficie del agregado y Apg2 

estimula significativamente la unión de la chaperona, alcanzando valores próximos a 

una relación estequiométrica con el sustrato (Figura 4.17C). 

 

De cara a estudiar el efecto de la eliminación del AS en la interacción de Hsc70 y Apg2 

con los agregados, se realizaron ensayos de coprecipitación a diferentes 

concentraciones de Apg2 o Apg2ΔAS (Figura 4.17B). A baja concentraciones (0,4 µM), 

ambas variantes de Hsp110 provocaron la estimulación de la asociación de Hsc70 al 

agregado, siendo la proteína salvaje ligeramente más eficaz. Así, Apg2 promovió la 

interacción del 40% de la Hsc70 total en el ensayo, alcanzando una relación molar 

Hsc70:G6PDH muy próxima al 1:1, mientras que Apg2ΔAS consiguió aumentar la unión 

de Hsc70 hasta el 32% del total (Figura 4.17D y E). El incremento de la concentración 

de Hsp110 disminuyó progresivamente la cantidad de Hsc70 coprecipitada junto con 

el agregado de G6PDH. Este efecto fue más pronunciado para Apg2ΔAS, llegando 

incluso a impedir casi completamente la interacción de moléculas de Hsc70 con el 

sustrato a concentraciones por encima de 5µM. Apg2 y Apg2ΔAS se asociaron de forma 

similar con el agregado indicando que la eliminación del AS de Apg2 no afecta a la 
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interacción de esta chaperona con agregados proteicos, como se ha mostrado 

anteriormente para sustratos desplegados. La cantidad de Hsp110 unida fue muy 

inferior a la obtenida para Hsc70 y aumentó de linealmente con la concentración de la 

cochaperona (Figura 4.17D). De este modo, la fracción de Hsp110 unida se mantuvo 

constante, aproximadamente un 2% del total, a lo largo de la titulación (Figura 4.17E), 

incluso a concentraciones altas donde la unión de Hsc70 estaba inhibida 

considerablemente. Esto sugiere que la unión débil de Apg2 no se debe a la ocupación 

de posibles sitios de unión por Hsc70, sino que interacciona con los agregados con 

menor afinidad. Es importante destacar la interacción de Hsc70 con los agregados 

coincide plenamente con las medidas de reactivación de los mismos obtenidos bajo las 

mismas condiciones experimentales.  

 

 
 

Figura 4.17: Interacción de las chaperonas humanas con agregados de G6PDH. 

A, interacción de Apg2 (0,4 M), Hsc70 (2 M) y DnaJB1 (0,5 M) y diferentes 

combinaciones de las chaperonas como se indica con agregados de G6PDH (1 

M) (panel superior). Como control, se realizaron experimentos similares 

omitiendo el paso de agregación (panel inferior). Como referencia se cargaron el 
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2% del total de cada proteína usada en el ensayo y 1 µg de cada proteína. B, 

unión de las chaperonas humanas a G6PDH agregada o nativa a concentraciones 

crecientes de Apg2 (panel superior) o ApgAS (panel inferior). C, cuantificación 

del gel presentado en A de DnaJB1 (barras grises), Hsc70 (barras negras) y Apg2 

(barras blancas) unidas al agregado de G6PDH. Las cantidades se han expresado 

como una relación molar frente a la G6PDH agregada (aproximadamente el 99% 

del total). D y E, asociación de Hsc70 (círculos) y Hsp110 (triángulos) a los 

agregados de G6PDH tras la cuantificación de los geles en B. La cantidad de 

chaperonas unidas al agregado se han expresada como relación molar frente al 

sustrato (D) o % de proteína total (E), en función de la concentración de Apg2 

(símbolos blancos) y Apg2AS (símbolos negros).  

 

4.2.4.3.2. Interacción de las chaperonas con péptidos 

Los resultados anteriores indican que Apg2 modifica la interacción de Hsc70 con sus 

sustratos, para profundizar en este aspecto se estudió la asociación y disociación del 

péptido FYQLALT (FT7), conocido por unirse a Hsc70 con alta afinidad (Fourie et al. 

1994). Se marcó el extremo N-terminal del péptido con la sonda fluorescente 5-TAMRA 

para poder seguir la interacción con la chaperona por anisotropía de fluorescencia. La 

titulación de FT7 (0,1 M) con las chaperonas humanas, reveló que se unía a Hsc70 

con gran afinidad (Kd = 0,44 µM), mientras que no interaccionaba con Apg2 ni Apg2ΔAS 

(Figura 4.18A). Por otro lado, la afinidad por FT7 se redujo drásticamente cuando se 

empleó el mutante Hsc70-V438F. El residuo V438 de Hsc70 se encuentra en la misma 

posición que V436 de DnaK, la homóloga bacteriana. Este residuo hidrofóbico se 

encuentra orientado hacia el sitio de unión en el SBD de DnaK y puede establecer 

contactos con el péptido unido. La sustitución por un residuo más voluminoso, como 

F, rellena el bolsillo hidrofóbico y reduce la afinidad por los sustratos de DnaK (Mayer 

et al. 2000). Nuestros resultados están de acuerdo con esta interpretación e implican 

que FT7 se une al sitio de unión ubicado en el SBD de Hsc70.  

 

Para estudiar la asociación de FT7 a Hsc70 en presencia de Apg2 o Apg2ΔAS, se 

generaron complejos estables entre ambas proteínas por incubación de una noche en 

presencia de ATP 50µM, a concentraciones equimolares de ambas chaperonas. El 

análisis por SEC demostró que la presencia de Hsc70 libre fue insignificante a las 

concentraciones empleadas (Figura 4.18B). Del análisis de las cinéticas de unión de FT7 

a Hsc70 libre y a cada uno de los complejos con Apg2 o Apg2ΔAS (Figura 4.18C), se 

obtuvieron constantes de cinéticas observadas (Kobs) que se representaron frente a la 

concentración de Hsc70 (Figura 4.18D). Esta representación dio lugar a líneas rectas 
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Figura 4.18: Interacción de Hsc70 con el péptido FT7 y efecto de Apg2 y 

Apg2ΔAS en su asociación y disociación. A, unión de FT7 a Hsc70 (círculos 

grises), Hsc70-V438F (triángulos grises), Apg2 (círculos blancos) y Apg2ΔAS 

(círculos negros). La línea continua para Hsc70 representa el mejor ajuste a un 

modelo cuadrático de un sitio de unión, que resulta en un valor de Kd de 0,44 ± 
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0,12 µM. B, purificación por SEC de los complejos Hsc70:Apg2 y Hsc70:Apg2ΔAS 

a concentraciones equimolares: 2 M (cian), 4 M (naranja), 6 M (azul) y 8 M 

(oliva). La línea discontinua representa una muestra de Hsc70 aislada a 8 M. C, 

cinéticas de asociación de FT7 a Hsc70 (izquierda)y los complejos Hsc70:Apg2 

(centro) y Hsc70:Apg2AS (derecha) obtenidas a 2 (cian), 4 (naranja) y 8 M 

(oliva). La Kobs de cada curva se obtuvo ajustando los datos experimentales a 

exponenciales simples o, para algunos casos, dobles con un componente rápido 

menor (<10%). D, determinación de las constantes kon y koff a partir de la 

representación de las Kobs obtenidas en B frente a la concentración de Hsc70 

(círculos grises), Hsc70:Apg2 (círculos blancos) y Hsc70:Apg2AS (círculos 

negros). E, cinéticas de disociación de complejos Hsc70(ADP):FT7 preformados 

tras la adición de ATP 0,2 mM y Apg2 0,01, 0,1 y 2 M (izquierda) o Apg2AS 

(derecha). Las líneas continuas representan los mejores ajustes para una curva 

de decaimiento exponencial simple. F, Koff observadas a concentraciones 

crecientes de Apg2 (círculos blancos) o Apg2AS (círculos negros). Los valores de 

Koff son el promedio de tres experimentos independientes. 

 

de las que se obtuvieron las constantes cinéticas de unión (kon) y disociación (koff), de 

las pendientes y de los puntos de corte con el eje y, respectivamente (Tabla 4.3). Los 

resultados obtenidos demuestran que la afinidad de Hsc70 por FT7 y las constantes 

cinéticas que caracterizan la interacción son independientes de la presencia de Apg2, 

y que la deleción del AS no modifica esta observación. Por lo tanto, se deduce que 

Apg2 no interfiere en la unión de sustratos a Hsc70. Estos resultados también apoyan 

que en la interacción de Apg2 y Hsc70 no existe una región de Apg2 actuando como 

pseudosustrato de Hsc70, que podría competir con FT7. 

 

Seguidamente se estudió la disociación de FT7 unido a Hsc70, inducida por ATP y Apg2 

o Apg2AS. Como se ha descrito anteriormente, la función mejor conocida de 

proteínas de la familia Hsp110 es la de promover el intercambio de ADP por ATP en 

Hsc70, provocando que la chaperona pase a su conformación de baja afinidad y libere 

los sustratos unidos al medio. Se realizaron ensayos de liberación en los que complejos 

formados previamente entre Hsc70 (1 M) y FT7 (0,5 M) en presencia de ADP, se 

disociaron por adición de ATP o ATP y Apg2 o Apg2ΔAS a diferentes concentraciones 

(Figura 4.18E). Como el intercambio de nucleótido es limitante, se esperaba un 

aumento constante de la velocidad de liberación del sustrato. Por el contrario, las 

cinéticas de disociación mostraron un comportamiento bifásico (Figura 4.18F), en el 

que concentraciones por debajo de 0,1 µM de Apg2 y Apg2ΔAS estimulaban la 
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liberación del péptido de forma similar, mientras que concentraciones superiores la 

ralentizaron, siendo este efecto mayor para el mutante de deleción. Además, la 

cantidad de péptido liberado en presencia de ATP y concentraciones altas de Apg2 y 

Apg2ΔAS fue menor una vez alcanzado el equilibrio, evidenciado por los valores de 

anisotropía final más altos en los ensayos a 2 M (Figura 4.18E). Estos resultados 

sugieren que Apg2 y el mutante de deleción aceleran la unión de ATP a Hsc70 y, en 

consecuencia, la liberación del sustrato unido, pero inducen, además, un segundo 

proceso que impacta negativamente en la cinética de liberación del sustrato y muy 

probablemente involucra la reasociación del péptido. 

 

 

Tabla 4.3: Constantes cinéticas para la unión del péptido FT7 a Hsc70 libre y en 

complejo con Apg2 o Apg2AS 

 koff (s-1 x 10-3) kon (M-1 s-1) Kd (M)* 

Hsc70 0,32 ± 0,04 173 ± 11 1,8 

Hsc70:Apg2 0,25 ± 0,07 165 ± 21 1,5 

Hsc70:Apg2AS 0,32 ± 0,004 160 ± 7 2 

* Obtenida del cociente koff/kon 

 

 

4.2.4.4. Estudio del ciclo funcional de Hsc70 ligado a su actividad ATPasa: regulación 

por las cochaperonas de DnaJB1 y Apg2.  

El ciclo funcional de las proteínas de la familia Hsp70 se basa en la alternancia de las 

conformaciones abierta, unida a ATP, y cerrada, unida a ADP (Figura 1.11) y, por tanto, 

depende de la unión e hidrólisis del ATP. Así, es extremadamente importante la 

regulación de la actividad ATPasa de Hsc70 por sus cochaperonas para la funcionalidad 

del sistema. Así, DnaJB1 estimula la hidrólisis del ATP, mientras que Apg2 facilita el 

intercambio del producto de la hidrólisis, ADP+Pi, por una nueva molécula de ATP. En 

este apartado se caracteriza la regulación de la actividad ATPasa del sistema de 

chaperonas Hsc70/DnaJB1/Apg2 bajo diferentes condiciones experimentales y se 

estudia el papel del AS de Apg2, empleando el mutante Apg2ΔAS. 

 

En primer lugar, se midió la tasa de hidrólisis de ATP, mediante un sistema acoplado 

que mantiene constante la concentración inicial de ATP, por diferentes combinaciones 
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de las chaperonas humanas a concentraciones a las que se había observado una 

actividad de reactivación de agregados proteicos alta (Hsc70 2 M, DnaJB1 0,5 M y 

Apg2 o Apg2AS 0,4 M). En estas condiciones, la actividad ATPasa combinada de 

mezclas de Hsc70 y Apg2 o Apg2AS, que también presentan actividad ATPasa 

intrínseca, aumentó ligeramente y de forma similar (Figura 4.19A). Por otro lado, 

DnaJB1 estimuló la actividad ATPasa intrínseca de Hsc70 casi triplicando su tasa 

hidrolítica de 0,62 a 1,5 ATP min-1, de acuerdo con resultados publicados (Raviol, 

Sadlish, et al. 2006). La combinación de Apg2 y DnaJB1 activó de forma sinérgica la 

ATPasa del sistema completo, que aumento aproximadamente 10 veces la actividad de 

Hsc70 en solitario. En este ensayo inicial, no se observaron diferencias significativas 

entre Apg2 y Apg2AS al estimular del sistema completo de chaperonas. 

 

Dado que el AS de Apg2 es una región de gran polaridad es probable que sea sensible 

a la fuerza iónica y el pH del medio de modo que estos parámetros modifiquen su 

interacción con Hsc70 y la regulación de la actividad chaperona. Para estudiar esta 

hipótesis, se realizaron medidas de la estimulación de la actividad ATPasa del sistema 

de chaperonas humanas a diferentes concentraciones de NaCl (de 0 a 300 mM) y pHs 

(de 6,5 a 8,5). En primer lugar, el incremento de la fuerza iónica del medio no afectó 

de manera significativa a la actividad intrínseca de Hsc70 (Figura 4.19B, panel 

superior), ni de Apg2 silvestre o del mutante Apg2AS (no mostrado). Sin embargo, en 

presencia de DnaJB1, la tasa de hidrólisis de ATP por parte de la chaperona disminuyó 

notablemente a medida en que se aumentó la salinidad del medio. De manera similar, 

la estimulación de la actividad ATPasa del sistema de chaperonas completo se redujo 

con el incremento de la concentración de NaCl, no observándose diferencias entre 

Apg2 y Apg2AS (Figura 4.19B, panel inferior). Se debe destacar que, a la 

concentración de NaCl mas alta ensayada, no se observó prácticamente ninguna 

variación de la actividad con respecto a la de las proteínas aisladas. Estos resultados 

indican que, posiblemente, la interacción entre las distintas chaperonas tenga un 

componente electrostático importante y, por lo tanto, la formación de los complejos 

activos se vea dificultada bajo condiciones de gran fuerza iónica. En cuanto al pH, al 

igual que con la fuerza iónica, no se observó una variación de la actividad ATPasa 

intrínseca de Hsc70, Apg2 y Apg2ΔAS, sin embargo, la activación en presencia de 

DnaJB1 o del sistema completo se vio progresivamente inhibida cuanto más básico era 

el medio de ensayo. (Figura 4.19C). Puesto que DnaJB1 es una proteína básica (pI 

teórico de 8,74), puede ser que la modificación de la superficie electrostática de la 

misma debido al incremento del pH del medio, inhiba su interacción con Hsc70 y por 

lo tanto, la estimulación de su actividad ATPasa. Estos resultados demuestran que ni 
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la fuerza iónica ni el pH modifican el papel regulatorio de la actividad del sistema de 

chaperonas humano por el AS de Apg2. 

 

 
Figura 4.19: Actividad ATPasa de diferentes combinaciones de chaperonas 

humanas y efecto de la fuerza iónica y pH. A, actividad ATPasa en mol de ATP 

hidrolizado por minuto por diferentes combinaciones de Hsc70 (2 M), DnaJB1 

(0,5 M) y Apg2 o Apg2AS (0,4 M), según se indica. B y C, efecto de la 

concentración de NaCl y pH en la actividad de Hsc70 (cuadrados grises), 

Hsc70/DnaJB1 (triángulos oliva), Hsc70/DnaJB1/Apg2 (círculos blancos) y 

Hsc70/DnaJB1/Apg2AS (círculos negros). Las chaperonas se emplearon a las 

mismas concentraciones que en A. 
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Como que en los apartados anteriores se han observado efectos inhibitorios de la 

funcionalidad del sistema Hsc70/DnaJB1/Apg2, especialmente marcados para el 

mutante de deleción del AS, se ha estudiado la dependencia de la actividad ATPasa del 

sistema de chaperonas con la concentración de Apg2 y Apg2AS. Asimismo, se han 

realizado medidas a concentraciones crecientes de DnaJB1. Los resultados obtenidos 

se presentan a continuación. 

 

4.2.4.4.1.- Dependencia de la actividad ATPasa con la concentración de Apg2: efecto 

del AS. 

Al actuar como NEF, Apg2 incrementa la actividad ATPasa de Hsc70 acelerando el 

intercambio de ADP por ATP de modo que un nuevo ciclo de hidrólisis puede 

comenzar. Otros NEFs, como el homólogo de levaduras Sse1p, o proteínas no 

relacionadas como Bag1 humana, Fes1p de levadura y GrpE de bacterias muestran una 

dependencia hiperbólica de la actividad NEF con la concentración de proteína 

(Dragovic et al. 2006; Packschies et al. 1997; Rauch y Gestwicki 2014). Se llevaron a 

cabo medidas de intercambio de MABA-ADP unido a Hsc70 por ADP en un equipo de 

flujo detenido a concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2AS (Figura 4.20A). La 

representación de las constantes de disociación observadas frente a la concentración 

de Apg2 muestra una dependencia hiperbólica (Figura 4.20B), de acuerdo a lo 

observado para otros NEFs. En estas condiciones, no se observa un efecto de la 

afinidad diferencial por Hsc70 y Apg2AS se comporta igual que Apg2 silvestre (Figura 

4.20B). Esto indica que el AS no juega un papel determinante en la actividad NEF de la 

proteína, de acuerdo con resultados descritos para un mutante de deleción similar de 

Sse1p (Polier et al. 2008). 

 

Seguidamente se realizaron medidas de la actividad ATPasa de mezclas de Hsc70 y 

Apg2 o Apg2AS a concentraciones crecientes, en ausencia o presencia de DnaJB1. En 

ausencia de DnaJB1, Apg2 y Apg2AS promovieron un incremento de la actividad 

ATPasa aparentemente cercano a la linealidad, siendo éste inferior para el mutante de 

deleción (Figura 4.21A). En presencia de DnaJB1, Apg2 indujo inicialmente un 

incremento hiperbólico de la hidrólisis de ATP, seguido de una fase lineal a 

concentraciones altas (Figura 4.21B). Sin embargo, mientras que por debajo de 0,3-0,5 

M, Apg2AS estimuló la actividad del sistema completo de forma similar a la proteína 

silvestre, al elevar la concentración se observó primero una inhibición de la ATPasa a 

concentraciones intermedias, seguido de un leve incremento lineal a las 

concentraciones más altas, similar al observado para la proteína silvestre (Figura 

4.21B). 
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Figura 4.20: Actividad NEF de Apg2 y Apg2AS. A, representación esquemática 

de los ensayos de intercambio de nucleótido. Se registró el descenso de la 

intensidad de fluorescencia del MABA-ADP al ser liberado de Hsc70. B, 

constantes de disociación del MABA-ADP unido a Hsc70 a concentraciones 

crecientes de Apg2 (círculos blancos) y Apg2AS (círculos negros). 

 

Hsc70 y Apg2 o, en su caso, Apg2AS tienen capacidad de hidrolizar ATP y, por tanto, 

es fundamental determinar de qué chaperona procede la estimulación de la actividad 

ATPasa encontrada, para entender mejor los perfiles complejos observados en las 

titulaciones de Apg2 y, especialmente, del mutante Apg2AS. Con este fin, se 

realizaron ensayos similares a los descritos anteriormente con los mutantes puntuales 

Apg2-D7S y Hsc70-T204A. Estas mutaciones se localizan en el centro catalítico y, como 

han demostrado otros autores, permiten la unión de ATP, pero eliminan o reducen 

mucho la actividad hidrolítica (Jiang et al. 2007; Rampelt et al. 2012). En primer lugar, 

observamos que Apg2-D7S era capaz de activar al sistema de chaperonas de forma 

muy similar a la observada con la proteína silvestre (Figura 4.21C). Segundo, no se 

observó la estimulación de la actividad ATPasa del sistema completo de chaperonas 

cuando se usó el mutante Hsc70-T204A (Figura 4.21D). En este caso, la tasa de 

hidrólisis fue ligeramente superior a la actividad intrínseca observada para Apg2.  

 

Para completar el estudio funcional de los mutantes Apg2-D7S y Hsc70-T204A, 

analizamos también la reactivación de agregados de LUC formados tras la 

desnaturalización en presencia de urea 6M y posterior dilución del agente caotrópico 

(ver Figura 4.16A). La cantidad de LUC renaturalizada por el sistema de chaperonas 

Hsc70/DnaJB1/Apg2 fue la misma independientemente de si se empleó Apg2 silvestre 
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o Apg2-D7S (Figura 22A). Sin embargo, no fue capaz de reactivar el sustrato agregado 

bajo ninguna de las condiciones ensayadas en presencia de Hsc70-T204A (Figura 

4.22B).  

 
Figura 4.21: Actividad ATPasa del sistema de chaperonas humano a 

concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2AS. A y B, actividad ATPasa de 

mezclas de Hsc70 (2 M) y concentraciones crecientes de Apg2 (círculos blancos) 

o Apg2AS (círculos negros), en ausencia (A) y presencia de DnaJB1 (0,5 M) (B). 

C, estimulación de la tasa de hidrólisis de ATP por Hsc70 (2 M), DnaJB1 (0,5 M) 
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por concentraciones crecientes de Apg2 (círculos blancos) y Apg2-D7S (círculos 

naranjas). D, actividad ATPasa de Hsc70-T204A (2 M) en presencia de DnaJB1 

(0,5 M) y Apg2 a concentraciones crecientes (círculos rojos). Como referencia 

se muestran la tasa de hidrólisis de Apg2 en solitario (círculos grises) y del 

sistema completo con Hsc70 silvestre (círculos blancos). E y F, valores de 

ATPasa obtenidos de restar la actividad intrínseca de Apg2 y Apg2AS a las 

curvas mostradas en A y B. 

 

Los resultados obtenidos con el mutante Apg2-D7S demuestran que la actividad 

ATPasa intrínseca de Apg2 no es necesaria para estimular al sistema de chaperonas 

humano, ni para promover la reactivación de los agregados proteicos, tal y como 

también se ha sugerido para la proteína homóloga en levaduras Sse1 (Rampelt et al. 

2012; Raviol, Sadlish, et al. 2006; Shaner et al. 2005). Por otro lado, las observaciones 

realizadas con Hsc70-T204A indican que el aumento de actividad observado para el 

sistema Hsc70/DnaJB1/Apg2 en función de la concentración de Apg2 se debe a una 

estimulación de la actividad de Hsc70 por sus cochaperonas y que la actividad ATPasa 

de Hsc70 es imprescindible para la reactivación de sustratos agregados. Teniendo en 

cuenta estas conclusiones, se obtuvo el valor de ATPasa (Figura 4.21E y F), restando 

del valor experimental para la mezcla de chaperonas, la tasa de hidrólisis debida a la 

 

 

Figura 4.22: Efecto de los mutantes Apg2-D7S y Hsc70-T204A en la reactivación 

de agregados de LUC por las chaperonas humanas. A, cinética de reactivación 

de agregados de LUC por Hsc70/DnaJB1 en presencia de Apg2 (círculos blancos) 

o Apg2-D7S (círculos naranjas). B, cinética de reactivación de agregados de LUC 

por Hsc70/DnaJB1/Apg2 (círculos blancos) y Hsc70-T204A/DnaJB1/Apg2 

(círculos rojos)).  
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actividad intrínseca de Apg2 o Apg2AS, la cual aumentó linealmente con la 

concentración de cada una de ellas. Este valor refleja con mayor fidelidad la 

estimulación por las cochaperonas del ciclo de hidrólisis de ATP de Hsc70 y, por tanto, 

de su ciclo conformacional. Los resultados obtenidos mostraron que tanto Apg2 como 

Apg2AS presentaron dos componentes al estimular la actividad de Hsc70 en 

presencia de DnaJB1: mientras que concentraciones bajas produjeron el efecto 

estimulatorio esperado, a cantidades altas indujeron una inhibición de la actividad 

hidrolítica (Figura 4.21F). La diferencia entre estas dos proteínas radicó en que el 

componente inhibitorio se apreció mucho antes para el mutante de deleción del AS (a 

partir de aproximadamente 0,3 M frente a 3 M para la proteína salvaje), lo que está 

en consonancia con la mayor afinidad observada de Apg2AS por Hsc70. Además, el 

efecto inhibitorio fue más pronunciado para Apg2AS, alcanzándose al final de la 

titulación valores de actividad similares a los observados para Hsc70/DnaJB1 en 

solitario. En ausencia de DnaJB1, el efecto inhibitorio se observó en menor medida 

solo para Apg2ΔAS (Figura 4.21E). Nuestros resultados concuerdan con lo observado 

para el homólogo humano Hsp105 (Tzankov et al. 2008; Yamagishi et al. 2004). 

 

4.2.4.4.2.- Regulación por DnaJB1. 

Para completar el estudio de la regulación del ciclo ATPasa de Hsc70 por sus 

cochaperonas, se realizaron medidas de la actividad ATPasa del sistema completo de 

chaperonas a diferentes concentraciones de DnaJB1 (de 0 a 5 µM) y varias 

concentraciones de Apg2 y Apg2ΔAS (Figura 4.23A). 

 

 

Figura 4.23 (página siguiente): Regulación de la actividad ATPasa del sistema 

de chaperonas humano por DnaJB1. A, ATPasa de mezclas de Hsc70 (2 M) y 

concentraciones crecientes de DnaJB1 a diferentes concentraciones de Apg2 

(panel izquierdo) y Apg2AS (panel derecho), según se indica por el código de 

color. B, determinación del parámetro Apg2AS50% para las titulaciones 

realizadas a 0,25 y 0,5 M DnajB1 (cian y verde, respectivamente). C, 

representación de Apg2AS50% frente a la concentración de DnaJB1. D y E, 

reactivación de agregados de LUC (D) y G6PDH (E) por Hsc70 (2 M), Apg2 

(círculos blancos) o Apg2AS (círculos negros) a 0,4 y 2 M, panel superior e 

inferior respectivamente, y concentraciones crecientes de DnaJB1. Los círculos 

grises representan la reactivación obtenida para Hsc70/DnaJB1. 
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Al aumentar la concentración de DnaJB1 observamos una estimulación hiperbólica de 

la actividad ATPasa de Hsc70, como se esperaba, alcanzando la saturación entre 1-1,5 

M para cualquiera de las concentraciones de Apg2 o Apg2ΔAS ensayadas. En 

presencia de Apg2 silvestre, se obtuvo el mismo valor máximo de actividad ATPasa a 

partir de 2 µM de proteína, mientras que con Apg2ΔAS, éste disminuyó 

considerablemente a concentraciones superiores a 1µM, poniendo de manifiesto una 
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vez más el fuerte efecto inhibitorio que este mutante ejerce sobre el ciclo ATPasa de 

Hsc70. 

 

Para comprender mejor la regulación del ciclo ATPasa de Hsc70 por las dos 

cochaperonas, definimos el parámetro Apg2AS50%, que se refiere a la concentración 

del mutante truncado que se necesita para reducir el valor de ATPasa en un 50%, 

para las titulaciones a diferentes concentraciones de DnaJB1 (Figura 4.23B). Este 

parámetro solo pudo obtenerse para Apg2AS que a concentraciones altas produjo 

una inhibición casi completa de la actividad del sistema ternario de chaperonas, 

llegando a valores similares a los obtenidos por Hsc70/DnaJB1. La representación de 

Apg2AS50% frente a la concentración de DnaJB1 mostró una dependencia lineal 

(Figura 4.23C), es decir, cuanto mayor era la cantidad de DnaJB1, mayor era la 

concentración de Apg2 necesaria para obtener el mismo efecto inhibitorio. Por tanto, 

ambas cochaperonas ejercen un efecto complementario en la regulación del ciclo 

ATPasa de Hsc70, y DnaJB1 puede contrarrestar la inhibición provocada por las 

concentraciones altas de Apg2 y, en especial, Apg2AS. Este hecho también fue 

probado mediante medidas de reactivación de agregados de LUC y G6PDH (Figura 

4.23D y F). Los ensayos se realizaron a dos concentraciones de Apg2 y Apg2AS: 

0,4µM, donde ambas proteínas se comportan de manera similar, y 2µM, una 

concentración inhibitoria para la proteína truncada. Como ocurre en el sistema de 

chaperonas bacteriano (Celaya et al. 2016; Laufen et al. 1999), el incremento de la 

concentración de DnaJB1 reduce la capacidad de Hsc70 para replegar agregados de 

LUC y, en especial, de G6PDH en presencia de Apg2 a 0,4µM y 2µM (Figura 4.23D y F). 

Para Apg2ΔAS, se encontró un resultado similar a 0,4µM, mientras que la inhibición 

provocada por el mutante a 2µM fue parcialmente compensada por DnaJB1 de manera 

gradual hasta 5 M. Es interesante también destacar que la inhibición de la 

reactivación de agregados por concentraciones altas de DnaJB1 fue mucho más 

prominente en ausencia de Apg2, lo que pone en evidencia el efecto compensatorio 

de ambas cochaperonas en la actividad del sistema. 

 

De todos estos resultados se concluye que la actividad ATPasa y reactivadora del 

sistema de chaperonas humano depende del balance correcto entre las 

concentraciones de Apg2 y DnaJB1. Cualquier modificación fuera del rango de 

concentraciones óptimas resulta en la inhibición de ambas actividades, como se 

observa a altas concentraciones de Apg2, que posiblemente perjudica el ritmo del ciclo 

ATPasa y conformacional de Hsc70. Los datos también sugerieren la existencia de una 

posible competición entre DnaJB1 y Apg2 por unirse a Hsc70.  
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Figura 4.24: Regulación competitiva de la actividad ATPasa del sistema de 

chaperonas humano por Apg2 y Apg2AS. A, ATPasa de mezclas de Hsc70 (2 

M), DnaJB1 (0,5 M) y Apg2 (3 M) medida a concentraciones crecientes de 

Apg2AS (círculos naranjas). Como referencia, se muestra la curva obtenida en 

ausencia de Apg2 (círculos negros). B, ATPasa de mezclas de Hsc70 (2 M), 

DnaJB1 (0,5 M) y Apg2AS (3 M) medida a concentraciones crecientes de 

Apg2 (círculos rojos). Como referencia, se muestra la curva obtenida en ausencia 

de Apg2AS (círculos blancos).   

 

4.2.4.4.3.- Regulación competitiva del ciclo ATPasa de Hsc70 por Apg2 y Apg2AS. 

En el apartado 4.2.3, hemos demostrado que la forma apo de Apg2AS tiene mayor 

afinidad para formar complejos con Hsc70 y que es capaz de competir eficazmente con 

Apg2 para unirse a la chaperona una vez alcanzado el equilibrio en presencia de 

nucleótidos. Con el fin de averiguar si estas diferencias de afinidad por Hsc70 se 

mantienen cuando el sistema de chaperonas es funcional, se realizaron dos ensayos 

de actividad ATPasa en los que, primero, la mezcla de Hsc70 (2 M)/DnaJB1 (0,5 

M)/Apg2 (3 M) fue titulada con concentraciones crecientes de Apg2AS, y, 

segundo, la combinación Hsc70 (2 M)/DnaJB1 (0.5 M)/Apg2AS (3 M) se tituló con 

Apg2. Se empleó la concentración de 3 M para Apg2 y Apg2AS ya que a esa 

concentración la activación observada del sistema por Apg2 fue máxima, mientras que 

resultó fuertemente inhibitoria para Apg2AS (ver Figura 4.21F), de modo que pueda 

observarse claramente la competencia entre ambas proteínas. Los resultados 

obtenidos mostraron que, primero, la estimulación de Hsc70 por Apg2 fue 

rápidamente eliminada por el mutante Apg2AS (Figura 4.24A). Cuando ambas 

cochaperonas coexistían a 3 M, la actividad observada fue muy similar a la obtenida 

en la titulación de Hsc70 y DnaJB1 con Apg2AS. Segundo, Apg2 apenas fue capaz de 

compensar la inhibición de la actividad ATPasa del sistema impuesta por Apg2AS 
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(Figura 4.24B), y solo se observó un leve incremento de dicha actividad a 

concentraciones de Apg2 a partir de 10 M. Por lo tanto, estos resultados demuestran 

que la diferencia de afinidad entre Apg2 y Apg2AS por Hsc70 se mantiene en 

condiciones en las que el sistema de chaperonas es funcional. 
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4.3. PAPEL DE LA EXTENSIÓN C-TERMINAL DE APG2 EN LA REGULACIÓN DE LA 

ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE CHAPERONAS HUMANO.  

 

La segunda divergencia estructural importante entre las proteínas de la familia Hsp110 

y Hsp70 de origen humano se encuentra localizada en el SBDα y consiste en una 

extensión de aproximadamente 200 aminoácidos del extremo C-terminal de la 

proteína (Figura 4.25A). Es importante mencionar que este segmento de la proteína 

también distingue entre las Hsp110 de origen animal, como las humanas, y las que 

provienen de otros organismos, como las levaduras, en las que este segmento es más 

corto (Figura 4.25 B). Así, la extensión C-terminal de Sse1p de Sacchromyces cerevisiae 

solo contiene unos 50 residuos más que la secuencia de Hsp70 de levaduras o humana. 

Por el momento, no se entiende completamente el papel de la extensión del C-

terminal tanto para Sse1 como para las Hsp110 humanas. Un mutante de Sse1p que 

carece de los últimos 44 residuos es funcional in vivo, logrando complementar 

completamente un fenotipo termosensible derivado de una mutación en Sse1 (Shaner 

et al. 2004). Sin embargo, el mismo mutante no interacciona de forma estable con 

Ssa1, un representante de la familia Hsp70 en levaduras, ni estimula el intercambio de 

nucleótido in vitro (Dragovic et al. 2006). Estos trabajos presentan una discrepancia no 

resuelta ya que tanto la actividad NEF como la formación de complejos con Ssa1 son 

actividades necesarias para complementar in vivo la termosensibilidad característica 

de la mutación del gen de Sse1, así como los efectos letales de la doble mutación de 

los genes Sse1 y Sse2 (Polier et al. 2008). Por otro lado, el segmento C-terminal de 

Hsp105 de ratón suprime la señal NES de la proteína, posiblemente mediante 

interacciones intramoleculares, por lo que mutantes de deleción de este segmento 

alteran su localización nuclear (Saito et al. 2009).  

 

Para estudiar el papel que tiene la extensión C-terminal en la regulación de la actividad 

chaperona de Hsc70, se ha empleado un mutante de Apg2, denominado Apg2C, en 

el que se han eliminado los residuos 701-840. La secuencia eliminada tiene un carácter 

hidrofílico, rica en residuos cargados acídicos y esta conservada entre las Hsp110 

humanas, especialmente en su primera mitad (Figura 4.25B). La predicción de 

estructura secundaria mediante el servidor Jpred 4 (Drozdetskiy et al. 2015) determina 

que la primera mitad de la extensión C-terminal podría adoptar una estructura 

helicoidal, mientras que el resto estaría desordenado (Figura 4.25). De acuerdo con 

esto, el alineamiento de secuencias muestra homología de la primera parte del C-

terminal de Apg2 con las hélices C, D y E de HspA1A (Figura 4.25A), que, junto con 

B, forman un ovillo helicoidal en el SBD (Zhang et al. 2014). Así, la extensión C-
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terminal de Apg2 podría plantearse, en parte, como una ampliación del ovillo 

helicoidal del SBD de la proteína. En este apartado estudiaremos las propiedades 

conformacionales de Apg2C, la formación de complejos con Hsc70 y la funcionalidad 

de sistema de Hsc70 en presencia de este mutante de eliminación. 

 

Figura 4.25: La extensión C-terminal de Hsp110 humanas. A, representación 

esquemática de la estructura de Apg2 y alineación de secuencias del C-terminal 

de Apg2 y HspA1A humanas. Los residuos idénticos y similares se destacan en 

cian y gris, respectivamente. B, alineamiento de los representantes de la familia 

Hsp110 en humanos, Apg2, Hsp105 y Apg1, y el homólogo de la levadura 

Saccaromyces cerevisiae, Sse1p. Para A y B, los residuos subrayados 

corresponden a la secuencia eliminada en Apg2 (este trabajo). Las hélices  

pertenecientes al SBD de HspA1A y Sse1p se muestran mediante cilindros 

naranja. Las hélices  predichas mediante Jpred 4 para las Hsp110 humanas se 

muestra en negrita. 
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Figura 4.26: Caracterización de la estructura secundaria y desnaturalización 

del mutante Apg2ΔC. A, espectros de CD de Apg2 (líneas negras) y Apg2ΔC 

(líneas verdes) en ausencia de nucleótidos. B, desnaturalización de Apg2 (líneas 

negras) y Apg2ΔC (líneas verdes) siguiendo la elipticidad a 222 nm. Las rampas 

de temperatura se obtuvieron a 60ºC/h, en ausencia de nucleótidos. 

 

4.3.1. Propiedades estructurales de Apg2C 

Se realizaron ensayos de dicroísmo circular (CD) y dispersión de rayos X a bajo ángulo 

(SAXS) para investigar como la eliminación de la extensión C-terminal de Apg2 afectaba 

a la estructura y estabilidad de la proteína.  

 

4.3.1.1. Dicroísmo circular 

En primer lugar, se obtuvieron espectros de CD de Apg2 y Apg2C en ausencia de 

nucleótidos que reflejaron para ambas proteínas una estructura secundaria con alto 

contenido en hélices  (Figura 4.25A). El mutante Apg2C mostró un valor inferior de 

elipticidad molar en el pico negativo a 222 nm, indicativo de un contenido helicoidal 

menor. Este resultado está de acuerdo con la predicción realizada con Jpred 4. Por otro 

lado, se estudió la desnaturalización térmica de Apg2C registrando la elipticidad a 222 

nm mientras la muestra era calentada a 60ºC/h (Figura 4.26B). Los resultados 

obtenidos con el mutante de deleción mostraron un comportamiento diferente al de 

Apg2 silvestre. Mientras que ésta presentó una desnaturalización muy cooperativa con 

una transición centrada a 51ºC, la desnaturalización de Apg2ΔC se caracterizó por una 
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pérdida gradual de estructura secundaria en una transición ancha entre 30 y 50ºC. La 

estructura residual de Apg2 y Apg2ΔC tras la transición fue muy similar.  

 

Estos resultados indican que la deleción del extremo C-terminal de Apg2 provoca una 

pérdida de la cooperatividad en la desnaturalización térmica de la proteína, lo que 

posiblemente esté relacionado con una estructura terciara menos compacta. Es 

interesante destacar que la desnaturalización de Sse1p presenta un perfil de 

desnaturalización seguida por CD muy similar al observado para Apg2C (Raviol 2006).  

 

4.3.1.2 SAXS 

La caracterización por SEC-SAXS del mutante Apg2C se llevó a cabo en colaboración 

con el Dr. David Albesa del Instituto Biofisika. La comparación de la reconstrucción ab 

initio de Apg2ΔC con la de Apg2 silvestre, mostró también una envuelta alargada para 

el mutante de eliminación de la extensión C-terminal que perdía la característica forma 

de V de la proteína completa (Figura 4.27).  

 

 

Figura 4.27: Caracterización 

estructural de Apg2ΔC mediante 

SAXS y comparación con Apg2 

silvestre. Reconstrucción ab initio 

de las envueltas de Apg2 y 

Apg2C empleando GASBOR y 

MONSA, como se indica. Los 

datos de SAXS (puntos negros), el 

correspondiente ajuste a las 

envueltas predichas (líneas rojas) 

y los valores correspondientes de 

2 se muestran en los paneles a la 

derecha. 
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El ajuste implementado mediante MONSA de forma simultanea de las curvas de SAXS 

durante el modelado de ambas proteínas, permitió la ubicación ab initio de la extensión 

C-terminal que sobresale de la envuelta reconstruida de Apg2 y podría representar una 

prolongación del SBDα de la proteína (Figura 4.27). 

 

 

4.3.2.- Cambios conformacionales de Apg2C asociados a la unión de nucleótidos 

Se realizaron diversos experimentos para averiguar si la unión de ADP o ATP provocaba 

cambios estructurales y/o conformacionales en Apg2ΔC. Los resultados mostrados en 

la Figura 4.28A demuestran que no se observaron modificaciones significativas en la 

desnaturalización térmica de Apg2ΔC en presencia de nucleótidos, de acuerdo con lo 

observado para la proteína silvestre (Figura 4.9B). Mediante SEC, se obtuvo un Ve para 

Apg2C similar para las tres condiciones ensayadas (Figura 4.28B), demostrando que 

la unión de nucleótido no modifica el comportamiento hidrodinámico del mutante. 

Como se ha observado anteriormente para Apg2 y Apg2ΔAS, Apg2C eluyó con una 

masa molecular aparente superior a su masa teórica. Sin embargo, el Ve (9,3 ml) fue 

significativamente inferior al de Apg2 silvestre (8,6 ml), lo que sugiere que la deleción 

del segmento C-terminal modifica el comportamiento hidrodinámico de la proteína. 

Por último, los ensayos de proteólisis parcial de Apg2C con tripsina mostraron perfiles 

similares en condiciones apo y en presencia de ADP o ATP (Figuras 4.28C y D), y, por 

tanto, la ausencia de cambios conformacionales debidos a la unión de nucleótidos. La 

accesibilidad de los sitios de corte posiblemente no fue modificada por la eliminación 

del segmento C-terminal ya que la cinética de degradación de Apg2C fue muy similar 

a la de Apg2 silvestre, generando fragmentos de los que solo se observó uno alrededor 

de 66 kDa, coincidiendo con el encontrado para la proteína silvestre. En este caso, no 

se detectaron fragmentos C-terminales debido a su menor tamaño por la eliminación 

de los 139 residuos correspondientes a la extensión C-terminal. 

 

Estos resultados demuestran que la ausencia de cambios conformacionales 

observables en el mutante de eliminación de la extensión C-terminal, como ya se había 

encontrado para Apg2 silvestre. 
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Figura 4.28: Cambios conformacionales de Apg2C en ausencia o en presencia 

de nucleótidos. A, desnaturalización térmica de Apg2ΔC medida monitorizando 

la señal de CD de forma continua a 222 nm en ausencia de nucleótidos (línea 

continua) o en presencia de ADP (línea discontinua) o ATPS (línea punteada). B, 

perfiles SEC de Apg2 (líneas grises) y Apg2ΔAS (líneas rojas) para las formas apo 

(líneas continuas) y unidas a ADP (líneas discontinuas) o ATP (líneas punteadas). 

La concentración de proteína fue 10 M. C y D, proteólisis parcial con tripsina de 

Apg2 (C) y Apg2ΔAS (D) en ausencia o en presencia de nucleótidos. Apg2 silvestre 

(izquierda) y APG2ΔC (derecha) fueron incubadas con tripsina durante los 

tiempos indicados. Los fragmentos proteolíticos fueron resueltos y visualizados 

mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie.  

 

 

4.3.3.- Análisis de los complejos Hsc70:Apg2C. 

En el apartado anterior se ha demostrado que el AS, uno de los dos dominios 

divergentes de Apg2, dificulta la formación de complejos con Hsc70, lo que juega un 

papel esencial en la actividad del sistema de chaperonas. En este apartado analizamos 

qué papel tiene la extensión C-terminal de Apg2 en la formación de complejos con 
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Hsc70. Para ello se han realizado ensayos de resonancia de plasmón superficial (SPR) 

y electroforesis en geles nativos. 

 

4.3.3.1.- Determinación de la afinidad del complejo Hsc70:Apg2C en ausencia de 

nucleótidos. 

Se realizaron ensayos de SPR en los que se inyectaron concentraciones crecientes de 

Apg2ΔC en ausencia de nucleótidos sobre sensores en los que se había unido Hsc70Strep, 

empleando anticuerpos monoclonales anti-Streptag II inmovilizados covalentemente 

sobre la superficie del sensor. Los sensogramas mostraron una interacción fuerte 

caracterizada por cinéticas de asociación y disociación muy rápidas (Figura 4.29A), 

como también se observa para Apg2 silvestre. El ajuste a un modelo de un centro de 

unión de la representación de los valores máximos de RUs frente a la concentración 

correspondiente de Apg2ΔC inyectada, permitió obtener una Kd de 151 ± 16 nM (Figura 

4.29B), un valor muy similar al obtenido para Apg2 silvestre (148 ± 5 nM). Por tanto, 

estos datos indican que la extensión C-terminal de Apg2, a diferencia del AS, no 

interfiere en la formación del complejo con Hsc70 en ausencia de nucleótidos. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.29 (página siguiente): Caracterización mediante SPR de la Kd del 

complejo Hsc70:Apg2ΔC en ausencia de nucleótidos. A, sensogramas 

obtenidos tras inyecciones consecutivas de concentraciones crecientes de 

Apg2ΔC (derecha) sobre un sensor que contenía Hsc70Strep inmovilizada. Las 

concentraciones se indican según el código de colores. Por comparación se 

muestran los datos obtenidos para Apg2 (izquierda), de la Figura 4.13. B, 

curvas de unión de Apg2 (círculos blancos) y Apg2ΔC (círculos grises) a 

Hsc70Strep, obtenidas tras normalizar y promediar los valores de resonancia 

(RU) de tres experimentos independientes. Las líneas continuas representan el 

ajuste de los datos a un modelo de unión de sitio único.  
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4.3.3.2.- Análisis del complejo Hsc70:Apg2ΔC en presencia de nucleótidos por 

electroforesis nativa. 

La caracterización de la unión del mutante Apg2C a Hsc70 en presencia de nucleótidos 

se realizó mediante experimentos similares al mostrado anteriormente para el mutante 

Apg2ΔAS (Figura 4.14). Así, se realizaron experimentos en los que Apg2 silvestre y 

Apg2C compiten para unirse a Hsc70 (2 M) en presencia de 50 µM ATP, manteniendo 

una de las dos Hsp110 a una concentración constante e igual a la de Hsc70, y añadiendo 

concentraciones crecientes de la otra. Tras la incubación a temperatura ambiente 

durante la noche para permitir la hidrólisis completa del ATP, los complejos obtenidos 

se analizaron mediante electroforesis nativa. 
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Figura 4.30: Caracterización del complejo Hsc70:Apg2ΔC y su afinidad en 

presencia de nucleótidos mediante electroforesis nativa. A, electroforesis 

nativa de Apg2 silvestre (2 M, calle 1), el complejo Hsc70:Apg2 (2 M, calle 2) 

y el ensayo de competición con Apg2ΔC a concentraciones (desde la calle 3): 

0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, y 5 M. B, como en A, Apg2C silvestre (2 M, calle 1), 

el complejo Hsc70:Apg2C (2 M, calle 2) y el ensayo de competición con Apg2 

a concentraciones (desde la calle 3): 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, y 5 M. En ambos 

geles se muestran marcadores de pesos moleculares (calle 10). C y D, fracción de 

Hsc70 en complejos con Apg2 (círculos blancos) o Apg2C (círculos grises) para 

los ensayos de competición a concentraciones crecientes de Apg2C (C) y Apg2 

(D). Los datos son la media de cuatro experimentos independientes y se muestra 

la desviación estándar. La línea roja representa el mejor ajuste de los datos 

experimentales a un modelo de unión competitiva (Wang 1995). La línea naranja 

se simuló con las variables obtenidas del ajuste anterior. 

 

A diferencia de lo observado para Apg2AS, el mutante Apg2C migró en los geles 

nativos con una masa aparente inferior a la de la proteína silvestre (Figuras 4.30A y B). 
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Del análisis por distancia de migración en los geles de la Figura 30, se obtuvieron masas 

aparentes de 146 ± 4 y 105 ± 6 kDa para Apg2 silvestre y Apg2C, un 55 y 33% 

superiores a la masa obtenida de la secuencia (94,3 y 78,8 kDa, respectivamente). El 

complejo Hsc70:Apg2C, con una masa aparente de 155 ± 5 kDa, se diferenció del 

formado por la proteína silvestre, de masa aparente 228 ± 3 kDa (38% superior a la 

masa teórica de un complejo 1:1). Sorprendentemente, el complejo con el mutante de 

eliminación migró cerca de su masa teórica, superándola solo en un 3,5%.  

 

Observando los ensayos de competición, se desprende claramente que existe una gran 

diferencia de afinidad entre Apg2 y Apg2C para unirse a Hsc70 en presencia de 

nucleótidos. Las titulaciones demostraron que Apg2 competía muy eficazmente con el 

mutante para formar complejo con Hsc70 (Figura 4.30B), mientras que concentraciones 

5 veces superiores de Apg2C solo conseguían limitar ligeramente la formación del 

complejo con la proteína silvestre (Figura 4.30A y C). Se puede observar que a 

concentraciones equimolares de las tres proteínas (2 M) en ambos geles (calle 8), 

prácticamente la gran mayoría de Hsc70 se encontró unida a Apg2. Por tanto, los 

resultados concuerdan con que la eliminación de la extensión C-terminal provoca una 

gran reducción de la afinidad por Hsc70 en presencia de nucleótidos. El hecho de que 

el complejo de Hsc70 con Apg2C se distinga del de Apg2, permitió una estimación de 

las constantes de equilibrio de disociación para ambos complejos empleando un 

modelo de unión competitiva de dos ligandos a una proteína publicado por Wang 

(Wang 1995) (Figura 4.30D). 

 

Un inconveniente importante de este método es la dificultad para cuantificar Hsc70 

debido a la partición de la proteína aislada en diferentes formas oligoméricas y su pobre 

tinción después de la electroforesis nativa (Figura 4.14A). De hecho, no se pudo 

detectar Hsc70 libre en el gel de la Fig. 4.30B, donde, en presencia de Apg2C (2 M) y 

sin Apg2 añadida (calle 2), podría ser aproximadamente un 25% del total (2 M), si se 

considera una Kd similar a la observada en ausencia de nucleótidos. Para evitar estas 

limitaciones, se estimó la cantidad de Hsc70 total (no cargada en el gel de la Fig. 30B) a 

partir de la suma de las densidades de los dos complejos a altas concentraciones de 

Apg2 silvestre (> 5 M), asumiendo que Hsc70 libre es insignificante en estas 

condiciones. Esta es posiblemente una suposición razonable considerando las 

afinidades de Apg2 y Apg2C por Hsc70 (al menos similar a las estimadas en ausencia 

de nucleótidos). Así, la fracción de Hsc70 en complejos con Apg2 y Apg2C se cuantificó 

a partir de las bandas correspondientes y se referenciaron a la cantidad de Hsc70 total 

(Figura 4.30D). El mejor ajuste se obtuvo con valores de 192 ± 39 y 4 ± 2 nM para las 
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Kds de los complejos de Hsc70 con Apg2C y Apg2, respectivamente. Por tanto, esto 

indica que Apg2C interaccionaría con Hsc70 con una afinidad similar en presencia o 

ausencia de nucleótidos, mientras que la afinidad de la proteína silvestre aumentaría 

entre 1 y 2 órdenes de magnitud en su presencia. 

 

Estos resultados demuestran que la extensión C-terminal de Apg2 contribuye de forma 

importante a la interacción con Hsc70 y su eliminación provoca la reducción de la 

afinidad por la chaperona en casi 2 órdenes de magnitud. Debe mencionarse que la 

determinación con mayor precisión de las constantes de equilibrio de disociación 

requiere el empleo de técnicas más avanzadas y adecuadas a afinidades tan elevadas 

que requieren el uso de cantidades muy pequeñas de proteína, indetectables en geles 

nativos. Sin embargo, las condiciones de ocupación de los centros de unión de 

nucleótidos de Hsc70 y Apg2, posiblemente asimétricas como se ha mencionado 

anteriormente, dificulta el empleo de otras técnicas.  

 

 

4.3.4.- Efecto de la eliminación de la extensión C-terminal de Apg2 en la 

actividad funcional del sistema de chaperonas humanas  

Dado que la extensión del C-terminal de Apg2 contribuye de forma importante a la 

asociación con Hsc70 en presencia de nucleótidos es esperable que tenga un efecto 

marcado en la funcionalidad del sistema Hsc70/DnaJB1/Apg2. Para estudiar la 

influencia de este segmento de Apg2, se han realizado los siguientes ensayos 

funcionales con el mutante Apg2C:  

 

 protección de la agregación de sustratos desnaturalizados,  

 replegamiento de agregados proteicos,  

 interacción de las chaperonas con agregados proteicos, 

 medidas ATPasa del sistema de chaperonas humano,  

 análisis del intercambio de nucleótidos en Hsc70. 

 

4.3.4.1.- Protección de la agregación de sustratos proteicos por Apg2C 

Se realizaron ensayos en los que LUC (0,1 µM) fue desnaturalizada mediante incubación 

a 42ºC durante 30 minutos, en presencia de Apg2 o Apg2ΔC a 0,4 y 2 µM. Hemos 

demostrado en la sección anterior (apartado 4.2.4.1) que estas concentraciones de 

Apg2 silvestre son igualmente eficaces para proteger LUC de la agregación (Figura 

4.15C) y que el sustrato puede ser reactivado con rendimientos similares tras la adición 

de Hsc70 y DnaJB1 (Figura 4.15B). En el caso de Apg2C, observamos que, cuando LUC 
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fue protegida de la agregación por este mutante a 0,4 M, se obtuvieron porcentajes 

de renaturalización ligeramente superiores a los alcanzados por Apg2 silvestre (Figura 

 

 
 

Figura 4.31: Protección de la agregación de luciferasa desnaturalizada 

térmicamente por Apg2ΔC. A, representación esquemática de los ensayos de 

protección de LUC (0,1 M) por Apg2 y Apg2C. B, porcentajes recuperación de 

la actividad de LUC protegida de la agregación con Apg2 o Apg2C a 0,4 y 2 M, 
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tras 60 min de reactivación en presencia de las chaperonas humanas, según se 

indica. Las concentraciones de DnaJB1 y Hsc70 fueron 1 y 2 M, 

respectivamente. C, velocidades iniciales de reactivación de los experimentos 

realizados en B. D, reactivación de LUC (0,1 M) tras desnaturalización térmica 

en ausencia de chaperonas. La reactivación posterior se llevó a cabo por 

diferentes combinaciones de chaperonas humanas según se indica. Se muestran 

los porcentajes obtenidos tras 60 min de reactivación. E, velocidades de 

reactivación correspondientes al ensayo en D.  

 

31B), tras una hora de incubación en presencia de Hsc70 (2 M) y DnaJB1 (1 M). Sin 

embargo, al elevar la concentración de Apg2ΔC a 2µM, se observó un descenso del 23% 

de la cantidad de LUC renaturalizada por parte del sistema. Al analizar las velocidades 

iniciales de reactivación del sustrato (Figura 4.31C), se encontró que Apg2C era más 

lenta que Apg2 silvestre a cualquiera de las concentraciones empleadas, especialmente 

a 2 M con una reducción de la velocidad de aproximadamente un 50%.  

 

Cuando la desnaturalización térmica de LUC se llevó a cabo en ausencia de Apg2 o 

Apg2C (Figura 4.31D y E), observamos de nuevo una reactivación poco eficiente de 

los agregados formados por parte del sistema completo de chaperonas, como se ha 

observado anteriormente (Figura 4.15E). De acuerdo con los resultados expuestos en 

la sección anterior, el aumento de la concentración de Apg2 tuvo un efecto perjudicial 

en la reactivación de los agregados, observándose una reducción de aproximadamente 

el 30% tanto de rendimiento como de velocidad de reactivación. Este efecto fue mucho 

más pronunciado para el mutante Apg2C, con una reducción de la reactivación de LUC 

cercana al 90%. A pesar de esto, el mutante mostro una velocidad de reactivación 

similar a la observada para la proteína silvestre a la concentración inferior de 0,4 M. 

 

Estos resultados demuestran que la deleción de la extensión C-terminal de Apg2 no 

impide su interacción con sustratos desplegados, logrando protegerlos frente a la 

agregación. Sin embargo, la posterior reactivación del sustrato protegido muestra una 

dependencia negativa con la concentración superior a la observada para la proteína 

silvestre.  

 

4.3.4.2.- Reactivación de agregados de LUC y G6PDH. 

Al igual que en la sección anterior, los estudios de reactivación de agregados se llevaron 

a cabo con sustratos mas manejables por el sistema de chaperonas humano, como son 

los agregados formados por LUC (0,1 M) desnaturalizada con Urea 6 M y posterior 



Función de la extensión C-terminal de Apg2 

 

 160 

dilución del agente caotrópico, y G6PDH (2,5 M) desnaturalizada a 50ºC durante 30 

minutos (Figura 32A). Se observó un comportamiento similar de la reactivación de los 

agregados de ambos sustratos por Hsc70 y DnaJB1 en presencia de Apg2C. A 

cantidades subestequiométricas (0,2 y 0,4 M), el mutante de deleción Apg2C 

estimuló el replegamiento de los polipéptidos agregados de modo mas eficaz que Apg2 

(Figura 4.32B-E). Así, a 0,2 M las velocidades de reactivación de agregados de LUC y 

G6PDH en presencia del mutante de eliminación se incrementaron un 45% y un 28%, 

respectivamente, respecto a las de Apg2 silvestre. Este resultado es sorprendente si 

tenemos en cuenta que la afinidad de Apg2C por Hsc70 debería dificultar su 

asociación a concentraciones bajas en mayor medida que para la proteína silvestre y, 

como resultado, ralentizar mas el ciclo funcional para el mutante. A partir de 1 M, la 

concentración elevada de Apg2 produjo un efecto pernicioso en el replegamiento de 

los agregados, como hemos observado anteriormente. La inhibición de la reactivación 

fue mas acuciada para Apg2C. Así, la velocidad de reactivación a 5 M se redujo casi 

por completo para los agregados de LUC, y un 42% para los de G6PDH. De nuevo, este 

resultado contradice el efecto esperado de la afinidad reducida del complejo 

Hsc70:Apg2C, que debería ser compensado al elevar la concentración del mutante. 

 

Estos resultados sugieren que la eliminación de la extensión C-terminal de Apg2 

provoca una regulación de la actividad replegadora del sistema de chaperonas 

humanas Hsc70/DnaJB1/Apg2 que no concuerda con los efectos esperados de la 

disminución de la afinidad para asociarse a Hsc70. Por tanto, deben considerarse otros 

efectos adicionales ligados a la extensión C-terminal de Apg2.  

 

 

Figura 4.32 (página siguiente): Reactivación de agregados de LUC y G6PDH por 

Hsc70 y DnaJB1 en presencia de Apg2C. A, representación esquemática de la 

formación de agregados de LUC y G6PDH y los ensayos de reactivación por 

diferentes combinaciones de las chaperonas humanas. B y C, cinética de 

reactivación de agregados de LUC (B) y G6PDH (C) por Hsc70/DnaJB1/Apg2 

(paneles superiores) o Hsc70/DnaJB1/Apg2C (paneles inferiores) a 

concentraciones crecientes según se indica. D y E, velocidades iniciales de 

replegamiento de LUC (D) y G6PDH (E) por Hsc70 y DnaJB1 en presencia de Apg2 

(símbolos blancos) o Apg2C (símbolos grises). Se muestran valores promedio y 

desviaciones estándar de cuatro ensayos independientes. 
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Figura 4.33: Interacción de las chaperonas humanas con agregados de G6PDH. 

A, asociación de las chaperonas humanas a agregados de G6PDH a 

concentraciones crecientes de Apg2 (panel superior) o Apg2C (panel inferior). 

Como control se realizó el mismo ensayo con G6PDH nativa. Las concentraciones 

de Hsc70 y DnaJB1 fueron 2 y 0,5 M, respectivamente. Se cargó 1 µg de cada 

proteína como referencia para la cuantificación. B, cantidad de Hsc70 unida al 

agregado de G6PDH expresada como relación molar frente al sustrato en 

presencia de Apg2 (círculos blancos) y Apg2C (círculos grises).  

 

4.3.4.3.- Interacción de Hsc70 con agregados de G6PDH en presencia de Apg2C. 

Como se ha demostrado en la sección anterior, la cantidad de Hsc70 asociada a los 

agregados de G6PDH correlaciona con su reactivación y, por tanto, Hsc70 es la 

chaperona determinante en el rendimiento final. Por ello, se estudió el efecto Apg2ΔC 

en la asociación de Hsc70 con agregados de G6PDH en presencia de DnaJB1. Del mismo 

modo que en la sección previa, se emplearon agregados formados tras la 

desnaturalización de G6PDH (10 µM) a 50ºC durante 30 minutos que se incubaron 

posteriormente durante 10 minutos a 30ºC con Hsc70 (2 M), DnaJB1 (0,5 M) y 

concentraciones crecientes de Apg2ΔC, usando Apg2 silvestre como control. Las 

proteínas coprecipitadas con el agregado se separaron por ultracentrifugación y se 

analizaron y cuantificaron por electroforesis en geles desnaturalizantes y densitometría 

(Figura 4.33A). Los resultados mostraron que la dependencia de la cantidad de Hsc70 

asociada con los agregados fue similar para Apg2C y Apg2, observándose una 

estimulación a concentraciones inferiores a 0,4 M y una inhibición progresiva de la 

unión de la chaperona al subir la concentración (Figura 4.33B). Coincidiendo con los 

resultados de reactivación de los agregados, la cantidad de Hsc70 unida al sustrato fue 
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un 16% superior en presencia de Apg2C a 0.4 M, respecto a la proteína silvestre. Sin 

embargo, la asociación de Hsc70 se redujo más para el mutante a concentraciones 

elevadas, siendo un 24% inferior a 10 M. 

 

4.3.4.4.- Efecto de la extensión C-terminal en la estimulación de la actividad ATPasa 

de Hsc70.  

A continuación, se estudió como como la deleción de la extensión C-terminal de Apg2 

afectaba la actividad ATPasa del sistema de chaperonas. Para ello se determinó la 

actividad de mezclas de Hsc70 (2 M) y concentraciones crecientes de Apg2 o Apg2C, 

en ausencia o presencia de DnaJB1 (0,5 M). Como se ha demostrado en la sección 

previa, la activación de la ATPasa de Hsc70 se interpreta más apropiadamente 

siguiendo el incremento de la actividad total del sistema (ATPasa), restando el 

incremento proveniente de la actividad intrínseca de Apg2 o Apg2C (Figura 4.34). A 

todas las concentraciones ensayadas, el mutante de deleción Apg2C estimuló la 

actividad hidrolítica de Hsc70 con mayor eficacia que la proteína silvestre, 

obteniéndose actividades alrededor de un 20% superiores, tanto en ausencia como en 

presencia de DnaJB1. 

 

 
Figura 4.34: Actividad ATPasa del sistema de chaperonas humano a 

concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2C. A y B, valores de ATPasa de 

mezclas de Hsc70 (2 M) y concentraciones crecientes de Apg2 (círculos blancos) 

o Apg2C (círculos grises), en ausencia (A) y presencia de DnaJB1 (0.5 M) (B).  
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Figura 4.35: Actividad NEF de Apg2 y Apg2C. A, representación esquemática 

de los ensayos de intercambio de nucleótido. B, registro del descenso de la 

intensidad de fluorescencia del MABA-ADP al liberado de Hsc70 por intercambio 

por ATP. B, constantes de disociación del MABA-ADP unido a Hsc70 a 

concentraciones crecientes de Apg2 (círculos blancos) y Apg2AS (círculos 

negros). 

 

4.3.5.- Efecto de la extensión C-terminal en el intercambio de nucleótido.  

Finalmente, se realizaron ensayos de cinética rápida mediante flujo detenido para 

estudiar la actividad de intercambio de nucleótico del mutante Apg2C. Dado que las 

principales diferencias entre Apg2 silvestre y el mutante se observaron en presencia 

de ATP, se estudio el intercambio de MABA-ADP unido a Hsc70 por ATP. Para ello se 

siguió un protocolo experimental como el mostrado en la Figura 4.35A, empleando 

concentraciones de Apg2 y Apg2C en el rango 0,1-0,4 M, para evitar una hidrólisis 

de ATP no deseada. Además, estas proteínas y el ATP se inyectaron de jeringas 

diferentes y se premezclaron durante 5 s antes de inyectarlos sobre Hsc70 unida a 

MABA-ADP. Los resultados obtenidos mostraron que el mutante Apg2C estimula el 
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intercambio de nucleótido de forma mas eficiente que Apg2 silvestre en este rango de 

concentraciones (Figuras 4.35B y 4.35C), a pesar de su menor afinidad por Hsc70. Por 

tanto, estos ensayos demuestran que el segmento C-terminal de Apg2 controla el 

intercambio de nucleótido en Hsc70, lo que, a su vez, permite una actividad óptima del 

sistema de chaperonas.  
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Discusión 

5. DISCUSIÓN 

En esta Tesis se ha estudiado la regulación de la actividad chaperona de Hsc70 humana 

para replegar sustratos desplegados y agregados proteicos por Apg2, una Hsp110, y el 

papel que juegan el dominio AS y la extensión C-terminal de esta. Se ha demostrado 

que Hsc70 es capaz de reactivar sustratos desplegados y agregados en colaboración 

únicamente con DnaJB1 (Nillegoda y Bukau 2015; Shorter 2011). Sin embargo, nuestros 

resultados muestran que Apg2 juega un papel esencial en estos procesos ya que 

estimula significativamente la capacidad funcional del sistema de chaperonas. La 

mayor eficiencia observada en la reactivación de los diferentes agregados proteicos 

puede sugerir la existencia de una posible actividad desagregasa en Apg2, como han 

observado otros autores (Mattoo et al. 2013). En este caso, la actividad de Apg2 se 

sumaría a la de Hsc70 y DnaJB1 para reactivar sustratos proteicos de forma eficiente. 

Esta hipótesis estaría relacionada con la homología estructural entre las chaperonas 

Hsp70 y Hsp110. Sin embargo, se desconoce con precisión si también existe homología 

funcional entre estas chaperonas. Estudiar la actividad funcional de Apg2 dentro del 

sistema de chaperonas que forma con Hsc70 y DnaJB1 es el objetivo principal de esta 

Tesis. Además, teniendo en cuenta que la proteína homóloga Sse1p (Hsp110 de 

levaduras) no es capaz de estimular la actividad desagregasa de Ssa1p (Hsp70)/Ydj1 

(Hsp40), la cual depende estrictamente de la presencia de Hsp104 (Hsp100) (Rampelt 

et al. 2012), la actividad replegadora de Apg2 podría estar relacionada con la presencia 

de los dominios divergentes en la Hsp110 humana, más grandes y complejos. Por tanto, 

se necesita un estudio detallado de la función de estos dominios para comprender el 

papel de Apg2. De acuerdo con otros autores (Mattoo et al. 2013; Oh et al. 1997), Apg2 

es capaz de interaccionar con sustratos proteicos deplegados y prevenir su agregación 

de manera eficiente, como hemos observado con Luc sometida a condiciones de estrés 

térmico, y mantenerlos en una conformación que, posteriormente, puede ser 

reactivada eficientemente. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta Tesis no 

apoyan la existencia de una actividad desagragasa intrínseca en Apg2: primero, la 

presencia de Hsc70 es indispensable para el replegamiento de la luciferasa protegida 

de la agregación; segundo, la actividad ATPasa de Apg2 no es necesaria para la 

reactivación de agregados proteicos; tercero, Apg2 apenas interacciona con agregados 

proteicos, a diferencia de Hsc70; y cuarto, la solubilización y reactivación eficaz de los 

agregados solo ocurre a concentraciones subestequimétricas de Apg2. Por lo tanto, 

nuestros resultados sugieren que Apg2 desempeña un papel catalítico, actuando 

posiblemente como un intercambiador de nucleótido “especializado” para Hsc70, 

como sugieren otros autores (Andréasson et al. 2008; Andréasson et al. 2008; Polier et 

al. 2008; Schuermann et al. 2008). La cuestión que se debe resolver es, entonces, qué 

efectos funcionales de Apg2 subyacen bajo el término “especializado”. 
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5.1 Regulación de la actividad chaperona de Hsc70 por Apg2 y DnaJB1. 

El proceso de solubilización y reactivación de un agregado proteico por el sistema de 

chaperonas objeto de este trabajo es un proceso complejo que depende de varios 

factores como: la propia naturaleza del agregado en cuestión, pues su reactivación 

depende de su tamaño, estabilidad y conformación (Sección 4.1 de Resultados); el 

correcto funcionamiento de la actividad ATPasa de Hsc70 (Figura 4.22B); las 

concentraciones relativas de Apg2 y DnaJB1, pues son las encargadas de acelerar el 

proceso mediante el intercambio de nucleótido y la activación de la ATPasa en Hsc70, 

respectivamente (Figura 4.23); y finalmente, la interacción de las chaperonas con la 

superficie del agregado a reactivar. En relación con este último punto, se debe destacar 

que es especialmente importante la cantidad de Hsc70 unida al agregado, que 

correlaciona fielmente con la actividad replegadora (Figura 5.1A). Esto sugiere que la 

solubilización del agregado depende de la cantidad de Hsc70 unida y que todos los 

polipéptidos extraídos se repliegan en las condiciones óptimas, como se ha demostrado 

para el sistema desagregasa bacteriano (Fernández-Higuero et al. 2018; Fernández-

Higuero et al. 2020). Por tanto, es esencial describir como se une Hsc70 al sustrato 

agregado. De manera similar a lo que se ha observado en bacterias (Acebrón et al. 

2008), en esta Tesis se demuestra que el proceso de reactivación de agregados 

proteicos por parte de las chaperonas humanas es un proceso secuencial en el que en 

primer lugar DnaJB1 se une al agregado, lo que permite transferir moléculas de Hsc70 

a la superficie del mismo (Figuras 4.17 y 4.33). Aunque la chaperona también es capaz 

de unirse a los sustratos agregados, lo hace con muy baja afinidad, de modo que la 

unión previa de DnaJB1 es esencial para promover la interacción de Hsc70 con el 

agregado de forma efectiva, aumentando en torno a cinco veces la cantidad unida 

(Figura 4.17). Dado que DnaJB1 promueve la hidrólisis de ATP en Hsc70 al transferir el 

sustrato a la chaperona, ésta queda unida al agregado en su estado de alta afinidad 

(ADP). En este punto, el intercambio de ADP por ATP en Hsc70 provoca la pérdida de 

afinidad de la chaperona por el sustrato, quedando éste libre para poder recuperar su 

conformación nativa o volver a unirse a Hsc70 en caso de ser necesario. Así, la 

disociación de los complejos de Hsc70 con el sustrato agregado debería estar acelerada 

por el rol canónico de Apg2 como intercambiador de nucleótido para Hsc70 

(Andréasson et al. 2008; Polier et al. 2008; Schuermann et al. 2008) (Figura 5.2). Sin 

embargo, hemos observado que Apg2 a concentraciones subestequiométricas duplica 

la cantidad de Hsc70 reclutada por DnaJB1 (figura 4.17), de acuerdo con resultados de 

otros autores obtenidos con agregados amiloides (Wentink et al. 2020).  
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Figura 5.1: Regulación de la ATPasa, unión de Hsc70 a los agregados y su 

plegado por Apg2. Comparación de la actividad de la ATPasa (negro), unión de 

Hsc70 a los agregados de G6PDH (verde) y su replegamiento (rojo) a 

concentraciones crecientes de Apg2 (A), Apg2ΔAS (B) y Apg2ΔC (C). Los datos se 

han normalizado tomando como 100% el valor máximo obtenido con Apg2 

silvestre para cada una de las actividades que se muestran. Se han omitido las 

barras de error por motivos de claridad.  

 

Para entender este comportamiento se debe considerar el ciclo ATPasa de Hsc70 que 

se ve acelerado directamente por ambas cochaperonas: DnaJB1, que activa la hidrólisis 

de ATP, y Apg2, que devuelve a Hsc70 a su conformación unida a ATP al estimular el 

intercambio de nucleótido (Figura 5.2). De todos los posibles estados de Hsc70 

dependientes de nucleótidos del ciclo ATPasa, solo el estado Hsc70(ATP) puede 

transferirse al agregado por la acción de DnaJB1 unida a él (Figura 37). De este modo, 

Apg2 puede inducir un incremento de la cantidad de Hsc70 unida a un agregado al 

incrementar la cantidad de Hsc70(ATP) disponible. Es importante destacar aquí que, 

aunque la unión de la Hsp70 mediada por Hsp40 es similar en el sistemas humano y 

bacteriano, la eficiencia del sistema de chaperonas humano es muy superior, 

promoviendo la unión a la superficie del agregado de en torno al 40% del total de Hsc70 

en el medio, alcanzándose una relación molar entre Hsc70 y agregado 

aproximadamente ocho veces mayor a la descrita para el sistema bacteriano 

(Fernández-Higuero et al. 2018). Este hecho es importante ya que podría tratarse de 

un mecanismo de compensación ante la ausencia en el genoma humano de 

desagregasas de la familia Hsp100, indispensables para la reactivación de agregados en 

bacterias y levaduras. 
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Figura 5.2: Ciclo ATPasa de Hsc70 y su interacción con agregados proteicos. El 

ciclo de unión de ATP y su hidrólisis por Hsc70 (flechas verdes) se ve estimulado 

por las cochaperonas DnaJB1 y Apg2, que actúan estimulando la hidrólisis y el 

intercambio pos hidrólisis de ADP por ATP, respectivamente. Las flechas rojas 

indican los procesos que ralentizan el ciclo hidrolítico favorecidos a 

concentraciones altas de Apg2. Las moléculas de DnaJB1 unidas a los agregados 

(A) facilitan la unión de Hsc70(ATP) a su superficie (flechas naranjas). La acción 

de Apg2 favorece la unión de ATP y la liberación del sustrato que puede plegarse 

en su conformación nativa (S).  

 

Por lo expuesto anteriormente, se deduce que la etapa limitante del proceso de 

reactivación se encuentra definida por la cantidad de moléculas de Hsc70 capaces de 

unirse al agregado, es decir de la población de Hsc70(ATP). Para que Hsc70(ATP) se 

mantenga en niveles óptimos, la relación en las concentraciones de DnaJB1 y Apg2 

deben encontrarse balanceadas. De esta manera, cualquier fluctuación fuera del rango 

óptimo de dichas concentraciones conlleva la desregulación del sistema que, en la 

mayor parte de los casos, resulta en una inhibición de la capacidad reactivadora de 

Hsc70. Esto esta evidenciado por los ensayos en los que se ha titulado la concentración 

de las cochaperonas (Figuras 4.16 y 4.23 de Resultados). Como se ha observado para 

otras proteínas de la familia Hsp40 (Celaya et al. 2016; Laufen et al. 1999; Rauch y 

Gestwicki 2014; Tzankov et al. 2008) nuestros datos muestran que concentraciones 

altas de DnaJB1 resultan perjudiciales para la actividad de Hsc70, siendo los efectos 

mayores en ausencia de Apg2 (Figura 4.23 de Resultados). No está claro el motivo por 

el cual las chaperonas Hsp40 inhiben la reactivación de agregados a concentraciones 
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altas, pero se ha asociado a la posible ocupación de sitios de unión en la superficie del 

agregado y con efectos adversos en pasos subyancentes relacionados con el 

replegamiento de los polipéptidos extraídos (Acebrón et al. 2008; Celaya et al. 2016). 

Además, la hidrólisis acelerada de ATP provocada por la concentración elevada de 

DnaJB1 en el medio podría dificultar la transferencia de Hsc70 al agregado, 

dependiente únicamente de las moléculas de DnaJB1 asociadas a él (Figura 5.2). Del 

mismo modo, el aumento de la concentración de Apg2 tiene un gran impacto negativo 

en la reactivación de agregados y en la interacción de Hsc70 con los mismos (Figuras 

4.16 y 4.17 de Resultados), lo que también se ha observado para otras proteínas NEF 

(Celaya et al. 2016; Gässler et al. 2001; Rg et al. 1997; Sugimoto et al. 2008; Tzankov et 

al. 2008). El aumento de la actividad NEF a concentraciones altas de Apg2 puede 

favorecer la disociación de Hsc70 del agregado y, en general, se ha asociado a una 

reducción de la capacidad replegadora de Hsp70 por la modificación del tiempo que el 

sustrato proteico pasa unido a la chaperona (Gässler et al. 2001; Sugimoto et al. 2008). 

Nuestros datos indican que solo cuando la concentración de Apg2 presente en el medio 

es subestequiométrica con respecto a la de Hsc70, la reactivación es eficiente. En estas 

condiciones, la relación molar Apg2:Hsc70 en la superficie del agregado es 1:80, lo que 

pone de relevancia el papel catalítico de Apg2. Este dato apoya la hipótesis del rol de 

las chaperonas Hsp110 como NEF especializados en la extracción de polipéptidos 

desplegados, frente a una actividad mecánica sobre los polipéptidos agregados en 

cooperación con Hsc70. 

 

La diferencia principal entre la regulación del sistema de Hsc70 humana por Apg2 frente 

a otros NEFs no relacionados reside en la regulación de la actividad ATPasa. A bajas 

concentraciones de Apg2, la actividad ATPasa de Hsc70 se incrementa en torno a cinco 

veces con respecto a la observada en presencia de DnaJB1 solamente (Figura 4.21 de 

resultados). Sin embargo, una vez se sobrepasan las condiciones equimolares de Apg2 

respecto a Hsc70, el exceso de Apg2 comienza a influir negativamente en la actividad 

ATPasa total de sistema. Este comportamiento inhibitorio es más evidente a 

concentraciones de Apg2 superiores a 5 M. Se han encontrado resultados similares 

con Hsp105 humana(Tzankov et al. 2008; Yamagishi et al. 2004). Frente a estas dos 

Hsp110, la actividad ATPasa de Hsc70 y DnaK se ve estimulada por Bag1 y HspBP1 

humanas, y GrpE bacteriana, respectivamente, alcanzando una saturación en un rango 

de concentración similar al utilizado aquí (Flahertyet al. 1990; Ung et al. 2013; Yan et 

al. 2011).Por lo tanto, el efecto inhibitorio de la actividad ATPasa de Hsc70 es específico 

de las Hsp110 humanas. La pregunta, entonces, es cómo inhibe el ciclo de ATPasa de 

Hsc70 la alta concentración de Apg2. Debido al papel de Apg2 como NEF de Hsc70, el 

punto más razonable para detener el ciclo sería el proceso de intercambio de ADP/ATP, 
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que consiste básicamente en la unión de Apg2 a Hsc70(ADP), la disociación del ADP y 

la unión de ATP, concomitante con la disociación del complejo (Figura 5.1). Sin embargo 

ninguna de estas etapas puede explicar la reducción de la tasa de hidrólisis de ATP: 1) 

la formación del complejo Hsc70(ADP):Apg2 esta favorecida a concentraciones altas de 

Apg2 (figura 4.13, Resultados); 2) los ensayos de intercambio de ADP muestran que la 

disociación de ADP aumenta y se satura con la cantidad de Apg2 (Figura 4.20 de 

Resultados); 3) la disociación del complejo Hsc70:Apg2 tras la unión de ATP es 

intrínsecamente independiente de la concentración de las proteínas. Una explicación 

posible de la inhibición de la actividad ATPasa sería la asociación de Apg2 a Hsc70(ATP), 

como se ha observado para Hsp105 humana y Sse1 de levaduras (Rauch y Gestwicki 

2014; Raviol, Bukau y Mayer 2006) . Este evento de unión estaría favorecido a altas 

concentraciones de Apg2 y podría provocar la liberación prematura de ATP antes de la 

hidrólisis (Figura 5.1, flechas rojas), lo que reduciría la actividad ATPasa. En este 

modelo, se establece una competición entre Apg2 y DnaJB1 para unirse a Hsc70(ATP), 

promoviendo la estimulación del ciclo conformacional de Hsc70 y su actividad 

chaperona a relaciones molares Apg2:DnaJB1 bajas, mientras que el aumento de la 

concentración de Apg2 favorecería la disociación del ATP y la inhibición del sistema. Al 

disminuir la población de Hsc70(ATP), la conformación competente para ser reclutada 

al agregado por DnaJB1, Apg2 inhibiría también el replegamiento de agregados a 

concentraciones altas. Este modelo explica la ralentización de las cinéticas de 

disociación del péptido FT7 observadas a concentraciones altas de Apg2 (Figura 4.18 

de Resultados): la disociación del ATP de Hsc70 aumentaría la población de la 

conformación apo, capaz de unir péptidos que fueron previamente liberados por la 

unión de ATP. De este modo, se establecería un proceso secundario de asociación 

favorecido a concentraciones altas de Apg2, que se opondría a la disociación del 

péptido. El modelo propuesto asocia la actividad ATPasa al replegamiento ya que la 

competición entre DnaJB1 y Apg2 por unir Hsc70(ATP) afecta a ambos procesos. Sin 

embargo, no existe una correlación directa entre la actividad ATPasa y la actividad 

chaperona del sistema Hsc70/DnaJB1/Apg2, como también se ha observado para los 

homólogos bacterianos (Chang 2010). Así, la inhibición de la actividad ATPasa del 

sistema se observa a concentraciones de Apg2 mucho más altas que las que resultan 

inhibitorias para el replegamiento (Figura 5.1). Es posible que la competición entre 

DnaJB1 y Apg2 no tenga tanto efecto sobre la actividad ATPasa, un proceso mucho 

menos sensible a la población de Hsc70(ATP) que el replegamiento de agregados, por 

lo que su inhibición requiera concentraciones mucho mayores de Apg2.  

 

En resumen, los datos obtenidos en esta Tesis indican que: 1) el factor limitante del 

proceso de reactivación de agregados proteicos se encuentra definido por la población 
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de Hsc70(ATP), la conformación que puede ser transferida al agregado por DnaJB1; 2) 

Apg2 acelera el intercambio de ADP/ATP en Hsc70 libre aumentando la población de 

Hsc70(ATP), lo que favorece la asociación de la chaperona al agregado; 3) la 

reactivación se produce de manera eficiente a relaciones subestequiométricas de Apg2 

con respecto a DnaJB1; 4) a concentraciones altas de Apg2 se puede dar un proceso de 

asociación a Hsc70(ATP) que provoca la liberación del ATP, lo que se traduce en una 

inhibición de la actividad ATPasa del sistema y del replegamiento. El mantenimiento de 

la funcionalidad del sistema Hsc70 in vivo está asegurado por una regulación estricta 

de las concentraciones de ambas cochaperonas, siendo la cantidad de Hsp110 

aproximadamente igual a la de Hsp40 en condiciones normales, y menos abundante 

después de un estrés térmico(Hageman et al. 2011; Rampelt et al. 2012). 

 

 

5.2 Función de los dominios AS y la extensión C-terminal en la formación de los 

complejos Hsc70:Apg2.  

Los estudios realizados con los mutantes Apg2ΔAS y Apg2ΔC demuestran que ambos 

dominios están implicados en la interacción de Apg2 con Hsc70. El análisis realizado 

mediante SPR y electroforesis nativa de la formación del complejo Hsc70:Apg2 con la 

proteína silvestre muestra que:  

 

1.- Apg2 interacciona con Hsc70 con una Kd de, aproximadamente, 150 nM en 

ausencia de nucleótidos (estado apo) (Figura 4.13 de Resultados).  

 

2.- En presencia de ADP la afinidad se reduce significativamente (Figura 4.13 de 

Resultados), mientras que en presencia de ATP no se observa interacción. 

 

3.- Cuando Apg2 y Hsc70 se incuban en presencia de ATP durante el tiempo 

necesario para que se produzca la hidrólisis completa del nucleótido, se forma 

un complejo de alta afinidad con una Kd de aproximadamente 4 nM (Figura 4.30 

de Resultados). 

 

4.- La afinidad de Apg2 por el NBD de Hsc70 es menor que por la proteína entera, 

con una reducción de la Kd del complejo a 1,8 µM (Figura 4.13 de Resultados). 

 

En conjunto, estos resultados indican que el complejo de alta afinidad entre Hsc70 y 

Apg2 requiere la unión de nucleótidos y sugieren que es asimétrico con respecto al 

nucleótido unido, de modo que Hsc70 se encuentra en estado apo o asociada a ADP, 

mientras que Apg2 está unida a ATP. Esta hipótesis está respaldada por las estructuras 
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cristalinas de los complejos Hsp70:Hsp110 resueltas, en las que ambas proteínas se 

encuentran unidas a nucleótidos diferentes (Polier et al. 2008; Schuermann et al. 2008). 

A pesar de la dependencia de nucleótidos para la formación del complejo Hsc70:Apg2 

de alta afinidad, observamos que las proteínas también interaccionan en forma apo, lo 

que puede deberse a la flexibilidad conformacional inherente de estas conformaciones, 

pero, en las condiciones asimétricas de nucleótido, la afinidad del complejo aumenta 

significativamente con una Kd de 4 nM frente a 150 nM en conformación apo. La 

configuración asimétrica del complejo supone que la hidrólisis de ATP por Apg2 debe 

inhibirse al formar el complejo, lo que está de acuerdo con que ni la estimulación de la 

actividad ATPasa, ni el replegamiento de agregados, se vean afectados por el mutante 

Apg2-D7S, que carece de actividad ATPasa (Figuras 4.21 y 4.22 de Resultados). En la 

estructura cristalina del complejo Ssa1:Sse1 de levaduras, varios residuos del NBD de 

Ssa1 contactan con el ATP unido a Sse1 (Polier et al. 2008), lo que puede estar 

relacionado con el requisito del nucleótido para formar el complejo y la inhibición de 

su hidrólisis. Finalmente, los SBDs de Hsc70 bovina y Sse1 se encuentran próximos en 

el espacio, pero no participan en la interacción entre ambas proteínas en la estructura 

del complejo (Schuermann et al. 2008) . Sin embargo, la eliminación del SBD de Ssa1 

reduce moderadamente la afinidad del complejo con Sse1 (Polier et al. 2008; Raviol et 

al. 2006). En el caso de las proteínas humanas, la reducción de afinidad al estudiar la 

interacción de Apg2 con el NBD de Hsc70 es mucho más importante (unas 10 veces) y 

sugiere que los SBDs están involucrados en la formación del complejo mediante 

contactos directos. Una posibilidad alternativa, que no puede ser descartada, es que la 

conformación de Hsc70 que interacciona con alta afinidad con Apg2 dependa de la 

comunicación alostérica entre el NBD y SBD. De este modo, la eliminación del SBD 

reduciría la afinidad al modificar la interfase alostérica de Hsc70.  

 

Los resultados obtenidos sobre la formación de complejos entre Hsc70 y los mutantes 

Apg2ΔAS y Apg2ΔC demuestran que el dominio AS y la extensión C-terminal de Apg2 

están involucrados en la interacción entre ambas proteínas, pero la regulan de forma 

diferente. Mientras que el AS disminuye la afinidad de Apg2 por Hsc70 en cualquier 

estado nucleotídico de las proteínas, la extensión C-terminal la aumenta de forma 

dependiente de nucleótidos. La eliminación del AS provoca un incremento de 3 veces 

en la afinidad observada para la formación de los complejos entre ambas chaperonas 

en estado apo (Figura 4.13 de Resultados). La afinidad mayor del mutante Apg2ΔAS por 

Hsc70 también se observó en presencia de nucleótidos como se demuestra en los 

experimentos de competición con Apg2 silvestre analizados por electroforesis nativa y 

medidas de la actividad ATPasa, aunque no se pudieron determinar con fiabilidad las 

constantes de disociación de estos ensayos (Figuras 4.14 y 4.24 de Resultados). Por el 
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contrario, la eliminación de la extensión C-terminal no tiene ningún efecto en la 

afinidad del complejo cuando las proteínas se encuentran en forma apo (Figura 4.29 de 

Resultados), pero afecta de forma muy significativa al complejo asimétrico de alta 

afinidad (Figura 4.30 de Resultados). En estas condiciones, la afinidad de Apg2ΔC por 

Hsc70 fue muy similar a la observada en apo, con Kds 192 nM frente a 151 nM, 

respectivamente. Estas Kds son, a su vez, similares a la obtenida para el complejo con 

Apg2 silvestre en ausencia de nucleótidos (148 nM). Por tanto, la ganancia de afinidad 

del complejo asimétrico con Apg2 silvestre (Kd = 4 nM) depende directamente de la 

extensión C-terminal. De acuerdo con nuestros resultados, la deleción de la extensión 

C-terminal de Sse1, mucho más corta, también reduce la afinidad por Ssa1 (Dragovic et 

al. 2006) . Estos datos también sugieren que la extensión C-terminal de Apg2 sufre un 

cambio conformacional dependiente de la unión de ATP que promueve su interacción 

con Hsc70. Sin embargo, no observamos ningún cambio conformacional significativo 

con Apg2 aislado tras la unión de nucleótidos (Figura 4.28 de Resultados), de acuerdo 

con resultados publicados (Raviol et al. 2006). Dado el carácter desordenado de la 

extensión C-terminal, es plausible que un cambio conformacional de esta región 

proteica no pueda ser detectado por las técnicas utilizadas (CD y proteólisis parcial). 

Alternativamente, el cambio conformacional de este segmento de Apg2 podría 

depender de la presencia del NBD de Hsc70, de modo que solo tiene lugar cuando se 

forma el complejo. Es importante mencionar aquí, que mediante un análisis de 

perturbación de desplazamiento químico por RMN, realizado por otros miembros del 

grupo de investigación en colaboración con el grupo del Dr. Oscar Millet del CIC 

Biogune, se ha demostrado que la extensión C-terminal de Apg2 interacciona 

directamente con el NBD de Hsc70 (manuscrito en preparación al escribir esta Tesis). 

 

La falta de datos estructurales sobre el dominio AS complican entender como este 

dominio de Apg2 regula la afinidad por Hsc70. En la estructura de Sse1 aislada o en 

complejo con el NBD de Ssa1, este dominio, mucho más pequeño en la proteína de 

levadura, se encuentra desordenado (Liu et al. 2007; Polier et al. 2008), pero forma una 

horquilla  en complejo con una construcción de Hsc70 bovina que contiene el NBD y 

un fragmento del SBD, que se situa muy próxima a este último (Schuermann et al. 

2008). Por otro lado, nuestros resultados muestran que la diferencia de afinidad entre 

Apg2 silvestre y Apg2ΔAS para unirse a Hsc70, casi desaparece cuando se emplea el 

NBD de la chaperona (Figuras 4.13 y 4.14, y Tabla 4.2 de Resultados). En conjunto, estas 

observaciones sugieren que el AS de Apg2 puede interaccionar con el SBD de Hsc70. La 

secuencia particular de este segmento es propensa a contener partes desordenadas 

(Dublang 2021), que podrían ser reconocidas como pseudosustrato por Hsc70 y 

contribuir a aumentar la afinidad del complejo, como se ha observado para GrpE y DnaK 
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de E. coli (Brehmer et al. 2004; Moro et al. 2007). Sin embargo, los resultados obtenidos 

con el mutante Hsc70-V438F descartan esta posibilidad (Tabla 4.2 de Resultados). Por 

tanto, nuestro estudio sugiere que el AS reduce la afinidad del complejo Hsc70:Apg2 al 

interaccionar con el SBD de Hsc70. Posiblemente esto se consigue mediante la 

modificación de la interfase alostérica entre NBD y SBD de Hsc70 para favorecer una 

conformación que interaccione con Apg2 con menor afinidad. Otra posibilidad es que 

la interacción del AS con el SBD de Hsc70 modifique o suprima otras interacciones 

estabilizantes del complejo. Mediante este tipo de mecanismos, el AS podría actuar 

como un interruptor molecular en respuesta a la unión de nucleótidos para facilitar la 

disociación del complejo entre Hsc70:Apg2, favoreciendo, de este modo, la progresión 

del ciclo de la chaperona.  

 

5.3. Efecto del AS y la extensión C-terminal de Apg2 en la actividad chaperona de 

Hsc70. 

Los dos dominios divergentes de Apg2, el AS y la extensión C-terminal, tienen efectos 

marcados sobre la funcionalidad del sistema de chaperonas formado por 

Hsc70/DnaJB1/Apg2, que correlacionan con su implicación en la interacción con Hsc70. 

En el caso del AS, el mutante Apg2ΔAS provoca una inhibición abrupta del ciclo ATPasa 

a concentraciones superiores a 1 µM y, a su vez, de la reactivación de agregados 

proteicos, que estrecha mucho el rango de concentraciones de Apg2 a las que el 

sistema es eficiente (Figura 5.1). Mientras que con Apg2 silvestre, el sistema mantiene 

una actividad replegadora por encima del 75 % entre 0,2 y 2 M, para el mutante 

Apg2AS esto solo ocurre a 0,2-0,4 µM (Figura 5.1A y B). A concentraciones superiores 

a 5 M, Apg2AS inhibe totalmente la actividad replegadora del sistema que 

correlaciona con la supresión casi total de la unión de Hsc70 al agregado. La inhibición 

de ambas actividades es compatible con el modelo propuesto en la Figura 5.2, 

considerando que la eliminación del AS favorece mucho la reasociación de Apg2 con 

Hsc70(ATP). Así, Apg2ΔAS promovería una mayor liberación del ATP antes de la 

hidrólisis que la proteína silvestre, frenando la actividad del sistema a concentraciones 

mucho menores. Esta hipótesis está de acuerdo con los experimentos de competición 

entre Apg2 y Apg2ΔAS seguidos mediante medidas de la actividad ATPasa del sistema 

(Figura 4.24 de Resultados), en los que se demuestra que el mutante truncado tiene 

mayor afinidad por Hsc70 en presencia de nucleótidos. Además, en presencia de una 

cantidad inhibitoria de Apg2AS, la recuperación de la actividad replegadora del 

sistema por DnaJB1 ocurre a concentraciones mayores que para la proteína silvestre 

(Figura 4.23 de Resultados), lo que sugiere que el mutante truncado compite mejor con 

DnaJB1 por unirse a Hsc70(ATP) que Apg2. Ambos ensayos apoyan la hipótesis de que 
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Apg2 interacciona mejor con Hsc70(ATP) cuando se elimina el AS. Por tanto, los datos 

funcionales sugieren que el papel fundamental del AS seria favorecer la disociación de 

los complejos Apg2:Hsc70 y, especialmente, de los que Apg2 puede formar con 

Hsc70(ATP) para favorecer la interacción de la chaperona con DnaJB1 y facilitar la 

progresión de su ciclo funcional.  

 

En cuanto a la extensión C-terminal de Apg2, el efecto funcional más destacable, que 

se ha observado tras su deleción, es un incremento de aproximadamente 1,6 veces de 

la velocidad de intercambio de nucleótido en el rango de concentraciones estudiado 

(Figura 4.35 de Resultados), debido a la interacción directa de este segmento con el 

NBD de Hsc70. De manera diferente, la eliminación de los últimos 44 residuos de Sse1 

abolió completamente el intercambio de nucleótidos in vitro (Dragovic et al. 2006). Sin 

embargo, el mismo mutante pudo complementar el fenotipo sensible a la temperatura 

de una cepa de levadura sse1Δ (Shaner et al. 2004), lo que posiblemente requiere una 

actividad NEF funcional. La discrepancia entre estos dos trabajos señala que el papel 

preciso del segmento C-terminal de Sse1 todavía está mal definido. El incremento 

moderado de la actividad NEF de Apg2ΔC se corroboró mediante otros ensayos 

funcionales en los que, en comparación con la proteína silvestre, encontramos: i) un 

incremento del 20-30% de la actividad ATPasa del sistema de chaperonas (Figura 4.34 

de Resultados); ii) un aumento de la reactivación de agregados proteicos a 

concentraciones de Apg2ΔC inferiores a 0,4 µM (Figura 4.32 de Resultados), y; iii) una 

inhibición más rápida de la reacción de replegamiento de proteínas a medida que se 

aumenta la concentración de Apg2ΔC (Figura 4.32 de Resultados). Cabe señalar que las 

diferencias pequeñas, pero significativas, con Apg2 silvestre en intercambio de 

nucleótidos, ATPasa y replegamiento de agregados en presencia de Apg2C están 

posiblemente condicionadas por la afinidad significativamente menor del mutante por 

Hsc70 que limita la interacción con la chaperona, especialmente a concentraciones 

bajas. Un aumento del intercambio ADP/ATP debe ser favorable para la actividad 

ATPasa a cualquier concentración de Apg2, ya que facilita la progresión del ciclo. Esto 

está de acuerdo con que proteínas con menor actividad NEF como Bag1 (Rampelt et al. 

2012), estimulen menos la ATPasa de Hsp70 (Tzankov et al. 2008). Sin embargo, el 

replegamiento de agregados solo se ve favorecido por un intercambio ADP/ATP más 

rápido a bajas concentraciones de Apg2C, que posiblemente compensa la deficiente 

interacción con Hsc70. Como se ha discutido anteriormente, el aumento del 

intercambio de nucleótidos al elevar la concentración de las proteínas NEF inhibe el 

replegamiento de agregados (Celaya et al. 2016; Gässler et al. 2001; Rg et al. 1997; 

Sugimoto et al. 2008; Tzankov et al. 2008), por lo que es esperable que Apg2C inhiba 
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esta actividad a concentraciones menores que la proteína silvestre. Es importante 

mencionar que la cantidad de Hsc70 unida al agregado no correlaciona con su 

reactivación para Apg2ΔC, como se observa para Apg2 silvestre y Apg2ΔAS (Figura 5.1), 

lo que sugiere que no se repliegan todos los polipéptidos que son extraídos del 

agregado por Hsc70. Posiblemente, el exceso de intercambio ADP/ATP reduzca el 

replegamiento de los polipéptidos extraídos por una liberación prematura de Hsc70, 

como se ha sugerido (Gässler et al. 2001; Sugimoto et al. 2008). Algo similar se puede 

observar a concentraciones superiores a 5 µM de Apg2 silvestre.  

 

La concentración absoluta de las chaperonas humanas in vivo es desconocida, pero 

Apg2 es alrededor de 10 a 30 veces menos abundante que Hsc70 en condiciones 

fisiológicas (Finka et al. 2015; Hageman et al. 2011). En proporciones aproximadamente 

similares de Hsc70:Apg2, hemos demostrado que el mutante Apg2C es un NEF más 

eficiente para Hsc70 que la proteína silvestre, promoviendo una reactivación más 

rápida de agregados de proteínas in vitro (Figura 4.32 de Resultados). Esto plantea una 

pregunta intrigante: ¿por qué las proteínas Hsp110 humanas tienen una extensión C-

terminal larga en lugar de una secuencia más corta como en Sse1 de levaduras? En un 

medio celular donde el conjunto de moléculas de Hsc70 tiene que realizar muchas 

tareas diferentes, es muy probable que una interacción de alta afinidad con Hsc70, 

proporcionada por la extensión C-terminal, sea esencial ya que la Hsc70 libre podría ser 

escasa. De este modo, se asegura que la población de Hsc70(ATP) sea la óptima para 

ser transferida al agregado por DnaJB1. En levaduras, la reactivación de agregados se 

produce en cooperación con la potente disgregasa Hsp104 y puede que no requiera la 

unión de tanta Hsp70 como en metazoos. Además, la extensión C-terminal podría 

desempeñar un papel importante de Apg2 en otras funciones especializadas menos 

conocidas, esenciales para la viabilidad celular (Aguado et al. 2015). Finalmente, este 

subdominio de Apg2 es el objetivo de varias modificaciones postraduccionales como 

fosforilaciones (Velasco et al. 2019) y ubiquitinaciones (Akimov et al. 2018; Wagner et 

al. 2011), entre otras, que podrían modificar la interacción con el NBD de Hsc70 y 

regular la actividad del sistema de chaperonas. 

 



Discusión 

181 

 
Figura 5.3: Interacciones entre los dominios de Hsc70 y Apg2. Representación 

esquemática de las interacciones entre los diferentes dominios de Hsc70 y Apg2 

que son importantes para la formación del complejo y sus efectos funcionales. 

La contribución estabilizante de la interacción se denota por flechas y símbolos 

+ verdes, mientras que la desestabilizantes por flechas y símbolos – rojos. Para 

los efectos funcionales (en texto), el color verde indica una estimulación mientras 

que el rojo una reducción. Los asteriscos denotan aquellas interacciones 

encontradas en esta Tesis.  

 

En resumen, en esta Tesis hemos demostrado que Apg2 regula el ciclo conformacional 

de Hsc70 y estimula la reactivación de agregados proteicos, con unas propiedades 

compatibles con las de un NEF especializado. Este rol depende de los dominios 

divergentes de Apg2, el AS y la extensión C-terminal, que participan en la interacción 

con Hsc70, modificando la asociación/disociación del complejo entre las dos 

chaperonas y el intercambio de nucleótidos en Hsc70 (Figura 5.3). 
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Conclusiones 

 

6. CONCLUSIONES. 

 

1.- Apg2 potencia la actividad reactivadora de agregados proteicos de Hsc70 

estimulando la unión de la chaperona a la superficie del agregado, mediante un 

mecanismo compatible con su actividad como intercambiador de nucleótidos. 

 

2.- El subdominio acídico de Apg2 (AS) actúa como un interruptor molecular que 

desestabiliza el complejo con Hsc70 de modo que facilita su disociación y la progresión 

del ciclo funcional. Posiblemente el sitio de interacción se encuentra en el SBD de 

Hsc70. 

 

3.- La extensión C-terminal de Apg2 interacciona con el NBD de Hsc70, aumentando 

significativamente la afinidad el complejo de una forma dependiente de la unión 

nucleótidos. 

 

4.- La interacción de la extensión C-terminal de Apg2 con Hsc70 decelera el intercambio 

ADP/ATP en ésta, lo que amplia el rango de concentraciones en el que el sistema de 

chaperonas tiene actividad óptima. 
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